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RESUMO

Oliveira-Giacomelli, A. Papel dos receptores purinérgicos em modelo animal de
Doenca de Parkinson. 2018. 108p. Tese — Programa de PoOs-graduacdo em
Ciéncias Biologicas (Bioquimica). Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo,

Sao Paulo.

A Doenca de Parkinson € uma doenca altamente incapacitante e de grande
prevaléncia. Pouco se sabe sobre sua etiologia e os tratamentos atuais consistem
na diminuigdo dos sintomas, uma vez que ainda nao foi encontrada uma maneira de
reverter o déficit de neurbnios dopaminérgicos observados nos pacientes
acometidos. Sabe-se que os receptores purinérgicos sdo encontrados por todo o
sistema nervoso central, ndo s6 no individuo adulto como também em diferentes
estagios do desenvolvimento embrionario e estdo envolvidos com proliferacdo e
diferenciacdo celular. Este trabalho estudou a participagdo dos receptores
purinérgicos em modelo animal de doenca de Parkinson por lesdo dos neurdnios
dopaminérgicos da via nigroestriatal com 6-OH dopamina (6-OHDA). Realizamos a
andlise do perfil de expressdo génica dos diferentes receptores apos a lesao e
subsequente modulagdo. Observamos expressdo génica alterada dos receptores
P2X7 e P2Y6 até 5 semanas apoés a lesdo. O uso do antagonista do receptor P2X7
Brilliant Blue G (BBG) induziu a regeneracdo da via nigroestriatal e o uso do
antagonista do receptor P2Y6 MRS2578 preveniu a morte dos neurbénios. Como
esses efeitos foram acompanhados pela inativacdo de células microgliais, supde-se
que o controle do microambiente neuroinflamatorio causado pela injecdo de 6-OHDA
seja a principal causa do efeito antiparkinsoniano observado pelo tratamento com

BBG e MRS2578. Além disso, o transplante celular com células precursoras neurais



nado foi capaz de reverter o comportamento hemiparkinsoniano dos animais
lesionados. Apesar do uso concomitante com BBG reduzir o comportamento, parece
que esse efeito deve-se ao BBG per se, uma vez que o tratamento somente com o
antagonista de P2X7 foi mais eficaz. De maneira geral, a modulacdo da atividade
dos receptores purinérgicos se mostrou uma ferramenta promissora na pesquisa de

cura e compreensao das bases moleculares da Doenca de Parkinson.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson, Receptores Purinérgicos, Receptor P2X7,

Receptor P2Y6, Neurodegeneracao.



ABSTRACT

Oliveira-Giacomelli, A. Role of purinergic receptors in an animal model of
Parkinson’s Disease. 2018. 108p. PhD Thesis — Graduate Program in Biochemistry.

Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

Parkinson's disease is a highly disabling and prevalent disease. Little is known about
its etiology and the current treatments consist in the reduction of the symptoms, since
there is no known method to reverse the dopaminergic neurons deficit observed in
patients. Purinergic receptors are found throughout the central nervous system, not
only in the adult individual but also at different stages of embryonic development, and
are involved in proliferation and differentiation. This work investigated the role of
purinergic receptors in the animal model of Parkinson's disease induced by 6-OH
dopamine (6-OHDA) injection and consequent death of dopaminergic neurons of the
nigrostriatal pathway. Patterns of purinergic receptors gene expression after the
lesion and subsequent modulation were analyzed. We observed altered gene
expression of P2X7 and P2Y6 receptors within 5 weeks of injury. The use of the
P2X7 receptor antagonist Brilliant Blue G (BBG) induced the regeneration of the
nigrostriatal pathway and treatment with P2Y6 receptor antagonist MRS2578
prevented the death of the neurons. Since these effects were accompanied by the
inactivation of microglial cells, it is assumed that the control of neuroinflammatory
milieu caused by the 6-OHDA injection is the main cause of the antiparkinsonian
effect observed by the treatment with BBG and MRS2578. In addition, transplantation
with neural precursor cells was not able to reverse the hemiparkinsonian behavior of
injured animals. Although concomitant use with BBG improved cell engraftment, it

appears that this effect is due to BBG per se, since treatment with only this P2X7



receptor antagonist was more effective. In general, modulation of purinergic receptor
activity showed to be a promising tool in the research of cure and understanding of

the molecular bases of Parkinson's Disease.

Keywords: Parkinson's disease, Purinergic Receptors, P2X7 Receptor, P2Y6

Receptor, Neurodegeneration.
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1. Introducéo

1.1 Doenca de Parkinson

A Doenca de Parkinson € uma doenga neurodegenerativa caracterizada pelo
aparecimento de sintomas motores e sintomas nao motores, como disfuncao
cognitiva, psicose, distirbios do sono e transtornos de humor (Moustafa e Poletti,
2013). Os sintomas motores, caracterizados por tremor, bradicinesia, rigidez e
paralisia postural, foram descritos pela primeira vez em 1690 por Ferenc Pariz no
tratado médico Pax corporis. Em sua monografia “An Essay on the shaking palsy” de
1817, James Parkinson descreveu que tremor de repouso e marcha festinante eram
sintomas chave no transtorno, que até entdo ndo havia sido caracterizado
(Parkinson, 2002). Anos mais tarde, o francés Jean Charcot atribuiu o nome de “Mal
de Parkinson” a doenca e hipotetizou que os tremores observados ndo eram
decorrentes de uma fraqueza muscular, como acreditava James Parkinson
(Kempster et al., 2007). Entretanto, somente mais de 100 anos depois foi
caracterizada a perda de neurdnios na substancia negra do encéfalo e estabelecida
a relacao desses neurdnios com 0 neurotransmissor dopaminérgico nos individuos

acometidos (Bjorklund e Dunnett, 2007).

A Doenca de Parkinson é altamente incapacitante e acomete cerca de 1% da
populacdo com idade entre 65 e 69 anos, podendo alcancar até 3% dos individuos
com mais de 80 anos de idade (de Lau e Breteler, 2006). O diagnéstico da doenca é
realizado pela andlise sintomatica dos pacientes, caracterizado pela presenca de
bradicinesia, trés ou mais sintomas de suporte e pelo menos um dos seguintes

sintomas: rigidez muscular, tremor de repouso ou instabilidade postural, além de nao
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se enquadrar nos critérios de exclusdo (Thenganatt e Jankovic, 2014). Estudos
post-mortem mostram que entre 80 a 90% dos diagnosticos de Parkinson séo
acurados, entretanto ha dificuldade de identificacdo da doenca nos estagios iniciais
e guando a tentativa de diagndstico € realizada sem acompanhamento prévio do

paciente (De Lau e Breteler, 2006).

Apesar do grande impacto na populacdo, pouco se sabe sobre a etiologia da
doenca. Acredita-se que estresse oxidativo, disfuncdo mitocondrial e proteinas
danificadas, em combinacdo com pré-disposicdo genética, contribuam para o
desenvolvimento da doenga (De Lau e Breteler, 2006). A fisiopatologia da Doenca
de Parkinson é baseada na perda de neurdnios dopaminérgicos e a presenca de
agregados proteicos positivos para a-sinucleina conhecidos como corpos de Lewys,
principalmente na substancia negra pars compacta (Hornykiewicz, 1966). Além
disso, pacientes com a Doenca de Parkinson apresentam comprometimento de
neurébnios monoaminérgicos do neocortex, tronco encefalico, hipotalamo, bulbo
olfatério, ganglios simpaticos e neurdnios parassimpaticos do intestino (Schulz e
Falkenburger, 2004). Sabe-se que a neurodegeneracdo da substancia negra resulta
em uma perda da inervacao do estriado (nucleo caudado e putamen) acompanhada
pela diminuicdo da biodisponibilidade de dopamina (Hughes et al., 1992).
Adicionalmente, recentemente foi descoberta a relagcdo de diversos genes com o
desenvolvimento da doencga, incluindo o0s genes a-sinucleina (SNCA),
parkina/PRKN, DJ-1/Park7, cinase-1 induzida por PTEN (PINK1), e cinase rica em

repeticdo de leucina 2 (LRRK2) (Hoang, 2014).

O tratamento da Doenca de Parkinson € feito através da administragdo de
compostos que aumentam a neurotransmissao dopaminérgica, como o0 potente

composto L-3,4-diidroxifenilalanina (L-dopa). A L-dopa €é um precursor de
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catecolaminas que, diferente da dopamina, € capaz de atravessar a barreira
hematoencefalica. No encéfalo, a L-dopa sofre acédo da enzima dopa descarboxilase
gerando dopamina, aumentando a biodisponibilidade dessa monoamina e
culminando na remissdo dos sintomas parkinsonianos (Hornykiewicz, 2002).
Entretanto, longo tempo de uso desse composto desencadeia inUmeros efeitos
adversos como nausea, hipotensdo, alucinacdes e sonoléncia, bem como
discinesias, que chegam a afetar 50% dos pacientes em tratamento por mais de 5
anos (Lang, 2009; Olanow et al., 2009). Assim, torna-se necessario o estudo de

terapias alternativas para o tratamento da doenca.

Com a elucidacao do processo de neurogénese e a constatacéo da presenca
de células-tronco multipotentes na zona subventricular e na zona subgranular do
hipocampo capazes de se diferenciar em neurdnios e células da glia (Hayashi et al.,
2018), foi levantada a hipétese de que o tratamento com células-tronco e o controle
de sua diferenciacdo e migracdo poderia ser uma potencial terapia para a reversao
do déficit de neurbnios dopaminérgicos observado nos pacientes com Doenca de
Parkinson. Além disso, recentemente foi demonstrada a presenca de neurogénese

no estriado de cérebros adultos humanos (Ernst et al., 2014).

Pela sua capacidade de se diferenciar em qualquer tipo celular, foram
conduzidos diversos estudos com transplante de células-tronco embrionarias,
resultando na diferenciacédo indiscriminada dessas células em uma variedade de
células neurais (Bjorklund et al., 2002), incluindo formagdo de tumores,
demonstrando a necessidade de sua modulac&o apds o transplantante. O avanco da
pesquisa permitiu o desenvolvimento de técnicas para inducéo de diferenciacdo das
células-tronco embrionarias para obtencdo de uma populacdo de células ricas em

neurbnios dopaminérgicos que, quando transplantada, induz a remissdo dos
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sintomas em modelo animal de Doenca de Parkinson (Hedlund et al., 2007).
Entretanto, a sobrevivéncia e correta integracdo dessas células no tratamento da
doenca ainda € um desafio, uma vez que a via nigroestriatal dopaminérgica parece
ser um dos fatores reguladores da neurogénese adulta e a lesdo com 6-OHDA
diminuir a proliferacéo de células progenitoras neurais da zona subventricular (Baker

et al., 2004).

