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RESUMO

CABRAL, L. M. C. O envolvimento da inflamac&o mediada pela glia nas alteracoes
respiratorias observadas em um modelo murino da Doencga de Parkinson. 2023. 123
p. Tese (Doutorado em Farmacologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,

Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo. 2023.

A Doenca de Parkinson (DP) é uma doenca neurodegenerativa caracterizada pela
morte dos neurdnios dopaminérgicos da por¢do compacta da Substancia Negra (SNc)
gue promove os sintomas classicos desta patologia, como tremor e bradicinesia.
Apesar destes sintomas diminuirem a qualidade de vida dos pacientes, ndo sao eles
0s principais responsaveis pelos 6bitos associados a DP. As disfungdes respiratérias
respondem por grande parte das causas de morte desses pacientes e podem ter
como causa falhas no controle neural da respiracdo. Estudos anteriores do nosso
laboratério revelaram que ratos submetidos ao modelo experimental da DP induzido
por injecbes de 6-hidroxidopamina (6-OHDA) no nucleo caudado-putamen (CPu)
apresentaram degeneracdo em importantes areas do controle neural respiratério
como o complexo de Pre Botzinger (preBotC), o grupamento respiratério ventral
rostral (rVRG), o nucleo do trato solitario (NTS) e o nudcleo retrotrapezoéide (RTN),
associada a disfuncbes na respiracdo desses animais. Porém, as causas da
neurodegeneracdo bem como das alteracdes respiratérias ndo estdo estabelecidas
nesse modelo, mas acredita-se que a neuroinflamacéo € uma possivel candidata. A
partir disto, o objetivo desta tese foi compreender mais detalhadamente a funcéo da
inflamacdo mediada pela glia nas alteragcbes neuroanatdomicas e funcionais
respiratdrias em camundongos submetidos ao modelo da DP induzido por 6-OHDA
no CPu. Em um primeiro momento foi feito um estudo ao longo do tempo das
alteracdes respiratérias e anatbmicas em que camundongos C57BL/6 receberam
injecao bilateral de 6-OHDA (10 pg/ul) ou veiculo no CPu e foram submetidos a
pletismografia de corpo inteiro 5, 10 ou 20 dias apés a indu¢do do modelo da DP. A
lesdo na SNc foi observada em todos os tempos analisados e esta associada ao
aumento da densidade astrocitaria na regido aos 10 e 20 dias e indicios morfologicos
de ativacdo microglial. Foi observada neurodegeneracao no preBotC aos 10 e 20 dias
e no RTN a partir de 5 dias associada, também, a indicios de ativacédo da microglia.
A partir do 10° dia ap6s a indugdo do modelo foi encontrada redu¢é@o da densidade

astrocitaria no RTN. A frequéncia respiratdria basal foi reduzida a partir de 10 dias



apos a inducdo do modelo e esta associada ao aumento nos tempos inspiratorio e
expiratorio. Para melhor compreender o papel da inflamacéo nestas alteracdes, o0s
mesmos experimentos foram conduzidos em animais nocaute para o receptor 1 do
fator de necrose tumoral alfa (TNFR1”) e também em animais tratados com
minociclina (45mg/kg). Nestes animais observamos reducédo do niumero de neurdnios
catecolaminérgicos na SNc, porém a neurodegeneracdo no RTN e no preBotC bem
como as alteragdes respiratorias funcionais foram prevenidas. Estes resultados
confirmam que, neste modelo da DP, os déficits respiratérios estdo presentes e estdo
associados a degeneracdo de importantes &reas envolvidas no controle neural
respiratorio e que a inflamacéo, especialmente mediada pelo TNFR1, é fundamental

para as alteracfes respiratorias encontradas neste modelo.
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ABSTRACT

CABRAL, L. M. C. The involvement of glia-mediated inflammation on respiratory
changes observed in a murine model of Parkinson’s Disease. 123 p. Thesis (Ph.D. in

Pharmacology) — Institute of Biomedical Science, University of Sdo Paulo. 2023.

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative disease characterized by the death
of dopaminergic neurons in the compact portion of the Substantia Nigra (SNc) which
promotes the classic symptoms of this pathology, such as tremor and bradykinesia.
Although these symptoms reduce the quality of life of patients, they are not the main
cause of deaths associated with PD. Respiratory disorders are responsible for most
of the causes of death in these patients and may be caused by failures in the neural
control of breathing. Previous studies from our laboratory revealed that rats submitted
to the experimental model of PD induced by 6-hydroxydopamine (6-OHDA) injections
in the caudate-putamen nucleus (CPu) showed degeneration in important areas of
respiratory control such as the Pre Botzinger complex (preBotC), the rostral ventral
respiratory group (r'VRG), the nucleus of tractus solitarius (NTS) and the retrotrapezoid
nucleus (RTN), associated with respiratory dysfunctions. However, the causes of
neurodegeneration as well as respiratory changes are not established in this model,
but it is believed that neuroinflammation is a possible candidate. Based on this, the
aim of this thesis was to understand the role of glia-mediated inflammation in
neuroanatomical and respiratory functional changes in mice submitted to the PD
model induced by 6-OHDA in CPu. First, a time-course study of respiratory and
anatomical changes was conducted in which C57BL/6 mice received bilateral injection
of 6-OHDA (10 pg/ul) or vehicle into the CPu and were submitted to whole-body
plethysmography 5, 10 or 20 days after the PD model induction. SNc lesion was
observed at all times analyzed and is associated with increased astrocytic density at
10 and 20 days as well as morphological evidence of microglial activation.
Neurodegeneration was observed in the preBotC at 10 and 20 days and in the RTN
after 5 days, also associated with evidence of microglia activation. From the 10th day
after the PD model induction, a reduction in astrocytic density was found in the RTN.
Basal respiratory frequency was reduced from 10 days after PD model induction and
is associated with increased inspiratory and expiratory times. To understand the role
of inflammation in these alterations, the same experiments were conducted in

knockout animals for tumor necrosis factor receptor 1 alpha (TNFR17") and also in



animals treated with minocycline (45mg/kg). In these animals, we observed a
reduction in the number of catecholaminergic neurons in the SNc, but
neurodegeneration in RTN and preBotC, as well as functional respiratory alterations,
were prevented. These results confirm that, in this PD model, respiratory deficits are
present and are associated with degeneration of important areas involved in neural
control of breathing and that inflammation, especially mediated by TNFR1, is

fundamental for the respiratory changes found in this model.

Kew-words: Parkinson’s Disease. 6-OHDA. Breathing. Glial cells. Inflammation.



