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RESUMO

RIBEIRO, D. L. Efeitos do nitroprussiato de s6dio na via cortico-estriatal durante a
ocorréncia das discinesias induzidas pela L-DOPA. 2021. Dissertacdo (Mestrado) -
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, 2021.

A doenca de Parkinson é caracterizada pela perda gradual de neur6énios dopaminérgicos da
substancia negra compacta. O tratamento visa a reposi¢cao dopaminérgica no estriado com o
uso da L-DOPA. Entretanto, o uso cronico da L-DOPA pode levar ao surgimento de
complicagcdes motoras como as discinesias induzidas pela L-DOPA (LIDs). O estriado €
composto principalmente pelos neurbénios espinhosos médios (MSNs) que séo divididos de
acordo com seu alvo de projecdo. A via direta (AMSNSs) projeta-se para as por¢des motoras
do globo pdlido interno (GPi) e substancia negra reticulada (SNr), enquanto a via indireta
(iMSNs) projeta-se indiretamente para os nucleos de saida através de conexfes com o globo
palido externo (GPe) e nucleo subtalamico (NST). E sugerido que as LIDs surgem devido ao
desequilibrio na atividade dessas vias, ocorrendo uma hiperativacao da via direta. O 6xido
nitrico (NO) estd associado a modulagdo das vias de projecdes estriatais através da
sinalizagdo nNOS-NO-GCs-GMPc. Nossa hipotese de trabalho é que o uso de inibidores e
doadores de NO séo capazes de reduzir a atividade exagerada da via cértico-estriatal e dessa
maneira equilibrar a atividade das vias de saida do estriado atenuando as LIDs.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson, Oxido Nitrico, Nitroprussiato de Sédio, Eletrofisiologia.



ABSTRACT

RIBEIRO, D. L. Effects of sodium nitroprusside on the corticostriatal pathway during the
occurrence of L-DOPA-induced dyskinesias. 2021. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de
Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, 2021.

Parkinson's disease is characterized by the gradual loss of dopaminergic neurons from the
substantia nigra pars compacta. Treatment is aimed at dopaminergic replacement in the
striatum with the use of L-DOPA. However, the chronic use of L-DOPA can lead to motor
complications such as L-DOPA-induced dyskinesias (LIDs). The striatum is mainly composed
of medium spiny neurons (MSNs) that are divided according to their projection target. The
direct pathway (dMSNSs) projects to the motor portions of the inner pale globe (GPi) and cross-
linked reticulated substantia nigra (SNr), while the indirect pathway (iMSNSs) projects indirectly
to the exit nuclei through connections with the globe pale external (GPe) and subthalamic
nucleus (STN). It is suggested that LIDs arise due to the imbalance in the activity of these
pathways, with hyperactivation of the direct path occurring. Nitric oxide (NO) is associated with
the modulation of striatal projection pathways through nNOS-NO-sGC-cGMP signaling. Our
working hypothesis is that the use of inhibitors and NO donors are able to reduce the
exaggerated activity of the corticostriatal pathway and in this way balance the activity of the
striatal output pathways, attenuating LIDs.

Key-words: Parkinson's Disease, Nitric Oxide, Sodium Nitroprusside, Electrophysiology.
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1. INTRODUCAO

1.1. Doencga de Parkinson

A doenca de Parkinson (DP) foi descrita inicialmente como uma sindrome por
James Parkinson em sua monografia “Um Ensaio sobre a Paralisia Agitante” de 1817.
Atualmente a DP é a segunda doenca neurodegenerativa mais comum apoés a doenca
de Alzheimer (DA).

A etiologia da DP ainda € pouco conhecida, no entanto seu desenvolvimento
provavelmente possui origens multifatoriais sendo influenciada por fatores genéticos
e ambientais (CACABELOS, 2017). A exposicao do individuo a pesticidas como o
paraquat e alguns metais pesados como o ferro e o chumbo também esta associada
ao desenvolvimento da DP (WIRDEFELDT et al., 2011; KUHN et al., 1998).