1.1.1 Neuroinflamagéao na Doenca de Parkinson

A inflamacdo € a resposta do sistema imune ao desbalanco homeostéatico
celular de condicdes fisiolégicas e patoldgicas, e pode exercer efeitos benéficos ou
prejudiciais (Ransohoff et al., 2015). Em doencas neurodegenerativas, a morte
celular tende a se expandir como consequéncia de processos neuroinflamatorios
desencadeados pela liberacdo de biomoléculas - como o ATP - chamadas padrdes
moleculares associados a danos (DAMPs, do inglés Danger Associated Molecular
Pattern), que agem como sinais de perigo e recrutam células da microglia — as
representantes do sistema imune no encéfalo. Em resposta aos DAMPs, as células
microgliais em repouso que amplamente populam o sistema nervoso central
rapidamente se tornam reativas, apresentando uma mudanca morfolégica mais
ramificada e amebdide, e migram para focos de neurodegeneragdo, como
observado em cérebros post-mortem de pacientes com Doenca de Parkinson

(Pasqualetti et al., 2015).

A resposta aos insultos lesivos ocorre através da interagcdo dos DAMPs
liberados pelas células em processo apoptético com: a. célula microgliais, por
receptores do tipo Toll; b. astrdcitos, também com receptores do tipo Toll; c. com

neurdnios, por proteinas membranares como CX3CL1, CD200, 22, 47 e 95 (Brown
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e Neher, 2010). Os DAMPs induzem a liberacdo de fatores pro-inflamatoérios pela
microglia, como por exemplo o fator necrotico tumoral-a e interleucinas 1-B, 6 e 12, e
em menor intensidade por astrocitos (Rama Rao and Kielian, 2015; Tang and Le,
2016). Esses compostos, por sua vez, modulam cascatas de sinalizacao intracelular
pré-apoptéticas e proé-inflamatérias que propagam a resposta inflamatéria e
exacerbam a morte neuronal em humanos e modelos animais de Doenca de

Parkinson (Davalos et al., 2005; Wilms et al., 2003).

Além de exercer um papel proeminente na patofisiologia da doenca, estudos
recentes com animais mostram processos neuroinflamatérios também em modelos
de uso continuo de L-Dopa com presenca de discinesia, evidenciando a importancia
do estudo da imunomodulacdo no tratamento da Doenca de Parkinson (Pisanu et al.,
2018). Atualmente, h& na literatura muitos trabalhos que propoem a modulacdo da
neuroinflamacédo como tratamento para a Doenca de Parkinson, corroborando a
importancia de verificar estreita relacdo entre neurodegeneracdo e neuroinflamagéo

no screening de novas drogas para o tratamento da doenca (Lee et al., 2017).

1.1.2 Modelos animais de doenca de Parkinson

Uma das ferramentas mais utilizadas no estudo de patologias é o uso de
modelos animais que mimetizam o comportamento e as alteracfes bioquimicas de
diferentes enfermidades, possibilitando o estudo de novas alternativas de tratamento
cada vez mais eficazes e seguras. O uso de ferramentas farmacologicas e
manipulagdo genética possibilita a obtencdo de modelos animais de Doenca de

Parkinson.

Um dos modelos animais de maior valor preditivo e de constructo para o

estudo da Doenca de Parkinson € através da lesé@o da via nigro-estriatal pela infuséo
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de 6-hidroxidopamina (6-OHDA), que induz hemiparkinsonismo devido a deplecéo
de neurdnios dopaminérgicos na regido dos nucleos da base (Deumens et al., 2002).
A 6-OHDA é uma neurotoxina de estrutura analoga a dopamina que, quando
injetada no encéfalo de ratos e camundongos, é capaz de utilizar os transportadores
de dopamina para alcancar o espaco intracelular. Por ndo ultrapassar a barreira
hemato-encefélica, a administracdo deve ser realizada através de estereotaxia,
realizada unilateralmente para que o hemisfério contralateral possa ser utilizado
como controle (Dauer e Przedborski, 2003). Além disso, a lesdo unilateral permite a
observacdo de comportamento rotacional apés a administracdo de apomorfina, um
agonista de receptores dopaminérgicos, utilizado para verificar a existéncia da lesao

da via nigroestriatal in vivo (Dankova et al., 1978).

o 6-OHDA
\\\ DAT

9

Cadeia transportadorade
elétrons '

Neurdnios
Dopaminérgicos

ER@s <

Figura 1.: Mecanismo de acdo do composto 6-hidroxidopamina. A 6-OHDA € captada por
transportadores de dopamina (DAT) dos neurbnios dopaminérgicos. Na mitocdndria, inibe o complexo
| (C-I) da cadeia transportadora de elétrons, resultando na producdo de espécies reativas de oxigénio

(EROs) e morte neuronal.



24

Dentro dos neurdnios dopaminérgicos (figura 1), a 6-OHDA se acumula e
altera a homeostase celular, resultando em disfuncdo mitocondrial, producdo de
espécies reativas de oxigénio e por fim em morte neuronal (Simola et al., 2007).
Outras neurotoxinas como o 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP), o
paraquat e a rotenona também sao utilizadas para a inducéo de hemiparkinsonismo
através da producdo de espécies reativas de oxigénio em neurdnios
catecolaminérgicos. O MPTP, entretanto, € altamente toxico e pode levar a morte
dos animais. Além do uso de neurotoxinas, a injecéo de oligbmeros de a-sinucleina
no ventriculo lateral produz outro modelo animal de Doenca de Parkinson que
mimetiza sintomas motores e ndo motores, inclusive com deficiéncia dopaminérgica
no bulbo olfatério, consequente disfuncédo olfatéria e degeneracdo de neurdnios

dopaminérgicos da via nigroestriatal a longo prazo (Fortuna et al., 2017).

O estabelecimento de uma relacdo entre alguns genes e o desenvolvimento
da Doenca de Parkinson estimulou a exploragédo de modelos murinos geneticamente
modificados, sobretudo envolvendo a expressao de a-sinucleina. Camundongos
expressando a-sinucleina humana apresentam agregados proteicos e morte de
neurdnios dopaminérgicos (Masliah et al., 2000), enquanto que a delecdo do gene
de a-sinucleina confere certa resisténcia a neurotoxicidade induzida por 6-OHDA
(Alvarez-Fischer et al., 2008). Além disso, a transfeccdo através de vetores virais
adeno-associados também permite a insercdo de mutacdes de a-sinucleina no
tronco encefélico com aparecimento de agregados proteicos (Dauer e Przedborski,
2003). Dentre os modelos genéticos, a inducdo de expressdo de mutacbes em
genes LRRK2 em camundongos gerou animais com a fisiopatologia de Doenca de

Parkinson mais acentuada, embora o perfil comportamental de acinesia seja mais
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adequado para o estudo dos efeito do tratamento a longo prazo com L-Dopa em

relacdo ao estudo de terapias alternativas (Li et al., 2009).

1.2 Sistema Purinérgico

Na década de 70, Burnstock sugeriu que o ATP, molécula enddgena
responsavel pela distribuicdo energética celular, atuaria no sistema nervoso também
como neurotransmissor em sinapses (Burnstock, 1972). Este mesmo autor persistiu
na elucidacdo da importancia da molécula e descreveu em trabalhos subsequentes
um sistema de receptores para ATP e outras moléculas adenosinérgicas resultantes
da metabolizacdo do ATP. Esse sistema consiste em duas grandes familias de
receptores: P1, receptores adenosinérgicos ligantes de adenosina; e P2, o0s
chamados receptores purinérgicos ligantes de ATP, ADP, UTP, UDP e UDP-glicose.
A familia de receptores P2, estudada neste trabalho, é subdividida em receptores
ionotrépicos denominados P2X e em receptores metabotrépicos P2Y (Burnstock e

Kennedy, 1985).

Os receptores ionotropicos formam canais de ions constituidos por trés
subunidades, cada uma com uma alga extracelular contendo o sitio ligante de ATP e
outros que possivelmente estejam envolvidos na modulacdo do receptor por cations,
dois dominios transmembranares e extremidades C e N terminais intracelulares com
sitios ligantes de proteinas cinases (figura 2). Essa subfamilia de receptores possui
sete isoformas conhecidas (P2X 1-7), cada uma com peculiaridades em relacéo a
ativacao, inativacdo e propriedades farmacoldgicas. Além disso, os canais podem
ser formados por 3 subunidades da mesma isoforma (homogéneos) ou de isoformas

distintas (heterogéneos) (Burnstock, 2007b).
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Os receptores metabotropicos P2Y sdo acoplados a proteina G, com a
extremidade N terminal extracelular, sete dominios transmembranares e a
extremidade C terminal intracelular contendo motivos de ligacdo de cinases. As
isoformas dos receptores metabotrépicos P2Y 1, 2, 4, 6, 11, 12, 13 e 14 sao
encontradas em mamiferos e possuem pouca similaridade em sua sequéncia de
residuos de aminoacidos, o que leva a uma grande variedade de efeitos
farmacoldgicos e operacionais. A ativacao pode desencadear diferentes sinalizacdes
intracelulares de modulacéo de calcio intracelular e alteracéo dos niveis de AMPc de
acordo com o tipo de proteina G no qual estd associado. A associacdo dos
receptores P2Y1, 2, 4, 6 e 11 com proteinas Gq induz ativacdo de fosfolipase A2, C
e D (figura 2) e liberacdo de calcio do reticulo endoplasmatico, enquanto a
associacdo dos receptores P2Y12, 13 e 14 com proteinas Gi/o modulam a
cncentracdo de célcio intracelular por inibicdo de adenilil ciclase (Erb e Weisman,
2012). Além disso, h& poucas evidéncias de que as isoformas 5, 9 e 10 sejam
receptores de nucleotideos e desencadeiem a ativacado de cascatas de sinalizacédo

intracelular (Burnstock, 2007b).
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Figura 2.: Subfamilias de receptores purinérgicos P2. Receptores do subtipo P2X sdo
receptores ionotropicos com um dominio extracelular ligante de ATP, 2 dominios
transmenbranares e 1 dominio intracelular. Se organizam em 3 subunidades iguais ou de
subtipos diferentes formando canal idnico cuja ligacdo de ATP induz abertura. Receptores
P2Y sdo metabotropicos acoplados a proteina G e, sua ativacdo pode estimular, dentre

outras vias, fosfolipases de membrana que liberam célcio do reticulo endoplasmatico.