1 INTRODUCAO

1.1 A Doenca de Parkinson

Na literatura, a primeira descricdo dos sintomas relacionados a Doenca de
Parkinson (DP) encontra-se no ensaio elaborado pelo médico James Parkinson em
1817, intitulado de “An Essay on the Shaking Palsy” em que ele descreve esta
patologia como uma sindrome neurolégica que promove tremor em repouso, lentidao
de movimentos e, em alguns casos, auséncia de movimentos voluntarios (BLUM et
al., 2001; GOETZ, 2011; PARKINSON, 2002). O médico acompanhou 6 casos
clinicos e observou que a DP apresenta progressdao muito lenta, jA que em um dos
casos estudados, decorreram 11 anos entre o inicio dos sintomas e uma condi¢céo
mais grave da doenga em que o paciente apresentava tremores intensos e dificuldade
de executar tarefas simples do dia-a-dia (AQUINO et al., 2022; PARKINSON, 2002).
Somente apés aproximadamente 50 anos, em 1872, essa condi¢cdo descrita por
Parkinson como uma “paralisia agitante” foi renomeada, sendo chamada de DP por
Jean-Martin Charcot (PRZEDBORSKI, 2017). Porém, até aquele momento, as
caracteristicas anatomopatologicas da doenca ainda eram desconhecidas. Em 1919,
Trétiakoff foi o primeiro pesquisador a reportar alteracées anatbmicas nos encéfalos
de pacientes portadores da DP, quando observou uma despigmentacao
macroscopica em uma regido do encéfalo chamada de Substéancia Negra (SN). Ja
por microscopia, observou uma reducdo do numero de neurbnios nesta regido
associada a presenca de precipitados protéicos intracitoplasmaticos constituidos,
principalmente, por ubiquitina, sinucleina e parkina, que em conjunto sdo chamados
de corpos de Lewy (GRAZIA SPILLANTINI et al., 1998; LEES; HARDY; REVESZ,
2009; PRZEDBORSKI, 2017).

Atualmente, sabe-se que a DP é a segunda doenca neurodegenerativa mais
comum no mundo, sendo a Doenca de Alzheimer a primeira. Estima-se que a
prevaléncia da DP varia de 1 a 2 casos a cada 1000 individuos na populacdo de modo
geral. Ja a incidéncia na populacao mais jovem, com idade abaixo dos 50 anos, é rara
e aumenta consideravelmente com a idade, tendo seu pico na faixa dos 80 anos.
Estudos epidemioldgicos estimam que aproximadamente 2 a 3% da populacdo acima
de 60 anos possua a doenga, sendo, entédo, o envelhecimento um importante fator de
risco a ser considerado (ASCHERIO; SCHWARZSCHILD, 2016; POEWE et al.,

2017). No Brasil, segundo uma estimativa realizada pelo Instituto Brasileiro de



Geografia e Estatistica (IBGE), em 2010 aproximadamente 200.000 individuos eram
portadores da DP. Com o aumento da expectativa de vida da populacéo brasileira nos
proximos anos, as projecdes sdo de que esse numero aumentara 441% em 2060,
chegando a 881.457 pacientes portadores da DP neste ano (IBGE, 2013). Além disso,
sabe-se que a DP atinge todas as classes econdmicas e etnias, sendo universalmente
distribuida (WHO, 2006). Fatores ambientais também devem ser considerados como
fatores de risco para o desenvolvimento da DP: individuos que sofreram trauma
craniano ou gque se expdem constantemente a pesticidas possuem maior risco de
desenvolver a DP, enquanto que fumantes ou consumidores de altas doses de
cafeina apresentam risco menor (AQUINO et al, 2022; ASCHERIO;
SCHWARZSCHILD, 2016). A razdo da incidéncia em homens/mulheres varia entre
1.3 e 2.0 demonstrando que apesar de atingir ambos 0s sexos, a DP parece afetar
um pouco mais os homens (ASCHERIO; SCHWARZSCHILD, 2016). Isso por que,
segundo alguns estudos, as propriedades antioxidantes do hormdnio estrogénio
promoveriam um efeito protetor contra a DP em mulheres, porém esta informacao
ainda € controversa ja que estudos caso-controle mostram resultados conflitantes
acerca do papel do horménio feminino no desenvolvimento desta patologia (AQUINO
et al., 2022; RAGONESE et al., 2004; SAUNDERS-PULLMAN, 2003). Outro fator de
risco amplamente estudado é a mutacdo genética, ja que aproximadamente 20% dos
pacientes portadores da DP relatam possuir algum parente proximo que também é
portador da doenca. Os genes mais estudados sdo o PINK1 - responsavel por
codificar proteinas que protegem contra a disfuncdo mitocondrial que ocorre nos
neurdnios em condigbes de estresse oxidativo - e o0 VPS35 — que codifica uma
subunidade de um complexo envolvido no transporte retrogrado de proteinas do
complexo de Golgi (AQUINO et al., 2022; ASCHERIO; SCHWARZSCHILD, 2016).
Por fim, mais recentemente vem-se discutindo que disfungdes no eixo intestino-
cérebro também seriam um fator desencadeante da DP. Em 2019, um estudo
publicado demonstrou que a injegéo de a-sinucleina no estdtmago de camundongos
promoveu um modelo da DP com disfuncdes motoras e degeneracdo em nucleos do
tronco encefalico, dependentes do nervo vago, de forma muito parecida com a historia
natural desta doenca (KIM et al., 2019). Assim, as variacOes presentes na populacéo
acerca dos fatores de risco da DP dificultam o entendimento pleno da sua
etiopatogenia, sendo isto um grande desafio a ser elucidado pela ciéncia (AQUINO et
al., 2022).



A DP é uma doenca crbnica, progressiva e idiopatica que tem como caracteristica
patolégica crucial a perda de neur6nios dopaminérgicos localizados na porcéo
compacta da SN (SNc), principalmente na regido que se projeta para os nucleos
caudado-putamen (CPu) presentes no estriado, levando, entéo, a reducao da oferta
de dopamina na via nigroestriatal (KALIA; LANG, 2015). A dopamina é um
neurotransmissor que exerce uma importante funcdo no mecanismo de recompensa
e de regulacdo dos movimentos no cérebro. Sua sintese, assim como a de outras
catecolaminas como a norepinefrina e epinefrina, tem como enzima limitante atirosina
hidroxilase (TH) que converte o aminoécido L-tirosina em L- dihidroxifenilalanina (L-
DOPA). Esta é a primeira catecolamina produzida pela cadeia de sintese das
catecolaminas e, posteriormente, € convertida, pela acdo da enzima dopa
descarboxilase, & dopamina (JUAREZ OLGUIN et al., 2016).

A dopamina na via nigroestriatal regula os movimentos por meio de sua acdo
sobre o0s receptores dopaminérgicos poés-sinapticos presentes nos neurdnios
estriatais (KORCHOUNOV; MEYER; KRASNIANSKI, 2010; SMITH; VILLALBA,
2008). Um déficit em sua produgédo, como o que ocorre na DP, leva, portanto, a uma
perda do equilibrio e apés aproximadamente a perda de 60% dos neurdnios
dopaminérgicos da SNc e de 80% dos niveis de dopamina no estriado aparecem o0s
sintomas motores da DP (OBESO et al., 2000). Dentre esses sintomas pode-se citar
0 aumento da rigidez muscular, a bradicinesia (lentiddo dos movimentos), o tremor
em repouso e a instabilidade postural. Todas essas alteragGes estéo relacionadas a
perda de neurbnios dopaminérgicos da SNc e, consequentemente, a reducdo da
liberagdo de dopamina na via nigroestriatal (AGID, 1991).

