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Resumo

DATI, L. M. M. Doenca de Parkinson: possivel envolvimento de receptores
de cininas, purinas e de potencial transiente. 2017. 108f. Tese (Doutorado
em Fisiologia Humana) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o
Paulo, Sao Paulo, 2017.

A Doenca de Parkinson (DP) é uma doenca neurodegenerativa que
envolve a perda de neurdnios da substancia negra, provocando bradicinesia,
acinesia, tremores de repouso, rigidez muscular, alteragbes da marcha e
instabilidade postural, além de deficiéncias cognitivas mais tardias. Um modelo
animal muito usado para estudar a DP € o modelo que utiliza a administracéo
direta de 6-OH-dopamina (6-OHDA) no feixe prosencefalico medial, substancia
negra ou no estriado, sendo esta droga responsavel pela morte dos neurénios.
Ha evidéncias de que alguns sistemas de comunicacao celular podem modular
o desenvolvimento da DP. Por exemplo, as cininas, que agem em receptores B1
e B2, podem estar envolvidas com neuroprotecdo. Ainda, outros receptores que
tém sido relacionados com neurodegeneracdo sao o0s canais de potencial
transiente (TRPs), que séo divididos em subtipos, como: TRPV, TRPM, TRPC,
TRPML e TRPP. Outro grupo de receptores que também podem contribuir para
0 desenvolvimento da DP s&@o o receptores purinérgicos, como P2X2, P2X4,
P2X7 e P2Y4. Levando em consideracao os efeitos destes receptores em células
do sistema nervoso, este trabalho teve como objetivo avaliar a expressao e o
envolvimento destes receptores de membrana na DP induzida por 6-OHDA em
camundongos da linhagem C57BI/6 e nocautes para os receptores B2. Além
disso, agonistas/ antagonistas dos receptores B2 e um antagonista de TRPM7
foram utlizados para avaliar a possivel acdo protetora destas moléculas na DP.
Para a avaliacdo dos receptores de bradicinina, TRPM7 e purinérgicos no
desenvolvimento do modelo da DP foram realizadas as técnicas de imuno-
histoquimica e Western blotting. Quando modelo foi induzido no nocaute do
receptor B2 foi observado uma reducdo de tirosina hidroxilase na substancia
negra. GFAP revelou reducdo no estriado e na substancia negra. Quando
utilizado antagonista foi observado reducéo de tirosina hidroxilase no estriado e
substancia negra, contudo quando utilizado agonista do receptor B2 nao foi
encontrado diferenca entre os grupos. Em relacdo aos receptores purinérgicos,
foi observado que o receptor P2X2, P2X7 e P2Y4 tiveram aumento da expressao
na substancia negra dos animais com indu¢do do modelo de DP. O receptor
P2X4, revelou aumento da expressao tanto no estriado quanto na substancia
negra. Quando avaliado o canal TRPM7, foi observado aumento da expressao
do receptor no modelo de DP, quando utilizado o antagonista (carvacrol) foi
observado que os animais com injecéo de 6-OHDA, ndo apresentaram diferenca
em relacdo ao controle, quando verificado os niveis de caspase-3 foi encontrado
semelhanca entre os grupos. Com isso pode sugerir que todos 0s receptores
avaliados podem estar envolvidos quando ocorre a lesdao por 6-OHDA no
encéfalo dos animais. A partir desses resultados pode-se sugerir o envolvimento
desse canal no desenvolvimento da DP. Levando em consideracao os efeitos
encontrados utilizando o modelo da DP, em relacdo aqueles receptores, €
possivel sugerir novos alvos terapéuticos para a DP.



Palavras-chave: Doenca de Parkinson. 6-OHDA. Receptor de Bradicinina (B2).
Receptor Purinérgico. Canal de Potencial de Cation Transiente (TRPM7).



ABSTRACT

DATI, L. M. M. Parkinson's disease: possible involvement of kinin, purine
and transient potential receptors. 2017. 108f. PHD. Thesis (Doctorate in
Human Physiology) - Biomedical Sciences Institute, University of Sdo Paulo, Sdo
Paulo, 2017.

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative disease that involves the loss
of neurons of the substantia nigra, causing bradykinesia, akinesia, rest tremors,
muscle stiffness, gait changes and postural instability, as well as later cognitive
deficiencies. An animal model widely used to study PD is the model that uses the
direct administration of 6-OH-dopamine (6-OHDA) in the medial prosencephalic
bundle, black substance or striatum, being this drug responsible for the death of
the neurons. There is evidence that some cellular communication systems can
modulate the development of PD. For example, kinins, which act on B1 and B2
receptors, may be involved in neuroprotection. Furthermore, other receptors that
have been related to neurodegeneration are transient potential channels (TRPS),
which are divided into subtypes, such as: TRPV, TRPM, TRPC, TRPML and
TRPP. Another group of receptors that may also contribute to the development
of PD are purinergic receptors, such as P2X2, P2X4, P2X7 and P2Y4. Taking
into account the effects of these receptors on cells of the nervous system, this
work aimed to evaluate the expression and the involvement of these membrane
receptors in 6-OHDA induced PD in mice of the C57BI / 6 line and knockouts for
B2 receptors. In addition, B2 receptor agonists / antagonists and a TRPM7
antagonist were used to evaluate the possible protective action of these
molecules in PD. For the evaluation of bradykinin, TRPM7 and purinergic
receptors in the development of the PD model immunohistochemistry and
Western blot techniques were performed. When the model was induced in the
knockout of the B2 receptor a reduction of tyrosine hydroxylase in the substantia
nigra was observed. GFAP revealed reduction in striatum and black matter. When
used antagonist, reduction of tyrosine hydroxylase was observed in the striatum
and substantia nigra, however when used agonist of the B2 receptor, no
difference was found between the groups. Regarding the purinergic receptors, it
was observed that the P2X2, P2X7 and P2Y4 receptor had increased expression
in the substantia nigra of the aniamis with induction of the PD model. The P2X4
receptor showed increased expression in both the striatum and black matter.
When the TRPM7 channel was evaluated, an increase in receptor expression
was observed in the PD model. When the antagonist (carvacrol) was used, it was
observed that the animals with 6-OHDA injection had no difference in relation to
the control, when the levels of Caspase-3 was found similarity between the
groups. This may suggest that all the receptors evaluated may be involved when
the 6-OHDA injury occurs in the animals' brains. From these results, it is possible
to suggest the involvement of this channel in the development of PD. Taking into
account the effects found using the PD model, in relation to those receptors, it is
possible to suggest new therapeutic targets for PD.

Keywords: Parkinson's Disease. 6-OHDA. Bradykinin Receptor (B2). Purinergic
Receptor. Transient Cation Potential Channel (TRPM?7).
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1 INTRODUCAO

1.1 Doencade Parkinson

A Doenca de Parkinson (DP) é caracterizada como um distlrbio
neurodegenerativo progressivo, que apresenta sintomas motores como a
bradicinesia, ou seja, lentiddo dos movimentos voluntarios ou dificuldade em
iniciar os movimentos, reducéo da quantidade de movimentos, também chamada
de acinesia, tremores de repouso, rigidez muscular, alteracdes da marcha e
instabilidade postural. Os distarbios motores sdo acompanhados por sintomas
autondmicos, cognitivos e psiquiatricos (RAO et al., 2003; SANTANGELO et. al.,
2017). Com o crescimento da populacao idosa, o Ministério da Saude estima que
no ano de 2014, cerca de 1% da populacdo mundial com 65 anos ou mais, tenha
a doenca. No Brasil, aproximadamente 200 mil pessoas sofrem com a doenga.

Primeiramente descrita por James Parkinson em 1817, a compreensao
desta doenca ganhou maior significado apenas em 1958, com a descricao do
sistema nigro-estriatal de transmissdo dopaminérgica. Estudos da década de
1960 revelaram ainda que tipicamente apds a reducado de 70-80% dos neurdnios
dopaminérgicos do estriado, os sintomas da patologia sao detectados (RUBERG
et al., 1995). A partir de entdo, um precursor ativo da dopamina, a L-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA ou levodopa) passou a ser empregado no
tratamento da DP. Com este tratamento foi observada uma melhora significante
no quadro motor. Por outro lado, o uso crénico da levopoda esta relacionado com
movimentos anormais, como a discinesia (OOSTEN; COOLS, 2002).

Como descrito anteriormente, as alteragcdes motoras sédo devido a perda de
neurdnios no sistema nigro-estriatal. Uma das regides encefalicas mais afetadas

na DP é substancia negra (SN). A SN é dividida em duas partes, a compacta
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(SNc) e a reticulata (SNr). Na SNc, os neurdnios utilizam dopamina (DA) como
neurotransmissor (BLANDINI et al., 2000). Nesta regido também € encontrada a
enzima sintetizadora de DA, a tirosina hidroxilase (TH). A parte reticulata é
composta principalmente por neurbnios GABAérgicos, e suas eferéncias
inibitérias que se projetam principalmente para os ndcleos ventrais anterior e
lateral do tdlamo (Figura 1) (BLANDINI et al., 2000). A SN tem importantes
funcbes dentro dos circuitos dos nucleos da base, com grande participagéo por
meio das projecdes ao estriado (caudado-putamen, CPu) (ALEXI et al., 2000).
A neurodegeneracdo dopaminérgica da SNc resulta na reducdo do
funcionamento de projecBes nigro-estriatais inibitérias, o que leva a
hiperativagdo do nucleo subtalamico. Ocorre entdo o aumento da ativagado dos
neurdnios do globo palido interno e da SNr, inibindo assim o tronco encefalico e
as projecOes talamicas (OBESO et al., 2000; OBESO et al., 2004).
Consequentemente, as vias motoras sdo inibidas, retardando a iniciagédo do
movimento voluntario, essas vias estao representadas na Figura 1. Além da SNc,
existe uma perda neuronal progressiva no tronco encefalico, incluindo o locus
coeruleus, o nucleo reticular do tronco encefalico e o ndcleo motor dorsal do
vago, bem como nos nucleos basais de Meynert, na amigdala e na regido CA2
do hipocampo (FERRER, 2009). Além da perda neuronal, sdo encontrados
precipitados protéicos citoplasméaticos (corpusculos de Lewy) constituidos
principalmente  pelas proteinas sinucleina, parkina e ubiquitina,
predominantemente na SN, locus coeruleus e, em menor quantidade, em

neurdnios corticais (GIBB; LEES, 1988; LAMOTTE et. al., 2016).
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Figura 1 - Representacao esquematica do movimento. No primeiro esquema mostra a circuitaria
do movimento com as setas completas, em que as setas pretas significa a ativacdo e as setas
vermelhas mostram a inibicdo da estrutura. No segunda esquema mostra com as setas
tracejadas as alteracdes quando o individuo esta com DP, mostrando em qual momento da
circuitaria é afetado com o a DP. Fonte: Real, C. C. 2013.

O desenvolvimento da patologia ainda é obscura, mas trabalho de Sayre e
colaboradores (2008) mostrou que alteracdo na mitocondria, estresse oxidativo,
fatores ambientais e predisposicado genética séo fatores cruciais para a evolucéo
da doenca.

Outros sistemas sofrem alteracdes no decorrer da doenga, como disfuncéo
monoaminérgica multipla, incluindo além do déficit no sistema dopaminérgico,
ainda apresenta déficit no sistema colinérgico, serotoninérgico e noradrenérgico.
Estas alteracBes explicam a diminuicdo da capacidade do organismo em

controlar os movimentos e apresenta alteracfes psiquiatricas (TEIVE, 2006).

1.2 O modelo experimental de DP por injecédo de 6-OHDA.

Na tentativa de estudar a DP, muitos modelos experimentais tém sido
desenvolvidos para induzir em animais as caracteristicas da DP observada na
clinica em humanos. A DP pode ser induzida experimentalmente em modelos

animais utilizando-se algumas substancias analogas da dopamina como a 6-OH-
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Dopamina (6-OHDA), contaminantes da heroina sintética como o 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), herbicidas e pesticidas como a rotenona,
paraquat e maneb (OBESO et al., 2004). Esses modelos sdo capazes de
mimetizar uma ou mais caracteristicas da DP, particularmente se essas lesdes
induzidas forem parciais ou graduadas (MEREDITH et al., 2008; PURISAI et al.,
2007).

A 6-OHDA é a neurotoxina mais comumente utilizada para degeneracao
nigral em modelos experimentais (BLUM et al., 2001). Apresenta estrutura
quimica parecida com a dopamina (DA) (¢ um analogo hidroxilado do
neurotransmissor DA) (BREESE; TRAYLOR, 1971). A 6-OHDA é transportada
para os corpos celulares e fibras dos neurénios catecolaminérgicos (DEUMENS
et al., 2002). Nos neurénios, a 6-OHDA é oxidada e durante este processo ocorre
a producao de peréxido de hidrogénio, uma espécie reativa altamente toxica para
a célula (MEREDITH et al., 2008). De acordo com Deumens e colaboradores
(2002), a 6-OHDA inibe os efeitos de enzimas mitocondriais da cadeia
respiratéria, como é o caso das enzimas | e IV, provocando assim déficits
metabolicos na mitocéndria. A morte dos neurénios dopaminérgicos induzida por
6-OHDA envolve mecanismo de morte celular por apoptose; sendo assim, o
processo envolve a ativacdo da cascata das capases, sendo ao final ativada a

caspase 3 (ALVAREZ-FISCHER et al., 2008).