A DP é uma desordem neurolégica complexa que é caracterizada pela morte
precoce dos neurdnios produtores de dopamina localizados em uma estrutura dos
ndcleos da base chamada substancia negra compacta (SNc). O acumulo de
agregados da proteina a-sinucleina denominados corpos de Lewy também estéo
associados a neurodegeneracdo que ocorre na doenca. A deficiéncia de dopamina no
estriado como consequéncia da morte dos neurdnios dopaminérgicos levam a
sintomas motores e ndo motores (KALIA; LANG, 2015).

Parkinsonismo é definido como uma sindrome hipocinética e a principal causa
do seu surgimento é a DP (MCFARLAND, 2016). No entanto, outras doencas ou
lesbes que afetam a disponibilidade de dopamina no estriado podem levar ao
surgimento de sintomas motores, como: rigidez, tremores em repouso, lentiddo ou
auséncia de movimentos voluntarios e instabilidade postural (DAUER,;
PRZEDBORSK, 2003).

Os sintomas ndo motores, como a depresséo, ansiedade e disturbios do sono
podem surgir antes mesmo dos sintomas motores. Além disso, foi demonstrado em
estudos recentes que estes sintomas ndo motores possuem uma maior capacidade
de impactar a qualidade de vida relacionada a saude dos pacientes quando
comparado aos sintomas motores (HAYES, 2019; MARTINEZ-MARTIN et al., 2011).
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O principal tratamento sintomatico para a DP tem como objetivo a reposicao
da dopamina no estriado, sendo o tipo de tratamento mais eficiente o uso do precursor
da dopamina, a Levodopa (L-DOPA). Sua caracteristica molecular, que permite a
passagem através da barreira hematoencefalica, possibilitou a administracdo da
droga por via oral (ABBOTT, 2010). O uso continuado da L-DOPA em pacientes
parkinsonianos pode levar ao surgimento de complicagdes motoras conhecidas como
discinesias induzidas pela L-DOPA (LIDs) (BASTIDE et al., 2015).

Os surgimentos das LIDs dependem do nivel da degeneracdo dopaminérgica,
das doses terapéuticas e do tempo de tratamento com L-DOPA (CENCI, 2014).
Diferentes formas de LIDs s&o descritas de acordo com o padrdo temporal dos
movimentos involuntérios relativos a ingestdo de medicamentos, isto é, a distonia de
periodo OFF (ocorre com a queda dos niveis plasméaticos de L-DOPA), as discinesias
difasicas (inicio e fim da acdo da L-DOPA) e as discinesias de pico de dose (ocorrem
na metade do periodo Util de acdo da L-DOPA) (FABBRINI et al., 2007)

Essas complicacGes podem ser muito debilitantes e comprometer a qualidade
de vida de pacientes parkinsonianos. Por esta razado, outros tipos de drogas podem
ser utilizados inicialmente para controlar os sintomas motores parkinsonianos como
0S agonistas de receptores dopaminérgicos pramipexol e o ropinirol e inibidores de
monoaminas oxidase tipo B (MAO-B) como por exemplo a selegilina e a rasagilina
(JANKOVIC; STACY, 2007; HAYES et al, 2019; FERRAZ, 2004).

1.2. Nducleos da base

Os nacleos da base sédo estruturas presentes no mesencéfalo que
desempenham diversas func¢des, incluindo o controle motor, aprendizagem motora,
comportamento e emogdes (LANCIEGO; LUQUIN; OBESO, 2012). E composto pelo
estriado (nucleo caudado e putamen), globo palido (porgdes interna e externa), pela
substancia negra reticulada (SNr), pela SNc e pelo ndcleo subtalamico (NST)
(STOCCO; LEBIERE; ANDERSON, 2010).

O corpo estriado é o principal alvo de entrada de informacfes de outras
estruturas dos nucleos da base, atuando de forma a integrar as informacdes sensoérios

motoras vindas principalmente do cortex motor. Recebe importantes projecdes
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dopaminérgicas da SN que se degeneram durante a DP, como consequéncia dessa
degeneragéo, as vias do controle motor ficam comprometidas (HARRIS et al., 2020).