Além dos sintomas cléssicos relacionados ao movimento, 0s pacientes portadores
da DP apresentam sintomas nao-motores da doenca, que também haviam sido
descritos por James Parkinson em 1817. Alguns deles aparecem anteriormente aos
sintomas motores da DP, em um estagio da doenca chamado de periodo pré-motor
ou podrémico que antecede até 20 anos o diagndstico clinico. Estes sintomas incluem
hiposmia, constipacdo, distirbios do sono REM e depressao e tendem a se agravar
nos estagios mais avancados da doenca. Nos primeiros anos que sucedem o
diagnéstico clinico, os pacientes passam a apresentar de forma mais expressiva
sintomas como dor e fadiga até que, nos estagios mais avancados da DP a
hipotensdo ortostatica e deméncia tornam-se altamente prevalentes (JAIN;
GOLDSTEIN, 2012; LEES; HARDY; REVESZ, 2009; PFEIFFER, 2016).



Disfuncdes respiratérias sao sintomas da DP nédo relacionados ao movimento que
surgem cronicamente e se agravam nos estagios finais da doenca, tornando-se
responsaveis por mais de 70% dos oObitos dos pacientes. Essas disfuncdes podem
ser classificadas como obstrutivas, restritivas, funcionais ou centrais quando ha
acometimento do controle neural da respiracdo no tronco encefalico (IZQUIERDO-
ALONSO et al., 1994; MEHANNA; JANKOVIC, 2010; MEYER, 2009; NOBREGA;
RODRIGUES; MELO, 2008; SABATE et al., 1996).

Apesar dos grandes avangos obtidos com o progresso dos estudos sobre a DP,
ainda faltam informacdes sobre sua etiopatogenia e ndo existe cura ja que 0s
tratamentos disponiveis atualmente, como a Levodopa e o Pramipexol, visam apenas
a diminuicdo ou retardo dos sintomas classicos associados a doenca (LEES; HARDY;
REVESZ, 2009; S et al., 2004).

E, entdo, de grande importancia que novos estudos, como este, sejam
direcionados para a investigacdo dos sintomas nao classicos da DP, em especial para
a origem e desenvolvimento dos déficits respiratérios bem como formas de preveni-
los e/ou trata-los visando o aumento da qualidade e expectativa de vida dos pacientes

portadores da DP.

1.2 Modelos animais da Doenca de Parkinson

Na ciéncia, os modelos experimentais sdo grandes aliados dos pesquisadores
pois permitem mimetizar as caracteristicas fisiopatoldgicas e/ou comportamentais das
doencas humanas. Os modelos de estudo da DP baseiam-se principalmente na
administragdo de toxinas que promovem a lesédo da via nigroestriatal em roedores e
primatas, sendo elas: 1) A 6-hidroxidopamina (6-OHDA) administrada diretamente em
locais especificos do sistema nervoso central (SNC); 2) Contaminantes da heroina
sintética - 1-metil-4-fenil-1, 2, 3,6-tetrahidropiridina (MPTP) administrados
cronicamente de forma endovenosa; 3) Herbicidas e pesticidas como a rotenona,
paraquat e maneb; 4) Metais, como 0 manganés. Mais recentemente, com a
descoberta de fatores genéticos relacionados a predisposicao a esta doenca, foram
propostos os modelos transgénicos da DP, como 0s animais com mutacdo na
proteina a-sinucleina, de forma a buscar uma alternativa aos modelos experimentais

gue preconizam a administracdo de neurotoxinas. O modelo deve ser escolhido com



base nas perguntas de cada estudo ja que cada um possui diferentes indicacdes e
limitagdes (BLANDINI; ARMENTERO, 2012; EMBORG, 2004).

Neste trabalho o modelo escolhido foi o da 6-OHDA. Seus efeitos foram
primeiramente descritos ha mais de 40 anos quando Porter e colaboradores
descobriram que essa neurotoxina catecolaminérgica causava longa e eficiente
deplecao de norepinefrina nos nervos simpaticos que inervam o coracao (BLANDINI;
ARMENTERO; MARTIGNONI, 2008; KOSTRZEWA; JACOBOWITZ, 1974). Este
analogo hidroxilado da dopamina nédo atravessa a barreira hematoencefalica, por isso
deve ser injetado diretamente no local em que se deseja o efeito (BLANDINI;
ARMENTERO, 2012; BLANDINI; ARMENTERO; MARTIGNONI, 2008). Ele é
comumente utilizado como modelo de denervacdo cardiaca e induz a perda da
atividade simpatica em roedores (ARBAB, 1996; PORTER; TOTARO; BURCIN, 1965;
PORTER; TOTARO; STONE, 1963; RAFFEL et al., 2006), macacos (GOLDSTEIN,
2003) e cachorros (GAUTHIER; NADEAU; DE CHAMPLAIN, 1972; GOLDSTEIN et
al., 1991). Na literatura, existe a descricdo de pelo menos trés locais no SNC em que
a 6-OHDA pode ser injetada para induzir um modelo de DP: 1) Diretamente na SNc,
2) No feixe prosencefalico medial ou 3) Na por¢ao centro-lateral dos nucleos caudado-
putamen (CPu) (KONDO et al., 2004; TILLERSON et al., 2002). Os dois primeiros
modelos geram uma resposta mais agressiva e mimetizam uma fase mais avancada
da doenca (DEUMENS; BLOKLAND; PRICKAERTS, 2002). Utilizamos, entdo, a
injecao bilateral de 6-OHDA na porcéao centro-lateral do CPu, o qual € o modelo que
melhor se aproxima do quadro de perda neuronal progressiva encontrada na DP em
humanos. A partir de suainjecdo, essatoxina é captada pelos terminais dos neurdnios
dopaminérgicos da SNc que se projetam para o CPu, promovendo a destruicdo
retrograda desses neurbnios. Uma vez captada pelos transportadores de dopamina
na fenda sinaptica, a 6-OHDA promove disfuncdo mitocondrial (pela inibicdo dos
Complexos | e IV mitocondriais) que leva a altera¢des da homeostase de célcio (Ca®")
e producéo de radicais livres como H202 e superoxido nos neurdnios dopaminérgicos
da SNc (BLUM et al., 2001). Esses eventos levam ao estresse oxidativo (BLUM et al.,
2001) e, consequentemente, morte desses neurdnios por apoptose induzida por
caspase 3 (TANAKA; OGAWA; ASANUMA, 2006; VARESLIJA et al., 2020). J4 foi
demonstrado, também, que o estresse oxidativo promove neuroinflamacdo local

associada ao recrutamento de microglia e de respostas imunoldgicas desencadeadas



pela ativacdo do gene fator nuclear kappa B (NFk-B) (BRIDGET MARTINEZ, 2018;
GUO et al., 2018).

A escolha do presente modelo é justificada pelo fato de que trabalhos anteriores
permitiram o estudo de sintomas da DP que nado séo relacionados ao movimento,
como ansiedade, depressédo, disfuncdo do trato gastrointestinal e disfuncdes
cardiorrespiratérias, sem provocar alteracdes motoras severas que poderiam
comprometer os resultados obtidos (CABRAL et al., 2020; DEUMENS; BLOKLAND;
PRICKAERTS, 2002; FALQUETTO et al., 2017; FERNANDES-JUNIOR et al., 2018;
LIMA et al., 2018; MCDOWELL; CHESSELET, 2012; OLIVEIRA et al., 2017, 2018,
2019; TILLERSON et al., 2002; TUPPY et al., 2015). Além disso, o uso da 6-OHDA é
indicado para o estudo de possiveis tratamentos neuroprotetores principalmente
guando injetada no CPu, como é o caso deste trabalho, pois permite a obtencao de
uma maior janela temporal entre o momento da injecdo da toxina e a
neurodegeneracdo se comparado a outros locais de inje¢cdo que promovem morte
neuronal mais rapida e severa. Assim, o0 tratamento ter4 maior tempo para agir

aumentando as chances de detectar a neuroprotecdo (EMBORG, 2004).

