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RESUMO

Fernandes-Junior SA. Andlise da ativacao seletiva de neur6nios bulbares em modelo
experimental de Doenca de Parkinson: um estudo temporal dos possiveis
mecanismos para restauracdo da funcdo respiratoria. 2019. 123 f. Dissertacdo
(Doutorado em Farmacologia). Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade
de Sao Paulo; 2019.

A doencga de Parkinson (DP) é uma desordem neurodegenerativa associada a perda de
neurdnios dopaminérgicos (DA) na porcdo compacta da substancia negra (SNc). No
entanto, outros neurdnios do tronco encefalico também podem estar degenerados. O
objetivo do presente trabalho foi correlacionar as alteragbes neuroanatdbmicas e
biomoleculares as alteracdes respiratérias observadas no modelo experimental para DP.
Ainda, observar se a ativacdo farmacolégica ou optogenética é capaz de restaurar a funcéao
respiratdria destes animais. Foram utilizados ratos Wistar adultos e o modelo experimental
foi de injecéo bilateral da toxina 6-OHDA nas regifes dos nucleos Caudado e Putamen
(CPu). Os parametros respiratérios foram avaliados por pletismografia, além da analise
eletrofisiolégica dos musculos respiratérios. Foram realizadas inje¢des bilaterais de NMDA
ou unilaterais do promotor viral PRSx8 no RTN a fim de verificar se a ativacdo destes
neurdnios poderia restaurar a funcdo respiratoria neste modelo. Os resultados mostraram
gue os animais que receberam 6-OHDA, apresentaram redu¢do no namero de neurénios em
importantes regibes bulbares associados ao controle da respiracdo, como 0 nucleo
retrotrapezoide (RTN). As andlises biomoleculares demonstraram haver um remodelamento
proteico na regidao do RTN apds a inducao do modelo. Foi possivel observar reducdo na
frequéncia respiratéria (fr) e ventilagdo (Ve) 40 e 60 dias apds a lesdo. A estimulacéo
farmacologica no RTN em ratos ndo anestesiados, promoveu aumento na ventilagdo. A
estimulacdo optogenética em animais anestesiados ou nao, resultou em respostas maiores
nos animais do grupo experimental. Concluimos que a inje¢cdo de 6-OHDA no CPu promove
alteracbes neuroanatdmicas e biomoleculares que precedem as funcionais e que a
estimulacdo farmacoldgica e optogenética é capaz de aumentar a ventilagdo nos animais
submetidos ao modelo experimental para DP. Os resultados obtidos com a combinacéo de
técnicas de protedbmica e optogenética, poderdo abrir caminho para futuras linhas de

pesquisa associadas as doencgas neurodegenerativas.
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ABSTRACT
Fernandes-Junior SA. Analysis of selective activation of medulary neurons in an
experimental model of Parkinson's disease: a temporal study of possible mechanisms
for restoration of respiratory function. 2019. 123 f. Dissertation (PhD in pharmacology).

S&o Paulo: Institute of Biomedical Sciences, University of Sdo Paulo; 2019.

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative disorder associated with loss of
dopaminergic neurons (DA) in the compact portion of the substantia nigra (SNc). However,
other brainstem neurons may also be degenerate. The aim of the present study was to
correlate the neuroanatomic and biomolecular changes to the respiratory changes observed
in the experimental model for PD. Also, observe whether the pharmacological or optogenetic
activation is able to restore the respiratory function of these animals. Adult Wistar rats were
used and the experimental model was bilateral injection of the 6-OHDA toxin in the Caudado
and Putdmen (CPu) regions. The respiratory parameters were evaluated by
plethysmography, in addition to the electrophysiological analysis of the respiratory muscles.
Bilateral NMDA or unilateral injections of the PRSx8 viral promoter into the RTN were
performed to verify whether the activation of these neurons could restore respiratory function.
The results showed that animals receiving 6-OHDA showed a reduction in the number of
neurons in important regions associated with respiratory control, such as the retrotrapezoid
nucleus (RTN). The biomolecular analyzes showed a protein remodeling in the region of the
RTN after the induction of the model. Reduction in respiratory rate (fr) and ventilation (Vg) 40
and 60 days after injury were observed. Pharmacological stimulation in the RTN in non-
anesthetized rats promoted an increase in ventilation. Optogenetic stimulation in
anesthetized or non-anesthetized animals resulted in larger responses in experimental group
animals. We conclude that the 6-OHDA injection in CPu promotes neuroanatomical and
biomolecular alterations that precede the functional alterations and that the pharmacological
and optogenetic stimulation is able to increase the ventilation in the animals submitted to the
experimental model for PD. The results obtained in this work with the combination of
proteomics and optogenetic techniques, can open the way for future lines of research

