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RESUMO

Siqueira, C.S. Influéncia da  adrenalectomia  bilateral nos eventos
neurodegenerativos no modelo do parkinsonismo exper imental pela 6-OHDA nigral.
Enfoque aos mecanismos parécrinos gliais envolvidos na neuroprotecédo e
cicatrizagao. 2009. Dissertagcado (Mestrado) — Instituto de Psicologia — Universidade de
Séo Paulo, Séo Paulo, 2009.

Este trabalho tem o objetivo avaliar o efeito da adrenalectomia bilateral no processo
neurodegenerativo e cicatricial na via nigro estriatal dopaminérgica lesada pela 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) em ratos, e deste modo contribuir para a interpretacdo dos
efeitos dos hormbnios adreno esterdides nos processos neurodegenerativos e
neurotroficos nas lesdes do sistema nervoso central.

Ratos Wistar adultos jovens foram submetidos a cirurgia de retirada bilateral das
glandulas adrenais ou cirurgia simulada para a mesma. Apos 2 dias, os animais foram
submetidos a cirurgia estereotaxica para lesdo do sistema nigro estriatal dopaminérgico
através da injecdo unilateral de 6-OHDA na substancia negra. Os animais receberam
diariamente doses de reposicdo hormonal de corticosterona (10mg/kg) ou solucdo
veiculo.

Apds um periodo de 72 horas, 1 semana e 3 semanas, 0s animais foram sacrificados por
decapitacdo, e as regibes do mesenceéfalo ventral e corpo estriado foram dissecados
bilateralmente. O tecido foi processado para o método de Western blot onde foram
analisados os seguintes marcadores: tirosina hidroxilase (TH — enzima que participa da
via de conversdo da dopamina), proteina acida fibrilar glial (GFAP — proteina do filamento
intermediario do citoesqueleto do astrécito), bem como as moléculas da matriz
extracelular fosfacan, neurocan, sulfato de condroitina e NG2, a proteina Laminina e
finalmente, o fator de crescimento fibroblastico-2 (FGF-2) na regido do mesencéfalo
ventral, onde observa-se ac¢fes troficas nos neurdnios dopaminérgicos nigras que podem
exercer efeitos no processo inflamatério pelas suas acdes gliogénica e angiogénica.
Deste modo, a neurodegeneracdo dopaminérgica foi avaliada pelos niveis da TH, a
ativacao astrocitaria pelos niveis da GFAP, o processo de cicatrizacdo pela regulacdo das
moléculas da matriz extracelular e as respostas troficas pelo FGF-2. Pelos resultados
obtidos é possivel que hormonios glicocorticides adrenais modulem os elementos
envolvidos na neurodegeneracao e reparo e cicatrizacao do sistema dopaminérgico

Palavras-chave: Doenca de Parkinson, corticosterona, matriz extracelular,
neurodegeneragao



ABSTRACT

This study has the objective to evaluate the effect of the bilateral adrenalectomy in the
neurodegenerative process and cicatrization on the nigroestriatal pathway injury through
6-hydroxydopamine (6-OHDA) in rat, and in this way contribute for the interpretation of the
adreno esteroides hormones effects in the neurodegenerative and neurotrophics process
in the central nervous system.injury

Adult rats wistar were submitted in a surgery to take the bilateral adrenal gland or a
simulate surgery of the same. After 2 days the animals was involved into a stereotaxic
surgery to nigroestriatal dopaminergic lesion with a unilateral injection of the 6-OHDA in
the nigra. The animals received daily corticosterone hormonal (10mg/kg) or vehicle
solution.

After a period of 72 hours, 1 week and 3 weeks, the animals were decapitated, and the
regions of the ventral midbrain and striatum it was bilaterally dissected. The tissue was
processed by Western blot method and analyzed for the following markers: tyrosine
hydroxylase (TH - enzyme that join of the dopamine conversion pathway), glial fibrilar acid
protein (GFAP — protein of the intermediary filament of the astrocyte citoesqueleto, the
moleculars extracellular matrix phosphacan, neurocan, chondroitin sulfate and NG2, the
Laminin protein and finally, the neurotrophic factor (FGF-2) in the region of ventral
midbrain, where watched trophic actions in the dopaminergic neurons that could have
effects in the inflammatory processes by your gliogenic and angiogenic actions. In this
way, the dopaminergic neurodegeneration was evaluated by the TH levels, the astrocytary
activation by the GFAP levels, the cicatrization processes by the molecules regulation of
the extracellular matrix and the trophics FGF-2 answers. By the results it is possible that
adrenal glucocorticoid hormones modulate the elements involved in neurodegeneration,
repair and cicatrization of the dopaminergic system

Key words : Parkinsons Disease, corticosterone, extracellular matrix, neurodegeneration
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1. INTRODUCAO

1.1 Corticosterdide

O corticosteréide faz parte do grupo de hormdnios esterdides, 0os quais sao lipidios
de cadeia complexa que derivam da molécula de colesterol. Os esterdides séao
amplamente distribuidos nos organismos vivos os quais incluem os horménios sexuais, a
vitamina D e os esterdis, e sdo representados por trés classes distintas de substancia,
sendo essas, 0s glicocorticéides, os mineralocorticoides e os hormbnios sexuais.

Os glicocorticoides sdo o maior subtipo de horménio esterdide, modulando um
grande numero de fungBes metabdlicas, cardiovascular, imunologicas e comportamentais
(Bamberger et al., 1996). A corticosterona € um hormdnio da classe dos glicocorticéides
liberado pelo cértex das glandulas adrenais (Gower, 1993). Geralmente a nhomenclatura
corticosteréide € utilizada como sinbnimos de glicocorticoide.

O controle da secrecdo dos corticosterdides € regulado por neurdnios do
hipotalamo, principalmente do nucleo paraventricular. O hipotalamo, através de uma
retroalimentagdo negativa dos glicocorticoides, secreta neurotransmissores como 0
liberador de corticotrofina (CRH), que controla a secrecdo pela hipdfise anterior do
horménio adrenocorticotréfico (ACTH). O ACTH, por sua vez, liga-se a receptores
especificos na membrana plasmatica das células do cortex adrenal e exerce controle
sobre a secrec¢do da corticosterona. A acdo do ACTH na glandula adrenal é rdpida, dentro
de minutos apos sua liberacdo ha um aumento da concentragdo de esterdides no sangue
venoso da adrenal, sendo o cortisol detectavel de 2-3 minutos apés a administracao de
ACTH (Allen e Allen, 1975; Herman e Cullinan, 1997).

A corticosterona eleva seus niveis circulantes em resposta ao estresse ou
inflamacdes e passam facilmente pela barreira hemato-encefélica, atravessando a
membrana celular e ao se ligarem em receptores intracelulares especificos (De Kloet et

al., 1991). No conjunto de suas ag¢les, a corticosterona esta envolvida na regulacado do



comportamento, na sinalizacdo neuroquimica e nos eventos neurodegenerativos e
neurotroficos (Nichols et al., 1990).

Sabe-se, que o0 horménio corticosterdide age através de seus receptores
localizados no citosol das células, sendo que apoés a ligacdo o complexo desloca-se para
0 nucleo onde interage com elementos especificos do DNA, modificando a atividade
transcripcional dos genes alvos ou interagindo com outras proteinas nucleares (De Kloet
et al., 1991; O’Donnell et. al., 1995; Bamberger et. al., 1996).

Os hormbnios esterdides, em especial os corticosterdides sdo importantes na

manutencdo de varias fun¢des no sistema nervoso central (SNC) (Fuxe et al., 1985).

1.1.1 Acéo dos Corticosteréides no Sistema Nervoso Central

7

A acdo do hormbnio corticosterdide € muito importante para manter muitas das
fungcBes no SNC, sendo que seus receptores estao distribuidos abundantemente através
desse (Fuxe et al., 1985), podendo agir em neurbnios e células gliais através do receptor
especifico, atuando como moléculas neurotréficas (Cintra et al., 1994b; Dallman, 2005).

Ha estudos que indicam que essa acdo no SNC influencia a plasticidade/trofismo
no animal adulto (Pollock et al., 1990; Laping et al., 1991; Chao et al., 1998) e pode estar
relacionado com a habilidade de regular a expresséo de fatores neurotréficos (Barbany e
Persson, 1993; Chao e McEwen, 1994; Riva et al., 1995a; Riva et al., 1995b; Smith et al.,
1995), como verificado por Chadi et al. em 1993a, que observou que a administracao de
corticosterona € capaz de aumenta a imunorreatividade do FGF-2 principalmente na
célula glial na substancia negra de ratos.

A regulacdo desses fatores por horménios esterdides pode ser também mediada
por acOes de expresséo imediata de novos genes (Nichols et al., 1990).

Geralmente, frente a um quadro de retirada das glandulas adrenais, procedimento

conhecido como adrenalectomia (ADX), ocorre um aumento na capacidade de ligagbes

3



exercida pelo corticosterdide no hipocampo e cértex frontal do rato (McEwen, 1986; Turner,
1986), e quando ha inducdo do corticosterdide exogenamente administrado, ocorre uma
alteracdo do nivel desses que é acompanhado também por uma mudancga concomitante de
MRNA do corticosteréide (O’Donnell et. al., 1995).

Sabe-se também que frente a um quadro de lesdo no SNC (Nichols et al., 1990) ou
estresse em areas sensitivas, como no hipocampo, ocorre um aumento na concentracao e
expressao da corticosterona (Cintra et al., 1994a; Cintra et al., 1994b).

Além disso, ha um grande nimero de astrocitos imunorreativos ao corticosteroide
na substancia negra (Fuxe et al., 1994b). A interacdo entre o corticosteréide e o sistema
dopaminérgico mesencefélico, tem recebido uma atencdo especial nos ultimos anos, por
estarem envolvidos em condi¢cdes psicopatolégicas como na depressdo e esquizofrenia
(Deroche et al., 1995).

O horménio corticosterdide pode contribuir para a hiperatividade de neurdnios
dopaminérgicos o qual expressam receptores de corticosterdides, podendo aumentar a
concentracdo extracelular de dopamina (Harfstrand et al., 1986). E possivel que a
corticosterona possa aumentar a sintese de dopamina na area tegmantar ventral (VTA),
mas a ADX nédo afeta o niumero de neurénios dopaminérgicos no VTA, mas é capaz de
diminuir a transmissdo dopaminérgica no nucleo accubens (Piazza et al., 1996).

A anormal secrecdo de corticosterona é evidente em pacientes com depressao,
esquizofrenia e Doenca de Parkinson (DP) (Mizoguchi et al., 2004).

Apesar de ndo haver evidéncia da regulacéo direta de receptores dopaminérgicos
no estriado pela corticosterona (Lammers et al., 1999), ha evidéncias da interacdo entre o
receptor de corticosterdide e neurbnios dopaminérgicos nas regides envolvidas na DP,
analisado isto em estudos com camundongos transgénicos, que expressam menos

receptores de corticosteroides. Esses mesmos camundongos mostraram um aumento da



concentragdo de dopamina nos receptores D1 e D2 no corpo estriado e uma diminuicao
do transporte de dopamina na substancia negra (Cyr et al., 2001).

Assim, pelo fato dos receptores de corticosterona aumentarem sua expressao
guando h& lesdo no SNC, podendo prevenir ou acelerar a neurodegeneracao na regido do
hipocampo do rato adulto (Nichols et al., 2005) e por ser um modulador da plasticidade
neuronal, a corticosterona pode estar envolvida em doencas neurodegenerativas de

progresséao lenta como a DP (Metz, 2007).

1.2 Doencga de Parkinson

A DP foi descrita pela primeira vez por James Parkinson em 1817. E uma doenca
comum entre idosos, afetando 1 em cada 100 pessoas por volta dos 75 anos de idade e 1
em cada 1000 pessoas por volta dos 65 anos de idade (Morris, 2000).

A DP é caracterizada por uma lentiddo de movimento, tremor de repouso, rigidez e
instabilidade postural, sendo uma desordem progressiva do SNC causada pela
degeneracdo dos neurbnios dopaminérgicos na substancia negra, causa essa ainda ndo
conhecida, mas sabe-se que a neuroinflamacdo é um importante fator para que haja
perda neuronal dopaminérgica (Gao et. al., 2003). Estes neurbnios normalmente
projetam-se ao corpo estriado, constituido pelos ndcleos caudados e putdmen, cujos
neurbnios carregam os receptores da dopamina.

Esta projecdo dos neurdnios da substancia negra para o corpo estriado € apenas
um componente da complexa interconexdes entre as estruturas profundas dos nucleos da
base (nucleos caudado, putamen, globo palido, subtalamico, accumbens, a substancia
negra e a area tegmental ventral) (Wilson, 1998; Martin, 1998; Young, 1999).

Os neurdnios da porgdo compacta da substancia negra fornecem a entrada
dopaminérgica para o estriado. Estes neurbnios dopaminérgicos modulam a saida

inibitéria monosinaptica GABA-ergicas do globo palido e da substancia negra reticulada,
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gue se projetam por uma via inibitéria GABA-ergica nos nucleos do ventrolateral e
ventroanterior do talamo. Estimulacdo e desinibi¢céo direta desta via nos nucleos talamicos
resultam em um aumento na sua saida excitatéria do cértex motor. Uma outra via
(indireta) polissindptica do corpo estriado reduz a saida talamica do cortex motor. O
envolvimento dos neurénios inibitorios estriatais GABA-ergicos, projetam-se para o globo
palido externo que, por sua vez, inibe o nucleo subtalamico. Este nucleo tem conexdes
glutamatergicas excitatoria com a substancia negra reticulata e o globo palido interno
(Smith et.al., 1998; Delong, 2003).

A perda de células nigrais dopaminérgicas induz a uma diminuicdo de dopamina no
corpo estriado. A dopamina ativa os receptores estriatais D1 excitatorios na via direta e
inibe os receptores D2 inibitorios na via indireta. A diminuicdo da dopamina diminui a
atividade da via direta e aumenta a atividade da via indireta, reduzindo desse modo a
excitacdo talamica do cértex motor (Fig. 1).

Muitas pesquisas estdo sendo realizadas a fim de recuperar e evitar a perda de
células dopaminérgicas que causam prejuizo nas atividades motoras dos pacientes
portadores da DP.

Muitos estudos estdo focados em analisar a influéncia do horménio corticosterona
nos receptores dopaminérgicos, na sintese e transporte da dopamina, mas somente
poucos grupos conseguiram analisar a influéncia da sinalizagdo dopaminérgica por
ativacao ou atividade da corticosterona (Mizoguchi et al., 2004; De Kloet et al., 2005).