A 6-OHDA néo é capaz de atravessar a barreira hemato-encefalica, e dessa
maneira € necessario que ela seja administrada por via direta (intracisternal,
intraventricular ou diretamente no parénquima cerebral) (BLUM et al., 2001;
MEREDITH et al., 2008). O grau de deplecdo dos neurdnios dopaminérgicos e

seus terminais estriatais dependem da localizacao e da dose da toxina injetada
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(MEREDITH et al., 2008 ). A fase inicial de morte celular ocorre 12 horas apos a
administracdo de 6-OHDA e continua por aproximadamente mais 7 — 10 dias
(JEON et al., 1995). O pico de morte celular ocorre em 4 - 6 dias pés leséo. Esta
fase inicial € seguida por uma fase prolongada de morte celular que dura cerca

de 30 dias, dependendo da dose administrada (ALEXI et al., 2000).

A 6-OHDA é geralmente administrada unilateralmente na SN, no feixe
prosencefalico medial (MFB) ou no estriado (CPu) (MEREDITH et al., 2008;
DEUMENS et al., 2002), sendo que o complexo CPu € a regido mais utilizada
por tornar a destruicao da via nigroestriatal dopaminérgica mais seletiva e menos
agressiva (DEUMENS et al., 2002). Quando injetada no CPu, a toxina produz
uma prolongada degeneracdo retrograda dos neurbnios nigroestriatais
(UNGERSTEDT, 1968; ALVAREZ-FISCHER et al., 2008), reproduzindo assim
as caracteristicas fisiopatolégicas responsaveis pelas deficiéncias motoras na

DP (BLUM et al., 2001).

Stott e Barker (2013) utilizou a 6-OHDA na concentracdo de 5ug/ uL, na
porcdo do estriado de camundongos, com o objetivo de avaliar a morte de
neurénios em diferentes tempos e avaliando a eficacia da injecdo unilateral,
deixando um lado controle e outro tratado. Sendo assim, foi observado que o
lado controle nao foi alterado com a injecédo da droga no lado contralateral; além
disso, os autores mostraram que guanto mais tempo de sobrevida do animal
apos a cirurgia mais morte de neurbnios sao observados, utilizando tirosina
hidroxilase como marcador da diminuicdo do sistema dopaminérgico, e

consequentemente, pode avaliar a evolugao da doenca.
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1.3 O Sistemade Cininas

O primeiro estudo relacionando as cininas data de 1909 por Abelous e
Bardier, que avaliaram os efeitos hipotensivos das cininas da urina humana.
Estudo recente de Monreau e colaboradores (2005) mostrou que as cininas sao
ativadas em processos fisioldgicos como na regulacdo da pressdo sanguinea,
funcBes renais e cardiacas, e processos patologicos, como a inflamacao. Além
disso, as cininas promovem resposta a estes danos, aumentando o fluxo
sanguineo, dor e edema no local afetado.

A cinina é formada a partir de 2 cascatas bioquimicas, uma no tecido e
outra no plasma. No tecido a formacgéo de cininas ocorre quando ha um trauma,
presenca de substancia endotdxica e danos, ativando enzimas proteoliticas
liberadas durante o trauma. O precursor para a formacao da cinina no tecido é o
cininogénio de baixo peso molecular, sendo que a calicreina cliva este precursor,
formando a calidina, cinina predominante nos tecidos. Ja na corrente sanguinea,
guando ocorre um trauma, dano ou presenca de substancia endotoxica, o Fator
XIl ou Fator de Hageman é ativado, induzindo a clivagem do precursor de cinina,
o cininogénio de alto peso molecular, pela calicreina, que ir4 agir de duas formas:
(i) liberando o precursor de bradicinina, e (ii) agindo também no Fator XIlI,
estimulando a continuidade do ciclo (BHOOLA et al.,1992). Essa via esta
representada na figura 2, em que mostra esquematicamente a formacédo da
bradicinina e os respectivos receptores em que irdo ativar e desencadear as

alteracdes intracelular.
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Figura 2 - Figura esquematica da formag&o via algum trauma com as altera¢des bioquimicas, até
a formacéo da bradicinina e calidina. Além disso, ainda esté representando os receptores. Fonte:
Rodi et al., 2005.

Uma das cininas mais comuns é a bradicinina. A bradicinina é encontrada
tanto no plasma quanto nos tecidos. No sistema nervoso central a bradicinina é
encontrada no bulbo, cerebelo, cortex, estriado e medula espinhal, sendo que a
maior concentracdo da bradicinina ocorre no hipotdlamo e na hipéfise (PERRY;

SNYDER, 1984; KARIYA et al., 1985).

A bradicinina e a calidina sado rapidamente degradadas pela peptidase
conhecida por cininase. A meia vida da bradicinina é em torno de 30 segundos
no plasma ou quando administrada por via intracerebroventricular (KARIYA et

al., 1982).

Os efeitos da bradicinina e da calidina sdo mediados pela agdo em dois

tipos de receptores, B1 e B2, como mostrado na figura 2. Estes receptores estao
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localizados na membrana plasmatica, sdo compostos por 7 dominios
transmembréanicos e sédo acoplados a proteina G (Gs e Gq), sendo importantes
pelo nimero de vias de sinalizagBes bioquimicas ativadas (WEBB et al., 1994).
Os receptores acoplados a proteina G (Gs e Gq), quando ativados, levam a
estimulacdo da fosfolipase C da membrana, o que ativa trés vias: a via do
inositoltrifosfato (IPs) que estimulara a liberagéo de calcio intracelular do reticulo
endoplasmatico; a via da estimulacdo de diacilglicerol (DAG) que ira agir na
formacao de proteina quinase C (PKC); e a terceira via que pode ser estimulada
por esses receptores é a que envolve a fosfolipase A2, induzindo a liberacéo de
acido araquidénico da membrana celular, estimulando a liberacdo de
prostanoides que desempenham efeitos pré-inflamatérios (SCHELL; IRVINE,

2006).

O receptor B2 possui afinidade pelas cininas intactas (bradicinina e
calidina), enquanto o receptor B1 é ativado pelos metabdlitos provenientes da
clivagemda Arg C-terminal das cininas, pelas cininases do tipo I, que libera des-
Arg9-bradicinina e des-Argl0-calidina (para revisédo ver BHOOLA et al., 1992).
Em contraste com o receptor B2, que € expresso numa grande variedade de
células e tecidos, o receptor B1 é pouco expresso em condi¢cdes normais, mas
pode ser induzido in vivo e in vitro por endotoxinas, citocinas e fatores de
crescimento, o0 que poderia indicar algum papel durante processos patolégicos
(PESQUERO; BADER, 1998).

Trabalhos tem mostrado o efeito da bradicinina no sistema nervoso
central, como o estudo realizado por Appel e Barefoord (1989), mostrando que,
em células PC12, a bradicinina age estimulando o rapido aumento de calcio

intracelular, induzindo a liberacdo de neurotransmissor. Estudo realizado por
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Martins (2008) mostrou que a bradicinina (BK) esta envolvida na diferenciacédo
neural de células progenitoras neurais (CPN) por um loop autocrino que resulta
em ativagdo do receptor B2 de cininas. Além de seu envolvimento no processo
de diferenciacdo neural, a BK também atua no processo de protecdo
microvascular endotelial em modelos de acidente vascular encefalico (BOVENZI
et al., 2010).

Outro trabalho que utilizou a bradicinina neste contexto foi o desenvolvido
por Trujillo e colaboradores, de 2012, que mostrou que em cultura cortical de
ratos a expressao do receptor B1 estd aumentada; ja a expressao do receptor
B2 é baixa inicialmente, mas durante a diferenciacao celular a expresséo deste
receptor aumenta consideravelmente. Além disso, os autores avaliaram a
migracdo celular e observaram que quando as células foram incubadas com
bradicinina houve maior migracdo, sugerindo que esta migracdo esta

relacionada com neurogénese e gliogénese.

Com objetivo de avaliar o envolvimento desses receptores em traumas no
encéfalo, Ferreira e colaboradores (2013) observaram o possivel efeito protetor
de traumas neurolégicos quando utilizados antagonistas para o receptor B2
(HOE-140). Nesse estudo foram utilizados ratos Swiss, com uma canula fixada
no cranio, por onde era administrado o antagonista na concentracdo de 1 ou 10

nmol/kg.

Os resultados deste trabalho mostram que, quando utilizado o antagonista
para receptor B2, os animais pareciam ter sido protegidos contra impacto na
memoéria, atenuando edema cerebral, fatores neurotroficos e metabdlitos
oxidativos. Concluiram que, quando utilizado o HOE-140, os animais tiveram

reducao na lesédo, indicando uma possivel protecéo de traumas no encéfalo.
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Outro estudo utilizou HOE-140 para bloquear o receptor B2, ao mesmo
tempo foi utilizada bradicinina (Bk) como agonista. Nesse trabalho foi realizado
com cultura primaria de cortex, e as células foram tratadas com 1 uM de HOE-
140 ou 1 pM de Bk. Nesse estudo foi observada a importancia da bradicinina e
do receptor B2 na diferenciacdo das células neuronais. J& quando foi utilizado
HOE-140, foi encontrado aumento do nimero de células da glia, sugerindo que
a bradicina contribui diretamente para a neurogénese. Neste mesmo sentido, 0s
autores avaliaram 0s mesmos parametros em animais geneticamente
modificados, com auséncia do receptor B2, e foi observado que a neurogénese,
gliogénese e a migracdo neuronal foram alteradas durante a diferenciagéo das
neuroesferas. Com isso os autores concluiram que a sinalizacdo induzida por
bradicinina é determinante para as fases do desenvolvimento neuronal e na

expressao de receptores de neurotransmissores (TRUJILLO et al., 2012).

Outro trabalho que mostrou a atuacdo da bradicinina foi o realizado por
Bem-Shmuel e colaboradores (2013), que avaliaram a sinalizacdo de cAMP
como um possivel mecanismo da Bk, induzindo a reducédo da producdo de NO
em linhagem de células de microglia, BV2. Nesse trabalho foi observado que
guando as células foram expostas a Bk, a producéo de NO foi diminuida de modo
dose-dependente. Nesse sentido, a Bk inibiu a ativacdo de CAMP em resposta a
elemento de ligacdo de proteina (CREB). Os autores concluem que a reducao
mediada por Bk da producdo de NO na microglia é dependente da ligacdo com

a proteina Gi e envolve a inibicao da sinalizacdo de cAMP-PKA-CREB.
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1.4 Receptores Purinérgicos

O primeiro estudo que avaliou a acdo de receptores purinérgicos foi
realizado em 1929, por Drury e Szent-Gyorgyi, que demonstraram a agéao de
compostos de adenina no meio extracelular (DRURY; SZENT-GYORGY], 1929);
mais tarde, na década de 1950, Pamela Holton demonstrou a liberagdo de ATP
por nervos (HOLTON, 1959). Todavia, somente em 1970, Burnstock e
colaboradores sugeriram que o ATP e nucleotideos relacionados podem ser
neurotransmissores ou cotransmissores em sinapses do sistema nervoso central
e periférico (BURNSTOCK et al., 1970; BURNSTOCK, 1986).

Os receptores purinérgicos sao receptores sensiveis a purinas e sao
divididos em P1 e P2. O subtipo P1 inclui 4 membros, Al, A2A, A2B e A3, e séo
acoplados a proteina G, sendo ativados por adenosina (GESSI et al., 2011). O
outro subtipo de receptores purinérgicos, P2, é dividido em 2 subfamilias, a
metabotropica P2Y e a ionotropica P2X (KUGELGEN; HARDEN, 2011) como

esta representado na figura 3.
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Figura 3 - Esquema representativo dos receptores purinergicos. Na figura, mostra os subtipos
dos receptores e quais os tipos de receptor de membrana, sendo ionotrépico como receptor
ligado a proteina G. Fonte: BJORKGREM; LISHKO, 2016.

Os receptores P2Y incluem vérios subtipos; P2Y1, P2Y2, P2Y4 e P2Y6
sdo acoplados proteina Gqg. Os subtipos P2Y12, P2Y13 e P2Y14 estédo

acoplados a proteina Gi, e, por fim, o subtipo P2Y11 é acoplado a proteina Gq e

Gs (CODDOU et al., 2011).

Os receptores P2X sédo receptores do tipo canal com sitio de ligacédo para
ATP, e envolvem 7 subunidades. Os subtipos P2X1, 2, 3, 4, 6, 7 sdo ativados de
forma homotrimérica ou heterotrimérica; o subtipo P2X5 apresenta funcdo como
heterotrimero, e o subtipo P2X7 interage diretamente com 11 diferentes
proteinas intracelulares. Nos receptores P2X o mecanismo de transducdo de

sinais pode ser alterado com a diferenca na concentracao intracelular de ions,
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sendo o ATP o ligante especifico para o receptor P2X (NORTH, 2002; FERRARI

et al., 2004, COMPAN et al., 2012).

As subunidades dos receptores P2X1-6 estdao localizados
predominantemente em neurdnios do coértex, SNc, nucleo hipotalamico
ventromedial, nucleos supradptico e paraventricular, medula ventrolateral,
complexo dorsal do vago e nucleo do trato solitario (NORTH; VERKHRATSKY,
2006; BURNSTOCK, 2007). O receptor P2X7 & encontrado principalmente em
células do sistema imune, como linfécitos e macrofagos (FERRARI et al. 2006;
SCHENK et al., 2011). Os receptores P2Y estdo localizados de forma bem
difusa, sendo que o P2Y1 est4 principalmente na regido dos ndcleos da base,
incluindo CPu, nucleo acumbens, globo pélido, hipocampo, cerebelo e cortex; o
subtipo P2Y12 est4d mais expresso nas células da glia e o subtipo P2Y13 é
encontrado no tadlamo, nucleo caudado, sustancia negra, hipocampo, cerebelo,
cortex e medula ventrolateral. (BOARDER; HOURASI, 1998; BURNSTOCK;

KNIGHT, 2004; BURNSTOCK, 2006;)

A ativacao de receptores purinérgicos que estdo acoplados a proteina Gq
induz ao aumento da concentracdo de calcio intracelular, resultando em
processo de diferenciacdo celular e embriogénese (SPITZER et al., 2004). O
ATP e o UTP sdo os agonistas dos receptores purinérgicos P2X e P2Y;
dependendo do subtipo ha maior afinidade por um nucleotideo e estes sdo
rapidamente degradados no espaco extracelular por ectoenzimas, formando
ADP e UDP, respectivamente. Esta € uma mudanca importante na inducéo de
respostas fisiolégicas, como na ativacao de receptor tipo P1. A liberacdo do ATP,

juntamente com a sinalizagdo purinérgica, induz a expansdo de células
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progenitoras e neurogénese destas células no encéfalo adulto (ZIMMERMANN,

1996).