associated with neurodegenerative diseases.
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1 INTRODUCAO

1.1 A Doencga de Parkinson

O fendmeno do envelhecimento populacional e 0 maior acesso aos servigos
de saude a partir do século XX evidenciaram condicfes patologicas associadas ao
processo senil. Em especial nas ultimas duas décadas, ap0s o aperfeicoamento de
técnicas para diagnéstico, as doencgas neurodegenerativas tornaram-se um desafio
para a ciéncia, tanto pela preocupante incidéncia quanto pelo grau de morbidade
gue elas apresentam. Ja no inicio do século XIX, o médico inglés James Parkinson
descreveu em seu trabalho, intitulado “An essay on the shaking palsy”, os sintomas
de uma alteracdo neuroldgica peculiar, caracterizada por tremor e rigidez dos
movimentos (revisado por Blum et al., 2001; Parkinson, 1817). Posteriormente, em
sua homenagem, o neurologista francés Jean-Martin Charcot nomearia este
conjunto de sinais e sintomas como parkinsonismo (revisado por Blum et al., 2001).
Nos dias atuais, a patologia que possui 0s sintomas primeiramente descritos por
James Parkinson é conhecida como Doenca de Parkinson (DP).

De distribuicdo universal, capaz de atingir pessoas de diferentes niveis
socioeconémicos e de todos 0s grupos étnicos, a DP pode acarretar relevante
impacto social, assim como graves e irreversiveis consequéncias para a saude
(Reeve et al; 2014). De acordo com 0s mais recentes estudos populacionais
prospectivos, a DP é a mais prevalente desordem do movimento e sua incidéncia
anual esta entre 8 e 18 casos por 100 mil pessoas (de Lau e Breteler, 2006; Lee e
Gilbert, 2016; Lill, 2016). Estima-se que nas 10 na¢cfes mais populosas do mundo o
namero de casos irA mais que dobrar, passando de 4 milh6es de doentes
diagnosticados em 2005 para aproximadamente 9 milhdes de individuos em 2030
(Dorsey et al., 2007). Um fator que correlaciona a ocorréncia da doenca com a
progressado de fatores senis é sua rara manifestacdo antes da quinta década de
vida. Contudo, a DP pode ser observada em 1% da populacdo com idade entre 50 e
55 anos, passando a aproximadamente 4% dos individuos com mais de 80 anos
(Hughes et al., 1993; de Lau e Breteler, 2006).

Partindo do pressuposto que a DP ¢é uma doenca crbnica e
neurodegenerativa com sintomas que acompanham os pacientes no decurso de
décadas, podemos imaginar que os custos nas esferas governamental, social e

familiar aumentam proporcionalmente a medida que os casos se multiplicam. Por



essa razao, cresce o interesse de gestores em politicas publicas e da comunidade
cientifica em reduzir os impactos negativos da DP, tanto por uma questdo
humanistica, quanto econémica.

Estimativas do custo anual da DP demonstraram que em 2002, somente no
continente Europeu, foi gasto o equivalente a 10.000 euros por paciente (Lindgren et
al., 2005). No Brasil, ainda ndo existem dados oficiais sobre o0 impacto
socioeconémico direto e indireto da DP, porém, o custo da doengca em todos 0s
paises ocidentais ja foi estimado em 25 bilh6es de dolares por ano (Scheife et al.,
2000). Enquanto os servicos publicos de saude arcam com despesas relacionadas
ao tratamento, internacdo, medicamentos e suporte aos pacientes, setores privados
sofrem com o absenteismo ao trabalho do paciente ou de seus familiares e
cuidadores. Com o avancar dos sintomas, torna-se inevitavel o abandono definitivo
de suas ocupac0es laborais (Carod-Artal et al., 2007).