No sistema mesolimbico, observou-se que os glicocorticbéides sdo capazes de
aumentar o efeito da sinalizacdo de agonistas dopaminérgicos, desse modo ajudando no

direcionamento do comportamento (Marinelli e Piazza, 2002).
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Figura 1: Representacdo esquematica da circuitaria dos nucleos da base na doenca de
Parkinson. As setas vermelhas indicam as conexdes excitatorias. As setas pretas indicam
gue a conexao € inibitéria. As setas grossas indicam atividade neural aumentada e as
setas tracejadas indicam atividade neural diminuida. A diminuicAo da aferéncia
dopaminérgica da substancia negra para o corpo estriado leva a um aumento da
atividade, na via indireta, e uma diminuicdo da atividade da via direta, assim inibindo o
talamo e diminuindo a saida das areas motoras do cortex motor (adaptacdo Smith et al.,
1998)

Ainda ndo se sabe da influéncia da ligagdo entre o sistema dopaminérgico e
corticosteréide na DP, mas quando esses sistemas sdo afetados, observa-se uma
reversdo de um dos sintomas da DP como um aumento dos niveis de dopamina
resultando em uma melhora na memoria de trabalho (Lange et al., 1992, Lange et. al.,

1995).



Entdo, é importante analisar a influéncia hormonal na neurodegeneracdo e
neuroprotecdo nos neurbnios dos nucleos da base, com interesse em particular na

patofisiologia da DP.

1.3 Moléculas da matriz extracelular - Proteoglican  0s

A faléncia na regeneragdo do SNC é devida muito mais a fatores extrinsecos de
neurdnios no presente meio, do que a fatores intrinsecos que impedem estas células
lesadas de regenerarem suas fibras (Gates et al., 1995; Matsui e Oohira, 2004).

Frente a lesGes no SNC, como na DP, ocorre a formagcédo de uma cicatriz glial, a
qual consiste na proliferacdo e migracdo das células gliais, principalmente da reacgdo
astrocitaria, da microglia e do percursor de olingodendrdcito que auto-regula as moléculas
da matriz extracelular, que tem como papel principal inibir o crescimento axonal (Grimpe e
Silver, 2002; Carulli et al., 2005).

Dentre as principais moléculas da matriz extracelular, destacam-se os proteoglicanos
(PG) que sédo glicoproteinas. Dentro desse grupo de proteoglicanos destacam-se o0s
hialectanos ou lecticanos. Os hialectanos caracterizam-se por possuirem dois
componentes, sendo esses, a proteina eixo e a fracdo glucidina, a qual € formada pelos
glicosaminoglicanos. Os glicosaminoglicanos sdo formados pela polimerizagdo de dimeros
de acucares simples, sendo os glicosaminoglicanos dos hialectanos o tipo sulfato de
condroitina, por essa razdo existe a denominagao proteoglicano sulfato de condroitina o
qual une-se ao acido hialurénico e outras molécula da matriz extracelular para formarem
uma rede tridimensional de natureza protéica, a qual cumpre a funcdo de homeostase do
tecido nervoso (Rhodes e Fawcett, 2004).

Eles sdo encontrados na superficie de células, sendo os principais componentes da
matriz extracelular no SNC de mamiferos (Esko, 1991; Bovolenta e Fernaud-Espinosa,

2000; Carulli et al., 2005).



Os proteoglicanos sao geralmente classificados conforme a natureza molecular da
cadeia de glicosaminoglicano ligada ao seu nucleo protéico, como proteoglicano sulfato
de heparan (PGHS), proteoglicano sulfato de condroitina (PGCS), proteoglicano sulfato de
dermatan (PGDS) e proteoglicano sulfato de keratan (PGKS).

O PGCS é um dos principais tipos de proteoglicano, sendo o mais abundante tipo
em expressao no SNC dos mamiferos (Steindler et al., 1990; Carulli et al., 2005). Entre os
principais PGCS encontram-se o agregan, versican, neurocan, neuroglycan D, fosfacan e
NG2. No sistema nervoso a condroitina atua principalmente como uma barreira molecular
afetando o crescimento axonal, a migracdo celular e a plasticidade, através da cadeia

linear de glicosaminoglicano (Carulli et al., 2005).

Outro componente da matriz extracelular é a laminina, a qual esta associada a
vasos no SNC (Miner, 2008) e durante o desenvolvimento do SNC tem como fungao guiar
o crescimento axonal sendo também determinante para a regeneracdo atuando no

crescimento axonal (Liesi, 1985).

Estudos tém sugerido que o sulfato de condroitina tanto inibe como favorece os
substratos favoraveis para o crescimento de neurdnios in vivo e in vitro (Faissner et al.
1995).

Se por um lado, moléculas da matriz extracelular sdo importantes por orientar o
crescimento de fibras durante a denervagdo do SNC, muitas delas agem impossibilitando
o0 crescimento das fibras lesadas nas fases pds-natais (Jones et al., 2003; Rhodes e
Fawcett, 2004).

A constatacdo de como respostas enddcrinas e inflamatorias regulam o
desenvolvimento, a diferenciacdo e a sobrevida dos neurbnios nos periodos pré e pos
natais bem como senil € importante para as pesquisas relacionadas a contencdo dos
mecanismos de morte celular nas doencas neurodegenerativas, em especial na DP

(Nichols et al., 2005).



1.4 Relag&o entre o hormonio corticosterona e Lesao no SNC

Frente a um quadro de lesdo no SNC, observa-se uma reatividade aumentada de
astrocitos e microglia. Estas células sdo fontes de fatores neurotréficos e citocinas que
regulam o processo de fechamento das barreiras encefalicas, reparo e cicatrizacdo dos
eventos neuroprotetivos, degenerativos e regenerativos neuronais apos lesdes do SNC
(Nguyen et al., 2002).

Estudos recentes sugerem que a ADX induz a apoptose neuronal, contribuindo
desse modo para melhor interpretacdo dos mecanismos de morte neuronal,
neuroprotecdo e a funcdo da atividade glial reacionaria (Masters et al., 1996; Nichols et
al., 2005)

O tratamento com corticosterona pode prevenir a apoptose, e diminuir a ativagao
astrocitaria e a proliferacdo e ou reacdo da microglia (Nichols et al., 2005). Entretanto,
alguns autores mostraram o efeito contrario a este em regides especificas do SNC,
indicando que o mecanismo de acdo da droga exogenamente administrada ainda €&
desconhecida.

Segundo O’Callaghan et. al. em 1989, a corticosterona inibiu a expressédo da
proteina &cida fibrilar glial (GFAP) (marcador astrocitdrio) no SNC, em especial no
hipocampo, e a administracdo de corticosteroide exdgeno foi capaz de reverter a ADX, mas
nao a lesédo causada pelo trimethyltin, aumentando assim a concentracao de GFAP.

A habilidade dos glicocorticéides em poder modular a regulagdo das respostas
gliais parece ser importante no processo de recuperacdo de insultos fisiolégicos e
restauro da funcdo normal ou mesmo da progressédo de doencas neurodegenerativas
(Morale et al., 2004; Nadeau e Rivest, 2003; Nichols et al., 2001).

Por outro lado, alguns estudos ja observaram que a expressdo do fator basico de
crescimento de fibroblastos nas células gliais (FGF-2) (do Carmo Cunha et al., 2007). A

ADX reduz o aumento do RNAm do FGF-2 dos astrocitos da substancia negra no lado
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ipsilateral a lesdo por 6-hidroxidopamina (6-OHDA), um modelo de parkinsonismo
experimental que promove a lesdo seletiva dos neurénios dopaminérgicos das projecdes
nigroestriatais (Chadi et al., 1998).

A administracdo de corticosterdides pode aumentar a imunorreatividade do FGF-2
principalmente na célula glial na substancia negra de ratos (Chadi et al., 1993a).

Outro estudo mostrou que a ADX em ratos promoveu a diminuicdo da memoria de
trabalho nesses animais, efeito inferido pela diminuicdo da liberacdo de dopamina no
cortex pré-frontal. Esta disfuncdo pbdde ser revertida com a reposicdo hormonal de
corticosterona, indicando assim a especificidade da relacdo (Claustre et al., 1986). Niveis
alterados de (glicocorticéides foram constatados em pacientes com depressao,
esquizofrenia e DP por Mizoguchi et al. em 2004, mostrando que a correlacdo da
modulag&o hormonal e disfung&o neuroldgica também sdo constatadas na clinica.

Deste modo, esse trabalho busca entender o papel do horménio corticosterona no
processo de neurodegeneracdo, em especial na patofisiologia da DP, e se ha uma
influéncia desse horménio na expressao das moléculas na matriz extracelular, as quais
exercem um papel importante nesse mecanismo, ja que sao impeditivas do crescimento
neuronal. Entender melhor esse processo é importante, para que assim novas estratégias

para estudos possam ser utilizadas.
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2. OBJETIVOS

2.1  Objetivos gerais

Analisar a influéncia da oblacdo dos horménios adrenoesteréides, promovida pela

adrenalectonia bilateral em ratos nos processos neurodegenerativos e de reparo e

cicatrizacdo do sistema nigroestriatal dopaminérgico submetido a inje¢cdo nigral de 6-

OHDA.

2.2 Objetivos especificos

Através do método de Western blot, analisar o efeito da adrenalectomia bilateral

nas areas de projecfes nigroestriatais dopaminérgicas (porcao ventral do mesencéfalo e

corpo estriado) apés injecao unilateral de 6-OHDA nigral:

1.

2.

3.

Nivel da enzima tirosina hidroxilase (TH), conversora da dopamina.

Nivel da GFAP.

Nivel das moléculas da matriz extracelular, fosfacan, neurocan, sulfato de
condroitina e NG2

Nivel da proteina laminina

Nivel da proteina FGF-2 no mesencéfalo ventral.

Avaliacdo do desaparecimento de neurbnios dopaminérgicos na substancia

negra por método imunohistoquimico.
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3. Materiais e Método
3.1  Adrenalectomia bilateral

Foram utilizados para esse experimento 72 ratos machos da linhagem Wistar,
pesando entre 180 e 220 gramas, obtidos do Centro de Bioterismo da Faculdade de
Medicina da USP (FMUSP). Os animais foram mantidos em condi¢bes constantes de
temperatura e umidade, com ciclo claro e escuro de 12 horas (dia as 7 horas e noite as 19
horas) e com livre acesso a racdo e 4gua. Permaneceram nessas condi¢cdes durante 6
dias antes do inicio do experimento para adaptagdo ao novo meio ambiente. A pesagem
dos animais foi realizada 24 horas antes da cirurgia, para diminuir o estresse pré-
operatorio. Os animais foram operados no periodo matutino seguindo sempre 0s mesmos
critérios.

Os animais que foram submetidos a adrenalectomia bilateral e a cirurgia simulada
para adrenalectomia, foram anestesiados com uma mistura de ketamina (62,5 mg/kg) e
xilazina (10 mg/kg) via intraperitonial. ApOos serem anestesiados, os animais foram
tricotomizados na regido lombar. A pele da regido lombar foi incisada, resultando em uma
abertura longitudinal de aproximadamente 2 centimetros na musculatura lombar. A
glandula suprarenal encontra-se inserida na gordura perirenal, proxima ao polo superior
do rim. Durante a retirada das glandulas, houve um cuidado especial para evitar a ruptura
das mesmas, assim como das visceras abdominais. Finalmente, promoveu-se o0
fechamento dos planos incisados utilizando fios de algodao.

Os animais que foram submetidos a cirurgia simulada para adrenalectomia
(SHAM), seguiram os mesmos critérios de procedimento realizado para 0s animais
submetidos a adrenalectomia, com excecao a retirada das glandulas adrenais.

Apbés o procedimento cirdrgico, os animais foram colocados em caixas com
maravalha em decubito ventral. Suas linguas foram lateralizadas para fora da boca na

intencdo de impedir a obstrucdo das vias respiratdrias. As caixas sofreram uma elevacao
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na porcao cranial do corpo dos animais em relacdo a por¢do caudal. Os animais foram
aquecidos, por meio de uma resisténcia elétrica colocada a meio metro de distancia das
caixas sendo sua temperatura cuidadosamente observada no intuito de prevenir
hipotermia.

Apdés o termino do efeito do anestésico, os animais foram estimulados a
deambulagdo pela caixa e a ingestdo imediata de 4gua para os animais que sofreram
cirurgia simulada e a ingestdo de salina (0,9%) com agua filtrada para aqueles animais
gue tiveram suas glandulas adrenais retiradas. Os animais foram observados durante as 6
primeiras horas do periodo pés-operatério e cuidadosamente acondicionados em local

apropriado no interior do biotério de experimentacao.

3.2 Lesdes do sistema nigro-estriatal dopaminérgico

As injec@es nigrais foram realizadas com a utilizacdo de um aparelho estereotéaxico
(David Kopf, EUA) acoplado a um micromanipulador (David Kopf) que é fixado ao
aparelho, fornecendo assim o suporte para a agulha utilizada na injecdo da neurotoxina
dopaminérgica. Para a infusdo rigorosamente controlada, foi utilizada uma bomba de
injecdo (Orion, EUA) e uma seringa de 50ul (Hamilton, EUA) acoplada a um sistema de
tubos conectados a uma agulha.

Apoés 2 dias da cirurgia para a adrenalactomia bilateral, os mesmos ratos Wistar,
foram anestesiados novamente por via intraperitonial com uma mistura de ketamina (62,5
mg/kg) e xilazina (10 mg/kg). Apés a tricotomia da regido dorsal da cabega, os animais
foram posicionados no aparelho estereotaxico e tiveram a pele da cabeca rebatida e as
suturas cranianas expostas. Apos a determinagdo do bregma, o braco do aparelho
estereotaxico foi posicionado nas coordenadas (Paxinos e Watson, 1986) determinadas (
-4,8mm CC; +1,4mm LL em relagdo ao bregma e -7,6mm AP em relacdo a dura-mater).

Neste ponto foi feita uma perfuragdo com uma broca especifica, com o cuidado de ndo
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ferir a dura-mater. Entdo, a agulha foi deslocada para baixo, até que atinja o ponto
determinado pelas coordenadas e mantida nesta posi¢céo para a infusdo da neurotoxina. A
dose de 6-OHDA a ser utilizada neste estudo foi de 8ug/4ul (6-OHDA/solvente). O
solvente utilizado na dose foi de 0,2mg/ml (acido ascoérbico /salina) (Rodrigues et al.,

2001).

Durante o procedimento cirargico, a 6-OHDA preparada foi resfriada a 4°C e
protegida da luz. ApGs 15 minutos de injecdo, a bomba de infuséo foi mantida ligada para
evitar o refluxo da droga e a agulha foi lentamente removida do interior do cérebro. A pele
dos animais foi suturada e os mesmos foram liberados e realizados os procedimentos

pos-operatdrios como descritos na cirurgia de adrenalectomia.

