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RESUMO  

            

SANTIAGO, A. I. O. B. Caracterização do perfil astrocitário na Substância Negra de 

ratos com discinesia induzida por L-DOPA e tratados com doxiciclina. 2022.90p. 

Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São 

Paulo, Ribeirão Preto, 2022. 

 

A discinesia induzida por (L-dihidroxyfenilalanina) L-DOPA (LID) é um efeito debilitante do 

tratamento da doença de Parkinson com este medicamento. Novas abordagens terapêuticas 

que previnam ou atenuem esse efeito colateral são necessárias. Ratos Wistar hannover machos 

(CEUA/FORP - Processo 2016.1.667.58.4) adultos submetidos a lesão unilateral do feixe 

prosencefálico medial induzida por 6-hidroxidopamina foram tratados com L-DOPA (20 mg 

kg-1 oral) uma vez ao dia por 14 dias. Após esse período, testamos se a doxiciclina (40 mg 

kg-1, intraperitoneal) poderia reverter a LID já estabelecida e se a doxiciclina administrada 

junto com L-DOPA impede o desenvolvimento de LID. A quantidade de células 

imunorreativas a (Proteína glial fibrilar ácida) GFAP e seu perfil reativo, por quantificação 

morfológica (número e comprimento de ramificações) foram analisados em estriado e 

substância negra dos animais parkinsonianos e discinéticos. Uma única injeção de doxiciclina 

atenuou a LID e o co-tratamento com doxiciclina desde o primeiro dia de levodopa suprimiu o 

aparecimento de discinesia. O tratamento prolongado com L-DOPA aumentou o número de 

células imunorreativas ao GFAP no estriado dorsomedial e dorsocaudal, ipsilateral à lesão, 

com aumento do número de ramificações. Na SN-compacta dorsal lateral, medial e caudal, 

assim como na SN-reticulada foram observadas modificações no número de células 

imunorreativas ao GFAP assim como do número e comprimento das ramificações. O 

tratamento crônico com doxiciclina atenuou os sinais de ativação dos astrócitos nas 

subdivisões da substancia negra estudadas. O presente estudo indica que a discinesia induzida 

por L-DOPA envolve alterações em astrócitos em ambos, estriado e substância negra, e que o 

efeito anti-discinético da doxiciclina é, em parte, explicado por modulação astrocitária em 

substância negra. O tratamento com doxiciclina foi associado à diminuição da 

imunorreatividade de GFAP. 

 

Palavras-chave: Doença de Parkinson. Neuroinflamação. Discinesia induzida por L-DOPA. 

Astrócitos. Doxiciclina. 

  



 
 

ABSTRACT 

SANTIAGO, A. I. O. B. Characterization of the astrocytic profile in the Substantia 

Negra of rats with dyskinesia induced by L-DOPA and treated with doxycycline. 

2022,90p. Dissertação (Mestrado em Fisiologia) – Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, 

Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2022. 

 

L-DOPA (L-dihydroxyphenylalanine)-induced dyskinesia (LID) is a debilitating effect of 

Parkinson's disease treatment with this drug. New therapeutic approaches that prevent or 

attenuate this side effect are needed. Adult male Wistar hannover rats (CEUA/FORP - Process 

2016.1.667.58.4) undergoing unilateral medial forebrain bundle injury induced by 6-

hydroxydopamine were treated with L-DOPA (20 mg kg-1 orally) once a day for 14 days. 

After this period, we tested whether doxycycline (40 mg kg-1, intraperitoneal) could reverse 

established LID and whether doxycycline administered together with L-DOPA prevents the 

development of LID. The amount of GFAP (glial fibrillary acidic protein) immunoreactive 

cells and their reactive profile, by morphological quantification (number and length of 

branches) were analyzed in striatum and substantia nigra of parkinsonian and dyskinetic 

animals. A single injection of doxycycline attenuated LID and co-treatment with doxycycline 

from the first day of levodopa suppressed the onset of dyskinesia. Prolonged treatment with 

L-DOPA increased the number of GFAP-immunoreactive cells in the dorsomedial and 

dorsocaudal striatum, ipsilateral to the lesion, with an increase in the number of ramifications. 

In the SNcompact dorsal, lateral, medial and caudal, as well as in the SNreticulated, changes 

were observed in the number of GFAP-immunoreactive cells as well as in the number and 

length of branches. Chronic treatment with doxycycline attenuated the activation signals of 

astrocytes in the subdivisions of the substantia nigra studied. The present study indicates that 

L-DOPA-induced dyskinesia involves changes in astrocytes in both the striatum and 

substantia nigra, and that the antidyskinetic effect of doxycycline is, in part, explained by 

astrocytic modulation in the substantia nigra. Doxycycline treatment was associated with 

decreased GFAP immunoreactivity. 

 

Keywords: Parkinson’s disease. Neuroinflammation. L-DOPA-induced dyskinesia. 

Astrocyte. Doxycycline. 
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1.1 Núcleos da base e Doença de Parkinson 

Os núcleos da base são um grupo de núcleos subcorticais que atravessam o 

telencéfalo, mesencéfalo e diencéfalo (Albin, Young e Penney, 1989). Os núcleos da base são 

uma rede  de neurônios altamente organizada, onde diferentes estruturas são ativadas para 

funções e circunstâncias específicas, como o controle do movimento, aprendizagem 

associativa, planejamento, memória de trabalho e emoção (Obeso et. al, 2008). Os núcleos da 

base compreendem: núcleo estriado ou caudado/putâmen, globo pálido (também chamado de 

globo pálido externo ou lateral; GPe), núcleo entopeduncular (também denominado globo 

pálido interno ou medial; GPi), substância negra compacta (SNc), substância negra reticulada 

(SNr) e núcleo subtalâmico (NST; Albin, Young e Penney, 1989; Parent e Hazrati, 1995; 

Bolam e Ellender, 2016). 

Os núcleos caudado e  putâmen formam o corpo estriado, principal núcleo de entrada 

de estímulos dos núcleos da base. Seus neurônios, chamados de espinhosos médios, são o 

local de entrada de sinais (inputs) vindos do córtex motor primário, área motora suplementar e 

do córtex pré-motor (Obeso et al., 2017). Estas aferências são excitatórias (glutamatérgicas; 

Albin, Young e Penney, 1989; Gerfen e Bolam, 2017). Além disso, esse núcleo também 

recebe aferências dopaminérgicas provenientes da SNc (Calabresi et. al, 1998) e 

serotonérgicas dos núcleos da rafe (Hauber, 1998). As eferências estriatais se limitam a 

estruturas dos núcleos da base, como o globo pálido, o núcleo entopeduncular e a SN, em 

especial a SNr (Parent e Hazrati, 1995), sendo os neurônios de saída inibitórios 

(GABAérgicos). Tonicamente, os neurônios do GPi e da SNr inibem centros motores da 

região ventral anterior (VA) e ventral lateral (VL) do tálamo, que se projetam ao córtex, ao 

núcleo tegmental pedúnculo pontino e ao colículo superior (Parent e Hazrati, 1995).  

 

1.1.1 Sistema Dopaminérgico 

A dopamina (DA) é um neurotransmissor catecolaminérgico presente no sistema 

nervoso central eperiférico, envolvidos no controle do movimento voluntário, cognição, 

recompensa, sono, memória, assim como na regulação do sistema simpático (equilíbrio do 

sódio, controle da pressão arterial, da função renal, homeostase glicária), e processos na retina 

(Beaulieu e Gainetdinov 2011; Pinoli et al. 2017). É principalmente sintetizado no cérebro, 

em neurônios da substância negra compacta,  a partir do precursor L-dihidroxyphenylalanina 

(L-DOPA).  
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O grupo das catecolaminas inclui, além da dopamina, a noradrenalina e a adrenalina, e 

tem como principal precursor o aminoácido tirosina (Fernstrom e Fernstrom 2007). A tirosina 

é convertida em L-DOPA pela ação da enzima tirosina hidroxilase (TH, passo limitante da 

síntese de dopamina, sendo utilizada como marcador de neurônios dopaminérgicos). A L-

DOPA, por sua vez, é convertida à dopamina pela ação da enzima descarbolixase de 

aminoácidos aromáticos (AADC; Christenson et al. 1970). A dopamina então é armazenada 

em vesículas pelo transportador de moaminas vesicular 2 (VMAT2; Eiden e Weihe 2011). Em 

células noradrenérgicas e adrenérgicas, a dopamina é convertida em noradrenalina  e 

adrenalina respectivamente (Udenfriend e Wyngaarden 1956; Weinshilboum et al. 1971). 

O ambiente ácido do lúmen da vesícula estabiliza a noradrenalina e previne sua 

oxidação (Guillot e Miller 2009). Fora das vesículas, a dopamina é sensível à oxidação ou ao 

metabolismo adicional pela enzima monoamina oxidase B (MAO-B) em 3,4-

Dihidroxyphenylacetaldeído (DOPAL) que é preferencialmente convertido em ácido 3, 4-

dihidroxifenrílacetic (DOPAC) pela enzima aldeído dehidrolase (ALDH). A enzima Catechol-

O-Metiltransferase (COMT) pode degradar ainda mais o DOPAC em ácido homovaníllico 

(HVA), além de converter diretamente a dopamina em 3-metoxitiramina (Eisenhofer et al. 

2004; Chen et al. 2011). A dopamina e seus produtos finais podem ser quantificados em 

sangue e fluído espinhal cerebral, embora seja difícil determinar sua origem porque sua 

produção não acontece somente no sistema nervoso central (SNC), mas também em certos 

órgãos periféricos, como rim e intestino (José et al. 2002; Anlauf et al. 2003). Em patologias 

como a doença de Alzheimer e a doença de Parkinson, as quantidades de HVA e 3-

metoxitilramina estão correlacionadas com a progressão da doença. Assim, esses 

componentes podem ser biomarcadores úteis da evolução da doença (Morimoto et al. 2017; 

Stefani et al. 2017), pois podem contribuir para o diagnóstico (Reitz e Mayeux 2014) 

Há cinco receptores distintos aos quais a dopamina se liga com diferente afinidade. 

Esses receptores foram divididos em duas classes: a família D1, que compreende o receptor 

de dopamina D1 e o D5, e a família D2, que compreende os receptores D2, D3 e D4 (Vallone 

et al. 2000; Beaulieu e Gainetdinov 2011; Pinoli et al. 2017). O subtipo semelhante ao D1 é 

frequentemente acoplado à proteína Gαs/olf, família de proteínas G que estimulam a produção 

de monofosfato de adenosina cíclica (AMPc). O subtipo semelhante ao receptor D2 ativa 

classicamente a proteína GαE/S, família de proteínas G que inibem a produção de AMPc 

(Beaulieu e Gainetdinov 2011). 
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Os receptores da família D1 são encontrados principalmente no núcleo caudado-

putâmen (estriado), núcleo acumbens, SNr, bulbo olfatório, amígdala e córtex frontal (Savasta 

et al. 1986; Wamsley et al. 1989). Já os receptores semelhantes a D2 são expressos 

principalmente no estriado, GPe, núcleo acumbens, área tegmental ventral, hipotálamo, 

amígdala, áreas corticais, hipocampo e glândula pituitária (Wamsley et al. 1989; Yokoyama et 

al. 1994). 

Os neurônios dopaminérgicos da SN que se projetam para o estriado constituem a via 

nigrostriatal, que tem um papel no controle da função motora e da aprendizagem (Hikosaka et 

al. 2002). Essa via controla aspectos processuais dos movimentos e comportamentos 

motivados, uma vez que se projeta para áreas mais dorsais dos núcleos da base, onde os 

hábitos comportamentais e cognitivos são aprendidos e armazenados (Carli et al. 1985; 

Graybiel 1997; Haber 2003).  

 

1.1.2 Vias direta e indireta  

O modelo predominante da função dos núcleos da base hipotetiza que o controle do 

movimento é feito por dois circuitos, conhecidos como via direta e via indireta (figura 1). 

Estes atuariam de maneira dicotômica, por meio de diferentes populações de neurônios 

espinhosos médios que se projetam para diferentes estruturas de saída, estimulando o 

movimento adequado e inibindo o movimento inadequado (Albin, Young e Penney, 1989; 

Phillips et. al, 1993; Calabresi et al, 2014). Há ainda uma terceira via, denominada hiperdireta 

(Nambu et. al, 2002). 

A via direta liga diretamente o estriado aos núcleos de saída, inibindo-os. Envolve a 

participação de receptores dopaminérgicos da família D1. Um estímulo cortical 

glutamatérgico ativa os neurônios espinhosos médios estriatais, que enviam eferências 

GABAérgicas para o GPi e SNr, inibindo-os, o que ocasiona uma desinibição dos neurônios 

talâmicos glutamatérgicos (VA e VL), que por sua vez se projetam para o córtex, resultando 

na ativação locomotora e facilitação de movimento (De Long, 1990). 

A via indireta envolve ativação de receptores dopaminérgicos da família D2. Há 

inibição dos neurônios espinhosos médios do estriado sobre o GPe, que se projetam, também 

de maneira inibitória, para o NST, que por sua vez, emite eferências excitatórias 

(glutamatérgicas) para os neurônios inibitórios (GABAérgicos) da SNr, que inibem o tálamo 

(VA e VL), e consequentemente o córtex, ocasionando a redução da atividade locomotora e 

do movimento (De Long, 1990). 
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     Figura 1: Caracterização das vias direta e indireta. 

 
 (A) Na condição fisiológica, acredita-se, que a dopamina (DA) decorrente da substância negra compacta (SNc) 

ative neurônios estriatais que expressão receptores D1 (no caso da via direta, ilustrada em vermelho) ou iniba os 

neurônios estriatais que expressão receptores D2 (quando da via indireta, ilustrada em azul, a fim de estimular o 

movimento adequado ou inibir o movimento inadequado. (B) Na doença de Parkinson, a degeneração de 

neurônios dopaminérgicos nigroestriatais reduz a estimulação dos receptores de DA estriatais, levando a um 

desequilíbrio entre as vias direta (em vermelho) e indireta (em azul), ocasionando ativação anormal dos núcleos 

de saída e consequentemente distúrbios do movimento. Adaptado de Calabresi et al, 2014. 