Os receptores P2X e P2Y séo expressos dinamicamente nos periodos pré
e pds-natal, tanto no sistema nervoso central como no periférico. Os ligantes dos
receptores purinérgicos estdo envolvidos no mecanismo de sinaliza¢do célula-
célula por ativar neurotransmissores ou liberacdo de neuromoduladores pelas
células da glia e neurdnios, para o controle da transmissao sinaptica no sistema
nervoso central (ABBRACCHIO; BURNSTOCK, 1998; COTRINA et al., 2000;
FIELDS; BURNSTOCK, 2006). O conceito da sinalizacdo purinérgica expandiu-
se ao longo dos anos, incluindo ndo apenas a co-transmissédo em diferentes tipos
de nervos periféricos e no sistema nervoso central, mas também a agéo de

purinas em células ndo neuronais (FRANKE; ILLES, 2006).

Recentemente, os efeitos biolégicos de nucleotideos de purina
extracelulares tém sido material de estudo em diversas células e tecidos. Desta
forma, muita atencdo tem sido dada a funcao sinalizatoria e a atividade celular
de curta duracdo. No entanto, existem evidéncias crescentes de que 0s
receptores purinérgicos podem apresentar funcdo na comunicagao celular de
longa duracéo, incluindo proliferacdo celular, diferenciacéo e apoptose (NEARY
et al., 1996; ABBRACCHIO et al.,1998). Além disso, os receptores do tipo P1
tém sido ativamente estudados como potencial alvo terapéutico no tratamento
de diversos disturbios tais como a doenca de Parkinson, esquizofrenia, isquemia,

e cancer (GESSI, 2011).

Existem poucos trabalhos relacionando a DP com receptores

purinérgicos. Um estudo interessando foi o de Chen e colaboradores de 2001,



34

induziram a DP em animais por 6-OHDA, e foi observado que houve um efeito
protetor de neurdnios quando foi administrado antagonista de receptor de
adenosina A2A; contudo, estes resultados ndo foram os mesmos quando
utilizado o antagonista para receptor do subtipo A1, em que nao foi encontrado
neuroprotecao. Sendo assim, pode-se sugerir que a protecdo de neurbnios esta
envolvida com o bloqueio do receptor A2A.

Outro resultado interessante foi 0 encontrado por Trujillo e colaboradores
de 2012, que estudaram os efeitos da bradicinina em cultura priméria de
neurdnios corticais e observaram aumento da expressao das subunidades dos
receptores purinérgicos P2X2, P2X3 e P2X4, mas diminui¢cdo da expresséo dos
receptores P2X5, P2X6, P2X7, P2Y2 e P2Y12, sugerindo que a bradicinina age

influenciando na expressédo destes receptores nos neurdnios corticais.

1.5 Canal de Potencial de Cétion Transiente (TRP)

Os canais de potencial transiente (TRP) sdo receptores sensiveis a
mudancas de cations intracelulares e espécies reativas de oxigénio. Estes
receptores sao divididos em 6 subfamilias, de acordo com o canal idnico a que
estdo acoplados, como o receptor com canais candnicos (TRPC), canais para
vaniloide (TRPV), canais paramelastatina (TRPM), canais para alquirina (TRPA),
canais para mucolipina (TRPML) e canais para policistinas (TRPP) (MONTELL
et al., 2002; CLAPHAM, 2003).

Os TRPs séo receptores de membrana compostos por 6 dominios
transmembréanicos. Para a ativacdo desses receptores é necessario a ligacao de
proteinas como SNARE e SNAP-25; sem essa ligacdo os receptores nao se

ligam na membrana das células (MONTELL, 2005). Quando estéo acoplados na
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membrana, estes canais sdo modulados por varios estimulos, como:
calmodulina, temperatura, prétons, perdoxido de hidrogénio, deplecdo dos
estoques de célcio e cations, como célcio e magnésio (RAMSEY et al., 2006;
VENKATACHALAM; MONTELL, 2007).

Dentre as funcdes desempenhadas por estes receptores destaca-se, no
sistema nervoso central, a contribuicdo na liberacdo de neurotransmissores
excitatorios, sinalizacdo redox, modulacdo nos niveis de célcio mitocondrial,
desenvolvimento do tecido neuronal, formacdo de brotos neuronais,
comunicacdo entre células, ativacdo de microglia, balanco hidroeletrolitico,
controle da temperatura corporal e sinalizacdo sensorial (PEDERSEN et al.,
2005).

Os canais tipo TRP permitem o aumento do fluxo de calcio (MINKE, 2006)
e estao envolvidos na excitotoxicidade e danos oxidativos nos tecidos neuronais.
Ambos os processos estdo correlacionados com a progressdo das doencas
neurodegenerativas, como Doenga de Parkinson e esclerose lateral amiotrdéfica,
relacionadas ao desbalanco de calcio e conseqlentes danos neuronais
mediados por processos oxidativos (BEZPROZVANNY, 2009).

Os subtipos destes receptores sao encontrados em diferentes regides
com func¢des especificas, como o caso do subtipo TRPC5 que € encontrado no
encéfalo, com a funcdo de modular a extensdo de neuritos (Revisdo de
MONTELL, 2005).

A funcao de outros canais de TRP, como o TRPC3 e TRPC4, também
pode ser desencadeada por estresse oxidativo (BALZER et al., 1999;
GROSCHNER et al., 2004). Os mecanismos citados para explicar a sensibilidade

dos canais TRPC envolvem a ativagédo do TRPC pela fosfolipase C (PLC). APLC
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e seus efetores modulam positivamente a fungdo de muitos TRPCs
(VENKATACHALAM; MONTELL, 2007).

Nosso grupo tem estudado a participacdo do canal TRPV1 e
correlacionado com o desenvolvimento de receptores na retina e degeneracéo
neuronal que ocorre apés danos no nervo Optico (LEONELLI et al., 2005;
LEONELLI et al., 2009; LEONELLI et al., 2010; LEONELLI et al., 2011). Foi
encontrado que a sinalizacdo do canal tipo TRPV1 é responsavel pela producéo
excessiva de 0xido nitrico e consequente nitracdo de proteina em neurdnios da
retina e células da glia (LEONELLI et al., 2010).

O subtipo TRPM7 foi encontrado em grandes quantidades no coracao,
pulmao, ossos e tecido adiposo de humanos, sendo fator importante no estagio
embrionério e essencial no desenvolvimento embrionario; a auséncia desse
receptor na fase embrionéria de ratos € letal (FONFRIA, et.al. 2006).

Trabalho de Aarts e colaboradores (2003) mostrou que 0s receptores
TRPM2 e TRPM7 estdo envolvidos com morte neuronal induzida por estresse
oxidativo. Estes canais sdo permedaveis ao célcio, induzindo a formacao de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Sendo assim, ha indicios de que o
receptor TRPM7 esté envolvido na morte neuronal mediada pela formacao de
espécies reativas de oxigénio.

O receptor TRPM7 requer a atividade de PIP2 para manter as atividades
normais. Este fato foi demonstrado no trabalho de Langeslang e colaboradores
de 2007, em que observaram que a ativacdo de PIP2 mediada por PLC age
estimulando potencialmente o influxo de calcio intracelular por intermédio do

receptor TRPM7, via deste receptor esta representada na figura 4.
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Figura 4 - Representacdo esquematica da sinalizacao intracelular do receptor TRPM7, levando
em consideragéo o inibidor especifico, no caso carvacrol e as substancias que estimulariam o
receptor. Além disso, ainda demonstra a sinalizagdo ate a morte neuronal e a possivel doenca.
Fonte: Modificado de SUN et. al., 2015.

Além disso, foi observado que a clivagem das caspases € potencializada
pela quinase do TRPM7, indicando um possivel envolvimento na apoptose das
células (DESAI et al., 2012). Nesse sentido, foi observado que esta acdo €
mediada por dinamica do citoesqueleto, quando os canais do TRPM7 estao
abertos (JEONG et al., 2006).

Foi observado que o aumento da expressao do TRPM7 ou a atividade dos
canais promovem apoptose em células T, mediada por clivagem da caspase e
modulacdo do receptor Faz por atividade do TRPM7 (DESAI et al., 2012) ou
morte neuronal por altos niveis de calcio (NUNEZ-VILLENA et al., 2011).

Nesse sentido, foi observado que quando o utilizado um antagonista do
TRPM7, no caso o carvacrol, nas concentragdes de 30 e 50 mg/ kg, houve a
inibicdo do receptor e uma neuroprote¢cdo nos animais que tinham sofrido

inducdo de isquemia. Esta neuroprotecdo foi mediada por diminuicdo de
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caspase-3, autoregulacdo de Bcl-2/Bax e Akt fosforilada, marcadores tipicos de
apoptose (CHEN et al., 2015).

Outro trabalho que utilizou a inibicdo do receptor TRPM7 foi o realizado
por Li e colaboradores, de 2015, que avaliaram a neuroprotecdo utilizando
carvacrol (0,5 e 1 mM) em cultura primaria de células, essas células foram
tratadas com agentes farmacologicos e foi observado a protecdo dessas células
quando o receptor TRPM7 estava inibido. Foi observado a inibicdo de oxido
nitrico sintetase, prevencao do fluxo de célcio e reducéo da clivagem da caspase
3. Assim, a inibicdo do TRPM7 pelo carvacrol foi capaz de proteger as células

das injarias.
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2 JUSTIFICATIVA

A DP € uma doenca neurodegenerativa com aumento marcante de casos
no Brasil e no mundo devido o aumento da expectativa de vida, mas pouco se
sabe das causas e prevencéo para esta doenca. Os efeitos provocados por
alguns receptores de membrana podem modular o desenvolvimento, progressao
ou até protecdo a doenca. Como pode ser observado acima, no sistema nervoso
central encontram-se diversos tipos de receptores, sensiveis a diferentes
estimulos e que podem interagir com mecanismos de sinalizagdo celular em
condicdes fisiolégicas e na DP. Sendo assim, conhecer se 0s receptores de
membrana, receptor de bradicinina B2, purinergicos e TRPM7 estdo mais
expressos, e se eles estdo envolvidos no desenvolvimento da doenga € muito
importante, como forma de contribuir para o conhecimento dos mecanismos
envolvidos na DP e no desenvolvimento de possiveis estratégicas de

neuroprotecao.
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3 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo principal avaliar a expressao e o possivel
envolvimento de receptores para bradicinina (B2), TRP (TRPM7) e receptores
purinérgicos (P2X2, P2X4, P2X7, P2Y4) no modelo de DP induzida por 6-OHDA

em camundongos.

3.1 Objetivos especificos

- Analisar, com as técnicas de Western blotting, para avaliar a expressao das
proteinas e imuno-histoquimica, para verificar a localizacdo dos receptores no
tecido, a expresséo de tirosina-hidroxilase no estriado e substancia negra, em
camundongos C57BI/6 com 15 dias p6s lesdo parkinsoniana por 6-OHDA; como
forma de padronizacdo do modelo e avaliacdo da doenca

- Utilizando as técnicas de Western blotting e imuno-histoquimica, avaliar a
expressao do receptor B2 em camundongos C57BI/6 ap6s a indugédo do modelo
de DP;

- Utilizando as técnicas de Western blotting e imuno-histoquimica, avaliar a
expressao do canal TRP (TRPM7) em camundongos C57BI/6 ap0s a inducao do
modelo de DP;

- Utilizando agonistas e antagonistas do receptor B2, avaliar a expresséo da
tirosina-hidroxilase e GFAP nos animais com modelo de DP; GFAP — como
marcador de astricitos

-Utilizando antagonista para TRPM7, avaliar a expressdo da tirosina-

hidroxilase nos animais com modelo de DP;
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- Em animais nocautes para o receptor B2 foi avaliada a extensao da lesdo
induzida por 6-OHDA, pela analise da expresséao de tirosina-hidroxilase e GFAP
por Western blotting e imuno-histoquimica,;

-Utilizando as técnicas de Western blottinge imuno-histoquimica, avaliar a
expressao dos receptores purinergicos, P2X2, P2X4, P2X7, P2Y2, P2Y4 em

camundongos C57BI/6 ap6s a inducdo do modelo de DP;
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais

Foram utilizados aproximadamente 50 camundongos machos da
linhagem C57BI/ 6, provenientes do biotério central do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da USP; foram utilizados machos com cerca de 3 meses de idade,
pesando entre 25 e 30 g. Os animais foram mantidos com agua e racao ad libitum
em uma sala apropriada, com isolamento acustico, temperatura controlada (22 °
C £ 1) e ciclo claro/escuro (12:12 horas). Os animais foram operados sendo que
o lado direito do animal foi injetado 6-OHDA e o esquerdo salina, esse
procedimento foi mantido para os camundongos C57BI/6 como para 0os animais
nocaute e o0s animais que foi utilizado antagonista ou agonista. Os
procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do Instituto de Ciéncias Biomédicas, com numero de protocolo

registrado sob o numero 92 nas folhas 03 do livro 09.