A ativacdo dos diferentes receptores purinérgicos pode ser modulada pela
acdo das enzimas ectonucleotidases. As fosfatases alcalinas, E-NTDPases
(ectonucleosideo  trifosfato-difosfohidrolases) e  E-NPP  (ectonucleosideo
pirofosfatase/fosfodiesterases) promovem a hidrélise de nucleosideos 5 di- e

trifosfatados (ADP, ATP e UTP), enquanto ecto-5'nucleotidases (ecto 5’-NT/CD73) e
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fosfatases alcalinas hidrolizam nucleosideos 5 monofosfatados (AMP) a adenosina.
Esta por sua vez € metabolizada por desaminacdo pela adenosina deaminase,
gerando inosina, ou refosforilada a AMP pela adenosina. Cada metabdlito € capaz
de ativar diferentes receptores purinérgicos, sendo a modulacao enzimatica um fator

essencial na modulacao purinérgica (Burnstock, 2007b; Zimmermann, 2006).

1.2.2 Sistema Purinérgico no Sistema Nervoso embrionario e adulto

Muitos estudos evidenciam a participacdo dos receptores purinérgicos
durante o desenvolvimento embrionario. Estudos com embrides de galinha
mostraram que 0s receptores purinérgicos sao uns dos primeiros receptores
funcionais durante a fase de gastrulacdo (Laasberg, 1990). Além disso, durante todo
o desenvolvimento embrionario do encéfalo de ratos é possivel observar a
expressao das diversas isoformas de receptores P2X e seus efeitos inibitérios sobre
0 crescimento axonial dos neurdnios motores, principalmente da isoforma P2X3

(Cheung et al., 2005).

Apesar de induzir efeito neurogénico, proliferativo e de diferenciacdo, a
ativacdo dos receptores P2X7 por altas concentragcdes de ATP pode induzir a
formacdo de grandes poros na membrana que aumenta sua permeabilidade e
sinaliza apoptose celular. Em situacfes patoldgicas, onde ha liberacédo intensa de
ATP por células em processo de morte, esses receptores sdo externalizados e
agravam o0 processo apoptoético (Burnstock, 2007b). Além disso, o receptor P2X7
modula a apoptose durante a embriogénese e participa da comunicacao entre glia e
neurdnio durante a diferenciacdo neural (Hogg et al., 2004). A neurogénese pos-

natal também envolve essa subfamilia de receptores, uma vez que os subtipos
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P2X4-6 sdo expressos durante esse processo (Cheung et al., 2005; da Silva et al.,

2007).

A distribuicdo dos receptores purinérgicos nas células neurais das diversas
regides do sistema nervoso € muito heterogénea. Nas regides do estriado e
substancia negra do encéfalo adulto, principais areas envolvidas na Doenca de
Parkinson, as isoformas mais expressas sdo P2X 1-6, P2Y1 e P2Y13. Além desses
locais, podemos encontrar receptores P2X 1-6 no cortex, ndcleo hipotalamico
ventromedial, nucleos supraoptico, paraventricular e do trato solitario, medula
ventrolateral e complexo dorsal do vago. Receptores P2Y1 podem ser encontrados
no nucleus accumbens, hipocampo, cerebelo e coértex e a isoforma P2Y13 no
talamo, nucleo caudado, hipocampo, cerebelo, cortex e medula ventrolateral.
Entretanto, o subtipo P2Y12 é expresso principalmente por células da glia

(Burnstock, 2007a; Burnstock e Knight, 2004).

Os receptores P2Y atuam favorecendo a proliferacdo de células
indiferenciadas da zona subventricular do hipocampo, e seu bloqueio induz a
diferenciac@o dessas células em neurénios e células da glia in vitro (Lin et al., 2007).
Em células de carcinoma embrionarias, a ativacdo de diferentes isoformas P2X néo
s6 induzem a proliferacdo, mas também a diferenciacdo em neurdnios. Nessas
mesmas células, os receptores purinérgicos parecem favorecer a diferenciacdo em

neurdnios glutamatérgicos e colinérgicos (Resende et al., 2007).

1.2.3 Receptores P2 na doenga de Parkinson

Estudos recentes tém demonstrado que a inibicdo de receptores da familia P1
do tipo Aza possui efeito benéfico em modelos animais de Doenca de Parkinson,

porém o envolvimento dos receptores P2 ainda € um campo a ser explorado
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(Gyoneva et al., 2014; Xiao et al., 2011). Em estudos com modelos animais e
celulares, compostos que induzem a morte de neurénios dopaminérgicos resultam
em uma liberacdo aumentada de ATP e outros nucleotideos, que culmina na
ativacdo de receptores purinérgicos nas células vizinhas, expandindo a lesdo e

piorando o estado patolégico.

Embora a andlise imunohistoquimica para receptores P2X7 ndo tenha
demonstrado diferenca de expressado no estriado e substancia negra de animais
lesionados com 6-OHDA em relagcdo a animais controle (Amadio et al., 2007), a
modulacdo farmacoldgica desse receptor tem demonstrado prevenir e reverter o
comportamento hemiparkinsoniano nesses modelos in vivo e in vitro. A injecao
intraestriatal aguda de A-438059 (antagonista do receptor P2X7, 1 hora antes e 1
hora depois da injecdo de 6-OHDA) preveniu o déficit dopaminérgico estriatal
quando comparado com o hemisfério controle (Marcellino et al., 2010). O composto
Brilliant Blue G (BBG, antagonista de receptores P2X7 que ultrapassa a barreira
hematoencefélica e pode ser administrado sistemicamente) também se mostrou
eficaz. Numa dose de 45 mg/kg administrada diariamente por 14 dias (primeira dose
2 horas antes da lesdo), preveniu o0 comportamento rotacional, prejuizo de memoaria
a curto prazo e o déficit dopaminérgico no estriado e substancia negra (Carmo et al.,

2014).

Enquanto esses estudos trazem resultados que demonstram o efeito
preventivo do BBG — uma vez que a lesao dopaminérgica nédo foi estabelecida antes
do inicio do tratamento - resultados anteriores de nosso laboratério demonstraram
que a administracdo diaria de BBG (50 mg/kg, intraperitoneal) durante 7 dias, uma
semana apos a inducéo da morte celular, € capaz de reverter a lesédo restaurando as

fiboras dopaminérgicas do estriado e numero de corpos celulares da substancia
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negra, inibindo o comportamento rotacional induzido por apomorfina. Nesse
trabalho, o tratamento com BBG foi iniciado uma semana ap0s a injecdo de 6-
OHDA, periodo de tempo suficiente para a lesé@o se estabelecer e provando o efeito

de reverséo da droga (Ferrazoli et al., 2017).

A agregacdo proteica observada na Doenca de Parkinson também parece
estar relacionada com o sistema purinérgico. O antagonismo ou dele¢&o do receptor
P2X1, por exemplo, reduz a agregacdo de a-sinucleina induzida pela liberacédo de
ATP por células apoptoticas in vitro (Gan et al., 2015). Embora o bloqueio do
receptor P2X7 nédo ter sido capaz de reduzir a agregacdo de a-sinucleina nesse
estudo, a liberacdo de ATP induzida por a-sinucleina in vitro ativa P2X7 e mobiliza
calcio intracelular  (Wilkaniec et al., 2017). Além disso, células microgliais
submetidas a a-sinucleina apresentam aumento na producdo de espécies reativas
de oxigénio através da ativacdo do receptor P2X7, cujo antagonismo é capaz de
prevenir (Jiang et al., 2015). Adicionalmente, a ativacdo do receptor P2X1 parece
contribuir para a agregacao de a-sinucleina, que por sua vez modula a atividade de
receptores P2X7, producdo de espécies reativas de oxigénio e liberacdo de ATP

(Gan et al., 2015).

Poucos estudos ligam diretamente 0s receptores purinérgicos com
predisposicdo genética para a Doenca de Parkinson. Porém, o polimorfismo do
receptor P2X7 1513A>C, que facilita a formacdo de poros pela ativacdo deste
receptor e induz morte celular (Gu et al., 2001), parece ser um fator de risco para
desenvolvimento de Doenca de Parkinson esporadica numa populagdo Han chinesa

(Liu et al., 2013).
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Um estudo recente mostrou que a expressao génica do receptor P2Y6 esta
aumentada em células de neuroblastoma humano SH-SY5Y quando submetidas a
um insulto com a neurotoxina 1-metil-4-fenilpiridinium (MPP™) (Qian et al., 2017).
Além, disso, o antagonismo ou delecdo da expressdo desse receptor diminuiu a
morte celular provocada pelo MPP* pela diminuicdo da producdo de espécies
reativas de oxigénio (Qian et al., 2017). No processo de morte celular in vivo, a
liberacdo de UDP pelas células apoptoéticas e consequente ativacdo de P2Y6 induz a
producdo das citocinas CCL2 e CCL3 em células da microglia e sua ativacao
fagocitica, indicando que esse subtipo de receptor pode estar envolvido na resposta
inflamatoria de doencas neurodegenerativas (Kim et al., 2011). Recentemente, foi
descoberto que células mononucleares de sangue periférico de pacientes com
Doenca de Parkinson com menos de 80 anos apresentam um elevado nivel do
receptor P2Y6, e o uso de modelo in vitro de resposta microglial corroborou a
hip6tese do envolvimento da microglia no efeito neuroinflamatério (Yang et al.,

2017).

Assim, a modulacdo dos receptores purinérgicos P2Y6 e consequente
resposta pro-/anti-inflamatéria parece ser uma terapia promissora para a Doenca de
Parkinson. Além do P2Y6, a modulagéo inflamatéria do receptor P2X7 também se
mostra promissora. De fato, Choi e colaboradores (Choi et al., 2009) mostraram por
single cell RT-PCR gue neurbnios dopaminérgicos ndo expressam o receptor P2X7,
0 que levanta a hip6tese de modulacdo glial no efeito protetor do BBG.
Corroborando essa hipétese, foi observada a co-localizacéo de células gliais com o

receptor P2X7 em analise imunohistoquimica (Marcellino et al, 2010).
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2. Justificativa

A Doenca de Parkinson € uma doencga altamente incapacitante, que afeta a
qualidade de vida ndo somente dos individuos acometidos como também de seus
proximos, o que a torna um interessante alvo de pesquisa. Um dos principais topicos
de pesquisa de nosso laboratério sdo os receptores purinérgicos e seu envolvimento
em processos de diferenciacdo celular e patofisiologia de diferentes doencas.
Recentemente, demonstramos o potencial neurorregenerativo do receptor P2X7 em
modelo animal de Doenga de Parkinson. Levando em consideragdo a extensa
participagdo desses receptores no desenvolvimento do sistema nervoso
embrionario, bem como em processos neuroinflamatérios e neurodegenerativos,
este trabalho realizou um screening de receptores do tipo P2 em modelo animal de
Doenca de Parkinson, e analisou o efeito neuroprotetor, neurorregenerativo e

imunomodulatério do antagonismo de receptores de interesse.
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3. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Analisar o envolvimento de receptores purinérgicos no modelo animal de Doenca

de Parkinson induzido pela administracdo de 6-OHDA em ratos e o efeito da

modulacdo desses receptores na reversao da leséo.