3.3 Reposi¢do Hormonal

Apds os procedimentos cirdrgicos de adrenalectomia, a reposicdo hormonal foi
iniciada (Chadi et al., 1993). Os animais receberam doses diarias de corticosterona ou
veiculo de diluicdo da corticosterona no periodo da tarde entre as 15 e 16 horas, por via
intraperitonial, visando mimetizar o pico enddégeno hormonal vespertino que ocorre
normalmente nestes animais. A corticosterona foi diluida (10mg/Kg de peso, Sigma
Chemical Co., EUA) em uma solucao veiculo composta por dgua bi-destilada contendo
carboximetilcelulose sddica (0,25%, Sigma) e polioxietileno sorbital mono-oleato (Tween
80, 0,2%, Sigma). A diluicdo da droga foi realizada de modo que cada animal receba 1ml
de solugéo por 100g de peso por injecao. A primeira dose de injecdo contendo hormdnio
corticosterona ou veiculo foi no dia do ato cirdrgico. Todos 0s animais receberam novas

injecBes, nas mesmas dosagens diariamente até o dia do sacrificio.
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3.4

Grupos Experimentais

- Grupo 6-OHDA/SHAM/Veiculo = Eutanasia
Solugédo Veiculo l
g (Diaria) 72 horas
R Leséo do sistema 1 semana
. Cirurgia Simulada X )
3 semanas
\
- Grupo 6-OHDA/ADX/Veiculo = Eutanasia
Solugédo Veiculo l
- (Diaria) 72 horas
Cirurgia para retirada m Lesdo do sistema 1
24 animais da glandula adrenal . . semana
) (adrenalectomia) Nigro-estriatal
9 3 semanas
- Grupo 6-OHDA/ADX/Cortico _
= Eutanasia
Corticosterona l
. (Diaria) 72 horas
Cirurgia para retirada Lesdo do sistema
24 animais < da glandula adrenal Nigro-estriatal 1 semana
(adrenalectomia) l
\ 3 semanas

Figura 2: Esquema dos grupos experimentais. O experimento foi realizado com 72
animais, os quais foram divididos aleatoriamente em trés grupos, assim compondo 24
animais por grupo. Os grupos experimentais foram: 6-OHDA/SHAM/Veiculo , animais
submetidos a cirurgia simulada de adrenalectomia, dois dias apdés foram submetido a
lesédo pela 6-OHDA e receberam administracdo de solugdo veiculo via intraperitonial
diariamente até o dia do sacrificio; ADX/6-OHDA/Veiculo , animais submetidos a
adrenalectomia, dois dias apés foram submetido lesdo pela 6-OHDA e receberam
administracdo de solucdo veiculo via intraperitonial diariamente até o dia do sacrificio;
ADX/6-OHDA/Cortico , animais foram submetidos a adrenalectomia, dois dias apGs foram
submetido lesdo pela 6-OHDA e receberam administragdo de corticosterona via
intraperitonial diariamente até o dia do sacrificio. O sacrificio dos animais em 72 horas, 1
semana e 3 semanas ocorreu de maneira randomizada apos a lesdo dopaminérgica.
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3.5 Eutanésia

Os animais sofreram eutanasia por decapitagdo nos procedimentos acima
descritos. Os encéfalos dos animais foram retirados e as areas de interesse para o estudo
foram cuidadosamente dissecadas bilateralmente, as quais foram: mesencéfalo ventral
contendo a substancia negra, corpo estriado, hipocampo e cértex frontal. ApGs a retirada
as areas de estudo foram colocadas em eppendorfs devidamente identificados e
congelados em gelo seco e armazenados na temperatura de -70 °C. O lado contralateral

a lesao foi utilizado como controle.

3.6  Extracdo de Proteinas e Western Blotting

As areas descritas acima, retiradas de cada animal foi homogeneizada em solucéo
tampdo para extragcdo da proteina total. Primeiramente, as é&reas foram lisadas e
homogeneizadas, com auxilio de pipetagem vigorosa, utilizando-se 250uL de tampéo de
lise constituido de NP40 (1%), deoxicolato de sodio (0,5%), SDS (1%), EDTA (1mmol/L),
EGTA (Immol/L) e coquetel inibidor de proteases (Sigma, 1%) em PBS (Ph 7,4). Ap6s a
extracao protéica, os tubos foram centrifugados a 14000rpm durante 20 minutos a 4°C, e a
guantidade de proteina foi determinada usando o método de Bradford (Bradford, 1976).

As amostras foram diluidas em tampéo de lise a fim de se obter quantidade de 60ug
em 12,5uL, que foram desnaturadas a 100°C durante 3 minutos e aplicadas as canaletas
do gel de poliacrilamida a 6% ou 12% para fracionamento. Em um dos pocinhos foram
aplicados 5uL de marcador de peso molecular (Kaleidoscope, pré-corado, Bio-Rad, EUA).
O tampao de corrida foi preparado com trisma (25mmol/L), glicina (0,2mol/L) e SDS (0,1%),
as proteinas foram separadas através de aplicagcdo de 100 volts durante 1 hora e 40

minutos.
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Apés a corrida, as proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose (Bio-
Rad) utilizando tampédo de transferéncia gelado contendo trisma (25mmol/L), glicina
(0,2mol/L) e metanol (10%) durante 1 hora a 100V.

A membrana foi entdo incubada com solug¢éo de bloqueio dos sitios ndo ocupados
durante 15 minutos a temperatura ambiente. A solucdo de bloqueio foi constituido a base
de leite (10%) em TBS-T (tampéo trisma-salina com tween 20 a 0,05%). ApOs este
bloqueio, as membranas foram incubadas com os seguintes anticorpos primarios: TH
(60kDa) e Alfa Tubulina(50kDa) fazendo uma dupla marcagdo; GFAP (53kDa); Fosfacan
(300kDa e 175kDa), Neurocan (130kDa), Sulfato de Condroitina (250kDa) os quais foram
previamente tratados com a enzima da chondroitinase por 30 minutos a 37°C e NG2
(300kDa); Laminina (67kDa); FGF-2 (23kDa) diluidos todos em leite (3%) em TBS-T,
durante 24 horas a 4°C sob agitacdo constante. O anticorpo secundario foi conjugado a
uma peroxidase (HRP-conjugado), a incubacdo da membrana com este anticorpo foi feita
em temperatura ambiente durantel hora.

Apds a incubacdo com os anticorpos secundarios, as membranas foram lavadas por
duas vezes com TBS-T e uma vez com TBS durante 10 minutos cada. A reacdo aconteceu
através de incubacdo com reagente quimioluminescente (Western Lightning
Chemiluminescence Reagent Plus, ECL kit, Perkinelmer, EUA) durante exatamente 1
minuto. As membranas foram expostas a filme sensivel a quimioluminescéncia (Hyperfilm
ECL, Amersham Biosciences) durante o periodo de 30 segundos a 5 minutos, dependendo

do anticorpo e revelados conforme instru¢des do fabricante.

3.7 Imunohistoquimica da Tirosina Hidroxilase (TH)

Um grupo de animais lesados e que recebeu a cirurgia simulada da ADX e inje¢cdes
Sistémicas de solucdo veiculo foram sacrificados 1 semana ap0s a cirurgia e o tecido

processado para imunohistoquimica. Os animais foram perfundidos com paraformoldeido
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como descrito anteriormente (Chadi e Gomide, 2004).

Foi realizada a marcacao do anticorpo monoclonal anti-tirosina hidroxilase (TH) feito
em camundongos por imunohistoquimica para avaliar qualitativamente a quantidade de
neurdnios dopaminérgicos imunomarcados, comparando o lado ipsilateral a lesdo de 1
semana com o lado contralateral. As sec¢fes obtidas foram incubadas por 24 horas em
camaras umidificadas a 4C com o anticorpo TH (1:12 00)

O método imunohistoquimico foi descrito com detalhes por Chadi et al., 1993b;
Chadi et al., 1994. O sistema de imunoperoxidase indireta empregando a avidina-biotina
(ABC) (Hsu et al., 1981; Vectastain, EUA) foi usado com 3-3’-diaminobenzina
tetrahidroclorido (DAB, Sigma, EUA) como cromégeno. Depois de lavadas em tampéo
fosfato, as secc¢des foram incubadas com imunoglobulinas biotinilidas (vector, EUA, diluido
1:200) por uma hora. Essas imunoglobulinas sao obtidas de ovelha ou cavalo e produzidas
contra anticorpos de animais, cujo anticorpos primarios serdo retirados. Os anticorpos
foram diluidos em tampé&o fosfato contendo 0,5% Triton X-100. Numa terceira incubacao, a
avidina e uma peroxidase biotinilida foram introduzidas (Vectastain, Vector, EUA; ambas
diluidas 1:100) durante 45 minutos. A reacéo foi completada com 0,03% de DAB (Sigma)
como cromégeno e H,O, (Sigma) durante 10 minutos. Os procedimentos
imunohistoquimico foram uniformizados, assim, foi considerado o ponto de saturagédo de
DAB, a diluicdo do anticorpo primario longe da saturacdo e um tempo de incubacdo
ajustado de tal modo, que os elementos mais escuros das sec¢Oes medulares estivessem

inferior a saturacéo (Zoli et al., 1990).

3.8 Anélise Estatistica

Os dados quantitativos do Western blot foram analisados e comparados
estatisticamente através do teste t de Student pareado para comparacdes entre as
regides ipsilateral e contralateral a lesdo no mesmo grupo, teste ANOVA de duas vias

com o objetivo de analisar a interacao entre tempo de leséo e tratamento aplicado e pelo
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teste ANOVA de uma via de comparacbes mdltiplas, com significancia de 95%, com o
objetivo de avaliar a evolucdo temporal em cada grupo estudado. Niveis de significancia

menores que 5% foram considerados.
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RESULTADOS



4. Resultados

4.1  Andlise dos niveis da proteina pelo Western Blo  t

4.1.1 Niveis da proteina TH no Mesencéfalo Ventral

A figura 3A mostra reduc¢des das porcentagens dos niveis de TH no lado ipsilateral
do mesencéfalo ventral dos grupos 6-OHDA/SHAM/Veiculo, 6-OHDA/ADX/Veiculo e 6-
OHDA/ADX/Cortico em relacdo ao lado contralateral respectivamente, 25,31%, 17,25% e
12,12% em 72 horas; 9,68%, 8,02% e 10,47% em 1 semana; 15,03%, 15,71% e 5,83%

em 3 semanas.

O teste ANOVA de uma via de medidas repetidas mostrou diferenca da evolucao
temporal nos grupos 6-OHDA/SHAM/Veiculo (p=0,0002; F=22,81); 6-OHDA/ADX/Veiculo
(p=0,0272; F=5,853); 6-OHDA/ADX/Cortico (p=0,0304; F=5,054), na regido ipsilateral em
relacdo ao periodo de 72horas (Fig. 5A, B e C). Ainda, o resultado do pos teste de

Tukey’s das comparacdes entre 0s grupos estéo apresentados na figura 5.

Os resultados dos niveis de TH nos grupos experimentais ipsilateral e nos periodos
estudados séo apresentados na figura 4. Os resultados do teste ANOVA de duas vias que
avaliou o efeito do tempo, do tratamento e da interacdo tratamento x tempo sao
apresentados na tabela 1. Maior niumero de diferencas foi observado entre os grupos 6-
OHDA/ADX/Cortico x 6-OHDA/SHAM/Veiculo e 6-OHDA/ADX/Cortico X  6-
OHDA/ADX/Veiculo. Diferencas entre o0s grupos 6-OHDA/ADX/Veiculo e 6-

OHDA/SHAM/Veiculo foi observada apenas no tempo.
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Figura 3: A figura mostra através da andlise por densidade O6ptica relativa do nivel da
proteina Tirosina Hidroxilase (TH) para avaliar o efeito da injecdo nigral da 6-OHDA na
regido do mesencéfalo ventral (A e ilustrado na B). Observa-se na figura A 0s grupos
estudados comparando-se o lado ipsilateral com o lado contralateral a lesdo em valores
de porcentagem, onde o lado contralateral corresponde a 100% e os valores do lado
ipsilateral estdo demonstrados nessa figura. *%x%x p<0,001; **p<0,01; *p<0,05,
representam diferencas segundo o teste t pareado. Na figura B esta ilustrado o nivel da
proteina TH como base de comparagdo o lado contralateral e da proteina estrutural o-

tubulina nos periodos de 72 horas e 3 semanas (normatizacao).
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Nivel da proteina TH no

Mesencéfalo Ventral
Interacdo Tratamento e Tempo
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Figura 4: A figura mostra a evolugcdo temporal dos grupos na regido ipsilateral no
mesencéfalo ventral com relacéo ao nivel da proteina TH, que foi quantificada através de
densidade Optica relativa. Observa-se diferenca estatisticamente significante entre os
grupos com relacédo ao tempo, tratamento e a interagcdo desses como mostra a tabela 1

abaixo.

Tabela 1. Analise realizada pelo teste ANOVA de duas vias para verificar interacéo entre
0s grupos mediante o tratamento realizado e o tempo de leséo. *** p<0,001; ** p<0,01;
* p<0,05; —— sem significAncia estatistica, representado através do pos teste de

bonferroni.

Grupos 6-OHDA/SHAM/Veiculo 6-OHDA/SHAM/Veiculo 6- OHDA/ADX/Veiculo

X X X
6-OHDA/ADX/Veiculo 6-OHD A/ADX/Cortico 6-OHDA/ADX/Cortico
Tempo p=0,0001; F=23,32 p=0,0 001; F=25,11 p=0,0015; F=8,239
Tratamento p=0,2116; F=1,63 p=0,0001; F=31,83 p=0,0006; F= 14,65
Interacdo p=0,0330; F=3,846 p=0,0005; F= 10,05 p=0,0153; F= 4,841
72 hs 1semana 3 semanas 72 hs 1semana 3 semanas 72 hs 1semana 3 semanas
* — — *hkk —— * *  — * %
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Figura 5: A figura mostra a expresséo da proteina TH, no mesencéfalo ventral através da

analise do teste ANOVA de medidas repetidas aplicando o pds-test de Tukey’s. Observa-

se uma diferenca estatisticamente significante nos 3 grupos analisados.

% %% p<0,001; %% p< 0,01; % p<0,05.
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4.1.2 Niveis da proteina TH no Corpo Estriado

A figura 6A mostra a diminuicdo dos niveis de TH no lado ipsilateral a lesdo do
corpo estriado ja em 72horas quando comparado com o lado contralateral a lesdo nos
grupos 6-OHDA/SHAM/Veiculo (38,12%), 6-OHDA/ADX/Veiculo (27,29%) e 6-
OHDA/ADX/Cortico (20,05%), baseado na estatistica do teste t pareado mantendo essa
diminuicdo em 1 semana 39,11%, 29,62% e 37,22% e 3 semanas 33,26%, 20,07% e

19,34% respectivamente, ndo havendo diferengas entre os grupos ao longo do tempo.

A analise entre 0s grupos, na regiao ipsilateral, em cada um dos periodos (72horas,
1 semana e 3 semanas) nao foi estatisticamente diferente, desse modo néo foi observada

interacao entre o tratamento e o tempo de leséo (p>0,05) (Fig. 7).

O teste ANOVA de uma via de medidas repetidas ndao mostrou diferenca da
evolucdo temporal nos grupos 6-OHDA/SHAM/Veiculo (p=0,5814; F=0,5808); 6-
OHDA/ADX/Veiculo (p=0,3223; F=1,376); 6-OHDA/ADX/Cortico (p=0,3024; F=1,469).