Uma terceira via, a hiperdireta, conduz estímulos excitatórios originados em áreas 

motoras corticais para os núcleos de saída (GPi/SNr), os quais são GABAérgicos. Estas saídas 

inibitórias diminuem a estimulação do tálamo (VA e VL) sobre o córtex levando assim a 

inibição do movimento (Kitai e Deniau, 1981; Nambu et al, 2002). 

A perda de entrada dopaminérgica no estriado, que resulta da degeneração dos 

neurônios da substância negra, causa um desequilíbrio na atividade das vias direta e indireta. 

Em condição fisiológica, a dopamina exerce controle inibidor sobre a via indireta, portanto, 

após a perda de dopamina há um aumento na atividade desta via (Gerfen et al, 1990). Como 

resultado do aumento da entrada inibitória GABAérgica, a projeção GABAérgica do GPe para 

o NST torna-se sub-ativa (Jenner, 2008). Assim, os neurônios glutamatérgicos do NST 

tornam-se hiperativos, levando ao aumento da atividade dos neurônios inibitórios 

GABAérgicos no GPi que se projetam para o tálamo. Isso diminui o disparo neuronal 

talâmico e altera a entrada no córtex pré-motor (Jenner, 2008). 

Em contrapartida, a dopamina exerce um efeito excitatório na via direta. A perda de 

dopamina leva à diminuição na atividade desta via (Gerfen et al, 1990), o que contribui para o 

aumento da atividade dos neurônios GABAérgicos que se projetam para o tálamo. Dessa 
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forma, alterações na atividade de ambas as vias alteram a saída tálâmica para os cortices pré-

motor e motor que fornece entrada glutamatérgica para os núcleos da base, por meio da via 

corticostriatal (Jenner, 2008). Como consequência da depleção dopaminérgica e das 

alterações nas vias de saída dos núcleos da base, aparece o declínio do movimento voluntário 

e as alterações motoras que caracterizam a Doença de Parkinson (DP). 

1.1.3 Fisiopatologia da Doença de Parkinson  

A primeira descrição dos sinais clínicos da DP foi feita por James Parkinson (1817 – 

descrito por Dauer e Przedborski, 2003; Tolouse e Sullivan, 2008). Desde então sabe-se que a 

DP apresenta além dos sintomas motores, uma gama de características não motoras. Foram 

realizados progressos na compreensão da neuropatologia desta doença e sua progressão no 

sistema nervoso, bem como os mecanismos moleculares e neurofisiológicos e perturbações 

subjacentes à doença e seus sintomas. Ademais, terapias focadas na substituição 

farmacológica de dopamina tornaram-se disponíveis, além de importantes refinamentos e 

expansões inovadoras, como a introdução de estimulação cerebral profunda. 

A DP acomete em menor proporção indivíduos com menos de 50 anos de idade, mas a 

incidência aumenta de 5 a 10 vezes da sexta para a nona década de vida (Twelves, Perkins e 

Counsell, 2003; Van Den Eeden et al, 2003; Savica et al, 2013).. Geralmente afeta cerca de 

1% da população com mais de 65 anos, e entre 4 e 5% das pessoas com mais de 85 anos 

(Masato et al., 2019). A DP é uma patologia de etiologia multifatorial, e embora 5 a 10% dos 

casos apresentem causas genéticas, outros fatores etiológicos são considerados, tais como 

condições imunológicas, ambientais e neuroinflamação (Masato et al., 2019; De Virgilio et 

al., 2016; Dexter e Jenner,2013).   

A DP é caracterizada pela degeneração progressiva de neurônios dopaminérgicos na SNc 

(Lotankar, Prabhavalkar e Bhatt, 2017). A DP também é caracterizada por inclusões proteicas, 

chamadas de corpos de Lewy constituídas principalmente pela proteína ∝-sinucleina (Miki et 

al., 2017). Os corpos de Lewy são agregados fibrilares insolúveis presentes em neurônios na 

DP (Cieri, Brini e Calì, 2017). As principais características fisiopatológicas da DP estão 

representadas na figura 2. 

A perda de cerca de 80% dos neurônios dopaminérgicos na SNc desencadeia 

diminuição gradual da velocidade e amplitude dos movimentos alternados e repetidos 

(bradicinesia), tremor em repouso (movimento involuntário, rítmico e oscilatório), rigidez 

(aumento no tônus muscular), alterações posturais e da marcha (Masato et al., 2019; Cabreira 
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e Massano, 2019). Há também os sintomas não motores que podem ser categorizados em 

anormalidades sensoriais, principalmente olfatórias, da visão e dor, mudanças de 

comportamento (em especial depressão e ansiedade), disfunções autonômicas (hipotensão 

ortostática, disfunção gastrointestinal e sintomas urinários), distúrbios de sono e fadiga 

(Pfeiffer, 2016).  

Figura 2: Características fisiopatológicas da DP. 

     

 (a) Secção transversal do mesencéfalo humano imunomarcado com a enzima tirosina hidroxilase são mostradas. 

A DP é caracterizada pela despigmentação da substância negra (painel direito) em comparação com o controle 

(painel esquerdo).  (b-d) A hematoxilina e a eosina da região ventrolateral da SN mostram uma distribuição 

normal de neurônios pigmentados em um controle saudável (b) e a perda celular moderada (c) ou grave (d) em 

pacientes do DP. (e-g) A coloração imunohistoquímica da α-sinucleína mostra corpos de Lewy 

intracitoplasmáticos (demonstrado pela seta em e), depósitos mais difusos e granulares de α-sinucleína (e e f), e 

esferoides de α-sinucleína em axônios (g). Adaptado de Poewe et al, 2017. 

O tratamento farmacológico para os sintomas motores da DP é primordialmente 

baseado na reposição de dopamina (figura 3), principalmente a terapia com L-DOPA (Fahn et 

al, 2004]), associada com benserazida ou carbidopa. A L-DOPA consegue atravessar a 

barreira hematoencefálica, e assim ser captada e convertida em dopamina. A associação com 

benserazida ou carbidopa tem o objetivo de prevenir a degradação da L-DOPA na corrente 

sanguínea, uma vez que a benserazida inibe a enzima descarboxilase de aminoácidos 

aromáticos (AADC; Yoosefian, Rahmanifar e Etminan, 2018). Podem também ser utilizados 
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inibidores das enzimas MAO-B e COMT (Müller e Möhr, 2019), que resulta em maior 

disponibilidade de dopamina, e agonistas de dopamina (Bracco et al., 2004)  

 

Figura 3: Alvos de drogas dopaminérgicas na DP. 

       

Os alvos pré-sinápticos incluem a reposição de L-DOPA combinada com inibidores periféricos ativos de 

aminoácidos aromáticos de decarboxilase (AADC) ou catechol-O-metiltransferase (COMT). Os inibidores da 

monoamina oxidase tipo B (MAOB) aumentam a disponibilidade sináptica de dopamina (endógena e exógena), 

enquanto os agonistas de dopamina atuam estimulando os receptores dopaminérgicos pós-sinápticos. A flecha 

tracejada do sangue para o cérebro designa o transporte da barreira hematoencefálica da L-DOPA. A seta 

tracejada através do transportador de dopamina (DAT) denota a recaptação da dopamina da fissura sináptica. 3-

O-M-DOPA: 3-O-metil-DOPA; D1R: receptor de dopamina D1; D2R: receptor de dopamina D2; DOPAC: 3,4-

ácido dioxico-fenillacetic; TH: tirosina hidroxilase. Adaptado de Poewe et al, 2017. 

Apesar de seu clássico emprego, o uso da L-DOPA a longo prazo está associado a 

complicações motoras, referidas como discinesia induzida por L-DOPA (LID; Lundblad et 

al., 2002). A incidência da LID é de cerca de 40% após 4 a 6 anos de tratamento (Turcano et 

al., 2018), com um risco especialmente alto em pacientes mais jovens tratados com altas doses 

de L-DOPA (Espay et al., 2018). Uma vez que a LID aparece, o controle dos sintomas torna-

se um problema difícil. A LID tem um impacto negativo na qualidade de vida (Perez-Lloret et 

al., 2017) e às vezes é mais incapacitante do que a própria DP (Fahn, 2000). 

1.2 Doença de Parkinson e discinesia induzida por L-DOPA 

A LID é composta por três tipos: discinesia de dose de pico, discinesia fora do período 

e discinesia difásica (Chen et al, 2020). Um paciente pode ter um ou uma combinação de dois 

ou três tipos (Espay et al, 2018). A discinesia de pico de dose é a mais comum, e se relaciona 

com os níveis máximos L-DOPA, normalmente é coreiforme, predominantemente envolvendo 
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o pescoço, tronco e membros superiores e, ocasionalmente, músculos respiratórios (Cenci, 

Ohlin e Odin, 2014; Rascol, Perez-Lloret e Ferreira, 2015). A redução da administração de L-

DOPA pode amenizar a discinesia de pico de dose, entretanto leva a piora do parkinsonismo 

(Chen et al, 2020). A discinesia fora do período geralmente aparece no início da manhã ou à 

noite, quando o nível de L-DOPA de plasma é baixo, e se manifesta como espasmos 

dolorosos no pé ou na perna (Chen et al, 2020). A discinesia difásica é menos comum entre 

esses três tipos, ocorre no início e deslocamento do efeito da L-DOPA com níveis de 

levodopa de plasma subindo e caindo e em alguns casos graves, as pernas dos pacientes 

podem apresentar movimentos repetitivos e estereotipados, comportando-se como o balismo 

(Cenci, Ohlin e Odin, 2014; Rascol, Perez-Lloret S, Ferreira JJ, 2015).  

Dentre os fatores de risco para o desenvolvimento da LID destaca-se: a idade no início 

da doença, sendo que nos pacientes com início de DP entre 40-50 anos de vida, cerca de 50% 

desenvolvem LID após o tratamento L-DOPA, número que é reduzido para 26% quando o 

início da doença se dá após os 60 anos, e para 17% em pacientes com mais de 70 anos (Tran 

et al, 2018) A duração e a dose do tratamento com L-DOPA também afeta fortemente a 

prevalência de LID. Estudos indicam que em tratamentos com doses superiores a 400 mg/dia 

o risco de desenvolver LID seria significativamente alto (Warren Olanow et al. 2013). Além 

disso, a LID parece ser mais comum em mulheres do que em homens. No entanto, tais 

observações também estiveram associadas ao impacto do peso corporal e dos níveis de L-

DOPA plasmática (Matarazzo, Perez-Soriano, Stoessl, 2018). Portanto, os efeitos de gênero 

na LID ainda não foram claramente determinados.  

Existem ainda muitas lacunas quanto ao conhecimento da fisiopatologia da LID, mas 

há alguns fenômenos que podem estar envolvidos na geração desses movimentos anormais 

involuntários. A discinesia tem sido associada a uma sequência de eventos que incluem 

estimulação pulsátil de receptores de dopamina e anormalidades em sistemas transmissores 

não dopaminérgicos (Cenci, 2014; Chen et al, 2020).  Todos esses eventos podem causar 

alterações nos padrões de disparo neuronal, e resultar em desinibição excessiva de neurônios 

talamocorticais e superativação de áreas motoras corticais. 

Evidências mostraram que a ativação do receptor D1 está intimamente associada ao 

desenvolvimento da LID (Espay et al, 2018). Estudos indicam que agonistas de receptores D1 

podem induzir o aparecimento da LID, enquanto o esgotamento genético do gene do receptor 

D1 ou o bloqueio farmacológico da atividade deste receptor reduziria, em grande parte, a LID 

(Solís e Moratalla, 2018). A atividade aumentada de receptores D1 pode desencadear a 
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liberação de GABA por neurônios estriatais (Rangel-Barajas et al, 2011), o que inibe disparos 

de neurônios da SNr e causa severa discinesia (Keifman et al, 2019). 

Além do sistema dopaminérgico, sabe-se também que outros sistemas de 

neurotransmissores estão envolvidos na ocorrência da discinesia, como por exemplo o sistema 

glutamatérgico. Tem sido encontrado um padrão de expressão patológica de receptores de 

glutamato em ratos e macacos discinéticos, bem como em pacientes com DP, onde há níveis 

aumentados da subunidade do receptor GluN2A e níveis diminuídos da subunidade GluN2B 

(Sebastianutto e Cenci, 2018; Chen et al, 2020).   

Mais recentemente, a neuroinflamação também foi reconhecida como uma 

característica da LID (Aron-Badin et al., 2013; Boi et al., 2019; Bortolanza et al., 2015a e b; 

Del-Bel et al; 2016; Muñoz et al., 2014; Teema et al., al., 2016). 

 

1.3 Neuroinflamação 

O termo "neuroinflamação" define amplamente uma cascata de processos 

inflamatórios que afetam o SNC (DiSabato, Quan e Godbout, 2016). Mecanismos 

neuroinflamatórios contribuem tanto para o desenvolvimento cerebral normal quanto para 

eventos neuropatológicos, como a neurodegeneração, incluindo a DP. Não se sabe, no 

entanto, se os processos neuroinflamatórios são uma causa ou uma consequência da 

degeneração neuronal (Tansey e Goldberg, 2009).  

Em 1988, McGeer et al. foram os primeiros a observar, em cérebros de pacientes com 

DP (post mortem), processos inflamatórios nas áreas onde ocorreram morte de neurônios 

dopaminérgicos (ativação microglial na SN).  

As células da glia são as células mais numerosas e amplamente distribuídas no SNC. 

Interagem com neurônios e células do sistema imune, bem como com vasos sanguíneos (Yang 

e Zhou, 2019), e são classificadas em dois grupos: macroglia e microglia.  