Cumpre salientar que a maior expectativa de vida ndo necessariamente deva
ser acompanhada com o prolongar de sofrimento fisico e mental com subsequente
onus para sociedade. Portanto, enquanto nao existirem formas efetivas de cura,
todos os esforcos em direcdo a politicas publicas, sejam no que se refere ao
diagndéstico correto e precoce, ou no investimento em pesquisas de ponta, serédo

fundamentais para diminuir os impactos da DP na sociedade como um todo.

1.2 Neuropatologia da Doencga de Parkinson

No inicio da década de 1990, foi apresentado um modelo neuroanatdémico
para descrever o que poderia estar ocorrendo na circuitaria do sistema nervoso
central (SNC) durante a evolugédo do processo neurodegenerativo relacionado a DP.
Neste modelo, ocorreria uma alteracdo funcional na transmissédo entre estruturas
subcorticais e talamicas que influenciam o controle dos movimentos (Alexander e
Crutcher, 1990). Atualmente, sabe-se que estas estruturas sdo compostas por um
conjunto de ndcleos subcorticais denominados de nucleos da base (NB). Os sinais e
sintomas motores da DP decorrem apds uma disfuncdo em regides especificas
destes nudcleos, com diminuicdo de neurdnios dopaminérgicos ventrolaterais da
parte compacta da substancia negra (SNc) no mesencéfalo (Spillantini et al., 1998).
O termo substancia negra deriva da presenca macica do pigmento escuro
neuromelanina nesta regido. Partindo deste contexto, a dopamina (DA), pertencente

a familia das catecolaminas, representa o neurotransmissor chave nesse sistema.



A primeira etapa na sintese da DA consiste nha conversdo da tirosina em L-
DOPA por oxidacédo. Essa reacdo € catalisada pela enzima tirosina hidroxilase (TH),
constituindo a etapa que limita a velocidade de producéo dopaminérgica. A proxima
e ultima etapa consiste na conversdo da L-DOPA em DA pela enzima amino&cido
aromatico descarboxilase (AACD) (Figura 1).

Apos a liberacdo da DA na fenda sinaptica, este neurotransmissor podera se
ligar em receptores especificos (D1, D2, D3, D4, D5) tanto em neur6nios pré quanto
pés-sinapticos. As subcategorias de receptores foram propostas levando em conta
suas caracteristicas funcionais. Todos os receptores dopaminérgicos sao acoplados
a proteina G e estdo espalhados por uma vasta regido cerebral. Os receptores dos
tipos D1 e D5 séo excitatorios, pois uma vez ativos, aumentam os niveis de AMPc e
calcio intracelular, ao passo que os inibitérios (D2, D3 e D4) reduzem esses niveis,

além de hiperpolarizar a célula (Standaert e Galanter, 2012; Mann et al., 2018).
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Figura 1: Sintese dos neurotransmissores catecolaminérgicos. A hidroxilase do aminoacido tirosina e a
descarboxilase da L-DOPA s&o etapas precursoras do neurotransmissor dopamina em neurdnios
dopaminérgicos. Ja nos demais neurbnios catecolaminérgicos, a hidroxilase da dopamina sintetiza a
norepinefrina e sua acetiltrasferase possibilita a sintese de epinefrina. Adaptado de Standaert e Galanter, in:
Golan D, Tashjian AH, Armstrong, EJ. Principios de farmacologia: a base fisiopatoldgica da farmacologia, 2012, p
165-185.