O estriado é constituido pelos nucleos caudado e putamen. A nivel celular, o
estriado € composto por interneurdnios e, principalmente, pelos neurénios espinhosos
meédios (MSNSs) que séo categorizados em duas vias principais e sao definidos de
acordo com seus alvos de projecdo (DELONG, 1990). A via direta (dMSN) surge de
neurdnios do estriado que possuem GABA e substancia P, expressam principalmente
receptores do tipo D1 e projetam-se diretamente para as por¢cdes motoras do globo
palido interno (GPi) e SNr. A via indireta (iIMSN), surge de neurénios localizados no
estriado que possuem ambos GABA e encefalina, expressam receptores do tipo D2 e
projetam-se indiretamente para os nucleos de saida (GPi e SNr) através de conexdes
com o globo palido externo (GPe) e NST (DELONG, 1990).

Os MSNs possuem enzimas que atuam na sintese e degradacdo dos
nucleotideos ciclicos AMPc e GMPc como a adenilato ciclase (AC), guanilato ciclase
solivel (GCs) e as fosfodiesterases (PDEs). A ativacdo destas enzimas €
comprometida pela perda dos receptores dopaminérgicos que, consequentemente,
altera os niveis de nucleotideos ciclicos estriatais (THRELFELL; WEST, 2013).

O modelo classico de funcionamento dos nucleos da base propbe que o
controle motor depende do equilibrio entre os dMSNs e IMSNs e que essas vias
possuem mecanismos de funcionamento opostos, enquanto os dMSNs estdo
envolvidos na facilitacdo dos movimentos, os iIMSNs funcionam inibindo movimentos
indesejados. A ativacdo dopaminérgica dos receptores D1 dos dMSNs tem como
consequéncia um aumento da excitabilidade, enquanto que a ativacéo de receptores
do tipo D2 presentes nos iIMSNs diminui a excitabilidade (ALBIN et al., 1989;
DELONG, 1990).

Com a morte dos neurdnios dopaminérgicos ocorrido na DP, ocorre um
aumento da atividade dos neurbnios da via IMSNSs, resultando em uma excitacao
aumentada do GPi e SNr e uma diminuicdo na atividade dos neurénios da via dMSNSs,
levando a uma atividade inibitéria do GPi e SNr para o talamo e como consequéncia,
ocorre a diminuicdo da atividade cortical (DELONG; WICHMANN, 2007). A terapia de
reposicao dopaminérgica utilizando a L-DOPA restaura a atividade entre as vias, no
entanto, seu uso crénico causa uma hiperatividade nos dMSNs e hipoatividade nos
IMSNs (ALBIN et al., 1989; DELONG, 1990).
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As interacbes entre as entradas glutamatérgicas cortico-estriatais e 0s
receptores dopaminérgicos possuem um papel fundamental na plasticidade sinaptica
estriatal (CALABRESI; CENTONZE; BERNARDI, 2000). A transmissdo excitatéria
cortico-estriatal pode expressar duas formas opostas de plasticidade sinaptica: a
depresséao de longo prazo (LTD), que consiste na reducdo da atividade das sinapses
neuronais e a potenciacdo de longo prazo (LTP), onde ocorre um aumento da
atividade das sinapses neuronais (PICCONI et al., 2003).

Essas formas de plasticidade podem representar os mecanismos celulares
para a regulacdo de longo prazo exercida pelo corpo estriado sobre a atividade dos
nucleos da base e para o armazenamento de habilidades motores (CALABRESI et
al.,1996).