2.2 Ojetivos especificos

Caracterizar a lesédo induzida por 6-OHDA em ratos e sua progressao ao
longo de 5 semanas quanto ao déficit dopaminérgico nas regides do estriado
e substancia negra e efeito comportamental;

Avaliar a expressdo dos receptores purinérgicos do subtipo P2 no estriado
durante a progressao da lesdo e selecionar receptores de interesse para
modulacao;

Analisar o efeito do tratamento com moduladores de receptores P2 na
reversdo do déficit dopaminérgico e do comportamento hemiparkinsoniano
dos animais lesionados com 6-OHDA,;

Verificar o efeito do tratamento com moduladores de receptores P2 no estado
de ativacao de células microgliais do estriado e substancia negra dos animais
lesionados com 6-OHDA,;

Verificar o possivel efeito do tratamento com com moduladores de receptores
P2 em neurbnios nao-dopaminérgicos da regido do estriado e substancia

negra de animais lesionados com 6-OHDA;
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= Analisar o efeito de moduladores de receptores P2 em células SH-SY5Y
diferenciadas em neurdnios dopaminérgicos e induzidas a morte por 6-OHDA;
= Avaliar o efeito da terapia combinada de transplante de células precursoras
neurais e moduladores de receptores P2 em animais submetidos a leséo por

6-OHDA.
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4. Materiais e Métodos

Durante este trabalho, utilizamos diferentes protocolos de acordo com a pergunta

a ser respondida. A figura 3 esquematiza todos os protocolos utilizados, que serdo

referenciados ao longo da descricdo dos materiais e métodos.
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Figura 3.: Protocolos seguidos na realizacdo desse trabalho. Protocolos referentes a (A)
estudo da lesdo durante 5 semanas, (B) estudo do efeito do tratamento com Brilliant Blue G
(BBG) em animais lesionados com 6-OHDA, estudo do efeito (C) preventivo ou (D) reversivo
da lesdo dopaminpergica com o antagonista do receptor P2Y6, MRS2578, (E) ensaio in vitro
do efeito preventivo do MRS2578 de neuroprotecdo em neur6nios dopaminérgicos, (F)
terapia combinada de transplante de células progenitoras neurais e tratamento com BBG. As
andlises se referem a analises bioquimicas e/ou comportamentais, de acordo com o estudo

em questao.

3.1 Animais

Ratos Sprague-Dawley machos com 60 dias de vida no inicio do tratamento
foram fornecidos e alojados pelo biotério do Instituto de Quimica da Universidade de
Séao Paulo (IQ-USP), com acesso irrestrito a 4gua e comida e ciclo claro/escuro de
12:12 horas. Todos os procedimentos foram aprovados anteriormente pelo Comité
de Etica do 1Q-USP (Certificados 15/2013, 57/2017) e conduzidos em concordancia
com os Principios Eticos do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal e com o

“NIH Guide for Care and Use of Laboratory Animals”.

3.1.1 Modelo animal de Doenca de Parkinson

A lesdo unilateral da via nigroestriatal foi estabelecida de acordo com
Ferrazoli e colaboradores (2017). Em resumo, animais foram anestesiados com uma
solucdo 50%-50% xilazina-quetamina (33mg/kg, intraperitonial; Ceva), e
acomodados no aparelho estereotaxico (KOPF). Uma incisdo pontual foi realizada
no cranio utilizando um drill para a administragéo de 2ul de 6-OHDA (Sigma-Aldrich),
preparada no momento do uso na concentracdo de 7pg/ul dissolvida em 0,9%
solucéo salina de 4gua deionizada com 0,9% NaCl e 0,02% &cido ascorbico (Sigma-
Aldrich) para evitar oxidagdo. Como ilustrado na figura 4, a injecéo foi realizada no

feixe prosencefalico medial do hemisfério direito dos animais (Deumens et al., 2002),
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seguindo as coordenadas estereotaxicas a partir do bregma: AP -4.4; ML -1.2; DV -

8.2 (Paxinos e Watson, 2013).

MRS2578
Células

6-OHDA

Figura 4.: llustragdo representativa das inje¢cdes intracranianas. A injecdo de 6-OHDA
foi realizada no feixe prosencefalico medial (AP -4.4; ML -1.2; DV -8.2 em mm, em relacédo
ao bregma), induzindo a morte dos neurbnios dopaminérgicos originados na regido da
substancia negra (SN) e suas ramificacOes para o estriado (ST), que compoem a via
nigroestriatal. O inibidor do receptor P2Y6 (MRS2578) foi injetado em um ponto do estriado
(AP: -0,4; ML: -3,3; DV: -5,2 em mm, em relacdo ao bregma) e as células em 5 pontos do
estriado (AP -0,4; ML -3,3; DV -6,5; -6,0; -5,5; -5,0; -4,5 em mm, em relacdo ao bregma).

3.1.2 Teste rotacional induzido por apomorfina

Para confirmar a indugdo do modelo com 6-OHDA, os animais foram
submetidos ao teste rotacional 7 dias ap0s a leséo da via nigroestriatal. Para tanto,
animais foram injetados intraperitonealmente com o0 agonista dopaminérgico

hidrocloreto de apomorfina (Sigma-Aldrich) na dose de 0,5 mg/kg (preparado em
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0,9% salina com 0,02% &acido ascorbico). O numero de rotacdes contralaterais a
injecdo de 6-OHDA foi contabilizado por 1 minuto. Animais que apresentaram
comportamento rotacional, indicando o sucesso da lesdo, foram utilizados nos
procedimentos seguintes. Esse teste foi utilizado para verificar ndo somente o
sucesso da cirurgia mas também para analisar o efeito tipo antiparkinsoniano dos
tratamentos testados. Além disso, para investigar a progressao da lesdo, animais

foram submetidos ao teste rotacional 1, 3 e 5 semanas apos a injecéo de 6-OHDA.

3.1.3 Administracéo de Brilliant Blue G (BBG)

Uma semana apoés a injecdo de 6-OHDA, os animais foram submetidos ao
tratamento com BBG (figura 3, B). Diariamente, BBG (Sigma-Aldrich; 5 a 75 mg/kg
em 0,9% salina com 0,02% &cido ascérbico) ou salina (grupo controle) foram
administrados intraperitonealmente durante 7 dias. No 8° dia, os animais foram
decapitados ou perfundidos para andlises bioquimicas. No estudo da terapia
combinada com transplante celular, o tratamento foi iniciado no mesmo dia da

cirurgia de transplante na dose de 50 mg/kg.

3.1.4 Administracdo de MRS2578

Dez minutos antes (figura 3, C) ou 5 semanas apo6s (figura 3, D) a injecao de
6-OHDA os animais foram administrados com o0 antagonista do receptor P2Y6
MRS2578 (MRS, 2ug/kg, dissolvido em PBS com 1% DMSO e diluido em salina) no
estriado. Uma incisdo pontual foi realizada no cranio utilizando um drill seguindo as
coordenadas estereotaxicas a partir do bregma: AP: -0,4; ML: -3,3; DV: -5,2 (Paxinos
& Watson, 2013) e a solucéo foi injetada (figura 4). Uma semana apos a inje¢éo, 0s
animais foram submetidos ao teste rotacional e decapitados ou perfundidos para

analises bioquimicas.
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3.1.5 Transplante celular

Para o transplante celular, os animais foram anestesiados com uma solucéo
50%-50% xilazina-quetamina  (33mg/kg, intraperitonial), posicionados no
estereotéxico e injetados com uma suspensao contendo 25x10* células progenitoras
neurais diferenciadas de células-tronco embrionarias E14Tg2a em 3 pL de meio
Dulbecco’'s Modified Eagle’s Medium (DMEM) High (animais tratados) ou com
somente DMEM (controle) através de 5 injecfes de 0,5 pL cada, realizadas em 5
pontos do estriado (AP -0,4; ML -3,3; DV -6,5; -6,0; -5,5; -5,0; -4,5; em mm, em
relacdo ao bregma, coordenadas AP e ML ilustradas na figura 4) (Paxinos e Watson,
2013; Rodriguez-Gémez et al., 2007). No mesmo dia,iniciamos o tratamento com

BBG 50 mg/kg (figura 3, F).

3.2 Cultura celular
3.2.1 Cultivo e diferenciacdo de células SH-SY5Y

Células de neuroblastoma humano SH-SY5Y foram expandidas em meio
DMEM/F-12 (Gibco, E.U.A.) suplementado com 10% soro fetal bovino (SFB), 100
U/mL penicilina (Sigma), 0,1 mg/mL de streptomicina (Sigma) e 0,01 uM de
aminoécidos n&o essenciais (Gibco) em incubadora a 37°C em 5% CO?. O meio foi
trocado a cada 3 dias e as células repicadas quando alcancada 90% de confluéncia
(aproximadamente 3x10° a 1x10° células). Para a diferenciacdo dopaminérgica, as
células foram plaqueadas em placas de 24 pocos numa densidade de 6x10*. Apds
24 horas, a diferenciacao foi induzida reduzindo a concentracédo de SFB para 1% e
suplementando o meio com 10 pM &cido all trans-retindico (Sigma). As células foram
mantidas em cultura durante 7 dias em incubadora a 37°C em 5% CO? e o meio

trocado a cada 2 dias.
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3.2.2 Ensaio de viabilidade celular por reducéo de tetrazélio

Para verificar o efeito neuroprotetor do composto MRS2578, células SH-SY5Y
diferenciadas em neurbnios dopaminérgicos foram submetidas ao ensaio de
viabilidade celular com reducdo de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil
tetrazolium (MTT) a E,Z- 1-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphenylformazan

(formazan), composto de coloracdo azulada (figura 3, E).

Para isso, os neuronios foram tratados com MRS2578 na concentracao de 1,
10 e 100 pM durante 30 minutos. ApGs o tratamento, as células foram submetidas a
morte por 6-OHDA 100 puM. Decorridas 22 horas, foi adicionado MTT 1mg/mL por 2
horas para reducao do tetrazélio. Os cristais de formazan foram dissolvidos em
DMSO e a absorbéncia a 600nm foi verificada em leitor FlexStation 3 Multi-Mode

Microplate ReaderFast (Molecular Devices).