1.3 O Controle Neural da Respiracéo

A respiragcdo € um processo complexo amplamente coordenado por um conjunto
de nucleos compartimentalizados localizados no bulbo e na ponte (Figura 1) (TOOR
etal., 2019). Em repouso, a respiracao eupneica € composta pela inspiracdo, fase em
gue ha recrutamento e contracdo de musculos como o diafragma e os intercostais
externos, e a expiracdo ou poés-inspiragdo, um processo passivo em que essa
musculatura relaxa. Em situacdes onde é observado um aumento da demanda
metabdlica, a expiragdo passa a ocorrer de forma ativa recrutando a musculatura
abdominal e os musculos intercostais internos (DEL NEGRO; FUNK; FELDMAN,
2018).

A inspiracdo € um processo ativo, gerada e coordenada pelo complexo de Pre-
Botzinger (preBotC), localizado na coluna respiratéria ventral (CRV), onde existem
neurbnios ritmogénicos predominantemente glutamatérgicos, cujos axdnios
atravessam a linha média e se projetam para os neurbnios pré-motores localizados
também no bulbo e que, por sua vez, se projetam para neurdnios motores localizados
em regides medulares que controlam a musculatura envolvida na inspiragdo. Algumas

subpopulacdes de neurbnios do preBotC, bem como de toda a CRV, expressam o0



receptor para Substancia P do tipo neurocinina 1 (NK1R), sendo este receptor, entéo,
um biomarcador da CRV (DEL NEGRO; FUNK; FELDMAN, 2018). Ja a expiracao
passiva é controlada principalmente pelo complexo de Botzinger (BotC), também
localizado na CRV, que € composto basicamente por neurdnios inibitérios
glicinérgicos que auto-regulam a atividade deste nucleo e também atuam inibindo o
preBotC, dando origem a expiracéo passiva (DEL NEGRO; FUNK; FELDMAN, 2018;
SMITH et al., 2009).

A CRV contém, também, mais dois nucleos compostos por neurénios pré-motores:
0 grupamento respiratorio ventral caudal (cVRG) que possui neurdnios pré-motores
expiratérios glutamatérgicos que participam da expiracdo ativa e 0 grupamento
respiratorio ventral rostral (rVRG) que possui neurbnios pré-motores inspiratérios
glutamatérgicos (DEL NEGRO; FUNK; FELDMAN, 2018) que recebem as proje¢cdes

do preBotC.
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Figura 1. Esquema de um corte sagital do tronco encefélico de rato mostrando a localizagéo
anatdmica dos nucleos envolvidos no controle neural da respiragdo. A coluna respiratoria dorsal
€ composta pelo NTS, localizado dorsalmente ao XII. Compondo a coluna respiratéria ventral estéo os
nucleos cVRG, rVRG, preBotC e BotC sendo os dois Ultimos localizados ventralmente ao NA. Por fim,
0 RTN (ou pFv) se localiza ventralmente ao VII. Abreviagdes: NTS: nucleo do trato solitario; XlI: nicleo
hipoglosso; PiCo: complexo Pés-Inspiratério; NA: nucleo ambiguos; VIRT: formacéo reticular
intermediaria ventral; cVRG: grupamento respiratorio ventral caudal; rVRG: grupamento respiratorio
ventral rostral; preBotC: complexo de pre Botzinger; BotC: complexo de Botzinger; LRN: ndcleo
reticular lateral; VII: nacleo motor do facial; pFL: grupamento parafacial lateral; pFv. grupamento

parafacial ventral (ou RTN). (Figura modificada de Del Negro et al. 2018).



O nulcleo do trato solitario (NTS) é uma regido que desempenha um papel
fundamental na transmissdo de informacdes viscerais aferentes para o tronco
encefalico e a medula espinhal. Com relacdo aos sistemas cardiovascular e
respiratorio, duas porcbes do NTS sédo preferencialmente envolvidas: o NTS
intermediario (NTSi) e o NTS comissural (NTSc) (ZOCCAL et al., 2014). Além disso,
o NTS compde a coluna respiratoria dorsal (CRD) e é uma regidao do bulbo que se
constitui de neurénios com diversos fenétipos, como glutamatérgicos, GABAérgicos,
glicinérgicos e neurbnios que expressam o fator de transcricdio PHOX2B. Esses
neurbnios apresentam atividade inspiratéria, pés-inspiratéria e expiratoria, além de
atuar modulando a atividade dos neurbnios respiratdrios da ponte e da CRV
(BIANCHI; DENAVIT-SAUBIE; CHAMPAGNAT, 1995; STORNETTA et al., 2006;
SUBRAMANIAN; CHOW; BALNAVE, 2007).

Outra importante regido envolvida no controle neural da respiracdo é o nucleo
retrotrapezoide (RTN) e/ou grupamento respiratorio parafacial ventral (pFv). Essa
regido bulbar se localiza ventralmente ao nucleo motor do facial e possui neurdnios
excitatorios que expressam o fator de transcricdo PHOX2B. Esses neur6nios contém
0S quimiorreceptores centrais e atuam modulando a atividade dos neurdnios da CRV
de acordo com as concentracdes de CO2 e H" no sangue arterial (GUYENET et al.,
2012, 2019; TAKAKURA et al., 2008, 2014). Além do RTN, outras regides encefalicas
também possuem receptores capazes de detectar alteracdes nessas concentracoes,
como € o caso do Locus Coeruleus (LC), um nacleo pontino formado por neurénios
catecolaminérgicos. Um estudo mostrou que, em ratos submetidos ao modelo da DP
induzido por 6-OHDA, essa regido é uma forte candidata a compensar a atividade
guimiorreflexa central frente a degeneracdo do RTN (OLIVEIRA et al., 2017).

Mais recentemente, em 2016, Anderson e colaboradores propuseram uma nova
regido para o controle neural da respiracdo: o complexo pos-inspiratorio (PiCo). Esta
regiao se localiza no bulbo, dorsalmente ao preBotC, possui atividade pds inspiratéria
e contém neurdnios colinérgicos, ritmogénicos e excitatérios que disparam de forma
semelhante aos neurénios do preBotC, porém na fase correspondente a expiracao
passiva ou poés-inspiracdo (ANDERSON et al., 2016; RAMIREZ; ANDERSON, 2017).