Micróglia é o tipo celular residente no SNC que possui capacidade fagocítica e é a 

principal forma de defesa imune ativa no sistema (Somjen, 1988). Essas células preservam 

muitos antígenos celulares presentes em macrófagos e monócitos (Ransohoff e Cardona, 

2010). Além das funções imunológicas, a micróglia interage com vários tipos de células do 

SNC e regula vários processos funcionais e de desenvolvimento, incluindo a poda sináptica 

(von Bartheld, Bahney e Herculano-Houzel, 2016; Allen e Lyons, 2018).  A ativação da 

micróglia tem papel chave nos processos neuroinflamatórios pois constitui a primeira linha de 

defesa quando ocorre uma injúria ou doença no tecido nervoso (Glass et al., 2010; Block e 
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Hong, 2005; Wolf et al., 2017). Estas células escaneiam ativamente o SNC para identificar a 

modificação da homeostase e se comportam de maneira adequada, associando atividades de 

defesa e de neuroproteção (Verkhratsky e Butt, 2013). Esse processo é caracterizado por uma 

mudança morfológica; a micróglia deixa de ser uma célula ramificada e passa a ser uma célula 

amebóide (Wolf, Boddeke e Kettenmann, 2017).  

A macroglia é constituídas pelos oligodendróciotos (que formam a mielina), pelas 

células ependimárias (que revestem os ventrículos cerebrais) e pelos astrócitos (Jessen, 2004; 

Perea e Araque, 2005). Os astrócitos compõe cerca de 50% de toda massa cerebral, e são o 

tipo mais comum de célula da glia no SNC (Gee e Keller, 2005). Dentre as inúmeras funções 

dos astrócitos destaca-se: suporte trófico (Hof et al, 1999; Gee e Keller, 2005); tamponamento 

do meio extracelular (Simard e Nadergaard, 2004); remoção de excesso de diferentes 

neurotransmissores, incluindo dopamina (Jessen, 2004; Gee e Keller, 2005); indução e 

manutenção da barreira hematoencefálica (Nedergaard et al, 2003); suporte energético 

(Pellerin e Magistretti, 2004); sinaptogênese (Nedergaard et al, 2003; Jassen, 2004; Allen e 

Barres, 2005); modulação sináptica (Bezzi e Volterra, 2001; Newman, 2003); resposta 

imunológica (Gee e Keller, 2005); controle da microcirculação cerebral (Anderson e 

Nedergaard, 2003; Zonta et al, 2003), além de produzir várias moléculas neurotróficas, 

incluindo o fator neurotrófico derivado da glia (glial-derived neurotrophic fator – GDNF), o 

qual é especialmente importante para o desenvolvimento e sobrevivência dos neurônios 

dopaminérgicos (Lin, 1993; Schaar, 1993). 

Uma vez que o GDNF promove a sobrevivência e diferenciação dos neurônios 

dopaminérgicos (Lin et al., 1993) e a barreira hematoencefálica apresenta alterações em 

pacientes com DP (Cabezas et al., 2014; Gray e Woulfe, 2015), não é de surpreender que a 

perda de papéis normalmente coadjuvantes de astrócitos (perda de função) esteja implicada no 

início e progressão da DP. Em contraste, os astrócitos reativos formados pela resposta a 

estímulos ou lesões no SNC promovem a patogênese de DP pelo ganho de função tóxica 

(Phatnani e Maniatis, 2015; Sofroniew, 2009). Estes astrócitos reativos liberam uma 

variedade de quimiocinas e citocinas, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e o beta 

interleucina-1 (IL-1β), que são neurotóxicos (Lau e Yu, 2001; Leal et al., 2013). Ademais, 

frente a estímulos, os astrócitos tornam-se hipertróficos e acumulam filamento proteico 

intermediário, a proteína glial fibrilar ácida (GFAP – Dickson, 2012; Croisier e Graeber, 

2006) que é constitutiva das células. Em cérebros de pacientes com DP foi descrito um 
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aumento no número de astrócitos (Damier et al., 1993) com uma forma distrófica (Braak et 

al., 2007), além de diferenças no grau de ativação de astrócitos (Teismann e Schulz, 2004).  

O tratamento crônico com L-DOPA pode estar relacionado com a neuroinflamação 

que acontece na DP, visto que, de modo geral, os pacientes com DP estão sob tratamento com 

L-DOPA ou outro fármaco antiparkinsoniano no momento da morte (Gao et al., 2003; 

Cunningham et al., 2005, Bortolanza et al, 2015).  

A administração de L-DOPA induz aumentos excessivos e transitórios de DA e 

glutamato, o que culmina não somente em estimulação constante e supra-fisiológica de 

receptores dopaminérgicos e glutamatérgicos, como também em um estado pró-inflamatório 

no estriado (Calon et al., 2003; Fabber e Kettenman, 2005; Meissner et al, 2006).  Dessa 

forma, reduzir alterações inflamatórias pode ser uma maneira eficaz de reduzir a perda celular 

na DP, bem como de atenuar ou prevenir a LID. 

De fato, resultados de estudos epidemiológicos mostraram que o uso de medicamentos 

anti-inflamatórios, especificamente anti-inflamatórios não esteroidais, reduz o risco de 

desenvolver DP (Noyce et al, 2012). Da mesma forma, drogas já utilizadas na clínica, com 

descrita ação anti-inflamatória, reduziram a perda dopaminérgica e atenuaram a LID em 

modelos de DP, como é o caso do canabidiol (Lastres et al, 2005, Junior et al., 2020) e a 

doxiciclina (DOX; Lazzarini et al., 2013; Bortolanza et al., 2021). 

 

1.4 Tetraciclinas 

A tetraciclina foi descoberta em 1948 por Benjamin Duggar, e é produto natural de 

fermentação da bactéria Streptomyces aureofaciens, encontrada no solo. As tetraciclinas são 

um grupo de antibióticos com propriedades antimicrobianas e anti-inflamatórias, 

extensivamente estudadas quanto a seus efeitos anti-neurodegenerativos (Blum et al., 2004; 

Forloni et al., 2009; Noble et al., 2009a, b; Ruzza et al., 2014; Stoilova et al., 2013) e suas 

ações em doenças neuropsiquiátricas (Keller et al., 2013). Estes fármacos têm várias funções 

de proteção cerebral (Gordon et al., 2012; Moon et al., 2012), incluindo a redução de 

processos neuroinflamatórios (Gordon et al., 2012; Noble et al., 2009a, b; Nordstrom et al., 

1998; Sultan et al., 2013), e inibição da progressão de tumores (Amin et al. 1997) e da 

indução angiogênica (Furst 1998).  

Atualmente há três grupos de tetraciclinas: tetraciclinas produzidas naturalmente, 

compostos semissintéticos de tetraciclina e tetraciclinas quimicamente modificadas (Golub et 

al. 1992; Nelson 1998; Swamy et al. 2015). Em termos de estrutura, todas as tetraciclinas 
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apresentam um núcleo tetracíclico linear, o que está intimamente relacionado com sua 

atividade antibacteriana. A estrutura dos anéis é cercada por zonas periféricas inferiores e 

superiores, que possuem diferentes grupos químicos funcionais, responsáveis por determinar 

cada exemplar (Martin, 1985).  

 As tetraciclinas semissintéticas de segunda geração são dentre outras, a doxiciclina 

(6-deoxy-5-hydroxytetracycline) e a minociclina (MIN - 7-dimethylamino-6-demethyl-6-

deoxytetracycline [Blackwood et al., 1961; Stephens et al., 1963]). DOX e MIN se 

caracterizam pela redução da toxicidade, alta atividade antibacteriana, meia-vida longa, fácil 

penetração na barreira hematoencefálica (Domercq e Matute, 2004), e absorção rápida e 

completa, mesmo em indivíduos idosos (Sande e Mandell, 1985). 

As tetraciclinas são utilizadas para o tratamento de acne vulgaris, rosácea e doença 

periodontal, sendo eficientes sem acarretar efeitos colaterais graves na saúde do paciente, o 

que sugere a segurança da antibióticoterapia (Skidmore et al. 2003; Smith e Leyden, 2005; 

Del Rosso, 2015). Curiosamente, Egeberg et al. (2016) relataram que o aumento do uso de 

tetraciclina no tratamento da rosácea está associado a uma pequena, porém significativa 

redução do risco de desenvolvimento da DP, o que sugere que as tetraciclinas têm potencial 

para o tratamento da DP. 

Os efeitos neuroprotetores da DOX, em estudos pré-clínicos da DP, foram 

demonstrados tanto in vitro quanto in vivo (Cho et al., 2011; Lazzarini et al., 2013). 

Aparentemente são resultantes de mecanismos que envolvem a inibição de metaloproteinases 

da matriz (MMPs; Cho et al., 2011), diminuição da ativação glial e de espécies reativas de 

oxigênio (Figura 4; Bortolanza et al., 2018). Trabalhos do nosso grupo, em um modelo de DP 

induzido por 6-OHDA, mostram que a DOX tem um efeito protetor em neurônios 

dopaminérgicos de camundongos (Lazzarini et al., 2013) e essa neuroproteção foi associada 

com a redução de atividade da micróglia e de astrócitos, ações estas corroboradas por outros 

estudos (Santa-Cecília et al., 2016; Sultan, Gebera e Toni, 2013). Outros trabalhos do nosso 

grupo, mostram que a DOX diminui o número e o tamanho de inclusões de alfa-sinucleína in 

vitro (Dominguez-Meijide et al., 2021), bem como induzir a redistribuição de agregados alfa-

sinucleína em Caenorhabditis elegans (Dominguez-Meijide et al., 2021), além de atenuar a 

LID em ratos hemiparkinsonianos sem modificar a ação benéfica da L-DOPA (Bortolanza et 

al. 2021) 
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Figura 4: As tetraciclinas podem proteger contra a morte celular neuronal 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A ação das tetraciclinas se dá por meio da supressão direta da expressão de MMPs e ativação de células gliais, 

remodelamento de agregados precoces de α-sinucleína e eliminação de ROS. Indiretamente, a DOX é capaz de 

inibir a disfunção mitocondrial e subsequente dano oxidativo causado por agregados de α-sinucleína ou produção 

de mediadores pró-inflamatórios a partir da ativação de células gliais, que, por sua vez, leva à ativação de MMP. 

Metaloproteinase de matriz: MMP, espécies de oxigênio reativas: ROS, SYN: α-sinucleína. Retirada de 

Bortolanza et al., 2018. 

Considerando a importante participação da neuroinflamação, em especial da resposta 

glial, na fisiopatologia da DP e LID, a escassez de estudos que investiguem processos 

neuroinflamatórios na Substância Negra, na discinesia induzida por L-DOPA e o efeito 

neuroprotetor e antidiscinético da DOX, hipotetizamos que a reversão e/ou prevenção do 

aparecimento da discinesia induzida por L-DOPA pela DOX seja, em parte, por modulação do 

perfil de astrócitos na Substância Negra. 
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2. Objetivos 

___________________________________________________________________________ 
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2.1 Objetivo geral 

O objetivo geral deste estudo foi analisar o efeito do tratamento crônico com L-DOPA 

em ratos hemiparkinsonianos e sua associação com terapia aguda e crônica com  a DOX, 

sobre astrócitos presentes na Substância Negra.  

2.2Objetivos específicos 

Os objetivos específicos deste estudo foram: 

1. Analisar em animais hemiparkinsonianos tratados com L-DOPA e 

apresentando discinesia, o número de astrócitos, quantificando as células imuno-positivas 

para a Proteína Ácida fibrilar glial (GFAP) na Substância Negra;  

2. Analisar em animais hemiparkinsonianos tratados com L-DOPA e em animais 

hemiparkinsonianos tratados com L-DOPA e doxiciclina, o número de astrócitos, 

quantificando as células imuno-positivas para a Proteína Ácida fibrilar glial (GFAP) na 

Substância Negra.  O número de astrócitos foi analisado após administração da doxiciclina em 

animais parkinsonianos com discinesia estabelecida e após administração em animais 

parkinsonianos concomitante de doxiciclina e L-DOPA, desde a primeira dose. A doxiciclina 

diminuiu a discinesia induzida por L-DOPA em ambos os tratamentos  
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3. Materiais e métodos 
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3.1 Materiais 

3.1.1 Consumíveis utilizados 

Tabela 1: Lista de consumíveis utilizados para a realização dos experimentos. 

Tipo Fabricante 

Agulha descartável 30G BD Precision Glide 

Lâmina Knittel Glass 

Lamínula Knittel Glass 

Luva Supermax 

Pipeta Pasteur RBR 

Ponteiras 10𝝁, 200𝝁, 1000𝝁, 5ml e 10ml Axygen 

Seringa descartável BD Plastipak 

Tubo eppendorf 200𝝁, 2ml, 5ml e 10ml Eppendorf 

Tubo 36muno- 15ml e 50ml Greiner 
Fonte: elaborado pelo autor. 

 

3.1.2 Equipamentos 

Tabela 2: Lista de equipamentos utilizados para a realização dos experimentos. 

Tipo Modelo Fabricante 

Câmera filmadora DCR SR68 Sony 

Câmera de vídeo DFC420 Leica 

Centrífuga 5403 Eppendorf 

Computador Z440 HP 

Criostato CM1850 Leica 

Estereotáxico 957 KOPF 

Leitor de placa Epoch 2 Bio Tek 

Lavadora de placa Elox50 Bio Tek 

Microscópio DM6 B Leica 
Fonte: elaborado pelo autor. 