(Fig. 8A, B e C).
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Figura 6: A figura mostra através da andlise por densidade O6ptica relativa do nivel da
proteina Tirosina Hidroxilase (TH) para avaliar o efeito da injecdo nigral da 6-OHDA na
regiao do corpo estriado (A e ilustrado na B). Observa-se na figura A 0s grupos estudados
comparando-se o lado ipsilateral com o lado contralateral a lesdo em valores de
porcentagem, onde o lado contralateral corresponde a 100% e os valores do lado
ipsilateral estdo demonstrados nessa figura. *%% p<0,001; *%* p<0,01; * p<0,05,
representam diferencas segundo o teste t pareado. Na figura B esta ilustrado o nivel da
proteina TH como base de comparagdo o lado contralateral e da proteina estrutural o-

tubulina (normatizagao).
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Nivel da proteina TH no
Corpo Estriado

Interagdo Tratamento e Tempo
1.00
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Figura 7: A figura mostra a evolucdo temporal dos grupos na regido ipsilateral com

relacdo ao nivel da proteina TH, que foi quantificado através de densidade éptica relativa.

N&o observamos diferencas entre 0s grupos no tempo e no tratamento como mostra a

tabela 2 abaixo.

Tabela 2. Analise realizada pelo teste ANOVA de duas vias para verificar interacéo entre

0s grupos mediante o tratamento realizado e o tempo de lesdo. — N&o houve diferenca

estatisticamente significante, representado através do pos teste de bonferroni.

Grupos 6-OHDA/SHAM/Veiculo 6-OHDA/SHAM/Veiculo

6- OHDA/ADX/Veiculo

X X X
6-OHDA/ADX/Veiculo  6-OHD A/JADX/Cortico 6-OHDA/ADX/Cortico
Tempo p=0,7027; F=0,3579 p=0, 0770; F=2,796 p=0,1421; F=2,112
Tratamento p=0,7317; F=0,1202 p=0,5406; F=0,3832 p=0,7957; F=0, 06848
Interagéo p=0,8194; F=0,2008 p=0,60 88; F= 0,5046 p=0,3181; F= 1,199
72 hs 1semana 3 semanas 72hs 1semana 3 semanas 72 hs 1semana 3 semanas

32



6-OHDA/SHAM/Veiculo

0.6+
- C—172horas
1 semana

ZZR 3 semanas

Densidade Optica Relativa >

0.0

6-OHDA/ADX/Veiculo
0.6+
0.5+

0.4+

Densidade Optica Relativa @

6-OHDA/ADX/Cortico
0.6+
0.5+
0.4+

0.3+

0.2

0.1+

Densidade Optica Relativa 0O

0.0

Figura 8: A figura mostra a expressao da proteina TH, no corpo estriado através da
analise do teste ANOVA de medidas repetidas aplicando o pés-teste de Tukey’s. Nao
observa-se uma diferenca estatisticamente significante nos 3 grupos analisados.
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4.1.3 Nivel da GFAP no Mesencéfalo Ventral

A figura 9A mostra o aumento dos niveis da GFAP no lado ipsilateral a lesdo no
mesencéfalo ventral. Observa-se que em 72 horas ha uma diferenca no grupo 6-
OHDA/SHAM/Veiculo (106%) o que nao ocorre nos grupos 6-OHDA/ADX/Veiculo
(102,31%) e 6-OHDA/ADX/Cortico (105,91%) essas diferencas acentuam-se com 1
semana pos lesdo 6-OHDA/SHAM/Veiculo (145,11%),6-OHDA/ADX/Veiculo (134,09%) e
6-OHDA/ADX/Cortico (160,37%). J& com 3 semanas de lesdo ndo ha diferenca do lado
ipsilateral com relacdo ao lado contralateral 6-OHDA/SHAM/Veiculo (106,70%),6-

OHDA/ADX/Veiculo (116,28%) e 6-OHDA/ADX/Cortico (114,40%).

O resultado do teste ANOVA de duas vias avaliou o efeito do tempo, do tratamento
e da interacéo tempo e tratamento e observa-se uma diferenca com relagdo ao tempo de
lesdo: 6-OHDA/SHAM/Veiculo x 6-OHDA/ADX/Veiculo (p<0,01; F=5,680); 6-
OHDA/SHAM/Veiculo x 6-OHDA/ADX/Cortico (p<0,01; F=6,324); 6-OHDA/ADX/Veiculo x

6-OHDA/ADX/Cortico (p<0,001; F=9,712) (Fig. 10 e Tabela 3).

Através do teste ANOVA de medidas repetidas observa-se nos grupos com
adrenalectomia um efeito temporal, com relacdo ao periodo de 72 horas, para um
aumento de GFAP, 6-OHDA/ADX/Veiculo (p=0,0009, F=15,18) e no grupo 6-
OHDA/ADX/Cortico (p=0,0088; F=7,886). Ja no grupo 6-OHDA/SHAM/Veiculo (p= 0,1980;

F=1,997) ndo houve diferenca temporal (Fig. 11A, B e C).
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Figura 9: A figura mostra através da andlise por densidade O6ptica relativa do nivel da
proteina acida fibrilar glial (GFAP) para avaliar o efeito da injecdo nigral da 6-OHDA na
regido do mesencéfalo ventral (A e ilustrado na B). Observa-se na figura A 0s grupos
estudados comparando-se o lado ipsilateral com o lado contralateral a lesdo em valores
de porcentagem, onde o lado contralateral corresponde a 100% e os valores do lado
ipsilateral estdo demonstrados nessa figura.* *p<0,01; *p<0,05, representam diferencas
segundo o teste t pareado. Na figura B esta ilustrado o nivel da proteina acida fibrilar glial

(GFAP) como base de comparacéo o lado contralateral.
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Nivel do GFAP no

Mesencéfalo Ventral
Interagdo Tratamento e Tempo
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Figura 10: A figura mostra a evolucdo temporal dos grupos, na regido ipsilateral com
relacdo ao nivel da GFAP, que foi quantificado através de densidade Optica relativa. Nao
observa-se diferenca estatisticamente significante entre os grupos com relagdo ao
tratamento, mas encontra-se diferenca na interagdo com o tempo como mostra a tabela 3

abaixo.

Tabela 3. Analise realizada pelo teste ANOVA de duas vias para verificar interacéo entre
0s grupos mediante o tratamento realizado e o tempo de lesdo. — sem significancia

estatistica, representado através do pés teste de bonferroni.

Grupos 6-OHDA/SHAM/Veiculo 6-OHDA/SHAM/Veiculo 6- OHDA/ADX/Veiculo

X X X
6-OHDA/ADX/Veiculo 6-OHD A/ADX/Cortico 6-OHDA/ADX/Cortico
Tempo p=0,0083; F=5,68 p=0,00 53; F=6,324 p=0,0006; F=9,712
Tratamento p=0,9503; F=0,0039 p=0, 6337; F=0,2319 p=0,6580; F=0,2000
Interagéo p=0,7040; F=0,3553 p=0,4792; F=0,7546 p=0,9202; F= 0,08341
72 hs 1semana 3 semanas 72hs 1semana 3 semanas 72 hs 1semana 3 semanas
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Figura 11: A figura mostra a expressdo da GFAP, no mesencéfalo ventral através da

analise do teste ANOVA de medidas repetidas aplicando o pos-teste de Tukey'’s.

% % p<0,01; % p<0,05.
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4.1.4 Nivel da GFAP no Corpo Estriado

Na regido do corpo estriado ndo houve diferengca do nivel da proteina na
comparacao entre o lado ipsilateral e contralateral a lesdo nos trés grupos analisados 6-
OHDA/SHAM/Veiculo; 6-OHDA/ADX/Veiculo; 6-OHDA/ADX/Cortico (p>0,05) como
demonstrado respectivamente em 72 horas 96,49%, 100% e 104,43%; em 1 semana
112,21%, 112,00% e 129,25%; e em 3 semanas 113,17%, 113,30% e 103,06% (Fig.

12A).

A analise de cada grupo através do teste ANOVA de medidas repetidas mostrou
um efeito temporal nos niveis de GFAP no grupo 6-OHDA/ADX/Cortico (p=0,0491;
F=4,496) o que nao ocorreu nos grupos 6-OHDA/SHAM/Veiculo (p=0,1434; F=2,500); 6-

OHDA/ADX/Veiculo (p=0,1620; F=2,305) (Fig. 14A, B e C).

Os resultados do teste ANOVA de duas vias que avaliou o efeito do tempo, do
tratamento e da interacdo tratamento x tempo s&o apresentadas na figura 13 e tabela 4,

nao houve diferengas entre os grupos.
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Figura 12: A figura mostra através da andlise por densidade Optica relativa do nivel da
proteina acida fibrilar glial (GFAP) para avaliar o efeito da injecdo nigral da 6-OHDA na
regiao do corpo estriado (A e ilustrado na B). Observa-se na figura A 0s grupos estudados
comparando-se o lado ipsilateral com o lado contralateral a lesdo em valores de
porcentagem, onde o lado contralateral corresponde a 100% e os valores do lado
ipsilateral estdo demonstrados nessa figura. Nao houve diferenca estatisticamente
significante segundo o teste t pareado. Na figura B esta ilustrado o nivel da proteina &cida

fibrilar glial (GFAP) como base de comparacéo o lado contralateral.
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Nivel da GFAP no

Corpo Estriado
Interagdo Tratamento e Tempo

1.75
—- 6-OHDA/SHAM/Veiculo
—— 6-0HDA/ADX/Veiculo
1.254 —@— 6-OHDA/ADX/Cortico

1.001

1.501

0.757
0.501

Densidade Optica Relativa

0.257

0.00 T T T 1
72 horas 1 semana 3 semanas

Figura 13: A figura mostra a evolucdo temporal dos grupos, na regido ipsilateral com
relacdo ao nivel da GFAP, que foi quantificado através de densidade Optica relativa. Nao
h& diferencas estatisticamente significante entre os grupos com relacdo ao tratamento
mas ha uma tendéncia com relacdo ao tempo nas trés analises comparativas como

mostra a tabela 4 abaixo.

Tabela 4. Analise realizada pelo teste ANOVA de duas vias para verificar interacéo entre
0S grupos mediante o tratamento realizado e o tempo de lesdo. —— sem significancia

estatistica, representado através do pdés teste de bonferroni.

Grupos 6-OHDA/SHAM/Veiculo 6-OHDA/SHAM/Veiculo 6- OHDA/ADX/Veiculo

X X X
6-OHDA/ADX/Veiculo  6-OHD A/ADX/Cortico 6-OHDA/ADX/Cortico
Tempo p=0,0767; F=2,818 p=0,0 513; F=3,310 p=0,0548; F=3,228
Tratamento p=0,7877; F=0,0,0739 p=0 ,09620; F=0,0023 p=0,7061; F=0,1452
Interagéo p=0,9511; F=0,05023 p=0,9610; F=0,0398 p=0,9817; F= 0,0185
72 hs 1semana 3 semanas 72hs 1semana 3 semanas 72 hs 1semana 3 semanas
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Figura 14: A figura mostra a expressédo da GFAP, no corpo estriado através da analise do

teste ANOVA de medidas repetidas. Nao houve diferenca estatisticamente significante

aplicando o poOs-teste de Tukey'’s.
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4.1.5 Nivel da proteina Fosfacan no Mesencéfalo Ventral

Na realizacdo da técnica de Western blot, encontramos 2 pesos moleculares

diferentes da proteina fosfacan, os quais estao descritos separadamente.

4.1.5.1 Fosfacan com peso molecular de 175 kDa

N&o foi observada diferencas estatisticamente significantes na expressao dessa
proteina de peso molecular 175kDa, entre as regides ipsilateral e contralateral a lesdo

(p>0,05) (Fig.15A).

Através do teste ANOVA de duas vias, observa-se que o nivel da proteina de baixo
peso molecular do fosfacan mostrou-se diferente no tempo em relagdo aos grupos 6-
OHDA/SHAM/Veiculo x 6-OHDA/ADX/Veiculo (p<0,05) e entre o0s grupos 6-

OHDA/ADX/Veiculo x 6-OHDA/ADX/Cortico (p<0,05) (Fig. 16B e tabela 5A).

Na figura 17A, B e C, pelo teste ANOVA de uma via de medidas repetidas,
observa-se uma diferenca significante no grupo 6-OHDA/ADX/Cortico entre o periodo de

72 horas e 3 semanas (p<0,05), o que néo foi observado nos demais grupo.

4.1.5.2 Fosfacan com peso molecular de 300 kDa

Na andalise dessa proteina, ndo foi observada diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos analisados, e também né&o foi observado diferencas na
expressdo dessa proteina de peso molecular mais alto, entre as regides ipsilateral e
contralateral a leséo (p>0,05) (Fig. 15B). Através da analise pelo teste ANOVA de duas
vias, ndo foram encontradas diferenca do efeito do tempo, tratamento e da interagao
tratamento x tempo (Fig.16A e tabela 5B). Também n&do foi encontrada diferenca
estatisticamente significante ao realizar o teste ANOVA de medidas repetidas para

avaliacdo temporal de cada grupo (Fig. 17D, E e F).
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Figura 15: A figura mostra a densidade Optica relativa do nivel da proteina fosfacan de
175kDa (A) e 300 kDa (B) para avaliar o efeito da ativacdo da mesma apoés injecao nigral
da 6-OHDA na regido do mesencéfalo ventral (ilustrados ambos em C). Observa-se na
figura A e B o0s grupos estudados comparando-se o lado ipsilateral com o lado
contralateral a lesdo em valores de porcentagem, onde o lado contralateral corresponde
a 100% e os valores do lado ipsilateral estdo demonstrados nessa figura. Nao houve
diferencas estatisticamente significante segundo o teste t pareado. Na figura B observa-se
gue no grupo 6-OHDA/SHAM/Veiculo em 1 semana houve uma tendéncia entre o lado
ipsilateral e contralateral (t = 0,08). Na figura C € ilustrado o nivel da proteina fosfacan
nos 2 pesos moleculares (300kDa e 175kDa) como base de comparacdo o lado

contralateral.
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Figura 16: A figura mostra a evolucdo temporal do nivel da proteina Fosfacan de 300kDa
(A) e 175kDa(B) no mesencéfalo ventral no lado ipsilateral a lesdo, que foi quantificado
através de densidade Optica relativa. Nao observamos diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos com relacdo ao tratamento, mas encontramos diferenca na

interacdo com o tempo na proteina de 175kDa como mostra a tabela 5A .
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Tabela 5A. Fosfacan 175kDa, anadlise realizada pelo teste ANOVA de duas vias para
verificar interagdo entre 0s grupos mediante o tratamento e o tempo. — sem significancia

estatistica, representado através do pés teste de bonferroni.