4.2 Indugéo do modelo de Parkinson

A 6-OHDA foi administrada estereotaxicamente por microinfusdo no estriado
(CPu) de camundongos machos para efetuar uma lesdo retrograda dos
neurdnios nigro-estriatais (BLUM et al., 2001). A anestesia geral foi realizada
com tribromoetanol (250 mg/ kg, i.p.). Apds a craniotomia, as injecdes do veiculo
(solucéo salina 0,9%) ou da 6-OHDA (6-OHDA Hydrochloride-H4381— Sigma®,
Saint Louis, MO, USA) diluida em salina e 0,2% de acido ascoérbico foram
realizadas nas coordenadas AP 0,8; L 1,9; V 2,6 (PAXINOS; FRANKLIN, 2001).
O volume e concentragéo da 6-OHDA foi de 6 pg/ pL e a injecao foi realizada

apenas em um ponto do CPu. Apés a indugdo do modelo de doenca de
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Parkinson, os animais foram mantidos no biotério por 15 dias, periodo em que ja
apresenta lesdo na regiao de estudo, como mostrado no trabalho de Hernandes
e colaboradores de 2014. As estruturas avaliadas foram o estriado (CPu) e a
substancia negra (SN), porém pela dificuldade de extrair a substancia negra,

para realizar os experimento de Western Blotting foi extraido o mesencéfalo.

4.3 Tratamento com Carvacrol

Os animais foram pré-tratados com carvacrol (Sigma®, Saint Louis, MO,
USA) na concentracao de 40 mg/ kg, como estabelecido no trabalho de Chen e
colaboradores (2015). O carvacrol € um antagonista especifico do TRPM7, e
dessa maneira poderiamos verificar quais seriam os efeitos encontrados nos
animais, com a inibicdo desse receptor. Trinta minutos antes da realizacdo do
procedimento de inducdo do modelo da doenca de Parkinson, foi injetado
carvacrol diluido em salina 0,9 %, via intraperitoneal, como realizado no trabalho
de Chen et. al., 2015. Os animais foram mantidos na caixa de manutencéo e
apo6s o periodo de trinta minutos foram anestesiados e realizado o procedimento
da inducao do Parkinson. Apés estes procedimentos, os animais foram mantidos
no biotério com 4gua e comida a vontade por 15 dias e entdo foi realizado o

sacrificio dos animais.

4.4 Tratameto com agonista / antagonita

Os animais foram inicialmente anestesiados e colocados no estereotaxico

para entdo serem tratados com antagonista (HOE-140) / agonista (Bradicinina,
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BK). Esses compostos foram injetados com a intencéo de verificar quais seriam
os efeitos dos animais quando teriam alteracdo da acéo dos receptores, foram
selecionados esse pois eram especificos para o receptor em estudo (TORRES-
RIVERA et. al., 2013). A injecao foi realizada no mesmo momento em que foi
injetado a 6-OHDA. A concentracéo de 1 pM de antagonista/ agonista (TORRES-
RIVERA et. al.,, 2013), mantendo a concentracdo padrédo da 6-OHDA. O
antagonista/ agonista foram diluidos em salina 0,9 %. Apdés a cirurgia os animais
foram mantidos por 15 dias no biotério de manutencéo, com agua e comida a
vontade, sendo observados diariamente para ter certeza que estavam bem.

Apos esse periodo foram sacrificados para entdo realizar as técnicas desejadas.

4.5 Ensaios de Imuno-histoquimica

Apés 15 dias da inducdo da doenca de Parkinson, os animais foram
anestesiados e submetidos a perfusdo transcardiaca, com solugdo salina,
seguida de solucao fixadora constituida de paraformaldeido 2 % dissolvido em
tampao fosfato 0,1 M (PB, pH 7,4). Apds a perfusdo, o encéfalo foi coletado e
armazenado em paraformaldeido 2 %, por 4 horas. Passado este periodo, 0
material foi transferido para uma solugéo contendo sacarose a 30 % em PB para
crioprotecdo. ApOs 24 horas, os tecidos foram cortados em uma espessura de
30 um em micrétomo deslizante de congelamento. Os cortes foram submetidos
a metodologia de imuno-histoquimica com anticorpos especificos para o0s
receptores: P2X2 (Abcam, Cambridge, CA), feito em coelho, usado na
concentracéo de 1:500; P2X4 (Santa Cruz, Santa Cruz, CA), feito em coelho e

utilizado na concentragcdo de 1:500; P2X7 (Abcam, Cambridge, CA) feito em
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coelho e usado na concentracao de 1:500; P2Y4 (Santa Cruz, Santa Cruz, CA),
feito em cabra e foi utilizado na concentracdo de 1:500; receptores B2 (BD,
Franklin Lakes, Nova Jersey), feito em camundongo e utilizado na concentracao
de 1:500 e TRPM7 (Abcam, Cambridge, CA), feito em cabra e utilizado na
concentracdo de 1:500; as concentracdes foram determinadas de acordo com
indicacdo da empresa de cada fabricante. Foi utilizado soro de burro para
bloquear os cortes e foi incubado junto com o anticorpo e triton 10%, esse
utilizado como detergente. Para avaliar a extensao da lesédo nigral causada pela
6-OHDA foi realizada imuno-histoquimica para tirosina-hidroxilase (TH). Os
anticorpos primarios foram aplicados aos cortes por 48 horas, periodo que
garantia uma ligacao mais eficiente. A marcacao imunoquimica foi realizada por
imunoperoxidase, de acordo com protocolo do laboratério (REAL et al., 2013).
A imunorreatividade foi analisada em microscopio de luz; a analise das
imagens do estriado foi feita através do programa Image J (NIH), sendo
determinada a densidade Optica em 10 campos distintos de cada corte, e feita
uma média dos valores. Para a substancia negra foi realizada contagem
automatica dos corpos neuronais, e para isso as imagens foram abertas no
programa Image J (NIH); o primeiro passo foi selecionar o tamanho das células
utilizando a ferramenta “threshold” (neste caso deixa as células em vermelho).
Para determinar esse tamanho ideal as células, foram comparadas com imagens
originais sem alteracdo da cor. ApGs esta etapa foi selecionada uma area que foi
fixada para todas as imagens e por fim foi feita a contagem automatica das
células, utilizando um namero determinado de pixels (janela de 30 a 1000). Os
valores contados foram organizados, colocados em porcentagem em relacao ao

controle e entdo realizada a analise estatistica.


https://www.google.com.br/search?espv=2&biw=1366&bih=638&q=Franklin+Lakes+Nova+Jersey&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MCozKDZV4gAxK7ILK7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQCB3KhCQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjb_Nvl7efSAhVGTJAKHcEzCdMQmxMItwEoATAY
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4.6 Western Blotting

As proteinas foram separadas atravées de SDS-PAGE em gel de
poliacrilamida, e foram transferidas para membrana de nitrocelulose a 30 V. Ap6s
verificagdo da transferéncia com o corante Pounceau, foi feito o bloqueio com
leite em po6 desnatado Molico (NESTLE, Brasil) durante 2 horas em temperatura
ambiente com 5 % de BSA diluido em TBS-T (25 mM de Tris, 125 mM de NaCl
e 0,1% de Tween 20), seguido por incubacdo com anticorpo primario diluido em
TBS-T, sendo eles: Tirosina hidroxilase (TH) (56 KDa) (1:1000), P2X2 (50 KDa)
(1:1000), P2X4 (70 KDa) (1:1000), P2X7 (69 KDa) (1:1000), P2Y4 (45 KDa)
(1:500), receptores B2 (42 KDa) (1:500) e TRPM7 (160 KDa) (1:500)
permanecendo por 48 horas em temperatura de 4 °C. Apés 3 ciclos de lavagens
de 10 minutos cada, o anticorpo secundéario conjugado com peroxidase foi
incubado durante 1 hora, também diluido em TBS-T. Apés 3 ciclos de lavagens
de 10 minutos, as imagens das bandas foram obtidas através do escaneador de
imuno-blotting (C-digit) com o substrato quimioluminescente ECL (Pierce, WI,
EUA), seguindo instrucdes do fabricante. Foi utilizada beta actina (peso
molecular: 45 KDa) como padrdo das bandas; apos realizada a revelacao, a
membrana foi tratada com solugdo de “stripping” (glicina, SDS, Tween 20 e
agua), com o pH da solucéo 2,2. As membranas foram novamente bloqueadas
e incubado com anti-beta actina “overnight”, seguindo o processo semelhante ao
realizado com o anticorpo primario. A analise de bandas foi realizada com o

programa Image J®.
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4.7 Teste do cilindro

O teste foi realizado de acordo com Glajch et al., 2012 e Smith et al., 2012
em que os animais foram analisados em trés momentos, antes da cirurgia de
inducdo da DP, sete e 14 dia ap0s a lesdo. O animal foi colocado em um cilindro
de acrilico, de 12 cm de didmetro por 25 cm de altura, e os movimentos dos
animais foram filmados por 5 minutos. Os filmes foram avaliados no sentido de
avaliar o numero de vezes que o0 animal apoiava as patas na parede do cilindro
e qual era a pata que mais apoiava. Para essa analise foram utilizados 5 animais

para cada grupo do estudo.
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5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram normalizados utilizando o lado controle, com injecao de
salina. A andlise dos dados foram realizadas utilizando o teste T, para comprar
0s 2 grupos e two-way ANOVA, com pés teste Tukey, para avaliar mais grupos.
A significancia dos dados foi para p<0,05, as média + erro padrao da média
(SEM) estédo apresentados nas tabelas nos apéndices. Os graficos e analises
foram feitos pelo Sofware GraphPad Prism 5 (La Jolla, CA, USA). Os resultados

foram expressos em porcentagem em relagdo ao controle.
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6 RESULTADOS
6.1 Tirosina Hidroxilase (TH)

A primeira avaliacdo em todos os animais operados para a inducao do
modelo de DP foi a expressdo da TH, possibilitando identificar a eficacia da
intervencao cirdrgica. A TH € uma enzima responsavel em limitar a sintese de
dopamina, neurotransmissor importante para o refinamento dos movimentos.
Desta forma, pode-se sugerir que estes animais estdo com lesdo semelhante a

encontrada na DP.

Sendo assim, os resultados obtidos a partir do Western blotting mostraram
gue na substancia negra (SN) ha uma diminui¢cdo da TH nos animais em que foi
injetado 6-OHDA, de aproximadamente 50 % (p<0,01), garantindo a eficacia da
intervencao cirdrgica e que os animais desenvolveram quadro de morte neuronal
semelhante de DP (Figura 5). No CPu foi observado resultado similar ao da SN,
caracterizado por uma diminui¢éo da TH, em torno de 50 % (p<0,05) nos animais
com modelo de DP (Figura 5). As médias e o erro padrao estao apresentados no

apéndice 1.
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Figura 5 - Representacéo grafica dos resultados de Western Blotting, utilizando o anticorpo
contra tirosina hidrosilase (TH) na concentracdo de 1:1000, Peso Molecular 56KDa; foram
comparados 0s animais controle com os animais com DP. Foram analisadas duas estruturas,
substancia negra (SN) e estriado (CPu); n=5 e * para p<0,05.

O mesmo anticorpo, a TH foi utilizado na imuno-histoquimica; como
observado na Figura 6, na SN ha uma diminuicdo de aproximadamente 60 %
(p<0,01) de neurdnios dopaminérgicos dos animais com modelo da DP em
relacdo aos animais controle. Esta diferenca também foi observada nos terminais
dopaminérgicos do CPu, sendo uma diminuicdo de aproximadamente 80 %
(p<0,001) do animais com modelo da DP em relagdo aos animais controle. As
médias e o0 erro padrao estdo apresentados no apéndice 1. As imagens
representantivas da diferenca entre os grupos e reproduzindo ao encontrado no

gréfico, estdo repesentadas na Figura 6.



51

CPu TH SN TH
1504 1504

[y

o

o
1

=

(=]

o
1

controle
controle

a
o
1

% em relagéo ao
a
o
1

% em relagéo ao

CONTROLE PARKINSON CONTROLE PARKINSON

Figura 6 - Representacdo grafica dos resultados encontrados através da técnica de imuno-
histoquimica. Foi utilizado o anticorpo para TH, na concentragédo de 1:1000. A comparacéo foi
feita em relacdo ao animal controle com DP. Foram analisadas duas estruturas, a substancia
negra (SN) e estriado (CPu). A) Substancia Negra (SN) animal controle; B) Substancia Negra
(SN) animal injetado com 6-OHDA; C) Estriado (CPu) em animal controle; D) Estriado (CPu) em
animal com injecdo de 6-OHDA. Imagem capturada com objetiva 10 X; N= 15; ** p<0,0le
***n<0,001.

Os resultados encontrados quando as estruturas foram incubadas com
anti-TH indicam que houve uma diminui¢do da células dopaminérgicas, ou seja,

as células que expressam TH.

Este método para avaliar a leséo ja estd bem estabelecido, como mostra
o trabalho de Real e colaboradores (2013). Este trabalho mostrou que, em ratos,
guando houve a injecdo de 6-OHDA (6 pg/ pL) ha diminuicdo equivalente dos

neurdnios dopaminérgicos, avaliado com as mesmas técnicas aqui descritas.

O trabalho de Stott e Barker (2013) mostrou que lesdo com 6-OHDA na
regido da substancia negra (ap6s 12 dias da cirurgia) produz uma perda neuronal
de aproximadamente 42 % quando avaliada a substancia negra, e no estriado a
perda de dopamina em terminais provenientes da substancia negra € em torno

de 55 %. Esta diferenca também foi encontrada nas analises deste projeto,
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mostrando que os resultados deste trabalho estdo condizentes com os de outros

grupos.