Os receptores dopaminérgicos D1 e D2 parecem modular as mudancas de
longo prazo na plasticidade sinaptica glutamatérgica em MSNs. A sinalizacdo do
receptor D1 promove a (LTP), enquanto a sinalizagéo do receptor D2 promove a (LTD)
(CALABRESI et al., 2007; GERDEMAN; ROSENI; LOVINGER, 2002). O tratamento a
longo prazo com a L-DOPA aumenta a ativacdo dos receptores D1 dos dMSNSs,
desencadeando um processo de LTP sinaptico como resultado da hiperativacéo
desses receptores (PICCONI et al., 2003).

1.3. Modelo animal da DP induzido por 6-hidroxidopamina
(6-OHDA).

A 6-OHDA € um composto capaz de desencadear a degeneracdo de
neurbnios dopaminérgicos e noradrenérgicos através do acumulo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) como o superoxido, peroxido de hidrogénio e o radical
hidroxila. As EROs levam a um desequilibrio homeostéatico, pois interferem no
processo respiratorio mitocondrial causando danos celulares (BERNSTEIN et al.,
2011; SIMOLA; MORELLI; CARTA, 2007).

Os neurdnios da via nigroestriatal sdo sensiveis a 6-OHDA, que possui alta
afinidade com os transportadores de membrana. Dessa maneira, a 6-OHDA é
comumente utilizada para induzir o modelo animal da DP. A 6-OHDA pode ser
microinjetada no estriado, no feixe prosencefalico medial (FPM) ou diretamente na

SNc através de cirurgia em aparelho estereotaxico (TIEU, 2011).
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O tratamento de animais com lesdo nigroestriatal induzida por 6-OHDA com
L-DOPA permitiu, por exemplo, entender melhor os mecanismos fisiopatolégicos
relacionados com as LIDs e estudar possiveis formas de tratamento para estes efeitos
colaterais (DUTY; JENNER, 2011).

As LIDs induzidas em modelos animais exibem o mesmo perfil das discinesias
de pico de dose (tipo de discinesia mais comum). Assim, o0 modelo animal das LIDs
representa uma forma efetiva de estudo farmacolégico e comportamental, pois
apresenta similaridades com as LIDs em humanos e respondem a tratamentos
antidiscinéticos eficazes tanto em humanos, quanto em primatas ndo humanos
(LUNDBLAD et al., 2002).

A 6-OHDA é transportada para dentro da célula pelos transportadores de
dopamina (DAT) ou noradrenalina (NAT). Dentro dos neurénios, a 6-OHDA passa por
um processo de degradacdo pela monoamina oxidase A (MAO-A), produzindo como
resultado as espécies reativas de oxigénio (EROs) que sdo capazes de danificar
diversas proteinas celulares. Além disso, a 6-OHDA prejudica a atividade do complexo
| da cadeia respiratoria mitocondrial. Em modelos animais experimentais, a 6-OHDA
€ geralmente administrada em associacdo com bloqueadores de transportadores de
noradrenalina (NAT), como a desipramina (DMI), para preservar as fibras
noradrenérgicas e aumentar a seletividade da degeneracdo dos neurdnios
dopaminérgicos (SIMOLA, MORELLI e CARTA, 2007).

1.4. Sistema nitrérgico.

O o6xido nitrico (NO) é uma molécula gasosa de alta difusibilidade que esta
envolvida no funcionamento de diversos mecanismos bioldgicos. Pode atuar na
vasodilatacdo do endotélio vascular, em reac¢des do sistema imunoldégico a agentes
patogénicos ou ainda atuar como neuromodulador no cérebro (MONCADA,; HIGGS,
1993). O NO é sintetizado a partir do aminoacido L-arginina por trés diferentes
isoformas da enzima Oxido nitrico sintase (NOS): a Oxido nitrico sintase endotelial
(eNOS), que é produzida nos tecidos endoteliais e atua principalmente no relaxamento

dos vasos sanguineos; a 6xido nitrico sintase induzida (iNOS), que esta envolvida em
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acOes do sistema imunoldgico; e a 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS), que atua
como um neurotransmissor atipico (ALDERTON; COOPER; KNOWLES, 2001).