 

3.1.3 Tampões e soluções 

Foram preparados os seguintes tampões e soluções: 

➢   BSA 2% 

2g de BSA 

100ml de tampão A 

➢ Complexo AB 

1μl de A ou B 

Para cada 

300μl de tampão A 

➢ HCl 23% 

115mL de HCl 

385mL de H2Od 

➢ PBS (pH 7,4) 

NaCl -1,37mM 

KCl- 27mM 

Na2HPO4-100mM 
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KH2PO4-18mM 

➢ PFA 4% em PBS (pH 7,4) 

Paraformaldeído 4 % (p/v) 

➢ Solução anti-congelante 

PB0,2M- 125ml 

H2Od- 125ml 

C12H22O11- 0,46 mM 

Etilenoglicol-150ml 

➢ Solução fixadora Somogi-Takagi 

(2l) 

100ml de PFA 8% (feito em PB 

0,1M) 

4ml de glutaraldeído 25% 

300ml de ácido pícrico 

Completar para 2000ml com PB 

0,1M 

➢ Solução sacarose  

C12H22O11- 30% (p/v) 

PB 0,1M 

➢ Soro 5% 

5μl de soro goat 

100μl de tampão A 

➢ Tampão A (4l, pH 7,4) 

8,93g de fosfato monobásico 

116g de fosfato dibásico 

36g de NaCl 

Quantidade suficiente para (qsp) 

para 4000 ml, com água destilada 

Conferir o pH, que deve ser 7,4 

Retirar 6 ml da solução e 

acrescentar 6 ml de triton X100. 

➢ Tampão citrato de sódio (1000ml, 

pH 6,0) 

0,378g ácido cítrico  

2,41g citrato de sódio  

qsp para 1000 ml, com água 

destilada 

conferir o pH, que deve ser 6,0 

➢ TBS 0,25M (1l, pH 7,4) 

250mL de TBS 1M (conferir o pH 

que deve estar igual a 7,4) 

750mL de H2Od 

➢ TBS 1M (1l, pH 7,4) 

120g de trizma base 

(tris[hydroxymetyl]aminomethane) 

36g de NaCl 

Ajustar o pH com HCl a 23% 

qsp para 1L de H2Od 

 

3.1.4 Drogas: 

• 2,2,2-Tribromoetanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA): 250 mg·kg−1, aplicado 

via intraperitoneal; 

• 6-Hidroxidopamina (6-OHDA – Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA):  2,5 

μg·μl−1 diluído em salina 0,9%, suplementado com ácido ascórbico de 0,02%, 1 

μl·min−1; 

• Apomorfina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA): 0,5 mg·kg−1 diluído em salina 

0,9%, aplicado via subcutâneo; 
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• Doxicilina (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA): 40 mg·kg−1 diluído em salina 0,9%, 

aplicado via intraperitoneal. 

• L-DOPA (Prolopa dispersível, Hoffman-La Roche, Brasil): contendo 5 mg·kg−1 de 

Cloridrato de Benserazida-HCL foi diluída em salina 0,9% e aplicada via oral 

(gavagem) na dose de 20 mg·kg−1; 

3.2 Métodos 

 

Neste estudo foram utilizadas secções de tecido obtidas no estudo desenvolvido por 

Bortolanza, Nascimento et al (2021). Estudamos o trabalho, e apresentamos a versão pessoal 

dos Métodos e dos Resultados. Estes estão apresentados no ANEXO 1. 

 

Imuno-histoquímica  

A imuno-histoquímica é uma técnica que detecta a ligação específica entre um 

anticorpo e antígeno para localizar antígenos específicos em células e tecidos (Magaki et al., 

2019). Uma vez que ocorra a ligação antígeno-anticorpo, ela pode ser demonstrada por uma 

reação colorida visível em microscópio óptico (Ramos-Vara, 2005). A reação foi realizada 

seguindo o seguinte protocolo: 

1°dia: 

Passo 1. Lavagem com tampão A. A fim de evitar falso positivo, o aparecimento de 

coloração de “fundo” ou marcações inespecíficas, é necessário que pontos suscetíveis a atrair 

proteínas sejam inibidos ou anulados. Para que isso ocorra, nós utilizaremos uma mistura de 

tampão fosfato-salino (PBS – vem do inglês “phosphate buffered saline”), usado para 

lavagem e diluição de soros, com um detergente (nesse caso o triton X100), a qual é 

conhecida como tampão A (Ramos-Vara, 2005). Foram feitas 3 lavagens, com duração de 5 

minutos cada. 

Passo 2. Recuperação antigênica com tampão citrato. A recuperação antigênica tem 

a finalidade de recuperar antígenos que foram obstruídos pela fixação com formol, e é feita 

em altas temperaturas (Shi, Cote e Taylor, 2001). A solução de tampão citrato 0,1M a pH 6,0 

é a mais utilizada para essa recuperação. Devem ser feitos 2 banhos com o tampão citrato, 

sendo o primeiro com duração de 5 minutos e em temperatura ambiente, e o outro com 

duração de 30 minutos a 70°. Em seguida, o tecido deve ser mantido em constante e leve 

agitação, até que atinja temperatura ambiente. 

Passo 3. Lavagem com tampão A. Fazer 3 lavagens, com duração de 5 minutos cada. 
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Passo 4. Bloqueio da peroxidase endógena, por 30 minutos. A técnica de 

imunoperoxidase é comumente usada para a caracterização antigênica de células e tecidos. No 

entanto, a ocorrência de células endógenas que são positivas para a peroxidase é frequente, o 

que dificulta tal avaliações (Malorny e Bildau, 1988). Em alguns casos, é impossível 

distinguir entre essas células e células coradas com anticorpos, por isso, é necessário bloquear 

as peroxidases endógenas. O bloqueio da peroxidase endógena é feito por uma mistura de 

H2O2 a 0,5% e tampão A.  Para saber a quantidade de H2O2 correspondente a 0,5% usa-se a 

fórmula: 

𝐶1𝑉1 = 𝐶2𝑉2 

30% × 𝑉1 = 0,5 × 𝑉2 

Onde: 

C1 = Concentração inicial 

V1 = Volume inicial 

C2 = Concentração final 

V2 = Volume final 

 

Passo 5. Lavagem com tampão A. Fazer 3 lavagens, com duração de 5 minutos cada.  

Passo 6. Bloqueio do BSA 2% + Tampão A + Soro 5%, por 60 minutos A marcação 

de fundo inespecífica (background), quando intensa, dificulta ou torna mesmo impossível a 

interpretação de reações imuno-histoquímicas fracas. Existem dois aspectos principais que 

podem ser causa de marcação de fundo: (1) a ligação inespecífica do anticorpo aos 

componentes teciduais, seja por ligações hidrofóbicas ou interações iónicas, (2) a presença de 

enzimas endógenas. O background pode também ser atribuído à presença de biotina 

endógena. Para reduzir a marcação inespecífica do anticorpo ao tecido é aconselhada a pré-

incubação do tecido com soro normal. Em teoria, este bloqueio funciona uma vez que as 

proteínas no soro normal vão ocupar os locais no tecido que estão carregados, reduzindo desta 

forma a ligação inespecífica do anticorpo ao tecido. O soro normal utilizado deve ser da 

mesma espécie do anticorpo secundário, para que não interfira na reação imunológica que 

ocorre no procedimento de imuno-histoquímica. Outra forma de evitar este tipo de marcação 

inespecífica é a utilização de tampão de lavagem com detergente. O bloqueio da atividade das 

enzimas endógenas é também muito importante para reduzir a marcação inespecífica. A 

utilização de métodos imuno-histoquímicos que apresentam como marcador enzimas 

semelhantes às que existem no tecido (endógenas), podem gerar problemas de marcação 
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inespecífica, uma vez que as enzimas endógenas podem reagir com o substrato usado para 

localizar o marcador e levantar problemas de interpretação e falsos positivos (Lopes et al., 

2016). 

Passo 7. Incubação com anticorpo primário Os soros de anticorpos são 

desenvolvidos após a imunização de animais-alvos, dos quais os anticorpos produzidos são 

obtidos por via direta ou indireta (Vilches-More e Ramos Vara, 2005). Assim, existem dois 

tipos de anticorpos, policlonais e monoclonais. 

       Os soros de anticorpos policlonais são produzidos em diversas espécies animais, 

porém, mais comumente em coelho, cavalo, cabra e galinha (Ramos-Vara, 2005). Os soros 

policlonais, quando comparados ao monoclonais, tem a vantagem de serem mais propensos a 

identificar isoformas múltiplas (epítopos) da proteína alvo (Mighell, Hume e Robinson, 

1998). 

       Já no caso da produção de anticorpos monoclonais, os animais recebem injeções com 

o antígeno purificado, e após a obtenção de uma resposta imune os linfócitos B (células 

produtoras de anticorpos) são colhidos no baço (Ramos-Vara, 2005). Devido a curta vida das 

células B, elas são fundidas com células de mieloma, em seguida é feita a seleção de 

hibridomas (célula hibrida que foi produzida) que tenham a especificidade desejada (Ramos-

Vara, 2005). O hibridoma é uma célula imortal, que produz antígenos específicos para um 

único epítopo. A vantagem do soro monoclonal é a sua especificidade quando comparado ao 

policlonal (Ramos-Vara, 2005).   

      Nesse trabalho foram utilizados 2 anticorpos primários, ambos diluídos em tampão A 

(tabela 3). 

 

Tabela 3: Lista de anticorpos primários utilizados na imuno-histoquímica  

Antígeno Hospedeiro Diluição Fabricante 

GFAP Coelho 1:1000  Dako 

TH Coelho    1:2000  Pel freez 

Tabela 3: Lista de anticorpos primários utilizados na imuno-histoquímica  

 

Especificações dos anticorpos primários: 

-GFAP: A proteína glial fibrilar ácida (GFAP) é uma proteína cito esquelética ácida não 

solúvel. É o principal filamento intermediário dos astrócitos humanos, e pertence as proteínas 

do filamento intermediário da classe III. Acredita-se que seja importante na modulação da 
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motilidade e forma dos astrócitos, ao fornecer estabilidade estrutural ao processo astrocítico.  

Devido à sua especificidade e abundância, tornou-se o marcador mais comumente usado para 

astrócitos em estudos clínicos e básicos. 

-TH: A enzima tirosina hidroxilase (TH) é considerada um passo limitante da conversa de 

tirosina em L-DOPA e é utilizada como marcadora de neurônios dopaminérgicos. 

2° dia: 

Passo 1. Lavagem com tampão A. Fazer 3 lavagens com duração de 5 minutos cada. 

Passo 2. Preparação e incubação com anticorpo secundário, 90 minutos. O 

anticorpo secundário possui marcação, tem o seu sinal amplificado devido ao anticorpo 

primário, e a escolha depende da espécie e do isotipo (classe) de imunoglobulina que foi 

usado no anticorpo primário (Magaki et al., 2019). O anticorpo deve ser diluído no tampão A. 

A quantidade de solução em cada poço varia de acordo com a quantidade de secções. 

 

Tabela 4: Lista de anticorpos secundários utilizados na imuno-histoquímica. 

Anticorpo 

primário 

Anticorpo secundário 

Antígeno Antígeno Hospedeiro Diluição Tipo Fabricante 

GFAP Coelho Cabra 1:400 Biotinilado Vector Labs 

TH  Coelho Cabra 1:300 Biotinilado Vector Labs 

Fonte: elaborado pelo autor. 

 

Passo 3. Lavagem com tampão A. Fazer 3 lavagens com duração de 5 minutos cada. 

Passo 4. Incubação com o complexo avidina-biotina (AB) por 2 horas. A avidina é 

uma glicoproteína extraída da clara de ovo que possuí quatro sítios de ligação por molécula e 

apresenta alta afinidade por uma vitamina de baixa massa molecular chamada biotina. A 

avidina tem um sítio de ligação para a biotina e pode ser ligada, através de outros locais, a um 

anticorpo (biotinilado) ou qualquer outra macromolécula, como uma enzima, fluorocromos ou 

outro marcador (Polak e Van Noorden, 2003). 

Um dos métodos mais comuns de avidina-biotina é o complexo AB (Ramos-Vara, 

2005). Nesse caso o anticorpo secundário é biotinilado e usa-se como reagente um complexo 

de avidina misturada com biotina ligada com marcador apropriado (Ramos-Vara, 2005). A 

avidina e a biotina são deixadas reagir juntas por cerca de 30 minutos antes de serem 
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aplicadas, resultando na formação de um grande complexo com numerosas moléculas de 

marcador (Ramos-Vara, 2005).  

Passo 5. Lavagem com tampão A. Fazer 3 lavagens com duração de 5 minutos cada. 

Passo 6. Lavagem com Tris Salina Tamponada (TBS) 0,25M – pH 7,4 Os tampões 

de lavagem são utilizados para remover os reagentes entre as diferentes etapas de protocolos 

de marcação 42muno-histoquímica.  Esta solução ajuda a manter as características 

morfológicas dos anticorpos e dos seus epítopos, de forma a facilitar a ligação específica 

necessária numa 42muno- 42muno-histoquímica. 

Passo 7. Revelação com DAB por no máximo 10 minutos. Diferentes cromogênios 

são usados na imuno-histoquímica como o amino etil carbazol (AEC – Hira et al., 2015, 2018; 

Shimizu et al., 2017) e 0 3,3’-diaminobenzidina (DAB – Breznik et al., 2018; Nanduri e 

Prabhark, 2018) que são convertidos em produtos finais insolúveis em água vermelho e 

marrom, respectivamente, pela enzima Horseradish Peroxidase (HRP – Chen, Cho e Yang, 

2010; Kumar et al., 2015). Nesse trabalho foi utilizada reação com a DAB.  

A DAB deve ser dissolvida em TB 0,1M, e em seguida filtrado com papel filtro. 

Quando estiver próximo de encubar adicionar 20μl de H2O2 30%. 

DAB (comprimido de 10mg) 

❖ 20 mL de TBS 0,1M 

❖ 1 comprimido de 10mg de DAB 

❖ 20𝜇𝑙 de H2O2 a 30% 

Passo 8. Lavar com TBS 0,25M Fazer 3 lavagens, com duração de 5 minutos cada. 

Passo 9. Montagem das lâminas Usar solução de montagem e deixar secar em 

temperatura ambiente. 

Passo 10. Diafanização As lâminas foram colocadas em uma rede apropriada e 

mergulhadas em cada um dos tanques da bateria de desidratação, segundo a ordem: 

Tabela 5: Soluções para diafanização e tempo em cada uma. 