6.2 Receptor de Bradicinina B2— Resultados e Discusséo
6.2.1 Expresséo do Receptor B2

Foi utilizado anticorpo para o receptor B2, na técnica de Western Blotting
e foi observado que no CPu houve um aumento de aproximadamente 40 %
(p<0,05) do grupo induzido ao DP em relacdo ao controle. Quando avaliada a
SN, foi observado que o aumento da expressdo do receptor B2 foi de
aproximadamente 60 % (p<0,01) do grupo em que foi injetado 6-OHDA em
relacdo ao grupo injetado salina (Figura 7). As médias e o erro padrdo estao

apresentados no apéndice 1.
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Figura 7 - Representacdo grafica da expressao do receptor de bradicinina B2 na técnica de

42KDa

Western Blotting, na concentracéo1:500. Peso molecular 42KDa, analisando o estriado (CPu) e

a substéancia negra (SN). N= 5.

O mesmo anticorpo foi utilizado na técnica de imuno-histoquimica; nesse

caso foi observada uma alteracdo quando avaliado no CPu, que apresentou uma
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maior presenca, de aproximadamente 40 % (p<0,05), desse receptor nos
animais que receberam 6-OHDA, como visto na Figura 8. Contudo o mesmo nao
foi encontrado quando avaliado a SN, em que foi observado uma semelhanca
em relacdo aos grupos controle e ao modelo da DP. As médias e o erro padréo

estdo apresentados no apéndice 1.
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Figura 8 - Representacgéo grafica do experimento de imuno-histoquimica, dos animais que foram
induzidos ao modelo de DP e controle, utilizando o anticorpo anti receptor de bradicinina B2, na
concentracdo de 1:500. Foi comparado o grupo controle com o grupo de animais com modelo
para DP, sendo (A) estriado, animal controle; (B) estriado, animal injetado 6-OHDA; (C)
substancia negra, animal controle; (D) substancia negra, animal injetado 6-OHDA. Foram
analisados duas estruturas: a substancia negra (SN) e o estriado (CPu). As imagens foram
capturadas na objetiva de 10 X. N=5; * p<0,05.

6.2.2 Nocaute de Receptor B2 de Bradicinina

Com intuito de estudar os possiveis efeitos de cininas no modelo da DP,

foram utilizados animais nocautes para o receptor B2 de bradicinina.

O primeiro teste realizado foi a analise da tirosina-hidroxilase, utilizando a
técnica de Western Blotting ap0s a cirurgia com 6-OHDA, em animais nocautes

para o receptor B2 de bradicinina. Foi observado que no CPu e na SN, houve
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alteracdo da proteina (TH), quando comparado o grupo controle com o grupo
com modelo da DP. A diminui¢do da proteina foi em torno de 40 % (p<0,05). As
médias e o erro padrdo estdo apresentados no apéndice 2. As imagens e 0s

resultados estéo representados nos graficos da Figura 9.
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Figura 9 - Representagéo gréfica da expressao da tirosina hidroxilase na técnica de Western
Blotting, na concentracdo1:1000; animais nocautes para o receptor B2. Peso molecular 56KDa,
analisando o estriado (CPu) e a substancia negra (SN). N=5 e p<0,05.

Nos mesmos animais geneticamente modificados para o receptor B2,
foram avaliadas as células da glia, com o anticorpo anti GFAP. Foi observado
gue com esta técnica tanto o CPu quando a SN ndo apresentaram alteracéo
significativa entre os grupos controle e inducdo do modelo da DP; as médias e 0
erro padrdo estdo apresentados no apéndice 2. Estes resultados estédo
representados na Figura 10; a Unica alteracdo foi uma tendéncia de diminuicéo
de GFAP no estriado. A representagdo das bandas acompanhadas aos graficos

estao abaixo.
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Figura 10 - Representacdo grafica da expresséo das células da glia, usando anti - GFAP, na
técnica de Western Blotting, na concentra¢do1:1000, em animais nocaute para o receptor B2.
Peso molecular 51 KDa, analisando o estriado (CPu). N= 5.

Outra técnica realizada com esses animais nocautes para o receptor B2,
foi a imuno-histoquimica, em que foi analisado a tirosina hidroxilase nesses
animais. Quando analisado o CPu foi observada diminuicdo de
aproximadamente 70 % (p<0,01) em relacédo aos grupos, controle e tratado com
6-OHDA. Mas gquando foi avaliado a SN, foi encontrada uma reducédo destes
neurénios de aproximadamente 40 % (p<0,05), quando comparado 0s animais
com inducéo do modelo de Parkinson com os animais que receberam salina. As
médias e o erro padrao estdo apresentados no apéndice 2. A Figura 11 abaixo
mostra 0s resultados estatisticos e algumas imagens representativas dos

resultados visto nos graficos.
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Figura 11 - Representacao grafica do experimento de imuno-histoquimica, dos animais nocautes
para o receptor B2, utilizando o anticorpo para tirosina hidroxilase, na concentracao de 1:1000. Foi
comparado o grupo controle com o grupo de animais com modelo para DP, sendo (A) estriado,
animal controle; (B) estriado, animal injetado 6-OHDA,; (C) substancia negra, animal controle; (D)
substancia negra, animal injetado 6-OHDA. Foram analisados duas estruturas: a substancia negra
(SN) e o estriado (CPu). Imagem capturada com objetiva 10 X. N=5 e *p<0,05 e ** p<0,01.

Utilizando ainda a técnica de imuno-histoquimica, foram avaliadas as
células da glia, utilizando o anticorpo anti-GFAP. A Figura 12 mostra que no CPu
houve uma reducgéo de aproximadamente 40 % (p<0,05) das células da glia nos
animais que foram induzido ao modelo de Parkinson quando comparado com o0s
animais que receberam salina (controle). Quando foi avaliada a SN, os animais
tratados com 6-OHDA também apresentaram diferenca significativa de 40 %
(p<0,05) em relagdo aos animais controle. As médias e o0 erro padréo estdo

apresentados no apéndice 2.
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Figura 12 - Representacao grafica do experimento de imuno-histoquimica, dos animais nocaute
para o receptor B2, utilizando o anticorpo anti - GFAP, para analise das células da glia, na
concentracao de 1:1000. Foi comparado o grupo controle com o grupo de animais com modelo
para DP, sendo (A) estriado, animal controle; (B) estriado, animal injetado 6-OHDA; (C)
substancia negra, animal controle; (D) substancia negra, animal injetado 6-OHDA. Foram
analisados duas estruturas: a substancia negra (SN) e o estriado (CPu). Imagem capturada com
objetiva 10 X. N=5; P<0,05.

6.2.3 Antagonista HOE-140

Para analisar o envolvimento do receptor B2 no modelo da DP, foi utilizado
0o antagonista HOE-140, na concentracdo de 1 pM. A injecdo foi realizada
juntamente com a 6-OHDA, e os animais foram mantidos no biotério por 15 dias.
Primeiramente foi avaliada a tirosina-hidroxilase, nas duas estruturas de estudo,
estriado e substancia negra, por Western Blotting. Como pode ser observado,
nas duas estruturas analisadas foi encontrada uma diminuicdo da tirosina-
hidroxilase, com uma reducéo de aproximadamente 50 % (p<0,05) em relacéo
ao controle, como visto no grafico abaixo (Figura 13). As médias e o erro padréao

estéo apresentados no apéndice 2.
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Figura 13 - Representagdo gréafica da expresséo de tirosina-hidroxilase, na técnica de Western
Blotting, na concentra¢éo1:1000, em animais em que foi injetado antagonista para o receptor de
bradicinina, B2 (HOE-140). Peso molecular 56KDa, analisando o estriado (CPu) e a substancia
negra (SN). N=5 e *p<0,05.

Com a mesma técnica, no caso Western Blotting, foi avaliada a
quantidade de células da glia através do anticorpo anti-GFAP. Foi avaliada
também nas duas estruturas, no CPu e na SN, e foi observado que ndo houve
alteracdo de células da glia quando os animais foram tratado com antagonista
para receptor B2 quando avaliado o CPu, contudo quando analisado a SN foi
encontrado uma reducdo de células da glia em relagdo ao controle de
aproximadamente 40 % (p<0,05), as médias e o erro padréo estdo apresentados

no apéndice 2. A Figura 14 representa a quantificacdo das bandas.
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Figura 14 - Representacao gréfica da expressao de células da glia, com a utilizagédo do anticorpo
anti — GFAP, na técnica de Western Blotting, na concentra¢cdo1:1000, em animais em que foi
injetado antagonista para o receptor de bradicinina, B2 (HOE-140). Peso molecular 51KDa,
analisando o estriado (CPu) e a substancia negra (SN). N= 5 e *p<0,05.

Outro experimento realizado foi o de imuno-histoquimica, em que foi
analisada a tirosina-hidroxilase nas duas estruturas, no CPu e na SN; contudo
dessa vez foi observado que na SN houve uma reducdo de aproximadamente
60 % (p<0,01) dos neurdnios dopaminérgicos, comparando o modelo da DP com
0s animais controle. Quando estudado no CPu, foi encontrada diminuicao de
tirosina- hidroxilase de aproximadamente 40 % (p<0,05) em rela¢do aos grupos
de estudo; os resultados estéo representados na Figura 15. As médias e o erro

padrao estdo apresentados no apéndice 2.
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Figura 15 - Representacéo grafica do experimento de imuno-histoquimica, dos animais que foi
injetado com antagonista do receptor de bradicinina, B2 (HOE-140), utilizando o anticorpo para
tirosina hidroxilase, na concentracdo de 1:1000. Foi comparado o grupo controle com o grupo de
animais com modelo para DP, sendo (A) estriado, animal controle; (B) estriado, animal injetado
6-OHDA,; (C) substéncia negra, animal controle; (D) substancia negra, animal injetado 6-OHDA.
Foram analisadas duas estruturas: a substancia negra (SN) e o estriado (CPu). As imagens foram
capturas na objetiva 10 X. N=5 e *p<0,05 e ** p<0,01.

Outro anticorpo analisado por imuno-histoquimica nesses animais foi o
anti-GFAP. Como observado na representacdo grafica, em nenhuma das
estruturas, no CPu e na SN, foi visto alteracdo, indicando que tanto no grupo
tratado e quanto no grupo controle ndo houve alteracdo na quantidade de células
da glia (Figura 16). As médias e o erro padréo estdo apresentados no apéndice

2.
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Figura 16 - Representacéo grafica do experimento de imuno-histoquimica, dos animais que foi
injetado com antagonista do receptor de bradicinina, B2 (HOE-140), utilizando o anticorpo anti -
GFAP, na concentragdo de 1:1000. Foi comparado o grupo controle com o grupo de animais com
modelo para DP, sendo (A) estriado, animal controle; (B) estriado, animal injetado 6-OHDA; (C)
substancia negra, animal controle; (D) substancia negra, animal injetado 6-OHDA. Foram
analisados duas estruturas: a substancia negra (SN) e o estriado (CPu). As imagens foram
capturadas na objetiva de 10 X. N=5.

6.2.4 Agonista BK

Nos animais induzidos ao modelo da DP foi também aplicado um agonista
para o receptor B2. Nesse caso foi utilizado bradicinina (Bk), na concentracdo de
1 pM. A injecéo foi realizada junto com a 6-OHDA e os animais foram mantidos

por 15 dias e apds isso foram sacrificados de acordo com o0s experimentos.

Inicialmente foi realizado o experimento de Western blotting, sendo
analisado a expressao de tirosina-hidroxilase, em que foi observado que nem no
CPu e nem na SN, nédo foi encontrada alteracéo significativa (as médias e o erro
padrdo estdo apresentados no apéndice 2), quando comparado 0 grupo com

modelo da DP com os animais controle, como pode ser observado na Figura 17.
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Figura 17 - Representagéo gréafica da expresséo de tirosina-hidroxilase, na técnica de Western
Blotting, na concentracdo1:1000, em animais em que foi injetado agonista para o receptor de
bradicinina, B2 (BK). Peso molecular 56KDa, analisando o estriado (CPu) e a substancia negra
(SN). N=5.

Utilizando a mesma técnica, foi entdo avaliada a expressao de GFAP apoés
injecdo com o agonista. E foi observado que nas duas estruturas nao foi
encontrado diferenga do grupo com indugdo do modelo de DP em relagdo ao
grupo controle. As médias e o erro padrao estdo apresentados no apéndice 2. A

representacao grafica pode ser vista na Figura 18 abaixo.
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Figura 18 - Representacéo gréafica da expresséo de células da glia, com a utilizac&o do anticorpo
anti — GFAP, na técnica de Western Blotting, na concentracdo1:1000, em animais em que foi
injetado agonista para o receptor de bradicinina, B2 (BK). Peso molecular 51KDa, analisando o
estriado (CPu) e a substancia negra (SN). N= 5.

Outro método utilizado para avaliar os efeitos do uso da bradicinina nos
animais com indugcdo do modelo de DP foi o método de imuno-histoquimica.
Quando analisado o anticorpo tirosina-hidroxilase, foi observado que no CPu e
na SN nao foi encontrada diferenca significativa entre os grupos controle e o
modelo da DP, como visto na Figura 19. As médias e 0 erro padrao estdo

apresentados no apéndice 2.
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Figura 19 - Representacéo grafica do experimento de imuno-histoquimica, dos animais que foi
injetado agonista do receptor de bradicinina B2 (BK), utilizando o anticorpo para tirosina
hidroxilase, na concentracéo de 1:1000. Foi comparado o grupo controle com o grupo de animais
com modelo para DP, sendo (A) estriado, animal controle; (B) estriado, animal injetado 6-OHDA,;
(C) substéancia negra, animal controle; (D) substancia negra, animal injetado 6-OHDA. Foram
analisadas duas estruturas: a substancia negra (SN) e o estriado (CPu). As imagens foram
capturadas na objetiva de 10 X. N=5.