Grupos 6-OHDA/SHAM/Veiculo 6-OHDA/SHAM/Veiculo 6- OHDA/ADX/Veiculo

X X X
6-OHDA/ADX/Veiculo  6-OHD A/ADX/Cortico 6-OHDA/ADX/Cortico
Tempo p=0,0151; F=4,983 p=0,0 696; F=2,984 p=0,0105; F=5,419
Tratamento p=0,9480; F=0,004348 p=0 ,7837; F=0,07707 p=0,8270; F=0,0487 2
Interagéo p=0,05679; F=0,5788 p=0,9682; F=0,03236 p=0,6301; F= 0,4699
72 hs 1semana 3semanas 72hs 1semana 3s emanas 72 hs 1semana 3 semanas

Tabela 5B. Fosfacan 300kDa, anadlise realizada pelo teste ANOVA de duas vias para
verificar interagao entre os grupos mediante o tratamento e o tempo. — sem significancia

estatistica, representado através do pés teste de bonferroni.

Grupos 6-OHDA/SHAM/Veiculo 6-OHDA/SHAM/Veiculo 6- OHDA/ADX/Veiculo

X X X
6-OHDA/ADX/Veiculo  6-OHD A/ADX/Cortico 6-OHDA/ADX/Cortico
Tempo p= 0,6862; F= 0,3815 p= 0,9595; F=0,04142 p= 0,9378; F= 0,06437
Tratamento p= 0,7607; F=0,09454 ... p=0,7188; F=0,1323 p= 0,9606; F=0,002477
Interagéo p= 0,9982; F=0,001780 p= 0,8608; F=0,1506 p=0,8252; F= 0,1934
72 hs 1semana 3semanas 72hs 1semana 3s emanas 72 hs 1semana 3 semanas
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Figura 17: A figura mostra a expressdo da proteina fosfacan com 175kDa (A, B e C) e
com 300kDa (D, E e F), no mesencéfalo ventral através da analise do teste ANOVA de
medidas repetidas aplicando o pds teste de Tukey’s. Observa-se diferenca estatistica no
periodo entre 72horas e 3 semanas no grupo 6-OHDA/ADX/Veiculo (175kDa). % p<0,05.
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4.1.6 Nivel da proteina Fosfacan no Corpo Estriado

Assim como visto no mesencéfalo ventral, ha 2 pesos moleculares diferentes da

proteina fosfacan no corpo estriado, os quais estdo descritos separadamente.

4.1.6.1 Fosfacan com peso molecular de 175 kDa

Foi observada uma diferencas estatisticamente significantes na expressao dessa
proteina de peso molecular 175kDa, entre as regides ipsilateral e contralateral a lesdo
(p<0,05) em 72horas no grupo 6-OHDA/SHAM/Veiculo e em 3 semanas no grupo 6-

OHDA/SHAM/Veiculo (Fig.18A).

Através do teste ANOVA de duas vias, ndo foi observada diferenca do efeito do

tempo, tratamento e da interacdo tratamento x tempo (Fig.19 A e Tabela 6).

Na figura 20A, B e C, pelo teste ANOVA de uma via de medidas repetidas,
observa-se uma diferenca significante no grupo 6-OHDA/SHAM/Veiculo entre o periodo

de 72 horas e 1 semanas (p<0,05), o que nao foi observado nos demais grupo.

4.1.6.2 Fosfacan com peso molecular de 300 kDa

Na andalise dessa proteina, ndo foi observada diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos analisados, e também né&o foi observado diferencas na
expressdo dessa proteina de peso molecular mais alto, entre as regides ipsilateral e

contralateral a leséo (p>0,05) (Fig. 18B).

Através da analise pelo teste ANOVA de duas vias, ndo foram encontradas
diferenca do efeito do tempo, tratamento e da interagéo tratamento x tempo (Fig.19B e
Tabela 6). Assim como n&o foi encontrada diferengas estatisticamente significante

guando aplicado o teste ANOVA de medidas repetidas (Fig.20D, E e F)
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Figura 18: A figura mostra a densidade Optica relativa do nivel da proteina fosfacan de
175kDa (A) e 300 kDa (B) para avaliar o efeito da ativacdo da mesma apoés injecdo nigral
da 6-OHDA na regiao do corpo estriado (ilustrados ambos em C). Observa-se na figura A
e B os grupos estudados comparando-se o lado ipsilateral com o lado contralateral em
valores de porcentagem, onde o lado contralateral corresponde a 100% e os valores do
lado ipsilateral estdo demonstrados na figura. % p< 0,05 representa diferenca segundo o
teste t pareado. Na figura C é ilustrado o nivel da proteina fosfacan nos 2 pesos

moleculares (300kDa e 175kda) como base de comparacao o lado contralateral.
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Figura 19: As figura mostram a evolugdo temporal do nivel da proteina Fosfacan de
175kDa (A) e 300kDa(B) no corpo estriado no lado ipsilateral a leséo, que foi quantificado
através de densidade oOptica relativa. Nao observamos diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos com relacdo ao tratamento, mas encontramos diferenca na

interacdo com o tempo na proteina de 175kDa como mostra a tabela 6A.
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Tabela 6A. Fosfacan 175kDa, anadlise realizada pelo teste ANOVA de duas vias para
verificar interagao entre os grupos mediante o tratamento e o tempo. — sem significancia

estatistica, representado através do pés teste de bonferroni.

Grupos  6-OHDA/SHAM/Veiculo 6 -OHDA/SHAM/Veiculo 6 -OHDA/ADX/Veiculo

X X X
6-OHDA/ADX/Veiculo 6 -OHDA/ADX/Cortico 6 -OHDA/ADX/Cortico
Tempo p=0,0006; F=9,573 p=0,0119; F=5,158 p=0,0130; F=5,036
Tratamento p=0,8724; F=0,02623 p=0 ,7715; F=0,08588 p=0,8792; F=0,02349
Interacdo p=0,9954; F=0,004625 p= 0,7793; F=0,2514 p=0,8190; F=0,2010
72hs 1lsemana 3 semanas 72hs 1semana 3semana 72hs 1semana 3semana

Tabela 6B. Fosfacan 300kDa, anadlise realizada pelo teste ANOVA de duas vias para
verificar interagdo entre 0s grupos mediante o tratamento e o tempo. — sem significancia

estatistica, representado através do pdés teste de bonferroni.

Grupos  6-OHDA/SHAM/Veiculo 6 -OHDA/SHAM/Veiculo 6 -OHDA/ADX/Veiculo

X X X
6-OHDA/ADX/Veiculo 6 -OHDA/ADX/Cortico 6 -OHDA/ADX/Cortico
Tempo p=0,0535; F=3,233 p=0,1631; F=1,928 p=0,1811; F=1,810
Tratamento p=0,9754; F=0,00096 p=0,6707 ; F=0,1844 p=0,6963; F=0,1553
Interacdo p=0,7443; F=0,2982 p=0, 5803; F=0,5543 p=0,8931; F=0,1135
72hs lsemana 3semanas 72hs 1semana 3sem ana 72hs 1semana 3semanas
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Figura 20: A figura mostra a expressado da proteina fosfacan com 175kDa (A, B e C) e

com 300kDa (D, E e F), no corpo estriado através da andlise do teste ANOVA de medidas

repetidas aplicando o pds teste de Tukey’s. Observa-se diferenca estatistica no periodo

entre 72horas e 3 semanas no grupo 6-OHDA/ADX/Veiculo (175kDa). % p<0,05.
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4.1.7 Nivel da proteina Neurocan no Mesencéfalo ventral

A figura 21A mostra os niveis da proteina neurocan no lado ipsilateral do
mesencéfalo ventral dos grupos 6-OHDA/SHAM/Veiculo, 6-OHDA/ADX/Veiculo e 6-
OHDA/ADX/Cortico em relacéo ao lado contralateral respectivamente, 111,31%, 95,30% e
125,77% em 72 horas; 101,63%, 310,77% e 659,78% em 1 semana; 110,48%, 90,97% e

94.97% em 3 semanas.

A analise por densidade 6ptica relativa, também evidenciou que com o decorrer do
tempo a expressao de neurocan foi modificada e em 1 semana pode-se verificar que a
diferenca de tratamento entre os grupos foi diferente no grupo 6-OHDA/SHAM/Veiculo x
6-OHDA/ADX/Cortico (p<0,01), e as diferencas encontradas com 1 semana ja ndo sao

visiveis em 3 semanas quando a expressao do neurocan diminui (p>0,05) (Fig. 22).

Pela analise do teste ANOVA de uma via de mediadas repetidas observa-se um
aumento do nivel da proteina neurocan em 72 horas nos grupos 6-OHDA/SHAM/Veiculo
e 6-OHDA/ADX/Veiculo, quando comparado com os periodos de 1 semana e 3 semanas,
0 que ndo é observado no grupos 6-OHDA/ADX/Cortico que tem o nivel da proteina

aumentada com 1 semana (Fig.23A, B e C)
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Figura 21: A figura mostra a densidade Optica relativa do nivel da proteina Neurocan
130kDa para avaliar o efeito da ativacdo da mesma apos injecdo nigral da 6-OHDA na
regido do mesencéfalo ventral (A e ilustrado em B). Observa-se na figura A 0s grupos
estudados comparando-se o lado ipsilateral com o lado contralateral em valores de
porcentagem, onde o lado contralateral corresponde a 100% e os valores do lado
ipsilateral estdo demonstrados na figura. N&o houve diferenca estatisticamente
significante segundo o teste t pareado. Na figura B € ilustrado o nivel da proteina

neurocan como base de comparacao o lado contralateral.
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Interagdo tratamento e tempo

©
2 1.5
T —- 6-OHDA/SHAM/Veiculo
i —+— 6-OHDA/ADX/Veiculo
8 o —8— 6-OHDA/ADX/Cortico
s 1L
O
<5}
©
©
T 0.57
0
c
[¢B)
)
0.0 T T T 1

72horas  1semana 3semanas

Figura 22: A figura mostra a evolucdo temporal dos grupos com relacdo ao nivel da
proteina neurocan, que foi quantificado através de densidade Optica relativa. Observa-se
diferencas entre os grupos com relagéo ao tratamento e ao tempo como mostra a tabela

7abaixo.

Tabela 7. A tabela mostra o resultado da andlise estatistica da proteina Neurocan na
substancia negra entre os grupos experimentais segundo o teste ANOVA de duas vias,

para verificar interagao entre os grupos em relagao ao tempo de leséao e ao tratamento.

%% p<0,01; % p< 0,05; — ndo houve interacdo, representado através do pds teste de

bonferroni.

Grupos 6-OHDA/SHAM/Veiculo 6-OHDA/SHAM/Veiculo 6- OHDA/ADX/Veiculo

X X X
6-OHDA/ADX/Veiculo  6-OHD A/ADX/Cortico 6-OHDA/ADX/Cortico
Tempo p=0,0029; F=7,319 p=0,0 605; F=3,095 p=0,0122; F=5,184
Tratamento p=0,0665; F=3,657 p =0,0399; F=4,628 p=0,3239; F=1, 008
Interagéo p=0,0962; F=2,556 p=0,067 5; F=2,962 p=0,5330; F= 0,6437
72hs 1 sen;ma 3 semanas 72hs 1 ser‘r:\r 3 semanas 72 hs 1semana 3 semanas
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Figura 23: A figura mostra a expressdo da proteina neurocan, no mesencéfalo ventral
através da analise do teste ANOVA de medidas repetidas aplicando o Test de Tukey’s,
observamos uma diferenga  estatisticamente  significante nos  grupos  6-
OHDA/SHAM/Veiculo e 6-OHDA/ADX/Veiculo . %% p<0,01; % p<0,05.
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4.1.8 Nivel da proteina Neurocan no Corpo estriado

A figura 24A mostra os niveis da proteina neurocan no lado ipsilateral do corpo
estriado dos grupos 6-OHDA/SHAM/Veiculo, 6-OHDA/ADX/Veiculo e  6-
OHDA/ADX/Cortico em relacao ao lado contralateral respectivamente, 79,96%, 66,18% e
65,81% em 72 horas; 133,75%, 162,47% e 157,56% em 1 semana; 93,37%, 120,27% e

132,14% em 3 semanas.

A andlise por densidade Optica relativa, através do teste ANOVA de medidas
repetidas néo evidenciou uma mudanga na expressao do neurocan no corpo estriado nos
trés grupos analisados 6-OHDA/SHAM/Veiculo, 6-OHDA/ADX/Veiculo e 6-

OHDA/ADX/Cortico (Fig. 26).

Os resultados do teste ANOVA de duas vias que avaliou o efeito do tempo, do
tratamento e da interacdo tratamento x tempo s&o apresentadas na figura 25 e tabela 8,

nao houve diferengas entre os grupos.
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Figura 24: A figura mostra a densidade Optica relativa do nivel da proteina Neurocan
130kDa para avaliar o efeito da ativacdo da mesma apos injecdo nigral da 6-OHDA na
regido do corpo estriado (A e ilustrados em B). Observa-se na figura A 0s grupos
estudados comparando-se o lado ipsilateral com o lado contralateral em valores de
porcentagem, onde o lado contralateral corresponde a 100% e os valores do lado
ipsilateral estdo demonstrados na figura. N&o houve diferenca estatisticamente

significante segundo o teste t pareado. Na figura B € ilustrado o nivel da proteina

neurocan como base de comparacao o lado contralateral.
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Figura 25: A figura mostra a evolucdo temporal dos grupos com relacdo ao nivel da
proteina neurocan, que foi quantificado através de densidade Optica relativa. Nao
observa-se diferengas entre os grupos com relacdo ao tratamento e ao tempo como

mostra a tabela 8 abaixo.

Tabela 8. A tabela mostra o resultado da andlise estatistica da proteina Neurocan no
corpo estriado entre os grupos experimentais segundo o teste ANOVA de duas vias, para
verificar interagao entre os grupos em relagcéo ao tempo de lesdo e ao tratamento.

—— ndao houve interacao, representado atraveés do poés teste de bonferroni.

Grupos 6-OHDA/SHAM/Veiculo 6-OHDA/SHAM/Veiculo 6- OHDA/ADX/Veiculo

X X X
6-OHDA/ADX/Veiculo  6-OHD A/ADX/Cortico 6-OHDA/ADX/Cortico
Tempo p=0,1979; F=1,714 p=0,0 626; F=3,044 p=0,0751; F=2,835
Tratamento p=0,8905; F=0,01931 p=0 ,3462; F=0,9160 p=0,2469; F=1,397
Interagéo p=0,4508; F=0,8190 p =0,620 6; F=0,4848 p=0,4957; F=0,7191
72 hs 1semana 3 semanas 72 hs 1semana 3 semanas 72 hs 1semana 3 semanas
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Figura 26: A figura mostra a expressao da proteina neurocan, no corpo estriado através

da andlise do teste ANOVA de medidas repetidas aplicando o pés teste de Tukey’s, ndo

observa-se

diferenca  estatisticamente  significante

nos

grupos

analisados.
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4.1.9 Niveis da proteina NG2 no Mesencéfalo Ventral

A figura 27A mostra a porcentagem do nivel da proteina NG2 no lado ipsilateral do
mesencéfalo ventral dos grupos 6-OHDA/SHAM/Veiculo, 6-OHDA/ADX/Veiculo e 6-
OHDA/ADX/Cortico em relacdo ao lado contralateral respectivamente, 82,03%, 79,79% e
77,49% em 72 horas; 100,15%, 91,20% e 95,30% em 1 semana; 88,79%, 81,75% e

108,34% em 3 semanas, sem haver diferencga estatisticamente significante.