Solução Tempo (min) 

H2O 3 

Álcool 70% 3 

Álcool 95% 3 

Álcool absoluto I 3 

Álcool absoluto II 3 

Xilol 1:1 (50% xilol + 50% álcool absoluto) 3 
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Xilol I 3 

Xilo II 3 

Fonte: elaborado pelo autor. 

Após remoção das lâminas do xilol, as lamínulas foram adicionadas com Entelan e as 

lâminas prontas foram deixadas em temperatura ambiente por, no mínimo, 24 horas.  

Análise e captura de imagens: Para fins de padronização, para cada imuno-

histoquímica a revelação de todas as lâminas foi realizada no mesmo ensaio, utilizando a 

mesma solução corante, além disso, foi considerado (i) uma área pré-fixada de 0,2 mm2 em 

duas dimensões (2-D, eixo x-y), (ii) a escolha das áreas para análise foi realizada 

cuidadosamente, de maneira a garantir maior homogeneidade anatômica possível na 

amostragem, utilizando como referência o Atlas de PAXINOS & WATSON (1997; 2007), 

(iii) todo o processo de análise de imagens foi realizado às cegas.  

Foram capturadas imagens tanto no lado ipsi quanto no lado contralateral a lesão, as 

análises foram feitas utilizando o programa Fiji Image J, e a SN foi dividida em três níveis de 

secção: rostral, medial e caudal (Fig. 7). A SN foi ainda subdivida em 3 regiões: SN compacta 

dorsal, SN compacta lateral e SN reticulada (Fig. 7). 

 

Figura 5: Esquema mostrando os bregmas e as regiões selecionadas para quantificação 

de células GFAP+ na SN.  

     (A) Substância Negra rostral; (B) Substância Negra medial; (C) Substância Negra caudal.  Adaptado de 

Paxinos e Watson, 2004 

 

As configurações de câmera e luz foram otimizadas para evitar saturação do sinal e 

mantidas constantes até o final das análises. As imagens da reação foram capturadas para TH 

em um aumento de 20X e para astrócitos (GFAP) em um aumento de 40X, por uma câmera 

de vídeo acoplada a microscópio de luz e transmitidas a um computador equipado com um 
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programa de análise de imagens (Leica Application Suite, versão 3.0.4) para ajustes de luz e 

cores.  

Quantificação de células: Foi realizado a contagem de células neuronais (análise semi-

quantitativa) com marcação positiva na reação 44muno-histoquímica com anticorpo dirigido 

GFAP, com o auxílio do software Image J. Já na imuno-histoquímica com anticorpo dirigido 

para TH foi realizado uma análise qualitativa, apenas para confirmar a lesão, visto que não há 

marcação no lado ipsilateral a lesão. 

Análise morfológica: A análise de modificações morfológicas foi feita por meio do 

plugin “Analyse Skeleton” do Fiji Image J. Este software marca todos os pixels, em uma 

imagem convertida em esqueleto, e conta todas as junções/intersecções, pontos de 

extremidade, ramificações e, por fim, mede o comprimento das ramificações.   

A análise morfológica dos astrócitos foi baseada no descrito por Giocanti-Auregan et 

al. (2016 – Fig.8). Resumidamente, as imagens foram transformadas em escalas de cinza (8-

bit) e o ruído removido pelo plugin Smooth (3D). As imagens foram transformadas em 

binárias e, então, em skeletons usando a função Skeletonize (2D/3D). Finalmente, os 

esqueletos resultantes foram analisados por meio do plugin Analyze Skeleton (2D/3D), onde 

foram somados o número de ramificações (processos de astrócitos), número de intersecções e 

a média do comprimento das ramificações. Os resultados foram expressos em números por 

mm2 ou comprimento (µm) por mm2. 

  Figura 6: Protocolo de análise morfológica de células GFAP+. 

 

Ilustração dos processos utilizados no Fiji ImageJ para a análise da morfologia de astrócitos expressos na 

Substância Negra de ratos hemiparkinsonianos após o tratamento com L-DOPA, DOX ou salina. (A) Imagens 

capturadas no aumento de 40X; (B) Remoção dos ruídos de fundo; (C) Transformação em binários; (D) 

Transformação em esqueleto. Foi analisado a quantidade e o comprimento das ramificações. Fonte: elaborado 

pelo autor. 
 

Análise estatística: O teste de Mann-Whitney investigou as diferenças entre os 

tratamentos na análise da discinesia. A ANOVA de uma via foi utilizada para análise do teste 

de rotação com o teste post hoc de Bonferroni. Uma ANOVA de duas vias, seguida pelo teste 

de Bonferroni, foi realizada para analisar os resultados de 44muno-histoquímica. 
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O programa GraphPad Prism 8.0 foi utilizado para a realização dos cálculos 

estatísticos e para as análises comportamentais e moleculares, os testes apropriados foram 

adotados conforme a criação dos grupos experimentais e respostas das análises. O nível de 

significância adotado foi p<0,05. 

Calculamos o número amostral considerando testes pilotos realizados no laboratório 

para o estabelecimento do desvio padrão ou as frequências populacionais da variável. 

Utilizamos a seguinte fórmula para calcular o tamanho da amostra (n) para que se obtenha 

uma estimativa confiável da média populacional (de acordo com Miot, 2011 – J Vasc Bras 

2011, Vol. 10, Nº 4): 

𝑛 = (
𝑧𝛼 2⁄ . 𝜎

𝐸
)

2

 

Onde: 

n – tamanho da amostra; 

Zα/2 – valor crítico para o grau de confiança desejado, usualmente: 1,96 (95%); 

δ – desvio padrão populacional da variável; 

E = Diferença máxima estimada entre a média amostral e a verdadeira média populacional. É 

a margem de erro ou erro máximo de estimativa. 

Para nosso desenho experimental, obtivemos o seguinte cálculo: 

n = (1,96×8/5)2 = 9,8 (arredondamento para 10 ratos por grupo). 

  



46 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. Resultados 
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4.1 Efeito do tratamento crônico com L-DOPA sobre o número de células positivas para 

GFAP e sua morfologia no estriado e SN  

Bortolanza et al., (2015b) mostraram que o tratamento crônico de animais 

parkinsonianos com L-DOPA induz aumento de células GFAP+ no estriado lesionado de 

ratos. Não foi ainda elucidada a presença de células GFAP+ na SN de animais submetidos a 

tratamento similar. No presente estudo caracterizamos o número e morfologia celular de 

células GFAP+ no estriado e SN de animais parkinsonianos, apresentando discinesia induzida 

por L-DOPA e seus respectivos controles.   

 

4.1.1 Efeito do tratamento crônico com L-DOPA sobre o número de células positivas para 

GFAP no estriado  

No estriado dos animais, na região dorsal, nível rostral (F (1,8) = 9,193; p = 0,0163) e 

medial (F (1,8) = 15,81; p = 0,0041) e na região ventral, nível medial (F (1,8) = 13,75; p = 

0,0060), foi encontrado um aumento no número de células GFAP-imunopositivas no lado 

ipsilateral à lesão, quando comparado ao número de células GFAP-imunopositivas no lado 

contralateral à lesão (figura 7). Na região dorsal do estriado, nível medial, foi observado 

aumento do número de células GFAP-imunopositivas dos animais tratados com L-DOPA em 

comparação àqueles que receberam somente salina, tanto no lado ipsi quanto no lado 

contralateral à lesão (F (1,8) = 38,77; p = 0,0003; figura 7). Em nível caudal foi observado o 

aumento do número de células GFAP-imunopositivas no grupo tratado com L-DOPA quando 

comparado ao grupo tratado com salina (F (1,8) = 20,24; p = 0,0020; figura 7) no lado 

ipsilateral à lesão.  
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Figura 7: Análise do número de células GFAP-imunopositivas em estriado de animais 

hemiparkinsonianos tratados cronicamente com salina ou L-DOPA. 

O tratamento com L-DOPA promoveu, na região dorsal, em nível medial e caudal, aumento do número de 

astrócitos. (A) Estriado dorsal rostral; (B) Estriado dorsal medial; (C) Estriado dorsal caudal; (D) Estriado 

ventral rostral; (E) Estriado ventral medial; (F) Estriado ventral caudal. φ em comparação ao respectivo lado 

contralateral (p <0,05). * em comparação ao respectivo grupo salina (p <0,005). ANOVA de duas vias seguido 

pelo teste de múltiplas comparações de Bonferrone, valores apresentados em forma de valores individuais 

(pontos) e mediana (barras). N = 4 – 6 por grupo. Sal: salina. LD: L-DOPA. Fonte: elaborado pelo autor. 

 

4.1.2 Análise morfológica de células imunopositivas para a proteína GFAP no estriado após 

tratamento crônico com L-DOPA  

Foi avaliado o número de ramificações e o comprimento médio das ramificações das 

células imunopositivas para a proteína GFAP. Na região dorsal do estriado, nível medial, 

houve aumento do número de ramificações das células no lado ipsilateral à lesão quando 

comparado ao lado contralateral à lesão (F (1,8) = 13,93; p = 0,0058; figura 8). Também houve 

aumento no número de ramificações das células na região ventral, nível rostral, lado 

ipsilateral à lesão, no grupo de animais tratados com L-DOPA em comparação ao grupo 

tratado com salina (F (1,8) = 2,659; p = 0,1416; figura 8).  
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Não foi observada diferença significativa no comprimento médio das ramificações nas 

regiões dorsal e ventral do estriado, nos níveis rostral, medial e caudal.  

Figura 8: Análise morfológica de células GFAP-imunopositivas no estriado de ratos 

hemiparkinsonianos após tratamento crônico com salina ou L-DOPA.  

(A – F): Número de ramificações; (A’ – F’): Comprimento médio das ramificações). Não foram encontradas 

diferenças significativas nem no número de ramificações, nem no comprimento médio das ramificações em 

nenhuma das regiões do estriado em nenhum dos níveis. (A e A’): Estriado dorsal rostral; (B e B’): Estriado 

dorsal medial; (C e C’): Estriado dorsal caudal; (D e D’): Estriado ventral rostral; (E e E’): Estriado ventral 

medial; (F e F’): Estriado ventral caudal. φ em comparação ao respectivo lado contralateral (p <0,005). * em 

comparação ao respectivo grupo salina (p <0,05).  ANOVA de duas vias seguido pelo teste de múltiplas 
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comparações de Bonferrone, valores apresentados em forma de valores individuais (pontos) e mediana (barras). 

N = 4 – 6 por grupo. Sal: salina. LD: L-DOPA. Fonte: elaborado pelo autor. 

 

4.1.3 Efeito do tratamento crônico com L-DOPA sobre o número de células positivas para 

GFAP na substância negra  

Na substância negra não foram encontradas diferenças na quantidade de células 

GFAP-imunopositivas nas regiões e nos níveis de secção  analisados (figura 9). 

Figura 9: Análise do número de células GFAP-imunopositivas em SN de animais 

hemiparkinsonianos tratados cronicamente com salina ou L-DOPA. 

Não foram encontradas diferenças significativas em nenhuma das regiões analisadas. (A) Substância negra 

compacta dorsal rostral; (B) Substância negra compacta lateral rostral; (C) Substância negra reticulada rostral; 

(D) Substância negra compacta dorsal medial; (E) Substância negra compacta lateral medial; (F) Substância 

negra reticulada medial; (G) Substância negra compacta dorsal caudal; (H) Substância negra compacta lateral 

caudal; (I) Substância negra reticulada caudal. * em comparação ao respectivo grupo salina (p <0,005). ANOVA 

de duas vias seguido pelo teste de múltiplas comparações de Bonferrone, valores apresentados em forma de 
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valores individuais (pontos) e mediana (barras). N = 4 – 6 por grupo. Sal: salina. LD: L-DOPA. SN: Substância 

Negra. Fonte: elabora pelo autor. 

 

4.1.4 Análise morfológica de células positivas para GFAP na substância negra após 

tratamento crônico com L-DOPA  

O número de ramificações e o comprimento dos mesmos foram analisados para 

avaliação de morfologia das células GFAP+ na SN. Não foram observadas diferenças 

significativas no número de ramificações das células GFAP-imunopositivas entre os grupos e 

entre os lados analisados das regiões dorsal, lateral  da SN reticulada (figura 10).  

Figura 10: Análise morfológica (número de ramificações) de células GFAP-

imunopositivas em SN de animais hemiparkinsonianos tratados cronicamente com salina ou 

L-DOPA.  

(A)Substância negra compacta dorsal rostral; (B) Substância negra compacta lateral rostral; (C) Substância negra 

reticulada rostral; (D) Substância negra compacta dorsal medial; (E) Substância negra compacta lateral medial; 

(F) Substância negra reticulada medial; (G) Substância negra compacta dorsal caudal; (H) Substância negra 

compacta lateral caudal; (I) Substância negra reticulada caudal. * em comparação ao respectivo grupo salina (p 



52 
 

<0,05).  ANOVA de duas vias seguido pelo teste de múltiplas comparações de Bonferrone, valores apresentados 

em forma de valores individuais (pontos) e mediana (barras). N = 4 – 6 por grupo. Sal: salina. LD: L-DOPA. SN: 

Substância Negra. Fonte: elaborado pelo autor. 

Com relação ao comprimento médio das ramificações foi observado aumento na 

região da substância negra compacta dorsal, nível rostral, no lado contralateral à lesão, 

quando comparados os grupos L-DOPA e salina (F (1,7) = 4,516; p = 0,0415; figura 11). Nessa 

mesma região, nível caudal, o comprimento médio das ramificações foi significativamente 

maior no lado ipsilateral a lesão quando comparado com o lado contralateral (F (1,8) = 11,57; p 

= 0,0093; figura 11).  

Figura 11: Análise morfológica (comprimento médio das ramificações) de células 

GFAP-imunopositivas em SN de animais hemiparkinsonianos tratados cronicamente com 

salina ou L-DOPA. 