A morte neuronal de origem idiopatica dos neurdnios dopaminérgicos da SNc
na DP pode chegar a 5% ao ano (Spillantini et al., 1998). Um dos fatores associados
a causa desta reducédo e descrito como um marcador neuropatolégico para a DP, se
acumula ao longo do axdnio e no citoplasma na forma de um agregado proteico (a-
sinucleina) nos neurbnios dos NB, mais especificamente os remanescentes da SNc,
conhecido como corpusculo de Lewy (Braak et al., 2003). Anatomicamente, os NB
sao descritos como trés categorias estruturais distintas (Figura 2):

Nucleos de entrada (input), compostos pelos nucleos aferentes que incluem o
caudado, putdmen e acumbens, que coletivamente sdo chamados de estriado;
Nucleos de saida (output), compostos pelo globo palido interno (GPi), globo palido
em sua porcao ventral (GPv) e a porcdo reticulada da substancia negra (SNr);
Nucleos intrinsecos, compostos pela por¢cdo compacta da substancia negra (SNc),
porcao externa do globo palido (GPe), pelos nucleos subtalamicos (NST) e pela area
tegmentar ventral (VTA) (Martin, 1998; Mann et al., 2018).

O estriado recebe projecdes excitatorias oriundas de todo o coértex cerebral e
entdo se projeta para os nucleos de saida (SNr, GPi e GPv) por uma via inibitoria. J&
0S nucleos de saida se projetam também por uma via inibitéria, para nucleos
talamicos especificos. A porcdo desta circuitaria que se comunica diretamente por
meio de projecdes entre o estriado e o0s nucleos de saida é conhecida como
projecdo direta ou via direta (Alexander et al., 1986). Para ativacdo desta via,
observa-se que da SNc partem neurdnios dopaminérgicos para o estriado. Esta via
direta contém neurbnios que expressam predominantemente receptores excitatorios
do tipo D1 (Mann et al.,, 2018). A ligacdo da DA nestes receptores, ativa uma
projecao inibitéria (GABAérgica) do estriado para os nucleos de saida. Estes nucleos
inibem tonicamente os nucleos talamicos, portanto, o bloqueio inibitério destes
nucleos ira “desinibir’ o talamo. Como consequéncia, uma projecao glutamatérgica
partirA dos nudcleos talamicos para o cortex frontal, liberando os movimentos por
meio dos motoneurénios periféricos. A via direta, portanto, estimula o movimento
(Figura 2Aa).
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Figura 2: Modelos esquematicos dos mecanismos fisiologicos e na DP entre os nucleos da
base, talamo e cortex cerebral para o controle motor.

Aa) Desinibicdo talamica por meio da via direta (setas vermelhas continuas e curva pontilhada preta) com
liberagdo dos movimentos apés a ativagdo das projecBes nigroestriatais dopaminérgicas pelos receptores D1
(setas pretas tracejadas). Ab) Ativacdo dos nucleos inibitorios de saida, inibindo os movimentos (via indireta —
setas verdes, curva pontilhada e continua). B) Na DP ocorre reducao progressiva de DA nesta via, aumentando
a atividade das projecdes inibitérias ao tdlamo, com consequente déficit na fungdo motora. AbreviagGes: D1=
receptores dopaminérgicos do tipo 1; D2= receptores dopaminérgicos do tipo 2; GABA= neurotransmissor
inibitério acido gama-aminobutirico; GLUT= neurotransmissor excitatério glutamato; GPe= globo pélido externo;
GPi= globo palido interno; GPv= globo palido ventral; MD= regido médio-dorsal do talamo; NST=nulcleo
subtalamico; SNc= substancia negra parte compacta; SNr= substancia negra parte reticulada; VA= regido
ventro-anterior do talamo; VL= regido ventro-lateral do talamo. Figura adaptada de Martin 1998.



Existe ainda outra porcdo desta circuitaria denominada de via indireta,
também responsavel pela comunicacdo entre o estriado e 0s nucleos de saida,
porém, ndo diretamente, mas via ndcleos intrinsecos. A ativacdo desta via
promovera uma desinibicdo dos nucleos subtalamicos (NST). Assim, esse nucleo
desinibido envia projecdes glutamatérgicas para os nucleos de saida (Alexander et
al., 1986) (Figura 2Ab). A ativacdo dos nucleos de saida pela via indireta ira inibir
novamente os nucleos talamicos, reduzindo as proje¢fes glutamatérgicas ao cortex
cerebral e consequentemente para os motoneurénios periféricos. Deste modo, a via
indireta inibe 0 movimento (Alexander et al., 1986). A dopamina inibe a via indireta e
estimula a via direta, resultando em uma tendenciosidade efetiva que permite o
movimento voluntario. Esse complexo sistema mantém uma retroalimentacdo em
equilibrio neste circuito como um todo, entre as vias direta e indireta (Figura 2A, a e
b).