Para uma analise do nivel da proteina NG2 pelo efeito do tratamento, do tempo e
da interag&o tratamento x tempo, foi realizado o teste ANOVA de duas vias cujo resultado
esta presente na tabela 9 e ilustrados na figura 28. Foi observada uma diferenca no

tempo de lesdo nos trés grupos analisados

O teste ANOVA de uma via de medidas repetidas mostrou diferenca da evolucao
temporal nos grupos 6-OHDA/SHAM/Veiculo (p=0,004; F=9,88); 6-OHDA/ADX/Veiculo
(p=0,005; F=9,06); 6-OHDA/ADX/Cortico (p=0,005; F=9,35), como apresentado na figura

29.
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Figura 27: A figura mostra a densidade Optica relativa do nivel da proteina NG2 para
avaliar o efeito da injecdo nigral da 6-OHDA no mesencéfalo ventral (A e ilustrado na B).
Observa-se na figura A os grupos estudados, comparando-se o lado ipsilateral com o lado
contralateral em valores de porcentagem, onde o lado contralateral corresponde a 100% e
os valores do lado ipsilateral estdo demonstrados na figura. Nao houve diferenca
estatisticamente significante segundo o teste t pareado. Na figura B é ilustrado o nivel da

proteina NG2 como base de comparacgédo o lado contralateral.
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Figura 28: A figura mostra a evolucdo temporal dos grupos com relacdo ao nivel da
proteina NG2, que foi quantificada através de densidade Optica relativa. Observa-se uma
diferenca estatisticamente significante com relacdo ao tempo de lesdao nos grupos

estudados, como mostra a tabela 9 abaixo.

Tabela 9. Analise realizada pelo teste ANOVA de duas vias para verificar interacéo entre
0S grupos mediante o tratamento e o tempo. — sem significaAncia estatistica,

representado através do pos teste de bonferroni.

Grupos 6-OHDA/SHAM/Veiculo 6-OHDA/SHAM/Veiculo 6- OHDA/ADX/Veiculo

X X X
6-OHDA/ADX/Veiculo  6-OHD A/ADX/Cortico 6-OHDA/ADX/Cortico
Tempo p=0,0001; F=25,65 p=0,0 001; F=25,26 p=0,0001; F=24,26
Tratamento p=0,2309; F=1,496 p=0,7656; F=0,09055 p=0,1120; F=2,6 82
Interagéo p=0,3464; F=1,098 p=0,8173; F= 0,2031 p=0,7009; F= 0,3596
72 hs 1semana 3 semanas 72 hs 1semana 3 semanas 72 hs 1semana 3 semanas
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Figu?g 29: A figura mostra a expressao da proteina NG2, no mesencéfalo ventral através
da analise do teste ANOVA de medidas repetidas aplicando o pds teste de Tukey's,
observamos uma diferenga  estatisticamente  significante nos  grupos  6-
OHDA/SHAM/Veiculo, 6-OHDA/ADX/Veiculo e 6-OHDA/ADX/Cortico %% p<0,01;

* p<0,05.
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4.1.10 Niveis da proteina NG2 no Corpo Estriado

A figura 30A mostra, em porcentagem os niveis de NG2 no lado ipsilateral do corpo
estriado dos grupos 6-OHDA/SHAM/Veiculo, 6-OHDA/ADX/Veiculo e  6-
OHDA/ADX/Cortico em relacdo ao lado contralateral respectivamente, 85,59%, 83,08% e
104,02% em 72 horas; 59,64%, 72,62% e 122,06% em 1 semana; 88,76%, 87,62% e

144,40% em 3 semanas.

Os resultados do teste ANOVA de duas vias que avaliou o efeito do tempo, do
tratamento e da interagao tratamento x tempo séo apresentados na figura 31 e tabela 10 e

nao mostrou diferenca estatisticamente significante.

Avaliando os grupos separadamente, também ndo foi encontrada diferenca
estatisticamente significante em cada grupo analisado ao longo do tempo, 6-
OHDA/SHAM/Veiculo (p=0,1235; F=2,59); 6-OHDA/ADX/Veiculo (p=0,2899; F=1,405);

60HDA/ADX/Cortico (p=0,2323; F=1,695) (Fig. 32).
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Figura 30: A figura mostra a densidade 6ptica relativa do nivel da proteina NG2 para
avaliar o efeito da injecéo nigral da 6-OHDA na regiédo do corpo estriado (A e ilustrado na
B). Observa-se na figura A os grupos estudados, comparando-se o lado ipsilateral com o
lado contralateral em valores de porcentagem, onde o lado contralateral corresponde a
100% e os valores do lado ipsilateral estdo demonstrados na figura. Ndo houve diferenca
estatisticamente significante segundo o teste t pareado. Na figura B é ilustrado o nivel da

proteina NG2 como base de comparacgédo o lado contralateral.

72



200+

Porcentagem em relacéo ao
lado contralateral
|_\
o
CP

Nivel da Proteina
NG2

—16-OHDA/SHAM/Veiculo
Hl 6-OHDA/ADX/Veiculo
== 6-OHDA/ADX/Cortico

NG2 300 kDa | |

NG2 300 kDa

NG2 300 kDa

72 horas

1 semana

Ipsilateral

3 semanas

Contralateral

NG2 1 semana Corpo Estriado

Ipsilateral
(&) (&)
&> 3° & & ° &
S
S S AR P
D3 Q Q 3 Q Q
\ \s \s \ ?\‘?* ?\?’
N \ ® P Q
S X X8 N S
9) o) o) 9) 9) Q)
< < © < ©

NG2 3 semanas Corpo Estriado

73



Nivel da Proteina NG2 no

Corpo Estriado
Interacdo tratamento e tempo

©
2 0.75
T —- 6-OHDA/SHAM/Veiculo
6’:’ —+— 6-OHDA/ADX/Veiculo
S 050l —8— 6-OHDA/ADX/Cortico
o
O
[}
©
(]
T 0.25]
n
c
[}
)
0.00 T T T 1

72horas  1semana 3semanas

Figura 31: A figura mostra a evolucdo temporal dos grupos com relacdo ao nivel da
proteina NG2, que foi quantificada através de densidade Optica relativa, Nao observa-se
diferenca estatisticamente significante, mas observa-se uma tendéncia com relacdo ao

tempo nos grupos analisados, como mostra a tabela 10 abaixo.

Tabela 10. Analise realizada pelo teste ANOVA de duas vias para verificar interacao entre
0S grupos mediante o tratamento e o tempo. — sem significAncia estatistica

representado através do pos teste de bonferroni.

Grupos 6-OHDA/SHAM/Veiculo 6-OHDA/SHAM/Veiculo 6- OHDA/ADX/Veiculo

X X X
6-OHDA/ADX/Veiculo  6-OHD A/ADX/Cortico 6-OHDA/ADX/Cortico
Tempo p=0,0623; F=3,049 p=0,0 675; F=2,953 p=0,0662; F=2,976
Tratamento p=0,7704; F=0,08677 p= 0,0749; F=3,405 p=0,1950; F=1,757
Interagéo p=0,8353; F=0,1810 p=0,687 6; F= 0,3793 p=0,9379; F= 0,06427
72 hs 1semana 3 semanas 72hs 1semana 3 semanas 72 hs 1semana 3 semanas
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Figura 32: A figura mostra a expressao da proteina NG2, no corpo estriado através da
analise do teste ANOVA de medidas repetidas aplicando o pés teste de Tukey’s, nao

observa-se diferenca estatisticamente significante nos grupos.

75



4.1.11 Niveis da Proteina Sulfato de Condroitina no Mesencéfalo Ventral

A figura 33A mostra as porcentagens dos niveis do Sulfato de Condroitina no lado
ipsilateral do mesencéfalo ventral dos grupos 6-OHDA/SHAM/Veiculo, 6-
OHDA/ADX/Veiculo e 6-OHDA/ADX/Cortico em relacdo ao lado contralateral
respectivamente, 91,71%, 100,00% e 94,75% em 72 horas; 95,50%, 104,55% e 170,98%

(p<0,05) em 1 semana; 118,61%, 118,54% e 102,23% em 3 semanas.

O teste ANOVA de uma via de medidas repetidas mostrou diferenca da evolucao
temporal nos grupos 6-OHDA/ADX/Veiculo (p=0,0059; F=8,937); 6-OHDA/ADX/Cortico
(p=0,0011; F=14,42); nao havendo diferencas na evolucdo no grupo 6-

OHDA/SHAM/Veiculo (p=0,1165; F=2,687) (Fig. 35).

Os resultados do teste ANOVA de duas vias, representados na figura 34, avaliou o
efeito do tempo, do tratamento e da interacao tratamento x tempo que estao apresentados
na tabela 11. Foi observada uma diferenca no tempo nos trés grupos analisados, nao
havendo estatistica significante para interacdo tempo x tratamento e nos tratamentos

realizados.
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Figura 33: A figura mostra a densidade Optica relativa do nivel da proteina Sulfato de
Condroitina para avaliar o efeito da injecdo nigral da 6-OHDA na regido do mesencéfalo
ventral (A e ilustrado na B). Observa-se na figura A os grupos estudados, comparando-se
o lado ipsilateral com o lado contralateral em valores de porcentagem, onde o lado
contralateral corresponde a 100% e os valores do lado ipsilateral estdo demonstrados na
figura. ; % p<0,05, representam diferencas segundo o teste t pareado. Na figura B é
ilustrado o nivel da proteina sulfato de condroitina como base de comparagdo o lado

contralateral.
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Figura 34: A figura mostra a evolucdo temporal dos grupos com relacdo ao nivel da
proteina sulfato de condroitina, que foi quantificada através de densidade 6ptica relativa.
Observa-se diferenca estatisticamente significante no tempo de lesdo nos grupos
estudados, como mostra a tabela 11 abaixo.

Tabela 11. Analise realizada pelo teste ANOVA de duas vias para verificar interacao entre
0S grupos mediante o tratamento e o tempo. — sem significancia estatistica,

representado através do pos teste de bonferroni.

Grupos 6-OHDA/SHAM/Veiculo 6-OHDA/SHAM/Veiculo 6- OHDA/ADX/Veiculo

X X X
6-OHDA/ADX/Veiculo  6-OHD A/ADX/Cortico 6-OHDA/ADX/Cortico
Tempo p=0,0003; F=10,74 p=0,00 01; F=13,38 p=0,0001; F=21,40
Tratamento p=0,2210; F=1,562 p =0,1193; F=2,571 p=0,7101; F=0, 1409
Interagéo p=0,5527; F=0,6048 p=0,2465 ; F=1,468 p=0,7717; F= 0,2614
72 hs 1semana 3 semanas 72 hs 1seman a 3 semanas 72 hs 1semana 3 semanas
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Figura 35: A figura mostra a expresséo da proteina sulfato de condroitina,no mesencéfalo
ventral através da analise do teste ANOVA de medidas repetidas aplicando o pés teste de
Tukey’s, observa-se uma diferenca estatisticamente significante nos grupos 6-
OHDA/ADX/Veiculo (B) e 6-OHDA/ADX/Cortico(C) %% p<0,01; % p<0,05.
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4.1.12 Niveis da Proteina Sulfato de Condroitina no Corpo Estriado

Na figura 36A pode-se observar que ha um aumento da expressdo do nivel da
proteina com 1 semana ap0s a lesdao nos grupos 6-OHDA/SHAM/Veiculo e 6-
OHDA/ADX/Veiculo quando comparado com o lado contralateral. Os niveis de
porcentagem do grupo ipsilateral a lesdo dos grupos 6-OHDA/SHAM/Veiculo, 6-
OHDA/ADX/Veiculo e 6-OHDA/ADX/Cortico em relagdo ao lado contralateral s&o
respectivamente, 102,64%, 115,83%, 107,04% em 72 horas; 167,37%, 189,38%,

139,03% em 1 semana; 117,69%, 119,58%, 117,05% em 3 semanas.

Também observa-se pelo teste ANOVA de uma via de medidas repetidas mostrou
diferenca da evolucdo temporal nos grupos 6-OHDA/SHAM/Veiculo (p=0,0230; F=6,273)
e 6-OHDA/ADX/Veiculo (p=0,0065; F=10,09). Ainda, o resultado do pés teste de Tukey’s

das comparagdes entre 0s grupos estao apresentados na figura 38.

Os resultados do teste ANOVA de duas vias que avaliou o efeito do tempo, do
tratamento e da interacdo tratamento x tempo sdo apresentados na tabela 12. Maior
namero de diferencas foi observado entre os trés grupos 6-OHDA/ADX/Cortico x 6-
OHDA/SHAM/Veiculo, 6-OHDA/ADX/Veiculo e 6-OHDA/ADX/Cortico no tempo de leséo

(Fig. 37 e tabela 12).
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Figura 36: A figura mostra a densidade Optica relativa do nivel da proteina Sulfato de
Condroitina para avaliar o efeito da injecéo nigral da 6-OHDA na regido do corpo estriado
(A e ilustrado na B). Observa-se na figura A os grupos estudados, comparando-se o lado
ipsilateral com o lado contralateral em valores de porcentagem, onde o lado contralateral
corresponde a 100% e os valores do lado ipsilateral estdo demonstrados na figura *
p<0,05 representam diferencas segundo o teste t pareado. Na figura B é ilustrado o nivel

da proteina sulfato de condroitina como base de comparacéo o lado contralateral.
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Figura 37: A figura mostra a evolucdo temporal dos grupos com relacdo ao nivel da
proteina Sulfato de Condroitina, que foi quantificada através de densidade Optica relativa.
Observa-se diferenca estatisticamente significante no tempo de lesdo , como mostra a

tabela 12 abaixo.

Tabela 12. Analise realizada pelo teste ANOVA de duas vias para verificar interacao entre
0S grupos mediante o tratamento e o tempo. - sem significaAncia estatistica,

representado através do pos teste de bonferroni.