1.4 Disturbios respiratérios na Doenca de Parkinson
Nos estagios mais avancados da DP, é observado o surgimento de alteracdes

respiratorias que sdo uma das principais causas de morbidade e mortalidade desta



doenca e que ja haviam sido reportadas em 1817 por James Parkinson (MEHANNA;
JANKOVIC, 2010; TORSNEY; FORSYTH, 2017). Sabe-se que a obstrugcdo de vias
aéreas superiores, reportada em mais de 33% dos casos (TORSNEY; FORSYTH,
2017), diminuicdo da complacéncia da caixa toracica e discinesias musculares podem
causar dispneia, hipoventilacdo e atelectasias facilitando, assim, um quadro de
pneumonia causada por aspiracdo (WERMUTH et al., 1995).

Porém, além de ocorrerem por comprometimento motor de estruturas envolvidas
com a respiracao, os déficits respiratorios podem ter como origem falhas no controle
neural da respiracdo que podem ser explicadas, em parte, pela hipétese elaborada
por Braak (Figura 2) que sugere haver um comprometimento precoce do tronco
encefélico, com a degeneracao seletiva de neurénios dopaminérgicos no bulbo de
pacientes portadores da DP (BRAAK; BRAAK, 2000; TORSNEY; FORSYTH, 2017).
Em 2003, Benarroch e colaboradores demonstraram, em um estudo post mortem, que
os encéfalos de pacientes portadores da DP apresentavam reducdo na marcacao de
NK1R em uma regido muito préxima ao preBotC, o centro gerador do ritmo
respiratorio (BENARROCH et al, 2003). Mais tarde, em 2011, Seccombe e
colaboradores observaram que pacientes portadores da DP que ndo apresentavam
alteracdes no fluxo e volumes pulmonares tiveram resposta ventilatéria normal frente
a hipoxia, mas quando foram expostos a hipercapnia a resposta ventilatoria reflexa
foi reduzida, levando, portanto, a sugestdo de que estes pacientes estariam
apresentando um déficit na sensibilidade central as alteracfes na concentracédo de
CO2 (SECCOMBE et al., 2011).

Braak stages 1 and 2 Braak stages 3 and 4 Braak stages 5 and 6

Autonomic and olfactory Sleep and motor Emotional and cognitive
disturbances disturbances disturbances

Premotor
symptoms symptoms

@ Brainstem Lewy body
Via vagus
nervge @ Cortical Lewy body



Figura 2. Escala de Braak. Nos estagios 1 e 2 da escala de Braak, h4 comprometimento autdnomo
e distarbios olfatérios causados pela chegada dos corpos de Lewy no bulbo, na ponte e no bulbo
olfatorio. Nos estagios 3 e 4, os corpos de Lewy alcancam estruturas mesencefalicas, como a
Substancia Negra compacta, e o cértex causando distdrbios motores e do sono. Nos Gltimos estagios,
5 e 6, os corpos de Lewy alcancam novas areas do cortex provocando distarbios emocionais e

cognitivos (Figura obtida de Doty 2012).

Este novo achado da suporte aos dados que mostram que a obstrucdo de vias
aéreas superiores pode ser uma das causas de morte em pacientes com DP
(MEHANNA; JANKOVIC, 2010): o paciente apneico apresenta paradas respiratorias
que diminuem a ventilagao alveolar, levando a dessaturacdo de oxihemoglobina que,
em um episédio mais longo de apneia respiratéria, pode levar ao aumento da pressao
parcial de CO2 (PaCO2) no sangue arterial. Esse aumento é detectado pelo centro
respiratorio localizado no bulbo e com isso a ventilagdo € aumentada junto a possiveis
episoédios de microdespertares quando a apneia ocorrer durante o sono (GORETTI
DE LANDA; SUZUKI, 2009). Havendo um déficit na deteccéo de alteracdes na PaCO:
na DP, o paciente em um episddio de apneia poderia ir a 6bito por ndo apresentar 0s
mecanismos reflexos que permitiriam a recuperagao de sua ventilagéo alveolar.

Outro problema que pode ser observado nos pacientes portadores da DP é a
disfagia que pode levar a aspiracdo de alimentos e até da prépria saliva, causando,
consequentemente, um quadro de pneumonia (SIMONS, 2017). A respiracao
necessita ser amplamente coordenada com outros comportamentos como a
vocalizacao e a degluticdo que ocorrem na fase pds-inspiratéria do ciclo respiratorio.
Falhas neste processo podem levar, entdo, a um quadro de pneumonia por aspiragao
(ANDERSON et al., 2016). No bulbo, o PiCo é a regidao responsavel por controlar a
pés-inspiracdo e na DP pode ser que esta regido esteja com atividade prejudicada.

Nosso laboratério se dedica, entdo, a estudar os déficits respiratorios e alteracdes
neuroanatdmicas, com foco em regides de controle neural respiratorio, que ocorrem
em um modelo animal da DP induzido por 6-OHDA. Em dois de nossos estudos, 0s
autores demonstraram que ratos que receberam injecdo de 6-OHDA no CPu
apresentaram alteracdes respiratérias basais a partir do 40° dia apds a lesdo da SNc
e esse efeito perdurou pelo menos até o 60° dia. Nesses animais também se observou
uma intensa reducdo no numero de neurdnios dopaminérgicos da SNc¢, mas também
de regides que controlam a respiracéo no bulbo, como os neurénios PHOX2B do RTN

e do NTS e da densidade de NK1R do preBotC e do rVRG. Além disso, esse mesmo



estudo mostrou que a resposta respiratéria induzida por hipercapnia também esta
reduzida 40 e 50 dias apo6s a lesédo (FERNANDES-JUNIOR et al., 2018; TUPPY et
al., 2015). Em camundongos, também foi mostrada disfung&o respiratoria nesse
modelo sem associacdo de alteracbes musculares respiratérias, demonstrando que
essa disfuncéo ocorre por meio de mecanismos centrais (OLIVEIRA et al., 2019).

Apesar dos achados obtidos, as causas da neurodegeneracdo encontrada em
nucleos respiratorios neste modelo e também nos encéfalos dos pacientes portadores
da DP ainda nado séo conhecidas. Muitos mecanismos podem levar a morte neuronal,
como a excitotoxicidade glutamatérgica, o estresse oxidativo, rompimento da barreira
hematoencafalica, perda de conexdes neuronais ou ainda a neuroinflamacéo
mediada pelas células da glia como os astrécitos e as microglias (FRICKER et al.,
2018). Em ratos induzidos ao modelo da DP por 6-OHDA, o tratamento com
apocinina, um inibidor ndo especifico da NADPH oxidase, foi capaz de prevenir
alteracdes respiratorias anatdmicas e funcionais descritas nesse modelo mostrando
gue o estresse oxidativo tem importancia fundamental para a morte neuronal neste
modelo (NASCIMENTO et al., 2022). Porém, como descrito no item 1.2 desta tese,
0 estresse oxidativo também pode induzir respostas inflamatorias. Assim, entender a
funcéo da inflamacéo neste processo de degeneracao que ocorre no modelo 6-OHDA
da DP também é necessario e € o foco de estudo desta tese.

Conhecer plenamente os mecanismos que levam a morte neuronal € de grande
importancia ndo apenas para prevenir ou diminuir os sintomas motores desta doenca,
mas também para que se possa evitar a degeneracdo de outras regides do SNC,
como os nucleos que controlam a respiracdo e, com isso, minimizar os déficits
respiratorios observados na DP, podendo aumentar a qualidade e expectativa de vida

destes pacientes.