Considerando a importancia dos NB para a integracdo das atividades
somatomotoras, diversas pesquisas demonstraram que qualquer alteracdo nestas
estruturas podera ocasionar disturbios motores (Fearnley and Lees, 1991; Calne,
1994; Mink,1999). Com a morte dos neurbnios dopaminérgicos e consequente
reducdo da oferta de DA neste circuito, haveria aumento na atividade de neurdnios
gue expressam receptores dopaminérgicos do tipo D2 (inibitorios) no estriado, além
de reforgar a ativagéo da via indireta com excessiva inibicdo dos sistemas motores
(Figura 2B, a e b). Segundo Obeso e colaboradores, os sintomas da DP so0
aparecem apos reducao de 40-60% dos neurdnios nigrais e de 80% de reducdo dos
niveis dopaminérgicos no estriado (Obeso et al., 2000).

Nas ultimas décadas comecaram a ser explorados com mais destaque outros
fatores, além do déficit motor, que impactam negativamente na qualidade de vida
destes pacientes. Na DP também podem estar presentes sintomas ndo motores,
como disautonomia, disfuncéo cognitiva, lentiddo nos pensamentos, algum grau de
deméncia e quadro depressivo em aproximadamente 40% dos pacientes
(Cummings, 1992). Mais recentemente, um crescente niumero de pesquisas busca
compreender as alteracdes respiratorias envolvidas na DP, porém, focam suas
investigagbes nas alteragcbes musculares (mecéanica respiratoria) e principalmente
nos disturbios respiratorios relacionados ao sono, como a apnéia obstrutiva do sono
(AOS) (Tzelepis et al., 1988; Solomon e Hixon, 1993; Gilman et al; 2003; Bunton,
2005; Mehanna et al; 2010; Troche et al., 2010; Hammer e Barlow, 2010). No



entanto, ainda sdo escassos os dados relacionados as alteracfes respiratorias de
origem central observadas na DP. Cumpre destacar que o decurso final das
patologias degenerativas é acompanhado de deteriorizacdo progressiva da
capacidade funcional geral, agravada pelas complicacdes respiratorias.

1.3 Modelos experimentais

Com o intuito de compreender melhor as alteracbes neuroanatbmicas e
funcionais que estdo associadas a DP, alguns modelos experimentais foram
propostos. Atualmente, existem diversos métodos que promovem a degeneracao
dos neurbnios dopaminérgicos da SNc. Os modelos mais frequentes sdo os que
utilizam injecdo periférica de 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidrofiridina (MPTP), injecao
central de lipopolissacarideo (LPS), injecdo central de 6-hidroxidopamina (6-OHDA)
(Hald e Lotharius, 2005; McDowell et al., 2012), ou mais recentemente, modelos
utilizando organismos geneticamente modificados (OGM), especialmente em
camundongos (Minakaki et al., 2018; Huang et al., 2018).

O MPTP é uma substancia lipossoluvel, desta forma, tem a capacidade de
cruzar a barreira hematoencefalica e penetrar nas células gliais e neurbnios
dopaminérgicos. Entretanto, por facilmente sofrer oxidacdo, o seu produto final
produz degeneracdo de células por interferéncia no metabolismo oxidativo, dando
origem a uma elevada toxicidade. E isto tem sido um dos agravantes para a escolha
desse modelo, representando um risco para os proprios pesquisadores (Kumar et
al., 2009; McDowell et al., 2012).