O NO difunde-se livremente através das membranas celulares, essa
caracteristica permite a interacdo com células adjacentes sem a necessidade de
receptores de membrana. Nos MSNs estriatais, apds a ativacdo de neurdnios pos
sinapticos, ocorre a liberacdo de glutamato pelos terminais pré sinapticos que se liga
aos receptores N-metil D-Aspartato (NMDA) presentes na superficie de terminais pos
sinapticos, promovendo a entrada de Ca2+ e ativacdo da enzima Oxido nitrico sintase
neuronal (hNOS) através de um mecanismo dependente de calcio/calmodulina. O NO
pode atuar como um neurotransmissor retrogrado, ou seja, o estimulo ocorre no
sentido poés-sinaptico para o pré-sindptico. O NO € sintetizado pela enzima nNOS
utilizando L-arginina como substrato e nicotinamida-adenina-dinucleotideo- fosfato
(NADPH), liberando L-citrulina e NO (FLORA FILHO; ZILBERSTEIN, 2000).

No estriado, 0 NO é produzido pelos interneurbnios que expressam a enzima
NNOS e é posteriormente difundido para os MSNs. Uma vez no citosol dos MSNSs,
ocorre entdo a ligacdo do NO com o ferro do grupo heme da enzima guanilato ciclase
soltvel (GCs) iniciando a reacdo de sintese do GMPc a partir de trifosfato de
guanosina (GTP) (GIOVINAZZO; DAWSON; DAWSON, 2014).

A sinalizacdo realizada pelo NO pode atuar mediando e/ou regulando
multiplos aspectos da neurotransmisséao estriatal (WEST; GRACE, 2000). O papel do
NO na neuromodulacdo estriatal foi relatado inicialmente em um estudo que
demonstrou que o doador de NO nitroprussiato de sédio (NPS) quando convertido em
NO interage com a enzima GCs em terminais da via nigroestriatal promovendo a
fosforilacdo da proteina quinase G (PKG), e ativando enzimas PDEs (TSOU et al.,
1993; GHIGLIERI et al., 2012).

As enzimas PDEs sao divididas em 11 familias, cada uma com funcdes
distintas e que podem hidrolisar os nucleotideos ciclicos. No estriado, as enzimas
PDEs dos tipos 1B, 2A e 10A sdo amplamente distribuidas, sendo responsaveis pela
hidrélise de ambos AMPc e GMPc. As PDEs com ag¢fes especificas para AMPc (3A,
3B, 4D, 7B e 8B) também sdo amplamente expressas no estriado. A PDE9A possui
substrato especifico para GMPc e é expressa de forma moderada no estriado
(BENDER; BEAVO, 2006).

A deplecdo dopaminérgica estriatal resulta em alteracdes transitorias e
dindmicas na sintese (NOS dependente de sGC) e degradacao (dependente de PDE)
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dos nucleotideos ciclicos estriatais. A via de sinalizacdo do NO atua também nos
mecanismos que levam ao surgimento das LIDs (CALABRESI et al., 2013).

Altos niveis de NO presentes na SNc parkinsoniana indicam a importancia
gue o sistema nitrérgico pode ter no estabelecimento do ciclo de inibicdo do complexo
| da cadeia respiratoria mitocondrial e na formacéao de radicais livres contribuindo para
a morte dos neurdnios dopaminérgicos durante a PD (SHERGILL et al., 1996).

Em modelos animais da DP com 6-OHDA foi demonstrado que o uso do
inibidor da enzima NNOS 7-Ni e do doador de NO NPS foram capazes de diminuir as
incidéncias das LIDs sem afetar a capacidade terapéutica da L-DOPA (BORTOLANZA
etal., 2016; SOLIS et al., 2015; PADOVAN-NETO et al., 2009). Além disso, resultados
utilizando animais knockout para a enzima nNOS evidenciaram que a via de
sinalizacdo do NO é necesséaria para a excitabilidade dos MSNs em resposta a
transmissao glutamatérgica no estriado (PADOVAN-NETO et al., 2015ab).