1.5Células da glia: Funcéo na fisiologia e nas doenc¢as neurodegenerativas

A morte neuronal, como dito anteriormente, pode ocorrer como consequéncia de
diferentes e complexos mecanismos. Nas doencas neurodegenerativas como a DP e
a doenca de Alzheimer, esses mecanismos ainda ndo foram totalmente elucidados,
mas muito esta sendo estudado sobre a influéncia da neuroinflamagédo sobre a
degeneracdo encontrada nestas patologias, processo que envolve a participacdo de
células da glia como a microglia ativada e os astrécitos reativos no parénquima
encefélico (VIVEKANANTHAM et al., 2015).



As células da glia, junto dos neurbnios e células endoteliais, formam o tecido
nervoso e ocupam aproximadamente metade do volume encefalico (JESSEN, 2004).
Por muito tempo, essas células foram conhecidas apenas por darem suporte ao
encéfalo, ndo sendo atuantes, diretamente, do funcionamento do sistema nervoso.
Em 1858, foi feita a primeira descricdo das células da glia pelo patologista aleméo
Rudolf Virchow, quando ele observou a existéncia de uma substancia conectiva no
cérebro e na medula que embebia os elementos do tecido nervoso. O médico deu a
essa substancia, que mais tarde seria conhecida como neuroglia, o0 nome de
nervenkitt (cimento de nervo, em aleméo) (GOMES; TORTELLI; DINIZ, 2013).

Atualmente, com 0s avanc¢os na ciéncia, o entendimento do papel dessas células
na fisiologia e na patologia neurais foi aprimorado. Hoje, sabe-se que a glia é formada
por dois tipos de células distintos tanto no aspecto morfolégico quanto funcional: a
macroglia e a microglia. A microglia tem origem mesodermal, ao passo que a primeira
tem origem ectodermal e é composta por trés subtipos celulares: 1) A astroglia,
incluindo os astracitos; 2) Os oligodendrécitos, responsaveis pela formacgéo da bainha
de mielina que reveste os axonios dos neurénios no SNC e 3) As células ependimarias
ou ependimécitos que sdo responsaveis pela producéo do liquido cefalorraquidiano e
revestem o canal central da medula e os ventriculos presentes no encéfalo (GOMES;
TORTELLI; DINIZ, 2013).

Como dito anteriormente, no processo de neuroinflamacgéo, que vem sendo muito
estudado no campo das doencas neurodegenerativas, as principais células
envolvidas sdo os astrocitos e a microglia. Assim, nesta tese, discutimos o papel
destas células em regides especificas do bulbo que controlam a respiragcdo em
camundongos induzidos ao modelo da DP por 6-OHDA.

1.5.1 Astrocitos

Os astrécitos sao as células gliais presentes em maior nimero no tecido nervoso.
Por muito tempo, sua funcéo foi reduzida apenas ao suporte as células do SNC,
porém, hoje, sabe-se que estas células atuam como uma interface entre neurénios e
vasos sanguineos e sdo parte formadora da estrutura da barreira hematoencefalica,
mediando a relagéo entre neurdnios e o fluido cérebro-espinhal (GOMES; TORTELLI;
DINIZ, 2013; LEE, 2015; TESCHEMACHER; GOURINE; KASPAROV, 2015). Os
astrocitos sao, também, participantes ativos na regulacdo da funcéo sinaptica e na
absorcao de neurotransmissores e participam de ajustes metabdlicos ao regularem o

tdnus vascular encefalico, permitindo, assim, controlar o fluxo sanguineo do encéfalo



em meio a diferentes demandas metabdlicas. Sabe-se, também, que controlam a
concentracdo extracelular de ions e o transporte de agua (ANDERSON; SWANSON,
2000; ERLICHMAN; LEITER; GOURINE, 2010; FREEMAN, 2010; LEE, 2015;
TESCHEMACHER; GOURINE; KASPAROV, 2015).

Uma gama de estudos indica que os astrécitos também desempenham importante
papel no controle neural da respiragcdo. No preBotC, estudos mostram que existem
astrocitos com atividade ritmica similar a dos neurdnios encontrados nesta regido e
gue estes astrécitos sdo morfologicamente mais complexos do que os localizados em
outras areas do tronco encefalico (FORSBERG; HERLENIUS, 2019; SHEIKHBAHAEI
et al., 2018). Outra funcdo dos astrocitos que esta sendo estudada diz respeito a sua
capacidade de responder ativamente a alteracbes de gases sanguineos e pH,
aumentando a concentragéo intracelular de Ca?* e liberando trifosfato de adenosina
(ATP), que atua sobre os neurdnios. Sua localizagcéo estratégica meio a uma rede
complexa de interacOes neurais e vasculares parece lhe conferir esta funcado de
guimiossensibilidade central (ERLICHMAN; LEITER; GOURINE, 2010; GOURINE et
al., 2010). Em regides especificas do bulbo, como a superficie ventral (mais
especificamente no RTN), os astrécitos ativados em resposta a queda de pH e/ou
aumento de CO2 ou ainda por meio de ferramentas biotecnolégicas como a
estimulacdo optogenética, liberam ATP e ativam os neurdnios localizados nesta
regido, estimulando a respiracdo (GOURINE et al., 2010).

Os astrocitos, entdo, como visto até aqui, desempenham importantes fungdes na
manutencdo da homeostase do sistema nervoso sendo indispensaveis, portanto, para
a sobrevivéncia neuronal. Sendo assim, por esse raciocinio, alteracdes na fungéo ou
até mesmo a perda de funcao astrocitaria podem contribuir para o desenvolvimento
de doencas neurodegenerativas (PHATNANI; MANIATIS, 2015). Nestas doencgas,
como a DP, existem evidéncias de que os astrocitos participam da resposta imune
inata do SNC ao reagirem a perturbacdes com aumentos na expresséao do filamento
intermediario, como a proteina glial fibrilar acida (GFAP), hipertrofia e proliferacao
celular, producbes de citocinas e quimiocinas, formacdo de cicatrizes gliais e
recrutamento de microglias para a area lesada. Em conjunto, esse processo é
denominado astrogliose reativa (GALLO; DENEEN, 2014; SOFRONIEW, 2009;
SOFRONIEW; VINTERS, 2010). Além disso, sabendo que os astrécitos produzem
varias moléculas neurotréficas, incluindo o fator neurotréfico derivado de células gliais

(GDNF) que é importante para o desenvolvimento e sobrevivéncia de neuronios



dopaminérgicos, pode-se inferir que disfuncdes astrocitarias poderiam ser um fator
determinante para a patogénese da DP (BOOTH; HIRST; WADE-MARTINS, 2017).
De fato, na DP, estudos mostram haver astrogliose reativa na regido da SNc
(MCGEER; MCGEER, 2008).

Em nosso laboratério, estudos recentes realizados em ratos demonstraram
ocorrer perda astrocitaria em importantes areas encefélicas envolvidas na geracao da
atividade/controle ventilatério em ratos que receberam inje¢do de 6-OHDA no CPu.
Sessenta dias ap0s a inducao da DP, observou-se reducédo na densidade astrocitéria,
guantificada por meio da marcacéo de GFAP, no NTSc, NTSi e no preBotC. No RTN,
foi observada reducéo a partir de 40 dias apos a injecao de 6-OHDA no CPu e no
r'VRG essa reducdo foi observada a partir de 30 dias pdés inducdo da DP
(FERNANDES-JUNIOR et al., 2018).