Foi encontrado um aumento na região da substância negra dorsal, em nível rostral, quando comparado o grupo 

L-DOPA com o grupo salina, e o comprimento médio das ramificações também foi significativamente maior em 

todo o lado ipsilateral a lesão quando comparado com o lado contralateral a lesão na região da substância negra 
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compacta dorsal em nível caudal; (B) Substância negra compacta lateral rostral; (C) Substância negra reticulada 

rostral; (D) Substância negra compacta dorsal medial; (E) Substância negra compacta lateral medial; (F) 

Substância negra reticulada medial; (G) Substância negra compacta dorsal caudal; (H) Substância negra 

compacta lateral caudal; (I) Substância negra reticulada caudal. * em comparação ao respectivo grupo salina (p 

<0,05).  ANOVA de duas vias seguido pelo teste de múltiplas comparações de Bonferrone, valores apresentados 

em forma de valores individuais (pontos) e mediana (barras). N = 4 – 6 por grupo. Sal: salina. LD: L-DOPA. SN: 

Substância Negra. 

Na figura 12 são apresentadas fotomicrografias representativas da imunomarcação de 

GFAP no estriado. Na figura 13 são apresentadas fotomicrografias com imunomarcação da 

proteína GFAP na SN. 
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Figura 12: Fotomicrografias de secções coronais de estriados representando imunomarcação de GFAP.  

(A, B e C) Secções com imunomarcação para GFAP no estriado medial contralateral a lesão grupo salina, aumento de 2,5x, 5x e 40x, respectivamente; (A’, B’ e C’) Secções 

com imunomarcação para GFAP no estriado medial ipsilateral a lesão grupo salina, aumento de 2,5x, 5x e 40x, respectivamente; (D, E e F) Secções com imunomarcação para 

GFAP no estriado medial contralateral a lesão grupo L-DOPA, aumento de 2,5x, 5x e 40x, respectivamente; (D’, E’ e F’) Secções com imunomarcação para GFAP no 

estriado medial ipsilateral a lesão grupo L-DOPA, aumento de 2,5x, 5x e 40x, respectivamente. Os quadrados do canto inferior direito nas figuras C, C’, F e F’ apresentam 

células GFAP imunopositivas em aumento de 63x. 
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Figura 13: Fotomicrografias de secções coronais de SN representando imunomarcação de GFAP.  

(A, B e C) Secções com imunomarcação para GFAP na substância negra medial contralateral a lesão grupo salina, aumento de 2,5x , 5x e 40x, respectivamente; (A’, B’ e C’) 

Secções com imunomarcação para GFAP na substância negra medial ipsilateral a lesão grupo salina, aumento de 2,5x, 5x e 40x, respectivamente; (D, E e F) Secções com 

imunomarcação para GFAP na substância negra contralateral a lesão grupo L-DOPA, aumento de 2,5x, 5x e 40x, respectivamente; (D’, E’ e F’) Secções com imunomarcação 

para GFAP na substância negra ipsilateral a lesão grupo L-DOPA, aumento de 2,5x, 5x e 40x, respectivamente. Os quadrados do canto inferior direito nas figuras C, C’, F e 

F’ apresentam células GFAP imunopositivas em aumento de 63x. 



56 
 

4.2 Efeito do tratamento agudo e crônico com doxiciclina sobre o número de células 

positivas para GFAP e sua morfologia na SN de animais hemiparkinsonianos com e sem 

discinesia induzida por L-DOPA 

Em um segundo momento foi realizada a reação para detecção imunocitoquímica da 

proteína GFAP na substância negra de ratos hemiparkinsonianos tratados com salina (Sal), 

cronicamente com salina e injeção única de DOX (DOXag), com salina e DOX de maneira 

crônica (DOXcr), com salina e L-DOPA (L-DOPA), cronicamente com L-DOPA e uma única 

injeção de DOX (DOXag+L-DOPA) e cronicamente com DOX e L-DOPA (DOXcr+L-

DOPA).  

 

4.2.1 Efeito do tratamento agudo e crônico com doxiciclina sobre células positivas para 

GFAP na SN compacta dorsal  

Na SNc dorsal, o lado ipsilateral à lesão, tanto no nível rostral (F(1,22) = 8,242; p = 

0,0089) quanto no nível caudal (F(1,25) = 6,987; p = 0,0140), apresentou maior número de 

células GFAP-imunopositivas quando comparado ao lado contralateral (tabela 6, A).  

Não houve diferença estatística no número de células GFAP+ entre os grupos e lados 

analisados a nível medial da SNc dorsal.  

Na análise morfológica da SNc dorsal, nível medial, no lado ipsilateral a lesão, o 

número de ramificações das células GFAP positivas do grupo L-DOPA foi significativamente 

maior do que do grupo DOXcr (F(5,21) = 3,073; p = 0,0309; tabela 6, B).  

O comprimento médio das ramificações foi maior, no nível medial, em todos os 

grupos no lado ipsilateral a lesão quando comparado ao lado contralateral (F(1,21) = 5,793; p = 

0,0254; tabela 6, C).  

Não houve diferenças morfológicas das células GFAP+  nos níveis rostral e caudal da 

SNc dorsal entre os grupos.    
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Tabela 6: Análise de células GFAP-imunopositivas em SN Compacta Dorsal.   

O lado ipsilateral a lesão possui um maior número de células GFAP-imunopositivas tanto em nível rostral quanto 

em nível caudal. Em nível medial, no lado ipsilateral a lesão, o grupo L-DOPA expressa um maior número de 

ramificações do que o grupo DOXcr, e todo o lado ipsilateral possui ramificações significativamente maiores do 

que o lado contralateral. (A) Número de células GFAP-imunopositivas/0,5mm2 ;(B) Número de 

ramificações/mm2. (C) Comprimento médio das ramificações (μm)/mm2. φ vs respectivo lado contralateral; * vs 

respectivo grupo DOXch. Anova de duas vias seguida pelo teste de múltiplas comparações de Tukey, valores 

apresentados em forma de mediana ±erro padrão da média. 

 

4.2.2 Efeito do tratamento agudo e crônico com doxiciclina sobre células positivas para 

GFAP na SN compacta lateral  

Na SNc lateral foram analisados o número de células GFAP-imunopositivas/0,5mm2, 

número de ramificações/mm2 e comprimento médio das ramificações. Nos níveis rostral (F 

(1,22) = 4,888, p = 0,0377), medial (F (1,21) = 13,95, p = 0,0012) e caudal (F (1,25) = 20,44, p = 
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0,0001), lado ipsilateral a lesão, todo os grupos apresentaram um maior número de células 

GFAP-imunopositivas quando comparados ao seu respectivo lado contralateral (tabela 7, A).  

A análise morfológica indicou maior número de ramificações das células GFAP+ no 

grupo L-DOPA, em nível medial da SNc lateral, no lado contralateral a lesão, comparado ao  

grupo DOXag (F (5,21) = 1,652, p = 0,1901; tabela 7, B). O número de ramificações em todos 

os grupos do lado ipsilateral a lesão, da região caudal, foi significativamente maior do que do 

respectivo lado contralateral a lesão (F (1,24) = 4,633, p = 0,0416; tabela 7, B). 

Não houve diferenças estatísticas significantes entre os grupos no comprimento das 

ramificações em nenhum dos níveis analisados na SNc lateral.  

Tabela 7: Análise de células GFAP-imunopositivas em SN compacta lateral. 

O lado ipsilateral a lesão expressou um maior número de células GFAP-imunopositivas em todos os níveis de 

secção. Em nível medial, no lado contralateral a lesão, o grupo L-DOPA expressa um maior número de 

ramificações do que o grupo DOXag, e em nível caudal todo o lado ipsilateral possui ramificações 

significativamente maiores do que o lado contralateral. (A) Número de células GFAP-imunopositivas/0,5mm2 

;(B) Número de ramificações/mm2. (C) Comprimento médio das ramificações (μm)/mm2. φ vs respectivo lado 
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contralateral; * vs respectivo grupo DOXag. Anova de duas vias seguida pelo teste de múltiplas comparações de 

Tukey, valores apresentados em forma de mediana ±erro padrão da média. 

 

4.2.3 Efeito do tratamento agudo e crônico com doxiciclina sobre células positivas para 

GFAP na SN reticulada.  

No nível rostral, lado ipsilateral, como um todo, foi detectado maior número de células 

GFAP-imunopositivas (F (1,22) = 25,55, p < 0,0001; tabela 8, A) e o maior comprimento médio 

das ramificações (F (1,22) = 8,899, p = 0,0069; tabela 8, B). Entretanto não houve diferenças 

significativas com relação ao número de ramificações. No nível medial, embora não tenham 

sido encontradas diferenças significativas no número de células GFAP-imunopositivas, o 

número de ramificações (F (1,21) = 4,978, p = 0,0367; tabela 8, B)  e o comprimento médio das 

ramificações (F (1,21) = 8,248 p = 0,0091; tabela 8, C) foi significativamente maior em todo o 

lado ipsilateral quando comparado ao lado contralateral. No nível caudal, todo o lado 

ipsilateral a lesão apresentou maior número de células GFAP-imunopositivas (F (1,25) = 7,296, 

p = 0,0122; tabela 8, A) em comparação ao lado contralateral a lesão. Ainda no nível caudal, 

no lado ipsilateral à lesão o grupo DOXch apresentou maior número de células GFAP-

imunopositivas (F (5,25) = , p = 0,0118; tabela 8, A) em comparação ao grupo salina O 

comprimento médio das ramificações foi significativamente maior no grupo L-DOPA em 

comparação ao grupo salina (F (5,24) = 2,513 p = 0,0241; tabela 8, C). 
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Tabela 8: Análise de células GFAP-imunopositivas em SN reticulada. 

O lado ipsilateral a lesão expressou um maior número de células GFAP-imunopositivas em nível rostral 

e caudal. Ainda em nível caudal, no lado ipsilateral a lesão o grupo DOXcr apresentou um maior número de 

células GFAP-imunopositivas em comparação ao grupo salina. Em nível medial, o lado ipsilateral a lesão 

expressou um maior número de ramificações e um maior comprimento médio das ramificações, em comparação 

ao respectivo lado contralateral. Em nível caudal, no lado ipsilateral a lesão, o grupo L-DOPA expressou um 

maior comprimento médio das ramificações em comparação ao grupo salina. (A) Número de células GFAP-

imunopositivas/0,5mm2 ;(B) Número de ramificações/mm2. (C) Comprimento médio das ramificações 

(μm)/mm2. φ vs respectivo lado contralateral; * vs respectivo grupo salina. Anova de duas vias seguida pelo teste 

de múltiplas comparações de Tukey, valores apresentados em forma de mediana ±erro padrão da média. 
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5.Discussão 
__________________________________________________________________________________________ 
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  O objetivo deste estudo  foi analisar, em ratos hemiparkinsonianos sob tratamento 

crônico com L-DOPA: (i) as consequências motoras causadas pela microinjeção intraestriatal 

da neurotoxina 6-OHDA e a análise da progressão da lesão por meio da expressão da enzima 

tirosina hidroxilase; (ii) quantidade e morfologia de astrócitos presentes no estriado; (iii) 

efeito da associação com terapia aguda e crônica com a DOX, sobre quantidade e morfologia 

de astrócitos presentes na Substância Negra.  

 Nossos resultados indicam que a microinjeção de 6-OHDA induziu prejuízo motor  

(redução do uso da pata contralateral a lesão, teste da caminhada) nos animais e perda de 

terminais dopaminérgicos no estriado e corpos celulares na SN. O tratamento prolongado com 

L-DOPA induziu os movimentos involuntários anormais em 90% dos ratos em membro 

dianteiro contralateral a lesão, estruturas orofaciais, bem como no tronco. A administração 

aguda de DOX reduziu a discinesia já estabelecida pela L-DOPA e a administração de DOX 

concomitante a L-DOPA preveniu o desenvolvimento da discinesia. Estes resultados estão 

apresentados no manuscrito Bortolanza, Nascimento et al., (2021) e no ANEXO A. 

 A análise estatística mostrou aumento significativo do número de células GFAP-

imunopositivas no lado ipsilateral da região dorsal do estriado em nível rostral e medial e na 

região ventral em nível medial. Houve ainda aumento significativo no número de 

ramificações no lado ipsilateral na região dorsal do estriado medial. O tratamento com L-

DOPA corroborou com aumento do número de células GFAP-imunopositivas na região dorsal 

do estriado medial (tanto no lado ipsi quanto no lado contralateral a lesão) e no lado ipsilateral 

da região ventral do estriado medial. O grupo tratado com L-DOPA também expressou 

aumento do número de ramificações no lado ipsilateral a lesão na região ventral do estriado 

rostral. 

 Na SN, o grupo que recebeu L-DOPA expressou um maior comprimento médio das 

ramificações na região da SNc dorsal em nível rostral, nessa mesma região, porém em nível 

caudal, o comprimento médio das ramificações também foi significativamente maior, tanto no 

grupo tratado com salina quanto no grupo tratado com L-DOPA, no lado ipsilateral a lesão 

quando comparado com o lado contralateral. 

A análise no número e morfologia das células que expressam GFAP em SN de animais 

tratados com DOX, em única administração ou concomitante com L-DOPA, indica distintas 

alterações de acordo com a região analisada. Na SN compacta dorsal,  foi encontrado um 

aumento no número dessas células no lado ipsilateral a lesão em nível rostral e caudal. Na 

análise morfológica da SNc dorsal, em nível medial, no lado ipsilateral a lesão, o número de 
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ramificações do grupo L-DOPA foi significativamente maior do que do grupo tratado 

cronicamente com DOX e salina. Ainda em nível medial, o comprimento médio das 

ramificações foi maior, em todos os grupos no lado ipsilateral a lesão quando comparado ao 

lado contralateral.  