A administracdo de LPS nos encéfalos de roedores tem sido utilizada para o
entendimento da participacdo das células gliais no processo neurodegenerativo da
DP (Reale et al.,, 2009). Por ser uma endotoxina presente na parede celular de
bactérias gram-negativas, é capaz de promover uma potente estimulacédo de células
do sistema imunologico. Com isso, a infusdo intra-nigral dessa toxina induz a
degeneracdo dopaminérgica em ratos. As consequéncias relacionadas ao processo
inflamatorio poderiam influenciar nas respostas ventilatérias basais, o que dificultaria
as Iinterpretacdes de protocolos funcionais. Ja 0s modelos geneticamente
modificados possibilitam, por exemplo, avaliar animais knockout ou knockin para
expressdo de a - sinucleina. Colbnias inteiras de animais sdo preparadas e suas

respectivas linhagens sao avaliadas com uma determinada condicdo patologica



desde o0 nascimento. A engenharia genética apesar de permitir avaliacfes diretas,
ideais para objetivos mais especificos, ndao eliminam por completo o viés temporal,
assim como também ndo garante um fendtipo caracteristico da DP humana (Patil et
al.,, 2014), por vezes limitando protocolos experimentais que preconizam o0
acompanhamento lento, progressivo e/ou com inicio tardio, peculiares as doencas
neurodegenerativas.

Sendo assim, a técnica eleita para o presente trabalho foi a que induz um
modelo de DP por meio da inje¢cdo da toxina 6-OHDA no estriado, 0 que resulta
numa lesao retrograda dos neurénios nigro-estriatais (Blum et al., 2001). A 6-OHDA
€ uma neurotoxina que possui uma estrutura analoga a das catecolaminas, captada
pelos neurdnios catecolaminérgicos por meio de transportadores especificos. Dentro
dos neurbnios, a neurotoxina é acumulada como um falso neurotransmissor
(Schwarting e Huston, 1996; Bové et al., 2005). Sendo um composto muito
eletroativo, a 6-OHDA é rapidamente oxidada, levando a producdo de varios
compostos neurotdxicos que irdo ser responsaveis pela degradacdo neuronal
progressiva, interferindo nos processos de respiracdo celular. A administracao
sistémica de 6-OHDA ndo é capaz de produzir destruicdo dos neurbnios do
mesencéfalo, ja que esse composto é incapaz de atravessar a barreira
hematoencefalica (Bové et al., 2005).

Uma vez injetada diretamente nas estruturas encefalicas de interesse, a 6-
OHDA é capaz de destruir seletivamente neurbnios catecolaminérgicos, levando a
uma deplecédo de dopamina, noradrenalina e adrenalina nas regides encefélicas que
apresentam imunorreatividade para a enzima TH (Swarting e Huston, 1996; Mann et
al., 2018). Com relacdo a escolha do sitio de injecdo da toxina 6-OHDA, na presente
pesquisa, optamos pela injecdo bilateral na regido do estriado (nucleos Caudado e
Putamem - CPu) a fim de promover uma lesao retrégrada gradativa e temporal dos
neurénios dopaminérgicos da regido da SNc. De acordo com a literatura, a
neurodegeneracdo observada na SNc, quando a toxina 6-OHDA é aplicada na
regido do CPu, inicia-se aproximadamente apos vinte dias (Przedborski et al., 1995;
Spillantini et al., 1998). Com isso, buscamos uma maior aproximagdo ao padréo
classico da DP, que se caracteriza por uma lenta e progressiva degeneracao
bilateral destes neurdnios. Outras regides encefalicas como, por exemplo, a propria
SNc ou o feixe prosencefalico podem ser escolhidas para a realizacéo da injecao de

6-OHDA com o mesmo objetivo de promover a lesdo dos neurbnios dopaminérgicos



dessas estruturas. Entretanto, esses dois sitios levam a uma rapida e agressiva
degeneracdo dos neurbnios dopaminérgicos da SNc, com elevada taxa de

mortalidade dos animais (Faull e Laverty, 1969; Zuch et al., 2000).

1.4 Alteracdes funcionais na DP, resultados prévios obtidos em laboratério e o
controle neural da respiracéao.

Além dos sintomas motores e déficits cognitivos observados na DP, uma
alteracdo que acomete um importante e vital sistema do organismo, o respiratorio,
vem despertando interesse nas ultimas décadas.