1.5.2 Microglia

As microglias fazem parte do mecanismo de defesa imunoldgica intrinseco do
SNC. Este tipo celular assemelha-se aos macréfagos, executando a funcao de reparo
de danos e regulacao do sistema imunolégico (CHHOR et al., 2013) por meio de um
processo chamado microgliose reativa no qual ocorre manutencdo ou supressao da
resposta imune e liberacéo de citocinas (ASCHNER, 1998). E importante ressaltar
gue estas células do SNC sado altamente dindmicas ja que seus prolongamentos
retraem e se projetam constantemente, e apresentam diversos fenétipos, variando
entre células hiper-ramificadas, quando estdo em estado de vigilancia, e células
ameboides ou pouco ramificadas e com soma maior em situacdes que demandam
ativacdo desse tipo celular (ZHOU et al., 2018)(SAVAGE, 2019).

A ativagdo da microglia que se da, por exemplo, por meio da ativacdo de
receptores do tipo Toll Like Receptors (pertencentes a familia de receptores de
reconhecimento de padrdo), é de fundamental importancia para o funcionamento do
sistema nervoso por controlar o ambiente neuronal e induzir efeitos benéficos sobre
as células circundantes (LONG-SMITH; SULLIVAN; NOLAN, 2009; SAIJO; CROTTI,
GLASS, 2013). Porém, quando esta ativacdo € exacerbada e persistente, ocorre a
morte do tecido nervoso sadio, o0 que € caracteristico das doencas
neurodegenerativas, em que se sabe que a microgliose reativa esta presente (GAO;
HONG, 2008; LONG-SMITH; SULLIVAN; NOLAN, 2009).



Atualmente, sabe-se que este dano neuronal causado pela microglia ocorre
principalmente devido a producdo do fator de necrose tumoral-a (TNF-a). A agao
dessa citocina ocorre pela ativagéo dos receptores TNFR1 e TNFR2, sendo que sua
acao pro-inflamatdria se da por meio da ativacao do primeiro, que possui um dominio
intracelular de morte envolvido com a inducéo de apoptose (KUNO et al., 2005; LENG
et al., 2005). Quando o receptor TNFR1 é ativado ocorre producéo de citocinas pro-
inflamatarias, 6xido nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio (ROS), que levam ao
dano neuronal progressivo caracteristico de doengas neurodegenerativas (KUNO et
al., 2005). Um modelo animal knockout para TNFR1, como o que utilizamos neste
estudo, faz-se de grande utilidade para o estudo da importancia da ativacao deste
receptor na morte neuronal encontrada no modelo de DP induzido por 6-OHDA. Esse
modelo animal ja foi utilizado na literatura para o estudo da funcdo do TNF-a no
desenvolvimento da resposta imunolégica e também do papel do TNFR1 na resposta
da ouabaina no hipocampo (KINOSHITA et al., 2022; PASPARAKIS et al., 1996)
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Figura 3. Efeito da injecéo bilateral de 6-OHDA no CPu sobre a expresséo de Ibal no RTN.
Fotomicrografias do RTN de ratos que receberam inje¢ao bilateral de veiculo (A) ou 6-OHDA (24 pg/ul)
e foram sacrificados 40 dias apos a injecdo da toxina (B). C) Porcentagem de densidade de
imunorreatividade para Ibal na area analisada do RTN 30, 40 ou 60 dias apds injecao de veiculo ou



6-OHDA no CPu. Teste- t, *p<0,05 (diferente de respectivo veiculo). Abreviacdes: py, piramide; VII,
nucleo facial (Carvalho, KS. 2017).

Em ratos que receberam injecdo de 6-OHDA com a finalidade de induzir a DP, foi
observado um aumento microglial na regido da SNc (AKIYAMA; MCGEER, 1989;
DEPINO et al.,, 2003). Com base nisto, buscando entender se ha alteracdes
microgliais em regides neurais de controle respiratorio na DP, um estudo ainda néo
publicado do nosso laboratério demonstrou que em ratos que receberam injecéo de
6-OHDA no estriado ocorreu, apos 30 e 40 dias, aumento na quantidade de células
da microglia no RTN, representado pela densidade da proteina ligante de actina
cruzada (lbal) (Figura 3). Estes dados sugerem, portanto, que ocorre uma
neuroinflamacdo local que pode justificar a redu¢éo tanto neuronal quanto astrocitaria
na regido do RTN, acrescentando a literatura mais uma informacéo sobre a fungéao

da microglia na DP.

Diante das evidéncias que mostram a importancia da microglia para regular
processos do desenvolvimento neural e capacidade de aumentar a expresséo de
RNA mensageiro (RNAm) que codificam citocinas e fatores inflamatorios, o
tratamento com um anti-inflamatério pode ser uma possibilidade para avaliar as

respostas inflamatorias e respiratorias ocasionadas pelo modelo da DP.

A minociclina (7-dimethylamino-6-dimethyl-6-deoxytetracycline) € uma
tetraciclina semi-sintética de segunda geracéo, eficaz contra bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas. Ela é rapidamente e completamente absorvida, possui uma meia-
vida longa e apresenta uma excelente absorc¢éo tecidual com aproximadamente 100%
de biodisponibilidade (BROGDEN et al., 1975; ZARZUELO; GALVEZ, 2013). Além
disso, € altamente lipofilica e pode facilmente atravessar a barreira hematoencefalica
(ZARZUELO; GALVEZ, 2013).

Seu mecanismo de acéo anti-bacteriano se da pela ligacao reversivel a regido
H34 da subunidade 30S dos ribossomos das bactérias resultando na perda da
formacéo de peptideos e inibicdo do crescimento bacteriano, sendo entdo, um agente
bacteriostatico (ASADI et al., 2020). Porém, além disso, sabe-se que este farmaco
possui outras propriedades atuando também como um agente anti-apoptotico, anti-
oxidante e, também, anti-inflamatério (LOREA-HERNANDEZ et al., 2016;
SANTISTEBAN et al., 2015).