Grupos 6-OHDA/SHAM/Veiculo 6-OHDA/SHAM/Veiculo 6- OHDA/ADX/Veiculo

X X X
6-OHDA/ADX/Veiculo  6-OHD A/ADX/Cortico 6-OHDA/ADX/Cortico
Tempo p=0,0021; F=7,729 p=0,0 108; F=5,344 p=0,0034; F=6,995
Tratamento p=0,4187; F=0,6737 p =0,9661; F=0,001836 p=0,4030; F=0,7210
Interagéo p=0,8141; F=0,2072 p=0,737 9; F=0,3072 p=0,3444; F= 1,108
72 hs 1semana 3 semanas 72 hs 1semana 3 semanas 72 hs 1semana 3 semanas
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Figura 38: A figura mostra a expressdo da proteina sulfato de condroitina, no corpo
estriado através da andlise do teste ANOVA de medidas repetidas aplicando o pés teste
de Tukey’s, observa-se uma diferengca estatisticamente significante nos grupos 6-
OHDA/SHAM/Veiculo (A) e 6-OHDA/ADX/Veiculo(B) %% p<0,01; % p<0,05.
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4.1.13 Niveis da Proteina Laminina no Mesencéfalo Ventral

A figura 39A mostra em porcentagens os niveis da proteina Laminina no lado
ipsilateral do mesencéfalo ventral dos grupos 6-OHDA/SHAM/Veiculo, 6-
OHDA/ADX/Veiculo e 6-OHDA/ADX/Cortico em relacdo ao lado contralateral
respectivamente, 85,35%, 81,43% e 74,93% em 72 horas; 77,99%, 83,47% e 159,07%

em 1 semana; 88,51%, 94,90% e 134,05% em 3 semanas.

O teste ANOVA de uma via de medidas repetidas ndao mostrou diferenca da
evolucdo temporal nos grupos 6-OHDA/SHAM/Veiculo (p=0,1266; F=2,705); 6-
OHDA/ADX/Veiculo (p=0,2590; F=1,551); 6-OHDA/ADX/Cortico (p=0,1936; F=2,031)

(Fig.41)

Também ndo foi encontrada diferenca estatisticamente significante quando
aplicado o teste ANOVA de duas vias para avaliacéo do efeito do tempo, do tratamento e

da interacao tratamento x tempo (Figura 40 e tabela 13).
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Figura 39: A figura mostra a densidade oOptica relativa do nivel da proteina Laminina para
avaliar o efeito da injecdo nigral da 6-OHDA na regido do mesencéfalo ventral (A e
ilustrado na B). Observa-se na figura A os grupos estudados, comparando-se o lado
ipsilateral com o lado contralateral em valores de porcentagem, onde o lado contralateral
corresponde a 100% e os valores do lado ipsilateral estdo demonstrados na figura. Na
figura B é ilustrado o nivel da proteina laminina como base de comparag¢do o lado

contralateral.
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Figura 40: A figura mostra a evolucdo temporal dos grupos com relacdo ao nivel da
proteina Laminina, que foi quantificada através de densidade Optica relativa. Observa-se
um diferenga estatisticamente significante e uma tendéncia como mostra a tabela 13

abaixo.

Tabela 13. Analise realizada pelo teste ANOVA de duas vias para verificar interacao entre
0S grupos mediante o tratamento e o tempo. — sem significancia estatistica,

representado através do pos teste de bonferroni.

Grupos 6-OHDA/SHAM/Veiculo 6-OHDA/SHAM/Veiculo 6- OHDA/ADX/Veiculo

X X X
6-OHDA/ADX/Veiculo 6-OHD A/JADX/Cortico 6-OHDA/ADX/Cortico
Tempo p=0,0523; F=3,284 p=0,0 793; F=2,778 p=0,0872; F=2,665
Tratamento p=0,6869; F=0,1659 p =0,9408; F=0,005624 p=0,6383; F=0,2259
Interagéo p=0,9920; F=0,007998 p=0,8659; F=0,1447 p=0,9190; F=0,08468
72 hs 1semana 3 semanas 72 hs 1semana 3 semanas 72 hs 1semana 3 semanas
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Figura 41: A figura mostra a expressdo da proteina Laminina, no mesencéfalo ventral

através da analise do teste ANOVA de medidas repetidas aplicando o pdOs teste de

Tukey’s, ndo observa-se diferenca estatisticamente significante nos grupos analisados.
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4.1.14 Niveis da proteina Laminina no Corpo Estriado

A figura 42A mostra em porcentagens dos niveis da proteina Laminina no lado
ipsilateral do corpo estriado dos grupos 6-OHDA/SHAM/Veiculo, 6-OHDA/ADX/Veiculo e
6-OHDA/ADX/Cortico em relacdo ao lado contralateral respectivamente, 102,48%,
150,50% e 145,88% em 72 horas; 97,53%, 81,90% e 69,30% em 1 semana; 112,56%,

116,7% e 101,78% em 3 semanas.

O teste ANOVA de uma via de medidas repetidas mostrou diferenca da evolucao
temporal nos periodos de 72 horas e 1 semana nos grupos 6-OHDA/SHAM/Veiculo
(p=0,0425; F= 4,402); 6-OHDA/ADX/Veiculo (p= 0,0173; F= 6,261); 0 que nao ocorreu no
grupo 6-OHDA/ADX/Cortico (p= 0,3729; F= 1,091) (Fig. 44). Ainda, o resultado do pés

teste de Tukey’s das comparacdes entre 0s grupos estdo apresentados na figura 44.

Os resultados dos niveis de Laminina nos grupos experimentais e nos periodos
estudados sédo apresentados na figura 43. Os resultados do teste ANOVA de duas vias
que avaliou o efeito do tempo, do tratamento e da interacdo tratamento x tempo sao
apresentados na tabela 14. Observa-se que houve diferengas no tempo de tratamento

nos trés grupos analisados.
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Figura 42: A figura mostra a densidade Optica relativa do nivel da proteina Laminina para
avaliar o efeito da injecéo nigral da 6-OHDA na regiédo do corpo estriado (A e ilustrado na
B). Observa-se na figura A os grupos estudados, comparando-se o lado ipsilateral com o
lado contralateral em valores de porcentagem, onde o lado contralateral corresponde a
100% e os valores do lado ipsilateral estdo demonstrados na figura. Na figura B é

ilustrado o nivel da proteina laminina como base de comparacéo o lado contralateral.
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Nivel da proteina Laminina no

Corpo Estriado
Interacdo Tratamento e Tempo
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Figura 43: A figura mostra a evolucdo temporal dos grupos com relacdo ao nivel da
proteina Laminina, que foi quantificada através de densidade éptica relativa. Observa-se
uma diferenca estatisticamente significante com relagdo ao tempo nos grupos analisados

como mostra a tabela 14 abaixo.

Tabela 14. Analise realizada pelo teste ANOVA de duas vias para verificar interacao entre
0S grupos mediante o tratamento e o tempo. — sem significancia estatistica,

representado através do pds teste de bonferroni.

GI‘UpOS 6-OHDA/SHAM/Veiculo 6-OHDA/SHAM/Veiculo 6- OHDA/ADX/Veiculo

X X X
6-OHDA/ADX/Veiculo  6-OHD A/ADX/Cortico 6-OHDA/ADX/Cortico
Tempo p=0,0011; F=8,683 p=0,0 151; F=4,838 p=0,0097; F=5,438
Tratamento p=0,9324; F=0,007309 p=0 ,3187; F=1,028 p=0,2505; F=1,373
Interagéo p=0,9923; F=0,007755 p=0,5247; F=0,6591 p=0,4920; F=0,7264
72 hs 1semana 3 semanas 72 hs 1semana 3 semanas 72 hs 1semana 3 semanas
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Figura 44: A figura mostra a expressdo da proteina Laminina, no corpo estriado através

da andlise do teste ANOVA de medidas repetidas aplicando o pés teste de Tukey's.

Observa-se diferenca estatisticamente significante nos grupos 6-OHDA/SHAM/Veiculo e

6-OHDA/ADX/Veiculo. % p<0,05.
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4.1.15 Nivel da proteina FGF-2 no Mesencéfalo Ventral

A figura 45 mostra em porcentagens dos niveis da proteina FGF-2 no lado
ipsilateral do mesencéfalo ventral dos grupos 6-OHDA/SHAM/Veiculo, 6-
OHDA/ADX/Veiculo e 6-OHDA/ADX/Cortico em relacdo ao lado contralateral
respectivamente, 45,79%, 91,98% e 100,54% em 72 horas; 129,77%, 87,93% e 94,87%

em 1 semana; 74,44%, 85,15% e 88,35% em 3 semanas.

Os resultados dos niveis de FGF-2 nos grupos experimentais e nos periodos
estudados sédo apresentados na figura 46. Os resultados do teste ANOVA de duas vias
qgue avaliou o efeito do tempo, do tratamento e da interagcdo tratamento x tempo sao
apresentados na tabela 15. Observa-se que ndo houve diferencas no tempo, no

tratamento e na interagao dos trés grupos analisados.

Observamos uma maior diferenca nos animais com 1 semana ap0s a injecdo
unilateral de 6-OHDA (Fig. 47), o que elevou o nivel de FGF-2 (23kDa) no mesencéfalo
ventral na regido ipsilateral do grupo 6-OHDA/SHAM/Veiculo (p<0,05) quando comparado
com a regido contralateral, ndo ocorrendo o0 mesmo fen6meno nos demais grupos.
Observa-se também que em 1 semana na regido ipsilateral houve uma diminuicdo da
expressdo de FGF-2 no grupo 6-OHDA/ADX/Veiculo (25%) que foi revertida totalmente
quando ha reposicéo de corticosterona nesses animais (grupo 6-OHDA/ADX/Cortico). Na
regido contralateral também observamos uma diferenca estatisticamente significante entre

0 grupo 6-OHDA/SHAM/Veiculo x 6-OHDA/ADX/Cortico (p<0,05) (Fig. 47 A e B).
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Figura 45: A figura mostra a densidade 6ptica relativa do nivel da proteina FGF-2 23kDa
para avaliar o efeito da injecdo nigral da 6-OHDA na regido do mesencéfalo ventral.
Observa-se na figura os grupos estudados, comparando-se o lado ipsilateral com o lado
contralateral em valores de porcentagem, onde o lado contralateral corresponde a 100% e
os valores do lado ipsilateral estdo demonstrados na figura t = 0,0700; * p<0,05. Na
figura 47B é ilustrado o nivel da proteina FGF-2 com 1 semana apés a lesdo como base

de comparacéo o lado contralateral.
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Nivel da Proteina FGF-2 no

Mesencéfalo Ventral
Interagado tratamento e tempo
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Figura 46: A figura mostra a evolucdo temporal dos grupos com relacdo ao nivel da

proteina FGF-2, que foi quantificada através de densidade éptica relativa.

Tabela 15. Analise realizada pelo teste ANOVA de duas vias para verificar interacao entre
0S grupos mediante o tratamento e o tempo. — sem significaAncia estatistica,

representado através do pds teste de bonferroni.

GI‘UpOS 6-OHDA/SHAM/Veiculo 6-OHDA/SHAM/Veiculo 6- OHDA/ADX/Veiculo

X X X
6-OHDA/ADX/Veiculo  6-OHD A/ADX/Cortico 6-OHDA/ADX/Cortico
Tempo p=0,1539; F=2,080 p=0,0 798; F=2,919 p=0,2232; F=1,632
Tratamento p=0,7590; F=0,09702 p=0 ,9668; F=0,001780 p=0,7212; F=0,1314
Interagéo p=0,6637; F=0,4194 p=0,8943 ; F=0,1124 p=0,8858; F=0,1220
72 hs 1semana 3 semanas 72 hs 1semana 3 semanas 72 hs 1semana 3 semanas
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Figura 47: A figura mostra a densidade Optica relativa do nivel da proteina do FGF-2
23kDa para avaliar o efeito da ativagdo da mesma ap6s 1 semana da inje¢do nigral da 6-
OHDA na regidao do mesencéfalo ventral (A e ilustrado na B). Observa-se na figura A os
animais da regido ipsilateral do mesencéfalo ventral, havendo uma comparacao entre 0s
grupos, esta analise foi realizada pelo teste test t, % p<0,05. Foi realizado também o teste
ANOVA de uma via, aplicando Dunn’s test para comparacao entre 0S grupos na regiao
ipsilateral e contralateral, # p<0,05. Na figura B é ilustrado o nivel da proteina FGF-2

como base de comparacéao o lado contralateral.
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4.2 Andlise do desaparecimento dos neurdnios dopami nérgicos na substancia

negra pela imunohistoquimica.

Para uma andlise qualitativa, da degeneracdo neural, pode-se observar a figura48
que ilustra a imunorreatividade da TH na regido da substancia negra do lado ipsilateral e
contralateral a lesdo de 6-OHDA, onde se observa uma diminuicdo da reatividade no lado

ipsilateral a lesé&o.

A - < B -

Figure 48: Fotomicrografias de neurbnios e fibras imunomarcadas pela tirosina
hidroxilase mostrando o efeito da injecéo unilateral de 6-hidroxidopamina em ratos Wistar
em secc¢Oes coronais da substancia negra (Sn) e area tegmental ventral (Vta) do lado
contralateral (A) e ipsilateral (B) a lesdo. 1 semana ap6s a injecdo pela neurotoxina
observa-se que a vasta maioria de neurbnios dopaminérgicos da Sn e VTa estdo

diminuidos. Barras: 100um.
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5. Discussao

Sabe-se que as injecbes de 6-OHDA na substancia negra induz a uma leséo do
sistema nigroestriatal, através de um estresse oxidativo (Kumar et al., 1995), resultando
na morte da maioria dos neurdnios dopaminérgicos. Ndo se conhece entretanto se tal

evento pode ser modificado pela acdo de hormdnios adrenoesterdides.

O presente estudo verificou a influéncia da retirada dos hormonios
adrenoesteréides nos processos neurodegenerativos do sistema nigroestriatal
dopaminérgico, assim como no processo de reparo e cicatrizacdo. Observou-se
primeiramente que os niveis de TH no mesencéfalo ventral nos trés grupos analisados (6-
OHDA/SHAM/Veiculo; 6-OHDA/ADX/Veiculo; 6-OHDA/ADX/Cortico) diminuiram em 72
horas, porém no grupo em que foi realizada adrenalectomia e reposicdo exdgena de
corticosterona (6-OHDA/ADX/Cortico) essa diminuicdo foi mais acentuada quando

comparada com o grupo que nao sofreu adrenalectomia (6-OHDA/SHAM/Veiculo).

Alguns estudos demonstraram que com o0 envelhecimento (Stein-Behrens e
Sapolsky, 1992) e apos lesdes neuronais (Sapolsky, 1990), ocorre uma intensificacdo da
morte neuronal na presenca de corticosteréides exogenamente administrados. Assim,
essa diminuicdo dos niveis de TH demonstrada com mais evidencia nos animais
adrenalectomizados é indicativo de que a oblagdo hormonal acelera a perda
dopaminérgica. Estes resultados vao de encontro ao trabalho de Masters et al., 1996 que
demonstrou maior indugdo a morte de neurdnios maduros granulares com a remogao da
glandula adrenal. Porém esse fenbmeno pode se mais intensificado com a reposicao
exogena de corticosterona, como demonstrado também em outros estudos nos quais a
reposicdo exogena de corticosterona induziu maior lesdo neuronal em regides

hipocampais (Dinkel et al. 2003).
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O entendimento de como respostas inflamatérias e enddécrinas em conjunto
regulam o desenvolvimento e a diferenciagdo do neurénio dopaminérgicos antes do
nascimento e a sua sobrevivéncia na vida pos natal € importante para o desenvolvimento
de estratégias terapéuticas para a contencdo de eventos neurodegenerativos (Nichols,
2005).