Em modelos animais da DP, o uso de inibidores de enzimas nNOS e de
doadores de NO apresentaram efeitos antidiscinéticos e foram capazes de diminuir as
LIDs (BORTOLANZA et al., 2016; SOLIS et al., 2015).

A relacdo do NO com a morte neuronal dopaminérgica foi demonstrada em
modelo animal com 6-OHDA através da administracao do inibidor da nNOS NG-nitro-
L-arginine (L-NOARG). Os resultados mostraram uma reducao significativa nos danos
dopaminérgicos induzidos por 6-OHDA através de imuno-histoquimica para tirosina
hidroxilase (TH), sugerindo que a inibicdo da sintese de NO pode diminuir os efeitos
toxicos da 6-OHDA nos terminais dopaminérgicos e em corpos celulares de dopamina
em sub-regides do SN no cérebro de ratos (GOMES; RAISMAN-VOZARI; DEL-BEL,
2008),

O Nitroprussiato de sodio (NPS) é um doador de NO utilizado na clinica para
diminuir a pressao arterial em pacientes hipertensivos. Sua eficacia no controle de
hipertenséo arterial quando administrado intravenosamente foi demonstrada em um
estudo realizado por Page et al. (1955). E sugerido também que a administracéo de
NPS é capaz de melhorar os sintomas psicéticos de pacientes com esquizofrenia, no
entanto, 0os mecanismos pelo quais o NPS atua na esquizofrenia ndo sao
completamente compreendidos (HALLAK et al., 2013).

O NO liberado pela administracdo de NPS parece agir através da
vasodilatacdo aumentando a perfusdo cerebral para regides com fluxo sanguineo

diminuido em pacientes com esquizofrenia, talvez exercendo um efeito antipsicotico
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(BROWN et al., 2019; PINKHAM et al., 2011). Nas células vasculares, o NPS atua
reagindo com grupos sulfidrila em eritrdcitos, albumina e outras proteinas. A rapida
degradacédo do NPS libera o NO, que funciona como um potente vasodilatador, e
cianeto que, quando acumulado, pode desencadear efeitos toxicos (IVANKOVICH et
al., 1978; HOTTINGER et al., 2014; RINDONE; SLOANE, 1992).

No estriado, o NPS estimula a liberacdo de L-DOPA de uma forma
dependente da sua concentracéo e do tempo por um mecanismo independente de
Ca2+. Um estudo demonstrou que a infuséo intraestriatal de NPS em ratos atraves de
microdialise aumentou muito a concentracdo de dopamina e diminuiu a concentracao
de L-DOPA. Além disso, é sugerido que a acdo do NO na liberacdo de L-DOPA é
mediada por GMPc e também pelo mecanismo de formacdo de peroxinitrito
(SANCHEZ; ABREU; GONZALEZ, 2002).

Nossa hipétese de trabalho € que o uso de inibidores e doadores de NO sao
capazes de reduzir a atividade exagerada da via cortico-estriatal e dessa maneira

equilibrar a atividade das vias de saida do estriado atenuando as LIDs.
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6. CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que o tratamento com NPS associado a L-DOPA é
capaz de causar uma hiperatividade da via cértico-estriatal e como consequéncia o
aumento das LIDs. O uso de inibidores ODQ e 7-NI ndo mostraram efeitos anti-
discinéticos, no entanto, sua eficacia foi anteriormente descrita na literatura.

O envolvimento do sistema nitrérgico nas LIDs é complexo, diversos
mecanismos ainda pouco conhecidos estdo envolvidos na modulagéo das vias do
controle motor no parkinsonismo e durante as LIDs. E possivel que o NPS esteja
aumentando a atividade do sistema nitrérgico e como consequéncia aumentando a
excitabilidade dos MSNs e das LIDs.

O aumento nos escores das LIDs evidenciados pelos testes comportamentais
e 0 aumento da excitabilidade na via cortico-estriatal nos animais tratados com NPS e
L-DOPA parecem estar relacionados ao aumento da disponibilidade de NO no
estriado.
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