Na SN compacta lateral, o lado ipsilateral a lesão expressou, em todos os grupos, um 

maior número de células GFAP-imunopositivas nos três níveis de secção (rostral, medial e 

caudal). O tratamento crônico com L-DOPA aumentou número de ramificações das células 

GFAP-imunopositivas, em nível medial , no lado contralateral a lesão, quando comparado ao  

grupo DOXag. O número de ramificações destas células em todos os grupos do lado 

ipsilateral a lesão, da região caudal, foi significativamente maior do que do respectivo lado 

contralateral a lesão. 

Na SN reticulada, em nível rostral, todos os grupos expressaram, no lado ipsilateral, 

um maior número de células GFAP-imunopositivas e um maior comprimento médio das 

ramificações. Em nível medial, o número de ramificações  e o comprimento médio das 

ramificações foi significativamente maior em todos os grupos no lado ipsilateral quando 

comparados ao lado contralateral. Em nível caudal, todos os grupos expressaram, no lado 

ipsilateral a lesão, um maior número de células GFAP-imunopositivas em comparação ao lado 

contralateral a lesão. Ainda em nível caudal, no lado ipsilateral a lesão o grupo DOXch 

expressou um maior número de células GFAP-imunopositivas em comparação ao grupo 

salina, e o comprimento médio das ramificações é significativamente maior no grupo L-

DOPA em comparação ao grupo salina.  

-Efeitos da DOX sobre LID: 

A neurodegeneração de neurônios dopaminérgicos ocasiona os sintomas motores da 

DP  (bradiscinesia, acinesia e tremor no repouso), nas últimas décadas vários modelos animais 

foram desenvolvidos para simular esta patologia humana em laboratório (Blesa et. al, 2012). 

Os modelos de roedores com lesão induzida pela neurotoxina 6-OHDA é um dos mais 

utilizados e bem caracterizados para o estudo de déficits motores parkinsonianos e LIDs 

(Tronci e Vancardo, 2018). A microinjeção intracerebral de 6-OHDA causa morte de 

neurônios dopaminérgicos, por meio da produção de radicais livres reativos, estresse 

oxidativo, disfunção mitocondrial e ativação microglial (Mazzio et al. 2004; Perfeito et al. 

2013). Essas características evidenciam uma grande vantagem desse modelo, uma vez que 

degeneração dopaminérgica sustentada e outras características patológicas, como ativação 
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microglial e estresse radical, recapitulam aspectos importantes da condição humana (Cicchetti 

et al. 2002; Cohen 1984). 

Uma gama de testes comportamentais foi devidamente validada a fim de quantificar o 

grau de comprometimento comportamental, bem como para detectar efeitos de potenciais 

tratamentos anti-parkinsonianos (Tronci e Vancardo, 2018). Após a microinjeção intracerabral 

unilateral de 6-OHDA os roedores apresentam assimetria rotacional, o comportamento 

rotacional contralateral ocorre em resposta à administração de agonistas de receptores 

dopaminérgicos (como a apomorfina), devido à hipersensibilidade dos receptores 

dopaminérgicos estriatais (Ungerstedt 1971). O comportamento rotacional pode ser 

quantificado, e de acordo com Cenci et al., 1998 e Ludblad et al., 2004, os ratos que 

apresentam mais de 90 rotações contralaterais, após a administração de apomorfina, possuem 

depleção de mais de 95% da dopamina estriatal. Dessa forma, selecionamos para o nosso 

estudo apenas os ratos que atenderam a esse critério. 

Ratos e camundongos hemi-parkinsonianos apresentam um comprometimento 

funcional acentuado no movimento de pisada e no número de passos realizados com o 

membro contralateral à lesão induzida por 6-OHDA, em comparação com o ipsilateral (Tronci 

e Vancardo, 2018), que foi o caso dos nossos animais, que apresentaram redução do uso da 

pata contralateral a lesão no teste da caminhada.  

A administração oral de L-DOPA é capaz de restaurar os níveis de DA estriatais e 

aliviar significativamente os prejuízos motores em pacientes com DP (Olanow et al. 2004). 

Desde sua introdução em 1967, a L-DOPA continua sendo o medicamento mais eficaz para 

DP em clínica, sendo capaz de amenizar significativamente a qualidade de vida dos pacientes 

(Fahn 2015). No entanto, embora a L-DOPA seja inicialmente bem tolerado, com a 

progressão da doença a maioria dos pacientes com DP apresentam uma redução do efeito 

terapêutico da L-DOPA (Rascol et al. 2000).  

O modelo de doença de Parkinson induzido por 6-OHDA em ratos vem sendo 

amplamente utilizado para estudar a LID. De fato, enquanto a administração aguda de doses 

terapêuticas de L-DOPA é capaz de aliviar o parkinsonismo sintomático, amenizando o 

desempenho do membro dianteiro prejudicado, em ratos lesionados (Duty e Jenner 2011; 

Lundblad et al. 2002; Olsson et al. 1995), administrações repetidas do precursor de dopamina 

induzem AIMs que afetam o lado do corpo contralateral ao estriado lesionado (Delfino et al. 

2004; Mela et al. 2012; Taylor et al. 2005). Os AIMs em ratos são classificados em escalas 
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com base em sua distribuição topográfica, duração e amplitude (Lundblad et al. 2002; 

Winkler et al. 2002; Padovan-Neto et. al, 2009).  

Embora os mecanismos subjacentes a LID não estejam completamente esclarecidos, 

nas últimas décadas, um grande conjunto de evidências foi fornecido, indicando o 

envolvimento de múltiplos componentes da rede neuronal dos gânglios da base no 

desenvolvimento e manifestação da LID. Além disso, a nível molecular, uma série de 

modificações que afetam a transdução de sinal e a neurotransmissão e ocorrem em populações 

específicas de neurônios alvo da L-DOPA têm sido causalmente ligadas ao surgimento da 

LID (Carta et. al, 2016).  

Mais recentemente, a neuroinflamação, que já é uma reconhecida característica da DP, 

também tem sido associada a LID. No estriado de ratos lesionados com 6-OHDA e com LID 

foi encontrado aumento de micróglia ativada e de citocinas pró-inflamatórias (Barnum et al., 

2008; Bortolanza et al., 2015a; Mulas et al., 2016). Os astrócitos respondem a diversas formas 

de insultos do SNC, como infecção, trauma, isquemia e doenças neurodegenerativas, por um 

processo comumente referido como astrogliose reativa, que envolve alterações na sua 

expressão molecular e morfologia (Eddleston e Mucke, 1993; Pekny e Nilsson, 2005; 

Sofroniew, 2005; Maragakis e Rothstein, 2006; Correa-Cerro e Mandel, 2007). 

Para Sofroniew, 2009 a astrogliose reativa é composta por quatro características-chave 

que são interdependentes: (i) astrogliose reativa se caracteriza por uma gama de mudanças nos 

astrócitos que ocorrem em resposta a todas as formas e gravidades de lesão e doença do SNC, 

incluindo perturbações sutis; (ii) as modificações sofridas nos astrócitos reativos variam de 

acordo com o tipo e a gravidade do insulto, e são alterações graduais na expressão molecular, 

hipertrofia celular progressiva e, em casos graves, proliferação e formação de cicatrizes, (iii) 

as alterações da astrogliose são reguladas de maneira específica do contexto por eventos de 

sinalização específicos que tenham a capacidade de modificar tanto o tipo quanto o grau 

dessas alterações; (iv) as alterações sofridas durante a astrogliose reativa têm o potencial de 

alterar as atividades de astrócitos, tanto por meio do ganho quanto da perda de funções que 

podem impactar tanto de maneira benéfica quanto de maneira prejudicial as células neurais e 

não neurais circundantes.  

No cérebro de pacientes com doenças neurodegenerativas, os astrócitos são 

conhecidos por migrarem e se tornarem hipertróficos, ou seja, astrócitos reativos (Miyazaki e 

Asanuma, 2020). Entretanto, ainda não se tem um consenso sobre os astrócitos na DP, 

análises post-mortem de cérebros de pacientes apresentaram um leve aumento no número de 
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astrócitos e na imunoreatividade para GFAP na SNc (McGeer e McGeer, 2008; Mirza et al., 

2000), por outro lado, alguns relatos indicam que o número e a morfologia dos astrócitos não 

são alterados no cérebro de pacientes (Knott, Wilkin, e Stern, 1999; Tong et al., 2015) . 

Damier et al. (1993) relataram que a densidade de células GFAP positivas nas diferentes áreas 

dopaminérgicas foi significativamente correlacionada com a intensidade da lesão neuronal no 

cérebro de DP. Esses resultados sugerem que os neurônios dopaminérgicos dentro de áreas 

pouco povoadas com astrócitos tendem a se degenerar (Miyazaki e Asanuma, 2020). 

Os mecanismos celulares e moleculares que levam à astrogliose não são 

completamente compreendidos, mas as vias neuroinflamatórias parecem desencadear a 

astrogliose agravante (Carta et al., 2016). Estudos pré-clínicos sugeriram que a LID pode estar 

relacionada a um ambiente "pró-inflamatório" no estriado (Barnum et al., 2008; Bortolanza et 

al., 2015a,b; Del-Bel et al., 2016; Mulas et al., 2016). Estudos indicaram uma considerável 

regulação da astrogliose no estriado de ratos com lesionados com 6 OHDA e que 

desenvolveram LID (Bortolanza et al., 2015a; Mulas et al., 2016) apoiando um papel de 

astrócitos na LID. Os indicativos de astrogliose reativa (aumento da imunorreatividade para 

GFAP, o alargamento de corpos celulares de astrócitos, a remodelação dos processos) 

restringiram-se ao hemisfério ipsilateral da lesão com 6-OHDA em ratos que recebem L-

DOPA (Bortolanza et al., 2015a). Além disso, o aumento do GFAP se correlacionou com a 

incidência de LID, ou seja, animais discinéticos vs. não-discinéticos (Mulas et al., 2016). 

Um estudo do nosso grupo mostrou que o tratamento de ratos hemiparkinsonianos 

com L-DOPA induziu uma reação astrocitária intensa ocorrendo no estriado, moderada na 

substância negra reticulada e compacta ventral e lateral e uma reação mais branda no globo 

pálido (Cavalcanti-Kwiatkoski, 2012).  

A LID é a grande limitação na terapia com L-DOPA, dessa forma a descoberta de 

novas estratégias terapêuticas é uma necessidade urgente, para a qual tem se despertado 

interesse crescente no reaproveitamento de drogas já comercializadas.  

 

-Efeitos da DOX e da L-DOPA sobre células GFAP-imunopositivas 

Evidências experimentais apontam que as tetraciclinas, além de possuírem  

propriedades antimicrobianas,  podem proteger contra doenças neurodegenerativas (Blum et 

al. 2004; Forloni et al. 2009; Noble et al. 2009a, b; Ruzza et al. 2014; Stoilova et al. 2013) e 

neuropsiquiátricas (Keller et al. 2013). Essas drogas exibem uma série de funções de proteção 

cerebral (Gordon et al. 2012; Moon et al. 2012), incluindo a redução de processos 
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neuroinflamatórios (Gordon et al. 2012; Noble et al. 2009a, b; Nordstrom et al. 1998; Sultan 

et al. 2013) e redução de estresse oxidativo (Kim e Suh 2009; Mao et al. 2005; Rothstein et al. 

2005; Tomiyama et al. 1996a).  

A capacidade da DOX, uma tetraciclina de segunda geração, de atenuar diferentes 

desordens neurológicas tem sido demonstrada por diversos estudos em modelos animais de 

diferentes doenças, como Distrofia Muscular Congênita tipo 1A (Girgenrath et al., 2009), 

Doença de Alzheimer (Costa et al., 2011) e Doença de Huntington (Padino et al., 2020). 

Estudos do nosso grupo demonstram que a DOX inibe a degeneração de neurônios 

dopaminérgicos induzida por 6-OHDA (Lazzarini et al., 2013), que doses subantibióticas de 

DOX são capazes de remodelar in vitro a agregação de α-sinucleína (Gonzalez-Lizarraya et 

al., 2017) e que a DOX diminui a LID em ratos hemi-parkinsonianos (Bortolanza et al., 

2021). Esses últimos resultados também foram demonstrados no presente estudo. 

Um amplo espectro de efeitos das tetraciclinas no sistema nervoso pode ser atribuído 

às suas propriedades não antibióticas (Sapadin e Fleischmajer 2006). Relatos mostram que 

DOX e MIN diminuem inflamações de várias etiologias (Bahrami et al. 2012). De fato, as 

tetraciclinas atenuam tanto as respostas imunes inatas quanto as adaptativas (Griffin et al. 

2010). Já foi demonstrado que MIN e DOX exercem seus efeitos anti-inflamatórios no 

cérebro, em parte, por modulação das células gliais. 
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6.Considerações finais 
__________________________________________________________________________________ 
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Nossos resultados indicam que:  

- A microinjeção de 6-OHDA induziu prejuízo motor nos animais e perda de terminais 

dopaminérgicos no estriado e corpos celulares na substância negra e o tratamento prolongado 

com L-DOPA induziu os movimentos involuntários anormais em 90% dos ratos em membro 

dianteiro contralateral a lesão, estruturas orofaciais, bem como no tronco.  

- A administração aguda de doxiciclina reduziu a discinesia já estabelecida pela L-DOPA e a 

administração de doxiciclina concomitante a L-DOPA preveniu o desenvolvimento da 

discinesia. 

- O tratamento de ratos parkinsonianos com L-DOPA aumentou o número de células 

imunorreativas ao GFAP no estriado dorsomedial e dorsocaudal, ipsilateral à lesão, com 

aumento do número de ramificações. Na SN-compacta dorsal lateral, medial e caudal, assim 

como na SN-reticulada foram observadas modificações no número de células imunorreativas 

ao GFAP assim como do número e comprimento das ramificações.  