Sabe-se que as disfuncdes respiratdrias representam uma das possiveis
manifestacdes clinicas dos disturbios neurolégicos (Nogues et al, 2002). No entanto,
pouco se sabe a respeito do controle central da respiracdo frente a DP. Acredita-se
gue em patologias neurodegenerativas, diferentes componentes do sistema
respiratorio possam ser afetados, como: receptores sensoriais, vias aferentes, inter-
neurdnios da regido do tronco encefélico e neurdnios pré-motores, vias motoras
descendentes, neurbnios motores, juncdes neuromusculares, assim como 0sS
préprios musculos respiratdrios, seja 0s da via respiratoria superior ou 0s associados
a mecanica respiratéria (Feldman et al, 1986; Feldman et al, 1988; Richter e Spyer,
2001; Nogues et al, 2002).

Entre os distarbios respiratérios que afetam o0s pacientes portadores de
doencas neurodegenerativas talvez o mais critico clinicamente seja a pausa
temporaria da atividade respiratéria a qual pode evoluir ou ndo para uma parada
respiratoria definitiva (Nashef et al, 1996; Nogues et al, 2002). Neste sentido, o
aparecimento dos problemas respiratorios pode ser responsavel por substancial
mortalidade e morbidade associadas a DP. Clinicamente, é possivel observar que o
decurso da DP é acompanhado por um decréscimo proporcional da capacidade
funcional respiratdria, obstrucdo das vias aéreas superiores, diminuicdo da
complacéncia da caixa toracica e discinesias musculares (Wermuth et al; 1995). O
conjunto destas alteracdes pode acarretar dispneia, hipoventilacdo e atelectasias,
facilitando assim um grave quadro de pneumonia (Wermuth et al; 1995).

De acordo com alguns trabalhos clinicos, também pode ocorrer apnéia
obstrutiva do sono em pacientes com DP, caracterizando uma das principais causas
de elevada morbidade nestes pacientes (Lees et al; 1988, Gjerstad et al; 2007). Ja

existem especulacdes sobre degeneragdes no SNC, mais o foco dos pesquisadores



foi explorar a base neuroquimica da apneia obstrutiva do sono (OSA),
especificamente em circuitarias talamos-corticais em atrofia de multiplos sistemas
(MSA) (Gilman et al; 2003), porém, estas afirma¢gBes ainda carecem de dados
confirmatorios e complementares.

Trabalho realizado em nosso laboratério com modelo de DP induzido pela
injecdo de 6-OHDA no CPu, demonstrou alteracdes respiratorias basais a partir do
40° dia apos a lesdo e esse efeito durou pelo menos até o 60° dia (Figura 3). Ao
serem analisados 0s encéfalos dos animais apds 60 dias da lesdo, observou-se,
como esperado, uma intensa reducdo no numero de neurbnios catecolaminérgicos
da SNc, mas também de regides bulbares, como o nucleo retrotrapezoide (RTN), o
complexo de Pré-Botzinger (preBotC), nucleo do trato solitario (NTS) e grupamento
respiratério ventrolateral rostral (rVRG) (Figura 3, Tuppy et al; 2015). A funcédo na

respiracdo de cada uma dessas regides sera explicada mais adiante.

vehicle 6-OHDA vehicle 6-OHDA
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Figura 3: Fotomicrografias com resultados prévios mostrando os efeitos da injecao bilateral de 6-OHDA
(24 pg/ul) ou veiculo no CPu.

Imunorreatividade de A e B) neurdnios phox2b do RTN; C e D) receptores NK1 de neurdnios no pré-Botzinger; E
e F) neurdnios catecolaminérgicos da SNc. G) Efeitos da inje¢éo bilateral de 6-OHDA (12 e 24 pg/pl) ou veiculo
no CPu na frequéncia respiratoria de animais ndo-anestesiados. Dados exibidos em média + SD. Abreviacdes:
SNr: substancia negra parte reticular; SNc: substancia negra parte compacta; ml: leminiscu medial; VTA: area
tegmental ventral; VII: ndcleo motor do nervo facial; py: trato piramidal; NK1-r: receptor de neuroquinina 1.
*diferenca estatistica em relagéo ao veiculo (Tuppy et al; 2015).