3.2.3 Cultivo e diferenciacao de células E14Tg2a

Para o transplante celular, células-tronco embrionarias E14Tg2a originadas
da massa interna de blastocisto de camundongo foram expandidas e mantidas em
cultura com meio de indiferenciacdo a 37°C e 5% de CO,. Quando apresentaram
80% de confluéncia, células foram dissociadas com tripsina e coletadas ou
centrifugadas e ressuspendidas em meio de corpos embridides (EB). As células
foram mantidas em placas ndo-aderentes para a formacdo de EB. Apos 2 dias, as
células foram coletadas para transplante ou mantidas em cultura por mais 2 dias. Os
EB foram semeados em placas de 6 pocos tratadas previamente com laminina (1
pg/mL) em meio EB. Ap6s 24 horas, o meio foi substituido por meio de células
precursoras neurais e mantidas em cultura por mais 6 dias. As células foram

dissociadas com acutase, parte foi utilizada para transplante e o restante plaqueado
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em placas de 24 pocos previamente tratadas com laminina (1 pg/mL), em meio de
célula precursora dopaminérgica. Para verificar o potencial de diferenciacdo
dopaminergica, apdés 6 dias o meio foi substituido por meio de neurbnio

dopaminérgico e as células foram mantidas por 10 dias para a diferenciacao total em

neurénio dopaminérgico. A composi¢cao dos meios esté descrita na tabela 1.

Tabela 1.: Composicao dos meios celulares utilizados

Meio Componente Quantia
Indiferenciacdo | DMEM - high glucose g.s.
ES Cell Qualified Fetal Bovine Serum (ES FBS) 15% VIV
MEM Non-Essencial Aminoacids (NEAA) 1% VIV
Piruvato de Sddio 2 mM
L-Glutamina 2 mM
LIF 10.000x 0,1% VIV
2-mercaptoetanol 0,55 mM
Corpos DMEM - high glucose g.s.
Embridides ES Cell Qualified Fetal Bovine Serum (ES FBS) 20% VIV
(EBs) MEM Non-Essencial Aminoacids (NEAA) 1% VIV
Piruvato de Sddio 2 mM
L-Glutamina 2 mM
2-mercaptoetanol 0,55 mM
Células DMEM F-12, sem HEPES g.s.
Precursoras Insulina 5 pg/mL
Neurais Apotransferrin 50 pg/mL
(CPN) Selenito de sédio 30 mM
Fibronectina 5 ug/mL
L-Glutamina 2 Mm
Células DMEM F-12, sem HEPES g.s.
Precursoras Glicose 1,55 mg/mL
Dopaminérgicas | Acido Ascorbico 200 uM
(CPD) Insulina 25 pg/mL
Apotransferrina 50 pg/mL
Selenito de Sodio 30 Mm
Progesterona 20 nM
Putrescina 100 pM
L-Glutamina 2mM
Fator de Crescimento do Fibroblasto basico (bFGF) 10 ng/mL
Fator de Crescimento do Fibroblasto 8b (FGF-8b) 10 ng/mL
Sonic Hedgehog N-Terminus (Shh-N) 10 ng/mL
Neurdnios DMEM F-12, sem HEPES g.s.
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Dopaminérgicos | Glicose 1,55 mg/mL

Acido Ascorbico 200 pM
Insulina 25 pg/mL
Apotransferrina 50 pg/mL
Selenito de Sodio 30 mM
Progesterona 20 nM
Putrescina 100 uM
L-Glutamina 2 mM

Protocolo publicado em Glaser et al., 2017. Dopaminergic and GABAergic Neuron in vitro

Differentiation from Embryonic Stem Cells

3.3 Andlises Biogquimicas

3.3.1 Ensaio de Imunohistoquimica

Para a andlise imunohistoquimica, o0s animais foram anestesiados
profundamente com  solugdo quetamina/xilazina e  perfundidos com
aproximadamente 400 mL de solucdo tampéao fospato salino (PBS) utilizando uma
bomba peristéltica (World Precision Instruments, E.U.A.). Subsequentemente, 200
mL de solucdo paraformaldeido 4% em PBS (PFA, Sigma) a 4°C foi perfundida para
fixacdo do tecido. Os cérebros foram removidos e incubados em solucdo 30%
sacarose em PBS por 72 horas a 4°C para desidratacdo. Os cérebros foram
colocados em meio Tissue Tek® para sec¢do coronal em criostato (HM 500 OM,
MICROM International GmbH, Germany) para obter sec¢des sequenciais de 30um.
As fatias foram tratadas com 0,3% H,O, (Synth) para eliminar atividade da
peroxidase enddgena, incubadas por 30 min em solucédo de bloqueio (5% leite em
pé desnatado e 5% albumina bovina, Sigma-Aldrich) e incubadas overnight com
anticorpo primario anti-tirosina hidroxilase (TH) (Sigma, 1:500), lba-1 (Wako, 1:500)
ou NeuN (Chemicon, 1:1000). Posteriormente, as fatias foram lavadas com PBS e

incubadas com anticorpo secundario conjugado a biotina (Jackson Laboratories,
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1:200). A reacdao foi realizada utilizando 3,3'-Diaminobenzidina e kit VECTASTAIN®

Elite ABC HRP (VectorLabs).

As imagens foram obtidas utilizando microscépio automatizado TissueFAXS
(TissueGnostics, Austria). A densidade Optica das microfotografias da marcagdo com
TH foi analisada para determinar a densidade de fibras TH+ no estriado utilizando
escala de cinza no ImageJ software (US National Institute of Health) e a média de 3
fatias consecutivas foi utilizada para a analise de cada animal. Na substancia negra,
0 numero de células positivas para TH foi contabilizado utilizando o software Image
J. A média de 3 fatias consecutivas dos hemisférios controle e lesionado de cada

animal foi utilizada.

3.3.2 Ensaio de Imunofluorescéncia

Imunofluorescéncia foi utilizada para caracterizacado da diferenciacdo celular.
As células foram fixadas com 4% PFA por 15 minutos, lavadas com PBS e
incubadas por 30 min em solucdo de bloqueio contendo 0,05% Triton-X 100 e 2%
albumina bovina. Posteriormente, as culturas foram incubadas com anticorpos
primarios anti-nestina (1:1000 Millipore), TUJ1 (1:500, Millipore) e anti-tirosina
hidroxilase (TH, 1:1000) overnight a 4°C. ApGs lavagem com PBS, as culturas foram
incubadas com anticorpo secundario Alexa Fluor 488, 555 ou 647 (1:1000, Sigma). A
marcacdo do nucleo celular foi obtida com 0,1% de 49,6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI). As laminas foram montadas com Vectashield (Vector Laboratories) e
fotografadas em microscopio automatizado de fluorescéncia TissueFAXS

(TissueGnostics).
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3.3.3 Polymerase chain reaction quantitativo em tempo real

RNA total foi extraido dos estriados e das células indiferenciadas e
diferenciadas em neurbnios dopaminérgicos utilizando TRIzol Reagent (Invitrogen)
de acordo com as instrucfes do fabricante. Todas as amostras foram tratadas com
amplification grade DNase | (Sigma-Aldrich) para eliminar possivel contaminacao
com DNA gendmico. Transcri¢cao reversa para sintese de cDNA foi realizada em um
termociclador (Veriti, Applied Biosystems) utilizando enzima RevertAid Reverse
Transcriptase (Thermo Scientific Fermentas) de acordo com protocolo do fabricante
(Invitrogen). Polymerase chain reaction (PCR) quantitativo em tempo real foi
realizado em 15 pl de solucdo tampao de reacdo contendo 22,5 ng de cDNA, SYBR
Green Master Mix (Life Technologies), e 5 pmol de cada primer especifico (Tabela
2). Os ciclos termais consistem em denaturacdo por 10 min a 95°C seguido por 40
ciclos de 15s a 95°C, e hibridizacao/extensédo por 1 min a 60°C, seguido de analise
da curva de melting. O método de comparacdo 22T foi empregado para
quantificacdo relativa de expressao genica como descrito anteriormente (Schmittgen
and Livak, 2008). Apés validacdo nas amostras, o gene padrdao RPLO foi escolhido
para normalizacdo da expressao génica. Todos os primers utilizados apresentaram

eficiéncia de amplificacdo de 90-100%.

Tabela 2.: Sequéncia de primers utilizados na técnica de gRT-PCR para ratos.

Receptor Sequéncia Forward Sequéncia Reverse
P2X1 CAGTTCCACGGACTGTAT TGAATCCCAAACACCGTGAA
pP2X2 TGCCTCCTCAGGCTACAACT AGTGGTGGTAGTGCCGTTT
P2X3 CTGCCTAACCTCACCGACAAG AATACCCAGAACGCCACCC
P2X4 CTCATCCGCAGCCGTAAAGT TTTTCCCACACGAACACCCA
P2X5 GGATGCCAATGTTGAGGTTG TCCTGACGAACCCTCTCCAG
P2X6 CCCAGAGCATCCTTCTGTTCC GGCACCAGCTCCAGATCTCA
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P2X7 GGGAGGTGGTTCAGTGGGTAA GGATGCTGTGATCCCAACAAA
P2Y1 GTCAGTGTGCTGGTATGGCT TTTTCCGAATCCCAGTGCCA
P2Y2 TCAAACCGGCTTATGGGACC TGGAAAGGCAGGAAGCAGAG
P2Y4 CGGCGACTGTATCGACCTTT ATTGTGCGGGTGATGTGGAA
P2Y6 CAGGATGTCTGCTGGAACCT CCCTCTCAGCCTCAAGCTAC
P2Y12 AACGCCTGCCTTGATCCATT TACATTGGGGTCTCCTCGCT
P2Y13 CCGTGAAGAAATGTGCGTCC TGAACTGGCATGTGTGACTGA
P2Y14 GGTGGGTTTCGCCTCATGT CCTCAGGTGACCGGCATCT

3.4 Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada com o software Statistica (version 7.0,

StatSoft). Os dados do teste comportamental, imunohistoquimica e RT-gPCR foram

analisados por andlise de variancia (ANOVA) de duas vias seguido por teste post

hoc de Tukey (testes comportamentais) ou Bonferroni (analises bioquimicas).