- O tratamento crônico com doxiciclina atenuou os sinais de ativação dos astrócitos nas 

subdivisões da substância negra estudadas. 
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ANEXO A – análise comportamental 
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Métodos 

 

Animais: Para a realização deste trabalho foram utilizados ratos machos Wistar (200 a 

250 gramas) que foram alojados no Biotério da Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto, 

FORP USP. Os animais permaneceram em ambiente com temperatura controlada (23ºC ±1), 

sistema de exaustão de ar e ciclo claro/escuro de 12 horas. Foram fornecidas ração padrão e 

água filtrada à vontade. Os animais foram mantidos em grupos de 3 animais em caixa moradia 

com dimensões de 40x33x17cm, área total de 1394 cm2. Os procedimentos experimentais 

foram submetidos ao Comitê de Ética em Experimentação Animal da Faculdade de 

Odontologia de Ribeirão Preto (CEUA/FORP - Processo 2016.1.667.58.4) e estavam de 

acordo com as diretrizes determinadas pelo Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal (CONCEA). Todos os esforços foram feitos para minimizar o 

sofrimento animal e reduzir o número de animais utilizados no trabalho.  

 

Delineamento experimental: A descrição dos grupos e os delineamentos experimentais 

são apresentados a seguir e na figura 14 (tratamento agudo) e 15 (tratamento crônico). 

- Grupo 6-OHDA: lesionados tratados com salina (n=8-10) 

- Grupo 6-OHDA+L-DOPA: lesionados e tratados cronicamente com L-DOPA por 15 dias 

(n=8-10) 

- Grupo 6-OHDA+DOXag: lesionados e tratados com uma única dose de doxiciclina (n=8-10) 

- Grupo 6-OHDA+L-DOPA+DOXag: lesionados, tratados cronicamente com L-DOPA por 15 

dias e dose única de doxiciclina no 15º dia, 30 min antes da L-DOPA (n=8-10)  

- Grupo 6-OHDA+DOXcr: lesionados e tratados cronicamente com doxiciclina por 15 dias 

(n=8-10)  

- Grupo 6-OHDA+L-DOPA+DOXcr: lesionados, tratados cronicamente com L-DOPA 

concomitantemente com doxiciclina, 30 min antes da L-DOPA, por 15 dias (n=8-10). 
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Figura 14: Delineamento experimental para tratamento crônico com L-DOPA e agudo 

com DOX. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Figura 15: Delineamento experimental para tratamento crônico e concomitante com 

DOX e L-DOPA.            

Fonte: elaborado pelo autor. 
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Cirurgia para indução da lesão: Para a lesão da via nigroestriatal os animais foram 

anestesiados com tribromoetanol (1ml·kg−1, i.p) e posicionados no aparelho estereotáxico. Foi 

administrada uma única injeção de 2,5 μl de 6-OHDA no feixe prosencefálico medial (FPM) 

direito nas seguintes coordenadas: anteroposterior (AP): - 4,3 partindo do bregma; latero-

lateral (LL): -1,6 da linha média e dorso-ventral (DV): - 8,3 a partir do crânio, seguindo o 

atlas de Paxinos e Watson, 2006. A 6-OHDA foi injetada a uma velocidade de 1 μl/min e a 

cânula foi mantida imóvel por um tempo adicional de 3 min para evitar refluxo da droga. Ao 

final da cirurgia os animais receberam injeção intramuscular de pentabiótico veterinário para 

animais de pequeno porte 0,2 ml (Forte Dodge Saúde Animal LTDA) e foram observados até 

recuperação da anestesia. 

Teste comportamental rotatório: Realizado 15 dias após a lesão unilateral do estriado, 

sua análise consiste em observar e quantificar o número de giros de 360º no sentido contra-

lateral à lesão durante 45 minutos após a administração subcutânea de apomorfina 

(0.05mg·kg−1). Este teste foi realizado para confirmação da indução do modelo parkinsoniano 

no animal. 

Análise da LID: Após a micro injeção de 6-OHDA e a administração da L-DOPA por 

15 dias, foi aferida a intensidade do comportamento discinético dos animais. O observador 

não sabia a qual grupo o animal pertencia, e deu uma pontuação para os movimentos 

anormais involuntários de acordo com a escala descrita por Anderson et al. (1999), Cenci e 

Lundblat (2007) e modificada por Padovan-Neto et al. (2009). A LID foi avaliada ao longo de 

1 minuto, com intervalos de 20 minutos entre uma medição e outra, por um período total de 

180 minutos após a administração da L-DOPA. Os comportamentos avaliados foram: (a) 

distonia axial; (b) discinesia do membro anterior; (c) discinesia orofacial; e (d) 

comportamento rotatório. A escala prevê uma classificação que varia de acordo com a 

gravidade e amplitude dos movimentos involuntários, que varia de 0 a 4 (onde 0=ausente, 

1=ocasional, 2=frequente, 3=contínuo, porém interrompido por uma distração sensorial, 

4=contínuo, severo e não suprimível). 

Eutanásia e coleta de amostras: Os animais foram anestesiados com tribromoetanol 

(1.5mg/kg, i.p) e receberam por meio da artéria aorta a infusão de 80 – 100 ml de solução 

salina 0,9% contendo heparina (200 µL de heparina 25000 UI por litro de solução) e nitrito de 

sódio (1g/L de solução), seguida por um volume de 80 – 150 ml de PFA 4% (pH 7,4, 

SigmaAldrich, St. Louis, MO, USA). O estriado e substância negra foram dissecados e 

incubados em solução de Somogy por 48h.  
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Após este período, o tecido foi incubado em solução de Sacarose 30%, para a 

desidratação. Após este evento, o tecido foi congelado em isopentano à -40ºC para posterior 

armazenamento no freezer à -80ºC, até que foram seccionados no criostato. As secções foram 

armazenadas em solução anticongelante. 

Análise estatística: O teste de Mann-Whitney investigou as diferenças entre os 

tratamentos na análise da discinesia. A ANOVA de uma via foi utilizada para análise do teste 

de rotação com o teste post hoc de Bonferroni. Uma ANOVA de duas vias, seguida pelo teste 

de Bonferroni, foi realizada para analisar os resultados de imunohistoquímica. 

O programa GraphPad Prism 8.0 foi utilizado para a realização dos cálculos 

estatísticos e para as análises comportamentais e moleculares, os testes apropriados foram 

adotados conforme a criação dos grupos experimentais e respostas das análises. O nível de 

significância adotado foi p<0,05. 

Calculamos o número amostral considerando testes pilotos realizados no laboratório 

para o estabelecimento do desvio padrão ou as frequências populacionais da variável. 

Utilizamos a seguinte fórmula para calcular o tamanho da amostra (n) para que se obtenha 

uma estimativa confiável da média populacional (de acordo com Miot, 2011 - J Vasc Bras 

2011, Vol. 10, Nº 4): 

𝑛 = (
𝑧𝛼 2⁄ . 𝜎

𝐸
)

2

 

Onde: 

n – tamanho da amostra; 

Zα/2 – valor crítico para o grau de confiança desejado, usualmente: 1,96 (95%); 

δ – desvio padrão populacional da variável; 

E = Diferença máxima estimada entre a média amostral e a verdadeira média populacional. É 

a margem de erro ou erro máximo de estimativa. 

Para nosso desenho experimental, obtivemos o seguinte cálculo: 

n = (1,96×8/5)2 = 9,8 (arredondamento para 10 ratos por grupo). 

 

 

 

 

 

 



88 
 

Resultados 

Análise da lesão de neurônios dopaminérgicos por avaliação de comportamento motor e 

imunorreatividade para  a enzima TH no estriado e SN no cérebro de ratos 

 

Para verificar se os animais que receberam a neurotoxina 6-OHDA no feixe 

prosencefálico medial apresentaram intensidade de perda de neurônios e terminais 

dopaminérgicos, similar utilizamos dois testes comportamentais que indicam perda de 

dopamina no estriado e SN: o teste da caminhada e o teste da rotação induzida por 

apomorfina. No teste da caminhada, todos os grupos experimentais apresentaram índices 

reduzidos no uso da pata anterior contralateral à lesão (tratamento: F (5, 24) = 5,765, p < 

0,05) em comparação com a pata do lado ipsilateral à lesão (lado: F (1, 24) = 52,81, p < 0,05; 

interação: F (5, 24) = 2,897, p < 0,05), indicando comprometimento motor derivado da lesão 

(figura 16). 

Figura 16: Teste da caminhada. 

Todos os grupos experimentais apresentaram índices similares de uso da pata anterior contralateral à lesão 

(tratamento: F (5, 24) = 5,765, p < 0,05) – reduzidos em comparação ao lado ipsilateral (lado: F (1, 24) = 52,81, 

p < 0,05; interação: F (5, 24) = 2,897, p < 0,05), indicando comprometimento motor derivado da lesão. 

 

No teste de rotação por apomorfina, apenas os ratos que apresentaram mais de 90 

rotações contralaterais totais (lado esquerdo) durante 45 minutos foram selecionados para o 

estudo (148,3 ± 21,06). De acordo com Cenci et al., (1998) e Lundblad et al., (2004), os ratos 

que atendem a esse critério possuem depleção de mais de 95% da dopamina estriatal.  

Após os testes comportamentais a lesão dopaminérgica foi analisada pela reação de 

imuno-histoquímica para a enzima TH. Para determinar a extensão da denervação 
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dopaminérgica foi realizada uma análise qualitativa da perda de terminais dopaminérgicos no 

estriado e de corpos celulares na substância negra e estriado por meio da imunohistoquímica 

para TH. A microinjecção de 6-OHDA no feixe prosencefálico medial promoveu diminuição 

intensa na marcação de fibras na área dorsolateral e ventral do estriado e uma forte 

diminuição dos neurônios TH-imunopositivos ao longo de toda a extensão rostro-caudal da 

substância negra (figura 17).  

 

Figura 17: Fotomicrografia de secções coronais de estriado e SN ilustrando a perda de 

imunomarcação TH positiva. 

 Grupo 6-OHDA, fibras estriatais (A – C; A’ – C’), e neurônios positivos para TH na substância negra (D – F; D’ 

– F’). A’, B’, C’, D’, E’ e F’ representam o lado ipsilateral a lesão.  

 

O tratamento com doxiciclina atenuou e previniu o desenvolvimento da discinesia 

induzida pela L-DOPA 

Durante o tratamento prolongado com L-DOPA, 90% dos ratos desenvolveram 

movimentos involuntários anormais (AIMs), que afetaram o membro dianteiro contralateral a 

lesão, estruturas orofaciais, bem como o tronco (tabela 7).  

 

 A aplicação aguda de doxiciclina reduziu a discinesia já estabelecida pela L-DOPA  

A administração aguda de DOX, reduziu em 86% (F (2.37,21.49) = 11.36, p <0,001) a pontuação 

total máxima de AIMs (Tabela 6, 6-OHDA+salina+L-DOPA (14° dia de tratamento) = 

45.95±5.674 versus 6-OHDA+DOXag+L-DOPA (15° dia de tratamento) = 6.60±4.118).  Os 

animais lesionados tratados apenas com salina ou DOX não desenvolveram AIMs (dados não 

apresentados). 
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 Tabela 9: Efeito do tratamento agudo com DOX sobre LID 

DIA   Distonia axial, discinesia do membro anterior, discinesia orofacial TOTAL 

1  48.70±7.672 

7  54.80±7.164 

14  45.95±5.674 

15  6.60±4.118*    Doxiciclina foi aplicada no animal 30 min antes da L-DOPA 

A administração aguda de DOX reduziu a discinesia induzida por L-DOPA. Os animais receberam durante 14 

dias apenas L-DOPA (20 mg·kg−1, via oral - gavagem), e no 15° dia uma injeção intraperitoneal de DOX 

(40 mg·kg−1) 30 minutos antes da administração da L-DOPA. Escores (1 a 4) atribuídos de acordo com o tempo 

de incidência de cada um dos subtipos de movimentos, distonia axial, discinesia do membro anterior e discinesia 

orofacial (média dos escores ± EPM). A análise foi realizada durante 1 minuto, a cada 20 minutos, de 20 a 180 

minutos após a administração de L-DOPA nos dias 1, 7, 14 e 15 de tratamento. * indica diferença significativa 

em relação ao 14° dia de tratamento. (p < 0.01).  Fonte: elaborado pelo autor. 

A aplicação de doxiciclina concomitante à L-DOPA preveniu o desenvolvimento da discinesia   

O tratamento de animais parkinsonianos com  L-DOPA induziu o aparecimento de 

discinesia (grupo 6-OHDA+salina+L-DOPA). A administração concomitante de DOX com L-

DOPA (grupo 6-OHDA+DOXcr+L-DOPA) suprimiu significativamente o desenvolvimento 

de AIMs nos dias 1, 7 e 14 do tratamento (F(2,60) = 22,68, P < 0,0001; tabela 7). 

  

Tabela 10: Efeito do tratamento crônico com DOX sobre LID 

   Distonia axial, discinesia do membro anterior, discinesia orofacial 

DIA  Salina + L-DOPA DOXcr + L-DOPA 

1  59.91±5.831 0.727±0.304* 

7  80.64±5.999 0.000±0.000* 

14  124.3±8.381 0.000±0.000* 

A administração de DOX (40 mg·kg−1, via intraperitoneal) 30 minutos antes da L-DOPA, impediu o 

desenvolvimento de LID. Os animais receberam durante 14 dias L-DOPA (20 mg·kg−1, via oral – gavagem; 

grupo salina + L-DOPA) ou tratamento concomitante de DOX (40 mg·kg−1, via intraperitoneal) 30 minutos 

antes da administração da L-DOPA (20 mg·kg−1, via oral – gavagem; grupo DOXcr + L-DOPA). Escores (1 a 4) 

atribuídos de acordo com o tempo de incidência de cada um dos subtipos de movimentos, distonia axial, 

discinesia do membro anterior e discinesia orofacial (média dos escores ± erro padrão da média). A análise foi 

realizada durante 1 minuto, a cada 20 minutos, de 20 a 180 minutos após a administração de L-DOPA nos dias 1, 

7, 14 e 15 de tratamento. * indica diferença significativa em relação ao grupo salina + L-DOPA no respectivo dia 

de tratamento). Fonte: elaborado pelo autor. 

 