Com essa mesma técnica de imuno-histoquimica, avaliamos a expressao
de GFAP. Foi observado que nao houve alteragéo significativa do grupo tratado
com 6-OHDA e agonista do receptor B2 em relacdo ao grupo controle; esses
resultados foram vistos tanto no CPu, quanto na SN, as médias e o erro padrédo
estdo apresentados no apéndice 2. A Figura 20 representa os resultados

descritos.



65

GFAP CPu GFAP SN
150~ 150-

=
o
o

=
o
<

foa)
o
1

% em relagéo ao
controle
al
o
L

% em relagdo ao
controle

T T
CONTROLE PARKINSON CONTROLE PARKINSON

Figura 20 - Representagdo grafica do experimento de imuno-histoquimica, dos animais que foi
injetado com agonista do receptor de bradicinina, B2 (BK), utilizando o anticorpo anti — GFAP,
na concentracao de 1:1000. Foi comparado o grupo controle com o grupo de animais com modelo
para DP, sendo (A) estriado, animal controle; (B) estriado, animal injetado 6-OHDA; (C)
substancia negra, animal controle; (D) substancia negra, animal injetado 6-OHDA. Foram
analisados duas estruturas: a substancia negra (SN) e o estriado (CPu). As imagens foram
capturadas na objetiva de 10 X. N=5.

6.2.5 Discussao

Os resultados encontrados quando avaliado o sistema de cininas sugerem
que hd um aumento na expressao do receptor B2 ap0s a injecdo de 6-OHDA,
indicando um possivel envolvimento desse receptor na neurodegeneracao.
Esses resultados vao de acordo com o trabalho de Caetano et al., 2015, em que
afirmam a presenca aumentada de receptor B2 de bradicinina em modelo de
Doenca de Alzheimer, modelo similar ao utilizado nesse estudo em que injeta

proteina 3-amiloide no encéfalo dos animais.

O receptor B2 tem sido associado com neurodegeneracdo em alguns
modelos animais (MARTINS et al., 2012; TORRES-RIVERA et al., 2013). Da

mesma forma, o receptor B1 tem sido associado positivamente com processos
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neurodegenerativos (AUSTINAT et al., 2009; MARTINS et al., 2012). Entretanto,
h& dados conflitantes na literatura. Como é o caso de um estudo que bloqueio o
receptor B2 e revelou uma neuroprotecdo no modelo de isquemia cerebral
(LUMENTA et al., 2006), o que sugere a necessidade de mais estudos sobre o
tema. O modelo de Parkinson usado nesse projeto poderia ajudar para uma

resposta sobre a questao.

Como foi observado, os animais nocautes e os que foram injetados com
antagonista especifico para o receptor B2, apresentaram niveis de tirosina
hidroxilase diminuidos. O receptor B2 € caracterizado como um receptor
constitutivo e que estimula rapidamente a dessensibilizacdo, levando acdo da
via intracelular, a hidrolise de fosfatidil inositol (IP) e aumento de calcio
intracelular nas células (BASCANDS et al., 1993, SMITH et al., 1995, MATHIS
et al., 1996). Em neurdnios, o aumento de calcio pela sinalizacdo mediada pelo
receptor B2 e inositol-1,4,5-trifosfato € um fator critico para a inducdo de
microdominios que levam a resposta seletiva, discriminando informacdes

associadas com o receptor B2 (DELMAS et al., 2002).

O trabalho de Su et al., 2009, vai de acordo com os resultados
encontrados nesse trabalho, em que inibiram os receptor B2 e observaram
reducdo da gravidade neurolégica, permeabilidade da barreira hemato-
encefélica e liberacdo de citocinas que estimulam o receptor B1, ou seja, a
inibicdo do receptor B2 leva ao suprimento dos niveis de proteinas do receptor

B1.

Nesse sentido, Viel e Buck (2011) sugeriram que o receptor B2 pode

desempenhar um papel de neuroprotecdo, uma vez que a auséncia desse
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receptor acelerou o déficit cognitivo observado somente na quinta semana apés
o inicio do periodo de infusdo de B-amiloide, como observado em animais Cs7Ble.
Além disso, o receptor B1 pode contribuir para neurodegeneracao, uma vez que
a auséncia desse receptor aparentemente previne déficits cognitivos
normalmente observados no final do periodo de infusdo. A regulacdo normal
desses receptores faz sugerir que a presenca desses receptores podem ser
alternados pela auséncia do receptor B1 ou B2.

Um outro ponto interessante encontrado nos resultados desse trabalho
foi o fato de que quando foi injetado agonista, no caso BK, nos animais e 0s
niveis de tirosina hidroxilase e astrécitos, ndo diferiram do controle. Esse fato
pode estar relacionado com o trabalho desenvolvido por Bem-Shmuel et al.,
2013, em que avaliou a sinalizagdo de cAMP como um possivel mecanismo
envolvido em como a BK induz a reduc¢éo da producao de 6xido nitrico (NO) em
linhagem de células da microglia, BV2. Nesse trabalho os autores observaram
que a BK reduz a producédo de NO nas células da micréglia por um mecanismo
dependente de receptor acoplado com proteina Gi e envolvendo a inibicdo da
sinalizacdo cAMP-PKA-CREB, o NO estaria enormemente envolvido no
processo de neurodegeneragao.

Por outro lado, um resultado que pouco se sabe na literatura é a acao
dos astrocitos quando ocorre alteracdo da concentracdo de BK e também
guando os receptores estao ativos ou inativos no modelo de DP, utilizando 6-
OHDA. Dentre essa discusséo o trabalho de Nicoletti et al., 2016 afirma que foi
demonstrado que a autoregulacédo do receptor B1 em astrocitos reativos em
torno de injecado de AB, num modelo genético da doenca de Alzheimer. Ainda

afirmam que ndo é possivel excluir que o receptor B1 também tem acdo em
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outras células centrais, tais como microglia, neurdnios e oligodendrécitos. Nesse
sentido, foi observado que os receptores de cinina estdo envolvidos na
proliferacéo das células de gliomas in vivo.

O trabalho de Batassini et al., 2015 mostrou que no modelo de DP,
utilizando 6-OHDA, os animais ap6s 7 e 21 dias de lesdo tem um aumento
gradativo de astrocitos em relagdo aos animais controle, quando avaliado o CPu.
Contudo, quando foi avaliado a SN nesse mesmo periodo de tempo, foi
observado que a porcentagem de astrocitos foi semelhante ao controle. Os
autores entao concluem que a disfuncéo dos astrécitos pode estar relacionada
com 0 progresso e iniciagdo da DP.

Por fim, o envolvimento das cininas no modelo de DP, por 6-OHDA,
sugere que estao envolvidos tanto o receptor B2 quando o B1, sendo que cada

um agindo da sua maneira, mas um interferindo na agéo do outro.
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6.3 Receptores Purinérgicos — Resultados e discusséo
6.3.1 P2X2

Inicialmente foi utilizada a técnica de Western blotting para verificar a
expressao do receptor P2X2 no modelo de DP. As mesmas estruturas citadas
anteriormente foram analisadas e foi observado que na SN houve aumento de
aproximadamente 80 % (p<0,001), (Figura 21). No CPu nédo foi observada
alteracdo entre os grupos tratado e controle (Figura 21). As médias e 0 erro

padrao estdo apresentados no apéndice 1.

CPu P2X2
SN P2X2
150-
250-
200 8 |
° i
© 9 ., 1001
o) w D
5.3 150- 5
S5 [OR=
2c -1 =9
= 8 1004 g © 5o
o (=)
X 50 s
C T C T
@ Q
»¢°\e \@\ Q
N 0(‘
® ¢
50 KDa 50 KDa
P2X2
e mm — c

BETA

ACTINA g 45 KDa - - 45 KDa

Figura 21 - Representacdo gréfica da expressdo do receptor P2X2 na técnica de Western
Blotting, utilizando o anticorpo para P2X2, na concentracdo1:1000, Peso molecular 50KDa,
analisando a substancia negra (SN) e o estriado (CPu). N=5 e * p<0,05.

Em relagéo a técnica de imuno-histoquimica, os resultados encontrados

em relagéo para o anticorpo do receptor P2X2 mostraram que houve aumento
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de aproximadamente 40 % (p<0,05) na SN (Figura 22). No CPu, ndo houve
alteracdo entre os grupos (Figura 22). As médias e o erro padrdo estdo
apresentados no apéndice 1. Os resultados sdo semelhantes aos vistos na

técnica de Western Blotting.
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Figura 22 - Representagéo grafica do experimento de imuno-histoquimica, utilizando o anticorpo
para P2X2, na concentracdo de 1:500. Foi comparado o grupo controle com o grupo de animais
com DP. Foram analisadas duas estrutura a substancia negra (SN) e o estriado (CPu). A)
Substancia Negra (SN) animal controle; B) Substancia Negra (SN) animal com DP; C) Estriado
(CPu) em animal controle; D) Estriado (CPu) em animal com DP. As imagens foram capturadas
na objetiva de 10 X. N=5 e *p<0,05.

6.3.2 P2X4

Os resultados observados na técnica de Western Blotting mostraram que
houve aumento do receptor P2X4 proximo de 40 % (p<0,05) no CPu dos animais

com DP (Figura 23). Nesse sentido, quando foi analisado este mesmo receptor
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na SN o aumento foi pouca coisa maior, sendo de aproximadamente 30 %
(p<0,05) (Figura 23), comparando os animais DP com os controle. As médias e
0 erro padrao estédo apresentados no apéndice 1. Estes resultados sugerem que

em ambas estruturas ha expressao aumentada deste receptor nos animais DP.
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Figura 23 - Representacéo grafica dos ensaios de Western blotting. Foi utilizado o anticorpo para
P2X4, na concentracédo de 1:1000, Peso Molecular 70KDa. Foi comparado o grupo controle com
o grupo com DP. As estruturas avaliadas foram a substancia negra (SN) e estriado (CPu). N=5
e *p<0,05.

Este receptor também foi analisado na técnica de imuno-histoquimica, em
que foi observado resultado semelhante ao Western Blotting. Foi encontrado
aumento de aproximadamente 30 % (p<0,05) (Figura 24), do grupo DP em
relacdo ao grupo controle na SN. Quando avaliado o CPu, foi visto que houve
um aumento de 40 % (p<0,05) no grupo DP (Figura 24). As médias e o erro

padréo estdo apresentados no apéndice 1.
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Figura 24 - Representacgéo grafica do experimento de imuno-histoquimica, utilizando o anticorpo
para P2X4, na concentracéo de 1:1000. Foi comparado o grupo controle com o grupo de animais
com DP. Foram analisadas duas estrutura a substancia negra (SN) e o estriado (CPu). A)
Substancia Negra (SN) animal controle; B) Substancia Negra (SN) animal com DP; C) Estriado
(CPu) em animal controle; D) Estriado (CPu) em animal com DP. As imagens foram capturadas
na objetiva de 10 X. N=5 e *p<0,05.

6.3.3 P2X7

A técnica de Western Blotting foi utilizada para verificar a presenca da
proteina do receptor P2X7. Foi observado que na SN houve aumento de 45 %
(p<0,05) no grupo DP quando comparado com o grupo controle (Figura 25). Ja
quando analisado este receptor no CPu, néo foi observada diferenga significativa
entre os grupos (Figura 25). As médias e o erro padrdo estdo apresentados no

apéndice 1.
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Figura 25 - Representagéo grafica dos ensaios de Western blotting. Foi utilizado o anticorpo para
P2X7, na concentracdo de 1:1000, Peso Molecular 70KDa. Foi comparado o grupo controle com
0 grupo com DP. As estruturas avaliadas foram a substancia negra (SN) e estriado (CPu). N=5
e *p<0,05.

O mesmo anticorpo para o receptor P2X7 foi utilizada na técnica de
imuno-histoquimica. Na SN foi encontrada diferenca significativa entre os
grupos, sendo que no grupo DP houve um aumento de 30 % (p<0,05) em relacéo
ao grupo controle (Figura 26). Quando analisado o CPu foi observada diferenca
significativa entre os grupos, sendo que o grupo DP teve aumento da proteina
de 40 % (p<0,05), comparada com o controle (Figura 26), as médias e o erro

padrao estdo apresentados no apéndice 1.
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Figura 26 - Representacao grafica do experimento de imuno-histoquimica, utilizando o anticorpo
para P2X7, na concentracéo de 1:1000. Foi comparado o grupo controle com o grupo de animais
com DP. Foram analisadas duas estrutura a substancia negra (SN) e o estriado (CPu). A)
Substancia Negra (SN) animal controle; B) Substancia Negra (SN) animal com DP; C) Estriado
(CPu) em animal controle; D) Estriado (CPu) em animal com DP. As imagens foram capturadas
na objetiva de 10 X. N=5 e *p<0,05.

6.3.4 P2Y4

A proteina do receptor P2Y4 foi avaliada pela técnica de Western Blotting,
foi observada diferenca em relacdo aos grupos quando foi analisada a SN. No
grupo com modelo de DP houve um aumento de aproximadamente 150 %
(p<0,001) (Figura 27). Contudo, quando analisada o CPu, ndo foi observada
alteracado significativa entre os grupos (Figura 27). As médias e o erro padrao

estdo apresentados no apéndice 1.
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Figura 27 - Representacéo grafica dos ensaios de Western blotting. Foi utilizado o anticorpo para
P2Y4, na concentracdo de 1:500, Peso Molecular 45KDa. Foi comparado o grupo controle com
0 grupo com DP. As estruturas avaliadas foram a substancia negra (SN) e estriado (CPu). N=5
e *p<0,05.