Valores de (p) abaixo de 0,05 foram considerados significativos. Os resultados foram

expressos como media * erro padrdo (EPM).
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5. Resultados

4.1 Curva tempo-resposta da lesdo com 6-OHDA

4.1.1 Caracterizacéo da lesao

Muitos trabalhos da literatura utilizam como modelo de Doenga de Parkinson
a lesdo da via nigroestriatal dopaminérgica pela injecao unilateral de 6-OHDA,
porém o local ideal da injecéo, a dose recomendada da droga e a extensdo da leséo
dos neurbnios varia entre os protocolos (Deumens et al., 2002). Além disso, ndo ha
descrito na literatura o acompanhamento do efeito da lesdo com 6-OHDA a longo
prazo. Assim, caracterizamos a lesdo induzida pelas coordenadas estereotaxicas e

dose escolhidas durante 5 semanas.

Utilizamos como teste comportamental o teste rotacional induzido pela injecéo
de apomorfina, onde animais em que a lesdo unilateral foi obtida com sucesso
rotacionam para o lado contralateral ao hemisfério lesionado. Como esperado, antes
da lesdo da via nigroestriatal com 6-OHDA, o0s animais ndo apresentaram
comportamento rotacional. Uma (10,00 +- 0,58), trés (15,83 +- 2,02) ou cinco (16,00
+- 1,79) semanas apds a lesdo com 6-OHDA, o numero de rotacdes
significativamente aumentou, sendo que apds cinco semanas 0 aumento no numero
de rotacGes foi estatisticamente significativo em comparacdo ao grupo de somente

uma semana (Figura 5).
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Figura 5. Comportamento rotacional de animais lesionados com 6-OHDA. Animais
foram submetidos ao teste rotacional induzido por apomorfina uma semana antes e uma,
trés e cinco semanas apos a lesdo com 6-OHDA. ***p<0,001 em relacdo ao numero de
rotacbes pré-leséo; #p<0,05 em comparacdo ao grupo 1 semana pos lesdo, n=6-8. Analise

de variancia ANOVA de uma via seguida pelo posthoc de Tukey.

Para confirmar os resultados comportamentais observados, a andlise
imunohistoquimica revelou uma diminuicdo significativa na densidade Optica da
marcacao para tirosina hidroxilase do estriado apos uma (2,99 +- 2,25) ou cinco
semanas (7,91 +- 4,28) em relacdo ao respectivo hemisfério controle (100,00 +-

9,85; 100,94 +- 5,67) (Figura 6, A).

Na substancia negra, o numero de neurbnios positivos para tirosina
hidroxilase esta diminuido no hemisfério lesionado dos animais de uma (40,33 +-
5,04) e cinco (10,50 +- 1,50) semanas ap0s a lesdo em comparacdo com O0S

respectivos hemisférios controle (163,33 +- 14,19; 107,50 +- 7,50) (Figura 6, B).
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Figura 6. Anélise imunohistoquimica da progressao da lesdo com 6-OHDA no estriado e
substancia negra. (A) Densidade optica da imunomarcacéo para TH no estriado de animais
1 e 5 semanas pés lesdo. (B) Numero de neurbnios TH+ na shstancia negra de animais 1 e 5
semanas poOs lesdo. ##,**p<0,01; ###,**p<0,001, em relacdo ao respectivo hemisfério
controle. ANOVA de duas vias, seguida pelo posthoc de Bonferroni.

Os resultados obtidos na caracterizacdo indicam que apds uma semana da
injecdo de 6-OHDA na dose de 7ug/ul no feixe prosencefélico medial encontramos um
perfil comportamental e bioquimico caracteristico deste modelo animal. Além disso,
apesar de ocorrer um aumento no numero de rotagdes, a andlise bioquimica mostrou
gue ndo ha alteracBes significativas no estriado e substancia negra a respeito do

déficit dopaminérgico apds 5 semanas.

4.1.2 Expressao dos receptores purinérgicos na progressdo da leséao

com 6-OHDA

Para avaliar o controle de expressdo endégeno mais adequado ao nosso

modelo experimental, analisamos a expresséo génica de 3 genes de referéncia: a.
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Gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (GAPDH); b. peptidil prolil isomerase A —
ciclofilina A (PPIA); c. gene de proteina ribossomal 60S (RPLO). A expressao génica
de RPLO foi a mais estavel entre os grupos, sugerindo ser o gene mais indicado para

a normalizacao dos dados (resultados ndo mostrados).

A figura 7 apresenta a expressdo dos receptores purinérgicos P2X e P2Y no
estriado de ratos apés 1, 3 e 5 semanas da lesdo com 6-OHDA. Os receptores P2X5
e P2Y14 apresentaram-se pouco expressos e, portanto, ndo foram graficamente
representados. Os receptores P2X6, P2X7, P2Y6 e P2Y13 apresentaram diferenca
Nos seus niveis de expressdo entres 0s grupos nas semanas subsequentes a lesao.
As médias e erro padrdo das médias de todos os grupos analisados estdo
apresentados na tabela 3. Enquanto os hemisférios controle apresentaram uma
diminuicdo progressiva na expressdo do receptor P2X7 durante as 5 semanas, 0s
hemisférios lesionados da quinta semana apresentaram aumento significativo em
relacdo ao hemisfério lesionado da primeira semana e com seu respectivo
hemisfério controle. Além do receptor P2X7, a expressao genica de P2Y6 aumentou
significativamente na quinta semana ap0s a lesdo em compara¢do com todos 0s
outros grupos. A expressdo génica do receptor P2X6 do hemisfério lesionado
apresentou diferenca na terceira semana em relagcdo ao hemisfério controle da
primeira semana e a expressao génica do receptor P2Y13 do hemisfério lesionado
da primeira semana apresentou diferenca estatistica significativa em relagédo ao
respectivo hemisfério controle e aos hemisférios lesionados da terceira e quinta

semanas pos lesao.
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Figura 7. Padrdo de expressdo génica de subtipos de receptores purinérgicos no

estriado de ratos 1, 3 e 5 semanas ap0s lesdao com 6-OHDA. A expressao génica dos

receptores purinérgicos foram estudadas nos estriados controle (n=3, barras brancas) e
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lesionados com 6-OHDA (n=3, barras cinzas). *p<0,05; ***p<0,001 em relagdo ao respectivo
hemisfério controle. #p<0,05; ##p<0,01; ##p<0,001 em relagdo ao hemisfério lesionado 1
semana pos lesdo, n=3 para cada grupo. ANOVA de duas vias seguida pelo posthoc de
Bonferroni. Para efeito de melhor compreensao dos graficos, algumas diferencas estatisticas

foram omitidas para os receptores P2Y6 e P2X7.

Analisamos a expressao génica do receptor P2X7 em animais Sham, que
passaram pela cirurgia estereotaxica com a injecao de 6-OHDA substituida por salina,
para verificar se a alteracdo observada entre os hemisférios da primeira semana
poderia ser decorrente do estresse da cirurgia. Nenhum grupo apresentou alteracéo

estatisticamente significativa no decorrer das 5 semanas (Figura 8).
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Figura 8. Padréo de expressado génica do receptor P2X7 no estriado de ratos 1, 3 e 5
semanas apoés cirurgia estereotaxica. ANOVA de duas vias seguida pelo posthoc de

Bonferroni. N=3.

Tabela 3: Média e erro padrdo da média (E.P.M) da expressdo génica de receptores

purinérgicos do estriado de animais lesionados com 6-OHDA

lsemana 3 semanas 5 semanas

Receptor Hemisfério Média EPM Média EPM Média EPM
P2X1 Controle 1 0,295539 0,76266 0,152621 0,841021 0,324238
Lesionado 0,616255 0,086061 0,799326 0,177804 0,856707 0,130916
P2X2 Controle 1 0,150842 1,033007 0,063778 0,872374 0,084199

Lesionado  0,932132 0,108152 0,84774 0,292108 0,987098 0,339162




P2X3 Controle 1 0,222029 1,348204 0,157444 1,335266 0,361954
Lesionado 0,928856 0,171903 1,22897 0,227061 1,620936 0,282737
P2X4 Controle 1 0,366095 0,51283 0,154314 1,167072 0,522273
Lesionado  1,369442 0,742577 1,027386 0,492219 1,751231 1,247299
P2X6 Controle 1 0,045926 0,505994 0,062478 0,469 0,013
Lesionado 0,528703 0,137772 0,455622 0,079465 0,458819 0,011293
P2X7 Controle 1 0,059367 0,620642 0,020379 0,361 0,015946
Lesionado  0,310891 0,031641 0,579597 0,08887 0,743286 0,068438
P2Y1 Controle 1 0,295539 0,76266 0,152621 0,868548 0,313875
Lesionado 0,616255 0,086061 0,844135 0,220173 0,856707 0,130916
P2Y2 Controle 1 0,381237 0,652446 0,123252 0,693602 0,067223
Lesionado  0,810569 0,234992 0,778699 0,179753 0,972605 0,122317
P2Y4 Controle 1 0,117816 0,385539 0,122839 0,651714 0,07912
Lesionado 0,470701 0,126631 0,564169 0,101308 0,63981 0,101906
P2Y6 Controle 1 0,129572 1,186855 0,025942 2,67079 0,437817
Lesionado 0,43791 0,068715 1,521202 0,483531 4,019487 0,042148
P2Y12 Controle 1 0,008373 0,819114 0,043559 0,679144 0,074368
Lesionado  0,800979 0,156751 0,952351 0,084087 0,892739 0,239981
P2Y13 Controle 1 0,167341 0,776598 0,031471 0,642616 0,058485
Lesionado  0,308287 0,061431 0,78042 0,054629 0,762258 0,07912
P2X7 Controle 1 0,084308 0,770917 0,080692 0,850843 0,141659
(sham) Lesionado 0,876016 0,112246 0,892018 0,174823 0,936039 0,015991

4.2 Modulacéao farmacolédgica do receptor P2X7
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Levando em consideragdo o aumento da expressao génica do receptor P2X7

na lesdo com 6-OHDA e resultados anteriores de nosso laboratorio que mostraram

que a administracdo de BBG na dose de 50 mg/kg reverte o déficit dopaminérgico na

regido da substancia negra mas n&o no estriado (Ferrazoli et al., 2017), estudamos o

efeito do tratamento com diferentes doses de BBG neste modelo animal

para

verificar se doses maiores seriam eficientes também na recuperacdo das

ramificacOes estriatais.
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4.2.1 Analise comportamental

Uma semana apos a lesdo com 6-OHDA, os animais foram submetidos ao
teste rotacional induzido por apomorfina e, durante 7 dias, receberam diariamente
BBG (i.p.) nas doses de 5, 25, 50 e 75 mg/kg. Os resultados da figura 9 mostram
gue os animais lesionados tratados com BBG nas doses de 50 (1,33 +- 0,88) e 75
mg/kg (0,00 +- 0,00), mas ndo de 5 (10,00 +- 4,36) e 25 mg/kg (12,00 +- 1,73),
apresentaram reversdo do comportamento rotacional induzido por apomorfina pré-

tratamento (12,50 +- 1,85), resultado indicativo de efeito antiparkinsoniano.
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Figura 9. Curva dose-resposta da administragcdo de BBG em animais lesionados. BBG
nas doses de 5, 25, 50 e 75 mg/kg foi administrado por 7 dias 1 semana apés a leséo
induzida por 6-OHDA. Os animais foram submetidos ao teste rotacional induzido por
apomorfina antes (pré) e depois do tratamento. *p<0,05 em relacdo ao nimero de rotacdes
pré-tratamento, n=3-4. Andlise de variancia ANOVA de uma via seguida pelo posthoc de
Tukey.