Um dos primeiros relatos da capacidade da minociclina em exercer um papel
anti-inflamatorio, inibindo a atividade da microglia, foi descrita por Yrjanheikki e
colaboradores em 1998 e, desde entdo, essa tetraciclina tem sido utilizada como
ferramenta em inidmeros estudos com objetivo de avaliar a atividade microglial
(LOPEZ-RODRIGUEZ et al., 2015 LOREA-HERNANDEZ et al., 2016;
SANTISTEBAN et al., 2015; YRJANHEIKKI et al., 1998). Para exercer suas
propriedades anti-inflamatorias, a minociclina € capaz de realizar seu papel inibitorio
prevenindo a degradacéao da subunidade inibitéria IkB, e assim, reduzir a translocacao
NFk-B para o nlcleo e sua consequente ativagdo, o que resulta em uma diminui¢éo
na transcricdo de mediadores pro-inflamatérios, como por exemplo as citocinas
interleucina 6 (IL-6), 1L1-B e TNF-a (YRJANHEIKKI et al., 1998; ZARZUELO;
GALVEZ, 2013). Mais especificamente, na microglia, sabe-se que a minociclina inibe
diversos componentes presentes nesse tipo celular, como: o co-transportador 2 de
cloreto de potassio (KCC2), o receptor de quimiocina C 3 (CXCR3), o complexo de
histocompatibilidade classe Il (MHCII) e, também o receptor do fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGFR). A minociclina também inibe a atividade astrocitaria
por meio da supresséao da ativacdo do NF-kB e também da inibicdo do CXCR3 (ZHOU
et al., 2018) (Figura 4).
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Figura 4. Esquema ilustrando os efeitos da minociclina sobre as células da glia e fatores pro-
inflamatorios. Abreviacdes: BDNF: fator neurotréfico derivado de cérebro; IL-1B: interleucina 13; IL-6:
interleucina 6; KCC2: co-transportador de cloreto de potassio 2; MHC Il: complexo de
histocompatibilidade classe Il; NF-kB: fator nuclear kappa B; PDGFR: receptor de fator de crescimento

derivado de plaquetas; TNF-a: fator de necrose tumoral a (Modificado de Zhou et al. 2018).



A minociclina apresenta estrutura organica bastante similar a vitamina E, podendo
ser classificada como um antioxidante fendlico. Para exercer tal atividade, ela atua
suprimindo a producdo celular de H202, superdxido e peroxinitrito (ZARZUELO;
GALVEZ, 2013). Por fim, suas propriedades anti-apoptéticas se justificam ja que, na
literatura, € mostrado que a minociclina inibe a liberagdo de Smac e do citocromo-C
pelas mitocéndrias, o gene p53, a Apaf-1, a ativacdo de caspases e, também,
proteinas pré-apoptéticas da familia Bcl-2 (Bax, Bad e Bid). Por outro lado, é capaz
de estimular as proteinas anti-apoptoticas Bcl-2 e Bcl-xl, também membros da familia
Bcl-2 (ZARZUELO; GALVEZ, 2013) (Figura 5).

APOPTOTIC STIMULI
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Antkapoplotic Pro-apoptotic
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Figura 5. Esquema ilustrando os efeitos da minociclina sobre as vias intra-celulares que
promovem a apoptose. Abrevia¢gdes: Smac: segundo ativador de caspase derivado de mitocondria;
IAPs; proteinas inibidoras de apoptose; Cyt c: citocromo C; Apaf-1: Fator de ativacdo de protease
apoptoética 1; Bcl-2: linfoma de células B 2; Bax: proteina X associada a Bcl-2; Bak: antagonista
homologo de Bcl-2; Bid: Agonista de morte que interage com o dominio BH3 (obtida de Zarzuelo e
Galvez, 2013).

A partir de todas essas informagdes consideramos a minociclina como uma
excelente ferramenta farmacoldgica para entendermos a importancia da microglia
sobre as respostas respiratorias e neuroanatbmicas desencadeadas pelo modelo

experimental da DP.
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Figura 31. Resumo dos resultados descritos nesta tese. (A) Esquema ilustrando as altera¢des
anatdémicas e funcionais promovidas pela injecdo de 6-OHDA no CPu: uma vez injetada no CPu, a 6-
OHDA promove leséo local e é captada pelos terminais dos neurbnios dopaminérgicos da regiao
promovendo lesao retrégrada dos neurdnios da SNc. No RTN e no preBotC ocorre degeneracgao neste
modelo da DP induzido por 6-OHDA, e como consequéncia da morte neuronal no centro gerador do
ritmo respiratorio (preBotC), observa-se reducdo da frequéncia respiratoria basal. (B) Esquema
ilustrando as alteragBes anatdbmicas e funcionais promovidas pela injecdo de 6-OHDA no CPu de
animais TNFR17 ou tratados com minociclina i.p.: a injecdo de 6-OHDA no CPu ainda promove
degeneracédo local neste nicleo e retrograda na SNc, porém no RTN e preBotC ocorre prevenc¢do da
morte neuronal. Como consequéncia, a reducdo da fR basal ndo € mais observada. (C) Esquema
ilustrando os mecanismos de degeneracao em nicleos encefalicos: no CPu e na SNc, a morte neuronal
local ocorre por meio do aumento de ROS induzido pela 6-OHDA, que culmina em estresse oxidativo
levando, consequentemente, a um processo inflamatério, pelo aumento da expressdo do NF-kB, e
também, a apoptose neuronal. No RTN e no preBotC, a degeneracdo ocorre em resposta ao aumento
da neuroinflamac&o local que promove liberagdo de TNF-a e inducéo da apoptose nesses nucleos por
meio da interacdo desta citocina com seu receptor TNFR1. Abreviacdes: 6-OHDA, 6-hidroxidopamina;
CPu, nicleo caudado putamen; SNc, porcdo compacta da substancia negra; preBotC, complexo de
Pre-Botzinger; RTN, nilcleo retrotrapezoide; WT, selvagem; i.p., intraperitoneal; fR, frequéncia
respiratoria; Veh, veiculo; TNF-a, fator de necrose tumoral alfa; TNFR1, receptor 1 para o TNF-q;
TNFR1”, nocaute para o0 TNFR1; ROS, espécies reativas de oxigénio; NF-kB - fator nuclear kappa B.

A DP é muito conhecida por estar associada a sintomas relacionados ao
movimento como o tremor, bradicinesia, rigidez muscular e instabilidade postural, mas
sdo os déficits respiratdrios 0s principais responsaveis pelos 6bitos em pacientes
portadores desta doenca. Sendo assim, estudos voltados para o entendimento do
desenvolvimento e prevencéo destes problemas sdo de grande importancia para o

aumento da qualidade e expectativa de vida dos pacientes portadores da DP.



Em nosso laboratorio, diversos estudos mostraram que animais submetidos a
indugdo de um modelo de DP por meio da administracdo de 6-OHDA no CPu
apresentam deéficits respiratorios associados a degeneracdo de importantes regioes
envolvidas com o controle neural da respiracdo, mas as causas da morte neuronal
encontradas neste modelo ndo haviam sido descritas.

Nesta tese, os resultados sugerem que a neurodegeneracdo em nucleos
respiratorios neste modelo é mediada pelo TNF-a, uma citocina pr6 inflamatéria
liberada pela microglia quando esta se encontrada ativada. De fato, o tratamento de
animais induzidos ao modelo da DP por 6-OHDA com minociclina, um antibiético que
também apresenta propriedades anti-inflamatorias, preveniu as disfuncdes
respiratorias funcionais e neuroanatdmicas, confirmando que a inflamacédo tem
destaque central nas alteragfes encontradas neste modelo (Figura 31). Estes dados
sdo importantes pois abrem espago para o estudo de tratamentos anti-inflamatérios
como forma de reduzir ou até mesmo prevenir essas alteracdes funcionais
respiratorias e neuroanatdémicas para que, futuramente, na pesquisa clinica, sejam
desenvolvidos tratamentos em humanos que tenham como foco a reducdo dos
problemas respiratorios dos pacientes portadores da DP, e, com isso, também, a taxa

de mortalidade desta patologia.
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