O controle neural respiratorio se faz por um conjunto de estruturas bulbares
interigadas em uma rede neural complexa e altamente precisa, sem a qual a
manutencdo da vida ndo seria possivel. No primeiro século da era cristd, o médico
romano Claudio Galeno (129-199), j& havia notado que a seccdo medular paralisaria
0S movimentos toracicos. Mas foi em 1811 que o fisiologista francés Julien César

LeGallois demonstrou pela primeira vez em coelhos a existéncia de uma area



especifica no bulbo que controlava a respiracdo (LeGallois, 1812). Dados de
inimeros trabalhos na literatura estabelecem que o0s neurdnios envolvidos no
controle da respiragdo se localizam na superficie ventrolateral do bulbo (Loeschcke,
1982). O complexo de preBotC é composto por neurbnios excitatorios e inibitérios
essenciais para a geracado do ritmo respiratério (Guyenet et al., 2002; Stornetta et
al., 2003). Ja o rVRG contém neurdnios em sua maioria glutamatérgicos pré-motores
excitatorios, controlando a atividade dos musculos inspiratorios (Liu et al., 1990;
Smith et al., 2007). Na por¢do mais dorsal da coluna respiratdria, mais precisamente
no nucleo do trato solitario (NTS), existem neurbnios que expressam o fator de
transcricdo Phox2b e modulam a respiracdo por enviar projecdes para a coluna
respiratoria ventral (Kang et al., 2007; Stornetta et al., 2006). Por fim, na por¢cdo mais
rostral da coluna respiratdria ventral, existem os neurénios Phox2b na regido do
RTN. Esses neurdnios estdo associados a quimiorrecepcao central, sdo excitatorios,
contém Neuromedina B e também se projetam para as porcfes um pouco mais
caudais da coluna respiratoria ventral, como preBotC e rVRG (Mulkey et al., 2004;
Takakura et al., 2008; Guyenet, 2015; Takakura et al., 2014).

Como as alteracbes neuroanatbmicas no modelo da DP investigado no
laboratorio s6 foram avaliadas ao final dos 60 dias e as alteragcdes funcionais
apareceram a partir do 40° dia apos a injecdo da toxina, uma das questbes a ser
respondida refere-se a relacdo temporal entre estes achados. Torna-se importante
avaliar se as alteragbes funcionais que foram observadas ocorrem antes,
simultaneamente ou apds o inicio das alteracdes neuroanatdmicas.

Por fim, considerando o elevado impacto social e suas drasticas
consequéncias aos portadores de DP, se faz fundamental investir esforcos na
melhor compreensdao dos processos neurodegenerativos envolvidos no controle
neural respiratorio, assim como, 0S possiveis mecanismos para restauracdo da
funcdo respiratoria, o que poderia em Ultima analise contribuir para a sobrevida

destes pacientes.



CONCLUSAO

Os dados obtidos neste trabalho forneceram a primeira evidéncia de que em
animais submetidos ao modelo experimental para Doenca de Parkinson, as
alteracdes neuroanatbmicas precederam as alteracdes funcionais. A reducdo de
neurénios da SNc foi correlacionada as reducfes de estruturas bulbares criticas
para o controle neural da respiracdo. O comprometimento da atividade respiratoria
observada neste modelo podera servir de parametro translacional a medida que
demonstra um déficit na resposta ventilatoria, que em pacientes com DP, pode
representar um dos fatores de risco associados ao decurso final da doenca.

Ainda, a observacédo neste modelo de que mesmo com reduc¢do no numero de
neurdnios que expressao o fator de transcrigdo Phox2b no RTN e existindo uma
assinatura biomolecular que demonstra um processo de remodelamento proteico, a
estimulacdo farmacoldgica e a foto-estimulacéo desta regido foi capaz de promover
um aumento na resposta ventilatoria. Deste modo, a combinagcdo de técnicas
especificas de protedbmica e optogenética, apresentou resultados que acreditamos
abrir um promissor caminho para futuras linhas de pesquisa associadas as doencas

neurodegenerativas.
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