4.2.2 Analise dos neurbénios dopaminérgicos da via nigroestriatal

Para estudar o efeito da administracdo de BBG nos neurdnios dopaminérgicos da

via nigroestriatal, analisamos a marcacdo para a enzima tirosina hidroxilase na
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substancia negra, onde se encontram 0s corpos celulares dos neurénios da via, e no
estriado, onde encontramos as ramificacdes dos neurdnios originados na substancia

negra e que compoem a via nigroestriatal.

Nos resultados apresentados na figura 10, verificamos que BBG na dose de 75
mg/kg foi capaz de reestabelecer significativamente as ramificagbes dopaminérgicas
do estriado, como analisado pela densidade Optica da marcacao imunohistoquimica
para a enzima tirosina-hidroxilase (TH). Nas doses de 5, 25 e 50 mg/kg, podemos
notar que ha diferenca estatistica significativa entre os hemisférios cerebrais controle
e lesionados, indicando que o déficit dopaminérgico induzido pela injecdo de 6-
OHDA persiste. Na dose de 75 mg/kg, a densidade Optica da marcacdo do
hemisfério lesionado ndo apresenta diferenca em relacdo ao hemisfério controle,
indicando uma recuperacédo das ramificacdes dopaminérgicas do estriado desses

animais.
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Figura 10. Analise imunohistoquimica da marcacédo para TH no estriado de animais
tratados com BBG. BBG nas doses de 5, 25, 50 e 75 mg/kg foi administrado diariamente
durante 7 dias, uma semana apoés a lesdo induzida por 6-OHDA. A densidade éptica dos
hemisférios controle (Ctrl) e lesionados (Les) estdo expressas como média +- erro padréo da
média. ***p<0,001 em relacdo ao respectivo hemisfério controle, n=3. Andlise de variancia
ANOVA de duas vias seguida pelo posthoc de Bonferroni. Escala: 100um.

Na regido da substancia negra, realizamos a contagem do numero de
neurénios dopaminérgicos positivos para TH nos hemisférios controle e lesionado de
cada grupo (figura 11). O tratamento com BBG nas doses de 50 e 75 mg/kg foram
capazes de reestabelecer o numero de neurbnios dopaminérgicos, sendo que a
dose de 75 mg/kg ndo apresentou diferenca estatistica em relagcdo ao hemisfério
controle, indicando efeito neurorregenerativo. Os valores das médias e erros padrdo

da média estdo discorridos na tabela 4.
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Figura 11. Andlise imunohistoquimica da marcacéo para TH na substancia negra de
animais tratados com BBG. BBG nas doses de 5, 25, 50 e 75 mg/kg foi administrado
diariamente durante 7 dias, uma semana apos a lesdo induzida por 6-OHDA. O numero de
neurdnios positivos para TH dos hemisférios controle (Ctrl) e lesionados (Les) estdo
expressos como média +- erro padrdo da média. **p<0,001, p<0,05 em relacdo ao
respectivo hemisfério controle, n=3. Andlise de variancia ANOVA de duas vias seguida pelo
posthoc de Bonferroni. Escala: 200pm.

Tabela 4: Média e erro padrao da média (E.P.M) das analises imunohistoquimicas para TH

de animais tratados com BBG

Estriado Hemisfério BBG 5 mg/kg 0,350667 0,023096
(densidade Controle BBG 25 mg/kg 0,326667 0,065535
optica) BBG 50 mg/kg 0,392333 0,009404
BBG 75 mg/kg 0,291000 0,014731
Hemisfério BBG 5 mg/kg 0,048333 0,020513
Lesionado BBG 25 mg/kg 0,041333 0,003844
BBG 50 mg/kg 0,098667 0,029689
BBG 75 mg/kg 0,272333 0,015773
Substéncia Hemisfério BBG 5 mg/kg 120,3333 9,3512
Negra Controle BBG 25 mg/kg 116,3333 1,7638
(nimero de BBG 50 mg/kg 104,0000 11,7898
neurdnios) BBG 75 mg/kg 125,0000 8,5049
Hemisfério BBG 5 mg/kg 34,6667 5,3645
Lesionado BBG 25 mg/kg 29,6667 6,8880
BBG 50 mg/kg 59,0000 3,5119
BBG 75 mg/kg 100,6667 7,2188

4.2.3 Analise do estado de ativacdo das células microgliais

Células da microglia reativas apresentam morfologia diferenciada e, quando
marcadas com anticorpo anti-lba-1, apresentam maior intensidade e area marcadas
do que microglia em estado de repouso. Assim, analisamos a area marcada com
Iba-1 no estriado e substancia negra de animais lesionados com 6-OHDA e tratados

com BBG 50 mg/kg por 7 dias para verificar uma possivel modulacdo inflamatéria.



61

No estriado, nenhum grupo apresentou marcacao para lba-1 alterada. A area
marcada com lba-1 dos hemisférios controle (15484,33 +- 3264,26) e lesionado
(14586,33 +- 5216,73) dos animais salina sao estatisticamente iguais aos
hemisférios controle (19112,33 +- 8979,98) e lesionado (15241,33 +- 4632,53) dos

animais tratados com BBG (figura 12).
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Figura 12. Analise imunohistoquimica da marcacéo para Iba-1 no estriado de animais
tratados com BBG. Marcacdo para Iba-1 na regido do estriado de animais tratados com
BBG na dose de 50 mg/kg diariamente durante 7 dias, uma semana apés a lesédo induzida

por 6-OHDA. A area marcada com lba-1 nos hemisférios controle (Ctrl) e lesionados (Les)
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esta expressa como média +- erro padrao da meédia. n=3. Andlise de variancia ANOVA de
duas vias seguida pelo posthoc de Bonferroni. Escala: 100pm.

Na substancia negra, o hemisfério lesionado dos animais sem tratamento
apresentaram aumento estatisticamente significativo na area marcada com lba-1
(35154,00 +- 6578,26) em relacdo ao respectivo hemisfério controle (8745,33 +-
605,80), indicando a presenca de células da microglia reativas. Esse efeito foi
abolido pelo tratamento com BBG, como observado pela auséncia de diferenca entre
0 estriado lesionado desses animais (14972,00 +- 3009,02) em relacdo ao respectivo
hemisfério controle (5933,33 +- 1406,74) e presenca de diminuicdo estatisticamente
significativa em relagdo ao hemisfério lesionado dos animais sem tratamento (Figura

13).
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Figura 13. Andlise imunohistoquimica da marcacéo para Iba-1 na substancia negra de
animais tratados com BBG. Marcacdo para lba-1 na regido da substancia negra de
animais tratados com BBG na dose de 50 mg/kg diariamente durante 7 dias, uma semana
apés a lesdo induzida por 6-OHDA. A area marcada com Iba-1 nos hemisférios controle
(Ctrl) e lesionados (Les) esta expressa como média +- erro padrdo da média. ***p<0,01 em
relagdo ao respectivo hemisfério controle, #p<0,05 em relacdo ao hemisfério lesionado sem
tratamento; n=3. Andlise de variancia ANOVA de duas vias seguida pelo posthoc de

Bonferroni. Escala: 200um.

4.2.4 Analise de outros tipos de neurdnios

Para verificar se o tratamento com BBG 50 e 75 mg/kg induziu alteracdo em
outros tipos de neurbnios, imunohistoquimica para marcador neuronal NeuN foi
realizada. Regides medindo aproximadamente 1,5 por 1,0 mm no estriado e 1,8 por
1,2 mm na substadncia negra foram utilizadas na contagem. Os hemisférios
lesionados e controles de todos 0s grupos, tanto no estriado quanto na substancia
negra, ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas no nimero de
neurénios NeuN"® (Figura 14). Esse resultado indica que a morte de neurdnios
dopaminérgicos induzida pela 6-OHDA ndo induz a morte de outros tipos de
neurbnios e que a recuperacdo induzida pelo tratamento com BBG nao envolve o
aumento de neurdnios ndo dopaminérgicos. As médias e erro padrdo das médias

estdo apresentadas na tabela 5.
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Figura 14. Andlise imunohistoquimica da marcagdo para NeuN em animais tratados

com BBG. Marcacgdo para NeuN na regido do estriado (ST) e substancia negra (SN) de

animais tratados com BBG na dose de 50 mg/kg ou 75 mg/kg diariamente durante 7 dias,

uma semana apoés a lesao induzida por 6-OHDA. O numero de neurdnios NeuN+ nos

hemisférios controle (Ctrl) e lesionado (Les) estd expresso como média +- erro padréo da

média. Cortes representativos da regido do estriado dos animais (A) controle, (B) BBG 50

mg/kg, (C) BBG 75 mg/kg. n=3. Andlise de variancia ANOVA de duas vias seguida pelo

posthoc de Bonferroni. Escala: 2mm

Tabela 5.: NUmero de neurbnios NeuN+ em animais tratados com BBG

Salina Controle

2362,333

109,4872

1392,333

112,0897

Lesionado

2118

74,3797

1248,333

49,6566




BBG Controle 2237,333 36,3608 1451,333 20,0859
50 mg/kg Lesionado 2053 74,8421 1376 79,2864
BBG Controle 2225 113,8479 1622,5 68,5
75 mg/kg Lesionado 2124,333 130,2118 1608 35
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4.3 Modulacéao farmacoldgica do receptor P2Y6

Como observamos um aumento estatisticamente significativo na expressao
génica dos receptores P2Y6 no decorrer de 5 semanas apés a lesdo com 6-OHDA,
analisamos o efeito do uso do antagonista desse receptor, MRS2578, em células

submetidas a 6-OHDA e em animais lesionados com 6-OHDA.