Esta regulacéo, que ocorre através de respostas inflamatorias e enddcrinas para o
desenvolvimento de novas estratégicas terapéuticas, aquelas que muitas vezes sao
chamadas de neuroimunohumorais tornam-se cada vez mais importante.

Evidéncias da interacdo entre os neurbnios dopaminérgicos e os glicocorticoides
no SNC, com implicagbes na DP, vém de estudos que demonstram que a diminui¢cao da
expressdo de glicocorticdides cursa com aumento do nimero de receptores D1 e D2 de
dopamina no corpo estriado e uma diminui¢do no transporte de dopamina na substancia
negra (Craenenbroeck et al, 2005).

A diminuicdo da secrecdo do hormdnio glicocorticéide foi constatada em pacientes
com doenca de Parkinson. Ainda, o glicocorticéide endégeno ou o tratamento exdgeno,
regulam negativamente sua secrecdo (Rabey et al., 1990; Pariante et al., 1995; Plocka-
Lewandowska et al., 2001).

J& na regido do corpo estriado, diminuicdo dos niveis de TH foi observada em 72
horas nos trés grupos analisados, sendo mais acentuada a diminuicdo nos grupos que
sofreram adrenalectomia. Alguns estudos demonstraram que a reducdo de
glicocorticéides diminui a transmissdo dopaminérgica no estriado (Piazza e Le Moal,
1996).

Os efeitos da manipulagdo adrenocortical que ocorreu na regido do mesencéfalo
ventral, em relac@o aos niveis de TH, nao foram reproduzidos na regido do corpo estriado,
pois provavelmente é mais rapida a degeneracdo dos terminais dopaminérgicos do que

dos corpos celulares (Chadi et al., 1994).
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Esses resultados sdo importantes e necessitam de uma atencdo especial, ja que
geralmente pacientes portadores da DP recebem tratamentos com corticosterdides o que
pode induzir efeitos diferentes no trofismo de neurénios dopaminérgicos e modificar a
regulagédo enddgena dos horménios adrenocorticoides.

Apéds ocorrer uma lesdo no SNC, ha a formacdo de uma cicatriz glial composta por
astrécitos, microglia e oligodendrdcitos, que de fato, impede a ocorréncia de respostas
neurodegenerativas com um crescimento axonal (Bovoleta e Fernaud-Espinosa, 2000).
Desse modo avaliou-se a regulagdo dos niveis de GFAP com os tratamentos efetuados,
visto que ha receptores de glicocorticbéides em astrécitos na regido da substancia negra e
hipocampo (Cintra et al., 1994b). O aumento temporal do nivel dessa proteina foi
observado no mesencéfalo ventral apés a lesdo nigral pela 6-OHDA, sendo esse aumento
pronunciado no periodo de 1 semana, € maior nos grupos que sofreram a adrenalectomia,
assim como vista na expressao da TH, s6 que com uma auto regulacao diminuida.

A reacdo astrocitaria é observada logo apds haver uma lesdo no SNC (Dahl e
Bignami, 1976). Ja estd estabelecido que os astrocitos exercem multiplas funcbes
importantes frente a uma lesdo no SNC, prevenindo o restabelecimento da circuitaria
sinaptica (Schauwecker, e Steward, 1997), assim como exercendo ac¢les tréficas
paracrinas (Gomez-Pinilla et al., 1992). Deste modo, os astrdcitos influenciam as
respostas neuronais poés lesionais (Montgomery, 1994).

Os resultados demonstrados do aumento da expressado de GFAP evidenciado pela
ADX e amplificado pela reposicado de corticosterona, foram de encontro ao aumento da
lesdo dopaminérgica induzida pela neurotoxina. Esta correlacdo entre a morte de
neurbnios dopaminérgicos nigrais e reacdo astrocitaria em funcdo da manipulacdo dos
horménios glicocorticéides é nova na literatura.

Ja os niveis de GFAP no corpo estriado ndo se mostraram alterados nos trés

periodos com relacdo ao lado contralateral & lesédo e também ndo houve modificacdo
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entre os grupos estudos. Possivelmente essa ocorréncia se deva ao fato de ter ocorrido
uma rapida degeneracdo de fibras dopaminérgicas nessa regido. Muitos estudos
demonstram que apos uma lesé@o pela neurotoxina 6-OHDA na substancia negra, h4 um
aumento da presencga de astrocitos reativos marcados pela imunorreatividade do GFAP
no corpo estriado no lado ipsilateral a lesdo (Schauwecker, et al., 1997, Gomide et al,
2005). E possivel que a regulacido da GFAP seja uma ocorréncia precoce, porém ficando
0s astrécitos marcados pela GFAP reativos por um longo periodo. Segundo Sheng et al.,
1993, a lesdo pela 6-OHDA na substancia negra, produz um aumento significante de
astrécitos na regido do corpo estriado em 24 horas ap6s a neurotoxina. Por outro lado,
apos adrenalectomia, ndo foi observada uma mudan¢a substancial da ativacdo
astrocitaria pelo método imunohistoquimico (Chadi et al., 2008).

Além da expressdo aumentada de GFAP no local da lesédo, pode-se encontrar
frente a lesdo por 6-OHDA um aumento da expressdo de moléculas da matriz
extracelular, como o NG2 (Lie et.al., 2002)

Neste estudo a andlise dos niveis das moléculas da matriz extracelular como o
fosfacan (secretado pelo astrécito), neurocan (secretado por neurdnios e astrécitos), NG2
(secretado por células precursoras de astricitos e olingodendrécitos) e o sulfato de
condroitina (secretado pelo astrécito) sdo importantes, visto que, essas moléculas atuam
como inibidores do crescimento axonal frente a uma lesdo no SNC e, deste modo, podem
interferir no restauro do sistema dopaminérgico nas fases de reparo e cicatrizacao.

Os niveis da fosfacan ndo mostraram-se alterados apés a lesdo nigral pela 6-
OHDA, entretanto, a maior quantidade da molécula de peso molecular 175kDa foi
detectada ao longo do tempo nos trés grupos analisados, muito semelhante ao padrao

das respostas da GFAP.
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Ja as mudancas nos niveis da neurocan, NG2 e sulfato de condroitina na regido do
mesencéfalo ventral apresentaram-se semelhantes. Observamos que quantidade desses
foi maior no periodo de 1 semana apés a lesdo com a neurotoxina.

Com relagdo a neurocan houve uma diferenca maior entre 0s grupos 6-
OHDA/SHAM/Veiculo e 6-OHDA/ADX/Cortico, o que indica que a regulacdo do neurocan
esta relacionada com o tratamento. E possivel que a ac¢&o da corticosterona administrada
exogenamente, em animais adrenalectomizados, aumente a expressédo da neurocan. Em
relacdo ao NG2, observa-se que ha uma diferenca nos niveis da molécula com o passar
do tempo da lesdo, com consideravel aumento em 1 semana. Em ambas as analises da
neurocan e NG2 no corpo estriado, ndo foram constatadas nenhuma diferenca
estatisticamente significante da expresséo das proteinas, demonstrando desse modo que
essas moléculas da matriz extracelular atuam especificamente no local da lesao.

A expressdo da proteina sulfato de condroitina na regido do mesencéfalo ventral e
no corpo estriado apresentou diferenca nos grupos que sofreram adrenalectomia 6-
OHDA/ADX/Veiculo e 6-OHDA/ADX/Cortico, no tempo da lesdo, com seu pico de
expressdo em 1 semana, assim como na expressao do GFAP, a expressao da proteina
sulfato de condroitina esta correlacionada com o tratamento.

Um estudo in vivo verificou que h&d uma integracdo entre neurdnios dopaminérgicos
e as moléculas da matriz extracelular quando ap6s um enxerto de neurdnios
dopaminérgicos pode-se verificar a presenca das moléculas da matriz extracelular dentro
e ao redor do mesmo (Gates et al., 1996).

Numa lesdo por transeccdo da via nigroestriatal observa-se um aumento da
imunoreatividade do NG2, neurocan, fosfacan e sulfato de condroitina (Moon et al., 2002)

Em outros modelos de lesdo do SNC, como lesdo na medula espinal, o papel do
fosfacan, neurocan, NG2 e sulfato de condroitina estad melhor estabelecido, demonstrando

haver um aumento dessa proteina com o decorrer do tempo, tendo seu pico de expressao
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com 1 més péds lesdo e restabelecendo seus niveis normais apos 6 meses (Tang et al.,
2003; Davies et al, 2004). A marcagdo por neurocan evidéncia um aumento jA& nos
primeiros 2 dias ap0s a leséo e a marcacdo para o NG2 evidencia um aumento em 4 dias
no local da lesdo (Grimpe e Silver, 2002), j& a marcacdo do fosfacan parece ter uma acao
mais tardia com 8 semanas ap6s a lesdo (Jones et al., 2003)

Em outro estudo envolvendo a leséo cortical, foi identificado aumento do neurocan
e fosfacan até 30 dias apds a lesdo na regido da reacdo astrocitaria na cicatriz glial
formada apds a lesdo (McKeon et al., 1999).

Deste modo € possivel que a reagdo astrocitaria, pode diferir da regulacdo das
moléculas da matriz extracelular no que diz respeito ao tipo e a intensidade da lesdo no
SNC (Mucke e Eddleston, 1993).

A expressao da proteina laminina que é um componente da parede de vasos
sanguineos, foi também analisada. Porém ndo foram constatadas diferencas
estatisticamente significantes na regido do mesencéfalo ventral. JA na regido do corpo
estriado observou-se que houve uma diferenga nos niveis da molécula com o decorrer do
tempo de lesdo, onde houve um pico de expressdo com 1 semana de leséo.

No SNC, a laminina esta presente em vasos sanguineos, no plexo coréide e nas
meninges (Patton, 2000) e estd associada também em geral com as células de schwann e
com células astrocitarias (Menet et al., 2001), mas a expressdo da laminina durante a
formacdo da cicatriz glial frente a um quadro de lesdo medular ainda ndo esta foi
estudada (Grimpe e Silver, 2002). JA num quadro de lesdao pela 6-OHDA, através do
método imunohistoquimico verificou-se que a laminina € imunorreativa somente na area
da lesdo, mas ndo esta associada ao processo de regeneracédo das fibras dopaminérgicas
(Ogawa et al., 1989). E possivel que alteragdes da laminina na regido do corpo estriado
esteja relacionada com processo de neovascularizagcdo de reparo durante o processo de

cicatrizacdo. E possivel também que este fendmeno relacionado a laminina ndo tenha
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sido observado na regido do mesencéfalo ventral (substancia negra) devido ao pequeno
tamanho da regido, comparado com o corpo estriado.

Por outro lado, frente a lesdo no SNC, além de haver fatores que inibem a
regeneracdo, ha fatores que podem auxiliar no reparo e regeneracao, ja bem demosntrado
para o fator neurotréfico FGF-2. Neste estudo, observou-se a diminuicdo dos niveis de
FGF-2 no lado ipsilateral do mesencéfalo ventral 1 semana ap0s a leséo pela 6-OHDA nos
animais adrenalectomizados, efeito esse revertido com a reposicdo hormonal pela
corticosterona. Segundo GoOmez-Pinilla et al., em 1992, acdes paracrinas do FGF-2
astroglial tém sido postuladas depois de uma lesédo no SNC. Lesao pela 6-OHDA promove
a diminuicdo de neurdnios dopaminérgicos e aumento de FGF-2 RNAmM e de astricitos
reativos na regido da via ipsilateral lesada (Chadi et al., 1994). Alguns estudos ja
observaram que a expressao do FGF-2 em células gliais mostrou ter habilidade em
promover gliogénese e trofismo neural, participando desse modo diretamente no reparo e
regeneracdo apos lesdo no SNC (Do Carmo Cunha et al., 2007)

Além dos efeitos tréficos do FGF-2 aos neurdnios dopaminérgicos (Chadi et
al,1993b), o FGF-2 pode patrticipar dos eventos inflamatérios subsequientes, por suas
acOes gliogénicas e vasculogénicas (Monfils et al., 2006) e deste modo interferir com 0s
mecanismos de reparo e cicatrizacdo subsequentes. Interessante que o glicocorticoide foi
capaz de regular a expressao de FGF-2 e seus receptores como descrito por Kruchkova
et al.,, 2001 e também neste estudo. Estas sdo evidéncias das possiveis relacdes da
sinalizacdo hormonal e tréfica mediada por fatores neurotréficos apos lesdo no SNC.

E possivel que a influencia dos hormonios esterdides nos processos de
neurorestruturacdo do SNC lesado seja modulado pela capacidade deles de influenciar na
expressdo do FGF-2 (Chadi et al, 2008). A sintese do FGF-2 apds a lesao dopaminérgica
pode ser modulada pelos hormbnios glicocorticéides e deste modo influenciar os

processos de reparo e cicatrizacdo ja que o FGF-2 é um potente agente gliogénico e
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angiogénico. Através deste mecanismo, os horménios glicocorticéides podem também
interferir na expressédo de moléculas da matriz extracelular pelos astrécitos ativos como
consequéncias para o reparo e cicatrizagao e posterior crescimento de fibras (Chadi et al.,
2008)

A compreensdo dos mecanismos envolvidos na participagdo hormonal, em
particular dos horménios esterdides, na lesdo do SNC, e em especial na doenca de
Parkinson, pode ser de grande importancia no retardo do avanco do processo

neurodegenerativo.
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6. Conclusao

No modelo de lesdo dopaminérgica pela inje¢do nigral de 6-OHDA e adrenalectomia
bilateral:

» A reposicdo de corticosterona potencia a diminuicdo dos niveis de TH no
mesencéfalo ventral.

» A ADX promove aumento dos niveis de GFAP no mesencéfalo ventral independente
da reposi¢éo de corticosterona.

» O neurocan aumenta principalmente na ocorréncia da reposi¢ao com corticosterona.

» As moléculas da matriz extracelular nos locais da lesdo tém seus niveis alterados
em relacdo ao tempo de lesdo. Pode-se evidenciar que a expressdo das moléculas
neurocan, NG2 e sulfato de condroitina teve seu pico com 1 semana de leséo

» A ADX diminui os niveis de FGF-2, o que foi revertido pela reposicdo da
corticosterona.

> E possivel que os hormonios glicocorticdides adrenais modulem os elementos
envolvidos na neurodegeneragcdo bem como nos processos de reparo e cicatrizagao
do sistema dopaminérgico. Os beneficios e maleficios desta regulacdo dependem
de varios fatores ainda em analise. Porém, ainda ndo se sabe se a reposicédo
exégena pela corticosterona pode trazer beneficios ao cenario neurodegenerativo

do modelo de parkinsonismo experimental pela injecédo nigral de 6-OHDA.
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