O mesmo aconteceu quando foi analisado este receptor na técnica de
imuno-histoquimica, em que a SN apresentou aumento, menor do que o
encontrado na técnica de Western Blotting, sendo que o grupo DP mostrou
aumento de 20 % (p<0,05) em relacéo ao grupo controle (Figura 28). Ja no CPu,
foi observado o mesmo resultado da técnica anterior, em que 0S grupos néo
apresentam diferenca significativa (Figura 28). As médias e o erro padréo estéao

apresentados no apéndice 1.
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Figura 28 - Representacgéo grafica do experimento de imuno-histoquimica, utilizando o anticorpo
para P2Y4, na concentracdo de 1:250. Foi comparado o grupo controle com o grupo de animais
com DP. Foram analisadas duas estrutura a substancia negra (SN) e o estriado (CPu). A)
Substancia Negra (SN) animal controle; B) Substancia Negra (SN) animal com DP; C) Estriado
(CPu) em animal controle; D) Estriado (CPu) em animal com DP. As imagens foram capturadas
na objetiva de 10 X. N=5 e *p<0,05.

6.3.5 Discussao

Os receptores purinérgicos sdo canais ibnicos de membrana sensiveis a
ATP, e quando ativos possibiltam a permeabilidade de ions como sddio,
potassio e principalmente de calcio, isto para os receptores purinérgicos do
subtipo P2X. O aumento intracelular destes ions induz alteracdes nos neurénios,
dentre elas mediando a transmissdo sinaptica e facilitando a plasticidade
sinaptica (SURPRENANT; NORTH, 2009). O outro subtipo do receptor
purinérgico, o P2Y é receptor de membrana metabotropico acoplado a proteina

Gaq.
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Os receptores purinérgicos sao divididos em P2X e P2Y, e neste trabalho
foram analisados: P2X2, P2X4, P2X7 e P2Y4. Estes receptores foram escolhidos

por estarem bastante expressos no encéfalo.

Trabalho de Rubio e Soto (2001), mostrou que as subunidades dos
receptores purinérgicos P2X2 e P2X4 participam das sinapses excitatorias no
encéfalo. Nesse sentido, foi visto que o receptor P2X2 nos neurbnios preé-
sinapticos aumenta a liberacao de glutamato nos interneurénios (KHAKH et. al.,

2003).

Além disso, foi observado que em animais nocautes para o receptor P2X2,
durante a diferenciagado neuronal, acontece uma diminuicdo da expressao da [3-
3- tubulina, indicando prejuizo no processo da neurogénese (YUAHASI, et. al.
2012). De acordo com os resultados encontrados nesse trabalho, que revelou
aumento deste receptor na SN, podendo sugerir uma possivel alteracao
neuronal por aumento na liberacdo de neurotransmissor, como glutamato,
deixando as células com maior possibilidade de excitabilidade em animais com

DP.

As subunidades do receptor purinérgico P2X4 sdo encontradas no
encéfalo, especialmente em sinapses excitatorias. Além disso, foi observado que
a ativacao do receptor mediada por ATP causa a liberacdo de fator neurotréfico
derivado do encéfalo (BDNF) na micrdglia, indicando que age em fatores que
estdo envolvidos na inflamacéo (COULL, 2005). Desta maneira, pode-se sugerir
gue os resultados encontrados nesse trabalho, em que nas duas estruturas
analisadas ha um aumento deste receptor, indicam que estes receptores podem
estar envolvidos no processo inflamatério presente durante o desenvolvimento

da DP.



78

O trabalho de Khoja et al., 2016, mostrou que em animais noucaute para
P2X4 foi encontrado um aumento de TH no estriado na regido dorsal. Desta
forma os autores concluiram que esse receptor estd envolvido em multiplas

funcdes do SNC e regula a formacao de dopamina.

Outro subtipo de receptor purinérgico analisado foi o P2X7, que tem sido
associado com a inducgéo de proliferacao e gliogénese (YUAHASI, et. al. 2012).
O trabalho realizado por Ulrich e colaboradores (2012), mostrou que a
subunidade P2X7 participa no direcionamento da migracdo e neurogénese,

promovendo a radiacdo de células da glia durante o desenvolvimento do cortex.

Mais um subtipo de receptor purinérgico, contudo agora acoplado a
proteina Gqg, o receptor P2Y4, foi também avaliado neste trabalho. Quando
ativado, pode inibir a liberacao de glutamato no neurdnio pré-sinaptico e modular
a funcao da barreira hematoencefalica (RODRIGUES et. al., 2005). Este receptor
é encontrado também na micréglia e em astrocitos. Na glia esta localizado nos
prolongamentos gliais nos vasos sanguineos, regulando o fluxo sanguineo,

metabolismo e fluxo de agua nas células (BIANCO et. al., 2005).

Considerando a funcdo desempenhada pelo receptor P2Y4 e levando em
consideracdo os resultados encontrados nesse trabalho, pode-se inferir que o
aumento na proteina e a presenca dele nas células indica que pode atuar na
direcdo de manter as células integras, pela regulacdo metabdlica das células e
por possivel acdo génica que estes receptores podem desempenhar, mesmo

quando os animais sofreram leséo tipo DP.

Diante dos trabalhos e avaliando os resultados obtidos nesse estudo
guando avaliado os sutipos dos receptores purinergicos, nos permite pensar que

0 aumento da expressao da proteina e a presenca deste receptor nas células,
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principalmente por ser maior na DP, sugere que este receptor pode estar
envolvido na DP. Levando em consideracdo o mecanismo de acdo de cada
subtipos, mas pode-se supor que cada um dos subtipos s&o ativados quando os

animais sao induzidos ao modelo de DP por 6-OHDA.
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6.4 Canal de potencial transiente - TRPM7- Resultados e discussao

6.4.1 TRPM7

Inicialmente foi utilizada a técnica de Western blotting para verificar o
possivel envolvimento do receptor TRPM7 na DP. Foi observado que na SN
houve um aumento de expressdo de aproximadamente 50 % (p<0,05) nos
animais com modelo da DP, quando comparado com o0s animais controle (Figura
29). No CPu foi observado um aumento de aproximadamente 50 % (p<0,05) dos
animais com modelo da DP em relacéo ao controle (Figura 29). As médias e 0

erro padréo estao apresentados no apéndice 1.
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Figura 29 - Representagdo gréfica da expressdo do receptor TRPM7 na técnica de Western
Blotting, utilizando o anticorpo para TRPM7, na concentracdo1:5000, Peso molecular 160KDa,
analisando a substancia negra (SN) e o estriado (CPu). N=5 e * p<0,05.

O mesmo anticorpo foi utilizado na técnica de imuno-histoquimica, e

nesse caso foi observado que na SN reticulata dos animais que tinham sido

submetidos ao modelo da DP ndo apresentaram alteragdo na marcacao de



81

guando comparado com os animais controle. Estes dados foram obtidos a partir
das imagens dos cortes de cada regiao cerebral, como mostrado na Figura 30.
As médias e o erro padréo estdo apresentados no apéndice 1. Em contrapartida,
foi encontrada diferenca entre o grupo que foi induzido ao modelo de DP em
relacédo ao grupo controle de aproximadamente 30 % (p<0,05) quando analisado

o CPu. As representacOes graficas estdo mostradas na figura 30 abaixo.
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Figura 30 - Representagédo grafica do experimento de imuno-histoquimica, utilizando o anticorpo
para TRPM7, na concentracao de 1:500. Foi comparado o grupo controle com o grupo de animais
com DP. Foram analisadas duas estruturas, substancia negra (SN) e o estriado (CPu). As
imagens foram capturadas na objetiva de 10 X. N=5 e *p<0,05.

6.4.2 CARVACROL

Os animais foram pré-tratados com carvacrol na concentracdo de 40 mg/
kg; a injecao foi realizada intraperitonealmente, e apés 30 minutos da injecéo os
animais foram operados utilizando 6-OHDA; no lado contralateral foi utilizado

veiculo, no caso salina.
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Apoés o periodo da lesdo, os animais foram sacrificados e inicialmente foi
realizado o teste de Western Blotting. Para avaliar a leséo foi utilizado o anticorpo
para tirosina hidroxilase. Com o intuito de criar um controle dos animais que
receberam carvacrol, foi utilizado salina em alguns animais para formarem o
grupo controle dos animais tratados com carvacrol, sendo que foram utilizados
0S mesmos parametros de tempo e técnica para 0os animais tratados com

carvacrol.

De acordo com os dados encontrados (Figura 31), foi observado que os
animais que foram pré—tratados com carvacrol ndo apresentaram uma
diminuicdo de tirosina hidroxilase no CPu. As médias e o erro padrdo estdo

apresentados no apéndice 3.

Os mesmos parametros foram utilizados para avaliar a SN dos animais;
novamente os grupos foram comparados entre controle com salina com o0s
animais tratados com carvacrol. Foi observado que ndo houve alteracéo entre
0s grupos. Esses dados mostram uma protecdo dos animais quando injetado
carvacrol anteriormente a cirurgia, para o modelo da DP. Estes resultados podem
ser observados na figura 31. As médias e o erro padrdo estdo apresentados no

apéndice 3.
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Figura 31 - Representacao gréafica da expressao da tirosina hidroxilase na técnica de Western
Blotting, na concentracdo 1:1000, em animais pré-tratados com carvacrol. Peso molecular
56KDa, analisando o estriado (CPu) e substancia negra (SN). N=5.

A partir destes resultados, foi realizada a técnica de imuno-histoquimica.
Os animais foram tratados como descrito anteriormente, e foi avaliado o
anticorpo tirosina hidroxilase. A analise dos resultados foi feita utilizando como
controle os animais injetados com salina, mas do mesmo grupo. As médias e o

erro padréo estdo apresentados no apéndice 3.

Os resultados mostram que 0s animais que receberam salina
intraperitonealmente, apresentaram uma diminuicdo da tirosina hidroxilase de
aproximadamente 40 % (p<0,05) do grupo tratado com 6-OHDA em relacdo ao
controle. Ja quando os animais foram pré-tratados com carvacrol

intraperitonealmente, ndo houve essa diferenca, como mostrado na Figura 32.



84

CPu
150~
2
3 @ 1004
§°
=
(@]
£ © 501
S
0
&
O\/
&
Oé
O

SALINE 6-OHDA

mZ—=C>wn

T —

T— COXEOQPRL<ERO

Figura 32 - Representacdo grafica do experimento de imuno-histoquimica, dos animais pré-
tratados com carvacrol, utilizando o anticorpo para tirosina hidroxilase, na concentracdo de
1:1000. Foi comparado o grupo controle com o grupo de animais com modelo para DP. Foi
analisado o estriado (CPu); sendo (A) animal controle, lado salina; (B) animal carvacrol, lado
salina; (C) animal controle, lado 6-OHDA, (D) animal carvacrol, lado 6-OHDA. As imagens foram
capturadas na objetiva de 10 X. N=5 e *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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O mesmo experimento foi realizado para avaliar a SN destes animais. Foi
observado que nos animais injetados com salina, e que na cirurgia para inducéo
do modelo da DP foi injetado 6-OHDA, teve expressao de tirosina hidroxilase
menor, de aproximadamente 70 % (p<0,001). Quando avaliados 0s animais
injetados com carvacrol, o animal controle em que foi injetado salina n&o foi
diferente dos animais que foram injetados com 6-OHDA. As médias e o erro
padrao estdo apresentados no apéndice 3. Um resultado em que ficou muito
evidente a acao protetora do carvacrol quando foram comparados os animais

gue foram submetidos ao modelo da DP, como mostrado na figura 33.
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Figura 33 - Representacdo grafica do experimento de imuno-histoquimica, dos animais pré-
tratados com carvacrol, utilizando o anticorpo para tirosina hidroxilase, na concentracdo de
1:1000. Foi comparado o grupo controle com o grupo de animais com modelo para DP,sendo (A)
animal controle, lado salina; (B) animal carvacrol, lado salina; (C) animal controle, lado 6-OHDA,;
(D) animal carvacrol, lado 6-OHDA.. Foi analisado a substancia negra (SN). As imagens foram
capturadas na objetiva de 10 X. N=5 e **p<0,01; ***p<0,001.
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6.4.3 CASPASE 3

Para avaliar a possivel via de sinalizacdo de morte celular, foi avaliada a
caspase 3, uma proteina envolvida no processo de morte celular por apoptose.
Para isso foi utilizado o método de Western Blotting. Foi observado que no CPu
0 grupo tratado com carvacrol e injetado salina, houve um aumento de
aproximadamente 40 % (p<0,05) em relacao ao grupo que foi injetado com salina
tanto intraperitoneal quanto intracraniano. O mesmo foi observado quando
comparado com o grupo que recebeu carvacrol e salina. Ja em relacéo ao grupo
que recebeu carvacrol e 6-OHDA o aumento de caspase 3 do grupo salina e 6-
OHDA foi de aproximadamente 90 % (p<0,001) (Figura 34). As médias e o erro

padréo estdo apresentados no apéndice 3.

Quando avaliada a SN, foi observado que o grupo salina e 6-OHDA teve
um aumento de caspase 3 de aproximadamente 60 % (p<0,01) em relacédo aos
demais grupos, sendo eles salina intraperitoneal e intracraniana, carvacrol e
salina e carvacrol e 6-OHDA, como estd mostrado na Figura 34, abaixo. As

meédias e o erro padréo estao apresentados no apéndice 3.
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Figura 34 - Caspase-3 imunoblotting no caudate-putamen (CPu) e substancia negra (SN) apés
a solucao salina e carvacrol ip injecc6es. Os gréficos representam a razdo da média dos niveis
de caspase-3/ B-actina nas condices de controlo e apés 6-OHDA e tratamento ip com carvacrol
ou solucao salina (em% do controlo). As imunotransferéncias tipicas sdo também mostradas.
Carv, carvacrol; * P <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; N = 6.

6.4.4 Teste do cilindro

Confirmando os resultados das outras técnicas, os resultados do ensaio
em cilindro mostraram que 0s animais injetados com 6-OHDA e tratados com
solucéo salina i.p., utilizou mais o antebraco direito aos 7 e 14 dias (p <0,0001)
apos a injecdo de toxina. Por outro lado, os animais injetados com 6-OHDA e
tratados com carvacrol i.p. exibiu uma diminuicdo da assimetria no uso da perna.
Estes animais comportaram-se de um modo semelhante ao da linha de base,
pelo menos ap6s 14 dias da injecdo de 6-OHDA. Mesmo aos 7 dias apés a
injecao de toxina, no entanto, houve uma diferenga estatisticamente significativa
entre 0s animais tratados com carvacrol e solugéo salina, como mostra na figura

35. As médias e o erro padrao estdo apresentados no apéndice 3.
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Figura 35 - Resultados do teste do cilindro. As andlises foram realizadas trés vezes, antes da
injeccdo de 6-OHDA, 7 e 14 dias ap0s a injeccdo. Os gréaficos representam a porcentagem média
de utilizagc&o da perna anterior ipsilateral (direita) em relagéo ao nimero total de contatos com a
parede; *** p <0,001, **** p <0,0001 para comparacao de grupo. As comparacdes com a linha de
base sao indicadas por # p <0,05; #### p < 0,0001; N = 5.

6.4.5 Discussao

Os resultados anatdémicos, bioquimicos e comportamentais desse estudo
sugerem que o canal TRPM7 estd envolvido na patogénese da
neurodegeneracdo produzida por 6-OHDA. Apés 15 dias dessa lesdo, existe
originalmente um aumento da geracéo de espécies reativas de oxigénio induzida
pelo modelo de 6-OHDA (SCHOBER, 2004; HERNANDES et al., 2013) e essas
espécies reativas sao conhecidas por regular a expresséao e atividade do canal
TRPM7 (FLEIG; PENNER, 2004; DADON; MINKE, 2010; MILLER; ZHANG,

2011).

Estes resultados sugerem aumento dessa proteina nos neurdnios apos a
inducdo da DP com o modelo da injecéo de 6-OHDA. De acordo com o trabalho

de Aarts e colaboradores (2003), que mostra o envolvimento deste canal no
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metabolismo celular, em alteracdo dos ions célcio e magnésio, quando o
receptor TRPM7 estd ativo. Nesse sentido, com as altera¢des de calcio, pode-

se haver a morte celular.

No mesmo sentido, o trabalho de Hanano et al., (2004) mostrou que o
aumento da atividade do TRPM7 prejudica a adesao celular, que pode ocasionar
o desbalanco celular e consequentemente a morte da célula. Isso sugere que o

canal TRPM7 pode ser um possivel fator que influencia na morte celular na DP.

O TRPMY pode ativar vias de sinalizacéo pro-apoptoética e participar na
neurodegeneracado de neurdnios e terminais dopaminérgicos; também € possivel
que o fluxo de calcio relacionado ao canal TRPM7 aumente a degeneracéo
nessas condi¢cdes (TAKADA et al, 2013; SUN et al., 2015). Vale ressaltar que
uma reducdo do mRNA de TRPM7 foi relatada em pacientes parkinsonianos
(COOK et al., 2009), o que de alguma forma contradiz os resultados atuais. Esta
diferenca pode ser devida aos diferentes métodos utilizados para detectar
TRPM7, ao fato de que o modelo de doenca de Parkinson utilizando 6-OHDA é
apenas uma aproximagcdo a condicdo humana ou ao fato de que apenas
examinamos a proteina TRPM7 em um ponto de tempo da neurodegeneracéo.

Os dados do presente estudo, por outro lado, estdo de acordo com os
resultados de modelos de lesGes cerebrais hipdxico-isquémicas, que também
sugerem uma participacdo de TRPM7 no processo e efeitos neuroprotetores do
carvacrol (CHEN et al., 2015). Além disso, esses dados concordam com varios
trabalhos encontrados na literatura, indicando uma possivel participacdo de
canais de TRPM7 em processos neurodegenerativos (VERMA et al., 2012;
TAKADA et al., 2013; SUN et al., 2015,). As a¢cOes de TRPM7 na autofagia (OH

et al., 2015, SUKUMARAN et al., 2016) também apoiam o envolvimento desse



91

canal na neurodegeneracéo, por meio de um processo que poderia ser mediado
pela sua regulagdo do influxo de célcio (SUKUMARAN et al., 2016). Os dados
sobre autofagia também estdo de acordo com os dados presentes.

Os resultados encontrados nesse trabalho quando foi utilizado o carvacrol
mostraram que esse composto exerceu uma agdo neuroprotetora quando
injetado intraperitonialmente antes da injecédo da toxina indutora do modelo de
DP. Esse efeito € provavelmente devido a ag&o inibidora do carvacrol, que foi
demonstrada anteriormente (CHEN et al., 2015). Esses dados também sugerem
gue os canais TRPM7 podem representar um alvo terapéutico importante para a
DP. Uma vantagem importante do uso potencial do carvacrol como neuroprotetor
esta relacionado a sua natureza lipofilica, sugerindo facilidade de atravessar

membranas e a camada hematoencefalica.

E interessante comentar que o carvacrol também mostrou um efeito
protetor em modelo de hipdxia-isquemia, o que sugere que o efeito de bloquear
a neurodegeneracdo pode ser um efeito genérico do produto bloqueador do
TRPM7 (CHEN et al., 2015). Além disso, esse produto também mostrou efeitos
neuroprotetores quando administrados em regime de pos-tratamento (ZHANG et

al., 2012).

Em termos de mecanismos de acdo, deve-se comentar a acdo do
carvacrol na regulacéo positiva do sistema Bcl-2/Bax e de p-Akt, com reducéo
da ativacdo de caspase 3 (CHEN et al., 2015), o que representa uma
possibilidade importante para o mecanismo de ag¢ao do produto como

neuroprotetor.
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No presente estudo, demonstrou-se uma marcada atenuagdo da
expressao positiva da caspase-3 pelo carvacrol, o que indicou que as acdes
desta substancia podem envolver as mesmas vias pré-apoptéticas de
sinalizacdo no modelo 6-OHDA da doenga de Parkinson. No entanto, nao
podemos excluir uma possivel agdo antioxidante e anti-inflamatéria do carvacrol
(YU et al., 2012) causando os efeitos aqui mostrados. Do mesmo modo, nao
existem dados disponiveis sobre um possivel mecanismo de ligacao da atividade
de TRPM7 e da sua inibicdo pelo carvacrol as vias intracelulares por meio da
sua quinase associada (SUN et al., 2015). Estudos futuros sdo necessarios para
avaliar esses aspectos e os possiveis efeitos do pds-tratamento com carvacrol

no modelo de doenca de Parkinson 6-OHDA.
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7 CONCLUSAO GERAL

Esse estudo mostrou que alguns receptores parecem estar envolvidos no
desenvolvimento da doenca de Parkinson, quando induzida pelo modelo da 6-
OHDA. Apesar da literatura descrever o receptor B2 de bradicinina como
neuroprotetor, neste trabalho esse efeito ndo foi observado quando utilizado o
modelo de 6-OHDA. Além disso, ndo se deve excluir a possibilidade do
envolvimento do receptor B1 no desenvolvimento da DP, uma vez que esse

receptor é estimulado quando existe um processo inflamatorio.

Em relacéo aos receptores purinérgicos, foi observado que os receptores
P2X2, P2X4, P2X7 e P2Y4, que tem como funcéo a sinalizacéo intracelular
guando ha alteracdo de ions, este trabalho sugere que esses receptores tem
expressdo aumentada quando ocorreu a lesdo por 6-OHDA no encéfalo dos
animais, sugerindo que 0s receptores purinérgicos também séo receptores que

estao envolvidos no modelo de DP.

Ja quando avaliado o potencial do canal de TRPM7, foi observada uma
alteracdo positiva desse receptor no modelo, podendo sugerir o envolvimento
desse receptor no desenvolvimento da DP, sendo que quando utilizado o
antagonista especifico desse receptor 0s animais apresentaram 0S mesmos
padrées de animais controle. Assim, a inibicdo do TRPM7 produziu marcante

neuroprotecao no modelo da 6-OHDA.

Levando em consideracao os efeitos encontrados ao avaliar os receptores
de bradicinina, purinérgicos e TRPM7 que estes receptores estao envolvidos no
desenvolvimento da DP quando utilizado o modelo com 6-OHDA, com isso pode-

se sugerir um potencial terapéutico para a DP uma vez que foi encontrado certas
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alteracdes na evolugcao da DP quando utilizado antagonista do receptor, como o
caso do TRPM7. Em relacdo aos demais receptors precisa aumentar os estudos,
uma vez que foi observado alteracdo da DP quando avaliado no modelo em

estudo.
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Estriado

Substancia Negra

Estriado

Substancia Negra

TH

Controle DP

100+1,9 18,7+11;3

100+ 13,9 44,7+3,7

TH

Controle DP
100+7,5 51,5+16,5

100+14,9 52,3+2,2

Controle
100 +
59

100 +
2,8

Controle
100 +
3,7

100 +
4.8

B2
DP

133,0+8,0

98,0+ 2,7

B2
DP

176,6 £ 32,7

173,6 £ 44,3

APENDICES
Apéndice 1 Média e erro padrédo dos receptores.

Imuno-histoquimica

P2X2 P2X4 P2X7
Controle DP Controle DP Controle DP
100+6,9 105,0+6,7 100+23,7 181,5+17,6 100+10,2 1489+121
100+9,7 140,4+6,5 100+30,5 234,0+559 100+7,6 131,0+9,9

Western Blotting

P2X2 P2X4 P2X7
Controle DP Controle DP Controle DP
100+17,4 96,7 5,2 100+£8,2 1326+2,0 100x7,6 955+10,3
100+11,6 210,6+20,9 100+4,8 120,6+45 100+11,7 1453+13/4

P2Y4

Controle DP
100+ 10,8 112,3+5,3

100+11,6 137,1+18,2

P2Y4

Controle DP
100+10,1 126,9+17,5

100+ 32,2 328,3+17,6

TRPM7

Controle DP
100 £ 13,5 127,1+4,3

100+5,5 125,8+4,8

TRPM7

Controle DP
100+12,9 180,1+16,6

100+11,6 149,9+8,4



Apéndice 2. Média e erro padrdo dos nocautes, antagonista e agonista do receptor B2 de bradicinina.

NOCAUTE

Estriado
Substéncia Negra

Estriado
Substancia Negra

HOE-104

Estriado
Substancia Negra

Estriado
Substéncia Negra

Imuno-histoquimica

CONTROLE DP
100 + 10,8 22,8+2,3
100 +10,4 64,1+10,1

Imuno-histoquimica

CONTROLE DP
100 £ 3,2 85,5+4,3
100 £5,5 82,2+4,1

Imuno-histoquimica

CONTROLE DP
100 +5,1 84,3+25
100 + 14,3 36,4+3,1

Imuno-histoquimica

CONTROLE DP
100 +1,3 107,4 £ 2,3
100 + 8,5 102,0 £ 8,5

Western Blotting

TH
CONTROLE DP
100 + 19,2 64,7+ 1,5
100 + 3,8 80,2+5,0
Western Blotting
GFAP
CONTROLE DP
100 + 18,6 71,0+£7,7
100 + 6,8 97,3+6,5
Western Blotting
TH
CONTROLE DP
100 + 23,5 452 +125
100 + 19,8 43,3+28
Western Blotting
GFAP
CONTROLE DP
100 + 11,1 127,5+ 26,1
100 + 18,3 34,0+ 7,7



BK
Estriado

Substéncia Negra

Estriado
Substancia Negra

Imuno-histoquimica

CONTROLE DP
100 £ 4,7 98,7+5,1
100 + 10,8 101,0+£ 59

Imuno-histoquimica

CONTROLE DP
100 + 3,8 103,9+ 3,6
100 +£4,5 102,3 + 3,7

Western Blotting

TH
CONTROLE DP
100 * 36,7 91,8 +13,3
100 + 8,2 84,7+12,8
Western Blotting
GFAP
CONTROLE DP
100 + 13,0 69,2 + 13,9
100 £ 12,7 73,1+ 24,7



Apéndice 3. Média e erro padrao das anédlises realizadas com carvacrol.

CARVACROL

Estriado
Substéncia Negra

Estriado
Substéncia Negra

Estriado
Substancia Negra

Baseline
7 dias
14 dias

CONTROLE - Salina
100+1,2
100 + 13,9

CONTROLE - Salina
100+ 17,4
100+ 11,1

CONTROLE - Salina
100 +17,3
100 £ 19,7

Teste do cilindro
Salina

47,4+ 1,3

66,2+ 2,2

72,2+0,9

Imuno-histoquimica

TH
DP - Salina CONTROLE - Carvacrol
43,4 + 14,7 100 + 3,6
447+ 3,9 100+ 5,3

Western-blotting

TH
DP - Salina CONTROLE - Carvacrol
100 + 6,7 99,4 + 15,41
459+ 13,1 95,8 £10,7

Western-blotting
Caspase-3
CONTROLE - Carvacrol
91,9+ 104
97,6 £9,0

DP - Salina
213,3+39,3
185,5+ 10,1

Carvacrol
46,6 + 1,7
548+1,4
51,0+1,3

DP - Carvacrol
117,8 +5,0
87,1+25

DP - Carvacrol
112,5+9,3
929+126

DP - Carvacrol
457 +11,1
74,9 + 10,0