4.3.1 Ensaio de viabilidade celular por redugcdo de MTT

Ha na literatura dados envolvendo o efeito protetor do MRS2578 em células
SH-SY5Y submetidas a morte celular, porem ndo ha relatos da agéo frente a
exposicdo das células a morte induzida pela droga 6-OHDA (Qian et al., 2017).
Sendo assim, testamos o tratamento preventivo com a droga MRS2578 em células
submetidas a morte celular induzida por 6-OHDA. No ensaio de viabilidade por MTT,
as células viaveis reduzem o anel tetrazolio do composto gerando cristais de
coloracdo azulada, solaveis em DMSO. Quanto mais escura a coloragdo, maior a

guantidade de células viaveis.

Nossos dados mostram que o tratamento das células com o composto
MRS2578 na concentracdo de 1 uM (0,46 +- 0,04), mas ndo nas concentracdes de
10 (0,21 +- 0,01) e 100 puM (0,22 +- 0,01), foi capaz de prevenir a morte induzida por
6-OHDA (0,53 +- 0,07), como observado pelo aumento da absorbancia e auséncia
de diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle (0,56 +-

0,05). Como esperado, a morte induzida por 6-OHDA apresentou absorbéancia
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significativamente menor em relacdo ao grupo controle em uma concentracao de

100 uM, ja padronizada em nosso laboratorio por Semeano, ATS (figura 15).

Absorbance

Figura 15.: Ensaio de viabilidade celular por reducdo de MTT. A viabilidade celular de
células humanas SH-SY5Y diferenciadas em neurdnios dopaminérgicos, tratadas com
MRS2578 (MRS) em doses de 1, 10 e 100 uM por 30 minutos e submetidas a morte por 6-
OHDA por 24 horas foi testada por reducéo de MTT. A absorbancia a 600 nm esta expressa
como média +- erro padrao da média. Imunofluorescéncia para TH (verde, neurdnios
dopaminérgicos) e Tuj-1 (vermelho, neurdnios) em células indiferenciadas e apoés
diferenciacéo. * p<0,05 em relacdo ao grupo sem tratamento com morte induzida por 6-
OHDA,; ###p<0,001 em relagdo ao grupo 6-OHDA sem tratamento; n=3. Andlise de

variancia ANOVA de uma via seguida pelo posthoc de Bonferroni. Escala: 50um.
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4.3.2 Analise comportamental

Por apresentar alteracfes na expressao génica apos 5 semanas da leséo
induzida por 6-OHDA, testamos o efeito comportamental in vivo da administracéo de
MRS2578. Utilizamos dois tratamentos: a. Preventivo, onde o composto MRS2578
foi administrado 10 minutos antes da injecdo de 6-OHDA; b. Reversivo, onde o
composto foi administrado apdés 5 semanas da lesdo com 6-OHDA. Uma semana

apoés os tratamentos, realizamos o teste rotacional induzido por apomorfina.

O comportamento rotacional induzido pela administracdo de apomorfina
observado nos animais controle (10,50 +- 1,10) foi abolido nos animais tratados com
uma dose Unica de MRS2578 antes da lesdo com 6-OHDA (3,75 +- 1,67), indicando
um efeito antiparkinsoniano preventivo (figura 16). Porém, quando tratados 5
semanas apos a lesdo com 6-OHDA, os animais ndo apresentaram diferenca

estatisticamente significativa no nimero de rotacdes (5,75 +- 3,38).
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Figura 16. Teste rotacional induzido por apomorfina em animais tratados com
MRS2578. MRS2578 administrado intraestriatalmente em dose Unica a 2ug/kg antes
(prevencao) ou 5 semanas depois (reversao) da lesdo com 6-OHDA. *p<0,05 em relacéo ao
grupo controle, n=4-8. Andlise de variancia ANOVA de uma via seguida pelo posthoc de

Tukey.
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4.3.3 Analise dos neurénios dopaminérgicos da via nigroestriatal

Levando em consideracdo os resultados obtidos nos testes comportamentais
com o0 sucesso da administracdo preventiva de MRS2578 em animais lesionados
com 6-OHDA, analisamos os neurbnios dopaminérgicos da via nigroestriatal através
de imunohistoquimica para tirosina hidroxilase. Os resultados apresentados na
figura 17 mostram que a administracdo de MRS2578 nao foi capaz de prevenir a
morte das ramificagbes dopaminérgicas do estriado, uma vez que a densidade
Optica tanto do hemisfério lesionado do grupo salina (0,03 +- 0,00) em relagdo ao
respectivo hemisfério controle (0,08 +- 0,01) quanto do hemisfério lesionado dos
animais tratados com MRS2578 (0,03+-0,01) em relacdo ao respectivo hemisfério

controle (0,08 +- 0,00) apresentam diferenca entre si.
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Figura 17. Analise imunohistoquimica da marcacédo para TH no estriado de animais
tratados com MRS2578. MRS2578 (MRS) foi administrado em dose Unica 10 minutos antes
da lesdo induzida por 6-OHDA. A densidade Optica dos hemisférios controle (Ctrl) e
lesionados (Les) estdo expressas como meédia +- erro padrdo da média. ***p<0,001 em
relacdo ao respectivo hemisfério controle, n=3. Andlise de variancia ANOVA de duas vias
seguida pelo posthoc de Bonferroni. Escala: 100pm.

Na regido da substancia negra (figura 18), o tratamento preventivo com
MRS2578 foi capaz de reestabelecer o nimero de neurdnios dopaminérgicos do
hemisfério lesionado (39,37 +- 5,45) em relacdo ao respectivo hemisfério controle
(77,25 +- 10,94), como sugerido pela falta de diferenca estatisticamente significativa.
Como controle da lesdo com 6-OHDA, os animais lesionados que receberam salina
apresentaram diminuicdo no numero de neurdnios dopaminérgicos na substancia
negra do hemisfério lesionado (20,67 +- 4,41) em relacdo ao hemisfério controle

(83,33 +- 14,19).
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Figura 18. Analise imunohistoquimica da marcacéo para TH na substancia negra de
animais tratados com MRS2578. Marcacdo para TH na regido da substancia negra de
animais tratados com dose Unica intraestriatal de MRS2578 a 2ug/kg e posteriormente
lesionados com 6-OHDA. O numero de neurbnios positivos para TH dos hemisférios
controle (Ctrl) e lesionados (Les) estdo expressos como média +- erro padrdo da média.
**p<0,01 em relacdo ao respectivo hemisfério controle, n=3. Analise de variancia ANOVA de
duas vias seguida pelo posthoc de Bonferroni. Escala: 200um.

4.3.4 Analise do estado de ativacado das células microgliais

No estriado, o hemisfério lesionado com 6-OHDA sem tratamento (2111,67 +-
135,99) néo apresentou alteracdo na marcacéo para Iba-1 em relacdo ao respectivo
hemisfério controle (2188,67 +- 95,37). Similarmente, a area marcada com Iba-1 dos

hemisférios controle (2732,25 +- 235,66) e lesionado (2243,00 +- 186,58) dos
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animais submetidos ao tratamento preventivo com MRS2578 séo estatisticamente

iguais entre si (figura 19).
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Figura 19.: Andlise imunohistoquimica da marcagao para Iba-1 no estriado de animais
tratados com MRS. Marcacdo para Iba-1 na regido do estriado de animais tratados com
MRS2578 (MRS) previamente a lesdo com 6-OHDA. A area marcada com lba-1 nos
hemisférios controle (Ctrl) e lesionados (Les) esta expressa como média +- erro padrao da
média. n=3-4. Andlise de variancia ANOVA de duas vias seguida pelo posthoc de

Bonferroni. Escala: 100um.

Por outro lado, o tratamento preventivo com MRS2578 foi capaz de prevenir a
ativacdo microglial da substancia negra (figura 20) no hemisfério lesionado
(20285,50 +- 5535,98) em relacdo ao respectivo hemisfério controle (7854,00 +-
1002,37), como sugerido pela falta de alteracéo estatisticamente significativa, e em

relacdo ao hemisfério lesionado sem tratamento (42452,00 +- 3544,13). O hemisfério



72

controle dos animais sem tratamento apresentou area marcada equivalente a

morfologia microglial inativa (8530,67 +- 1650,87).
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Figura 20.: Analise imunohistoquimica da marcacé&o para Iba-1 na substancia negra de
animais tratados com MRS. Marcagdo para lba-1 na regido do estriado de animais
tratados com MRS2578 (MRS) previamente a lesdo com 6-OHDA. A area marcada com |ba-
1 nos hemisférios controle (Ctrl) e lesionados (Les) esta expressa como média +- erro
padrdo da média. ***p<0,01 em relacdo ao respectivo hemisfério controle, #p<0,05 em
relacdo ao hemisfério lesionado sem tratamento; n=3-4. Andlise de variancia ANOVA de

duas vias seguida pelo posthoc de Bonferroni. Escala: 200pm.



73

4.4 Terapia de transplante celular

4.4.1 Caracterizacao da diferenciacdo dopaminérgica de células E14Tg2a

Para a terapia de transplante celular, células embrionarias pluripotentes murinas
E14Tg2a foram submetidas a diferenciacdo dopaminérgica (figura 21). Como
esperado, observamos a expressdo do marcador de precursor neural “Nestina” e do
marcador de neurdnio “Tuj1” (B3-tubulina especifica para neurbnios) nas células
progenitoras neurais (CPN). Induzimos a diferenciacdo dopaminérgica para verificar
a habilidade das precursoras neurais em se diferenciar nesse tipo neuronal de
interesse. Quando na fase de neurbnio dopaminérgico, as células apresentaram
marcacao para neurbnio “Tuj1” e para neurdnio dopaminérgico “TH” (tirosina

hidroxilase), indicando o sucesso da diferenciacéo.

Figura 21.: Analise de expressdo de marcadores celulares em células E14Tg2a
diferenciada em neurbnios dopaminérgicos por imunocitoquimica. As células

progenitoras neurais (CPN, painel A) foram marcadas para Nestina (marcador de CPN) e
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Tujl (beta 3tubulina, marcador de neurdnio). Os neurdnios dopaminérgicos (ND, painel B)
foram marcados para tirosina hidroxilase (TH, marcador de ND) e Tuj1.

4.4.2 Transplante Celular

As células diferenciadas em estagio de CPN multipotentes foram transplantadas
no estriado de ratos lesionados, uma semana apoés a injecdo de 6-OHDA. O teste
rotacional induzido por apomorfina foi realizado a cada 15 dias, durante 12 semanas.
Além disso, testamos a capacidade do co-tratamento do transplante com BBG (50
mg/kg, i.p., 7 dias) em reverter o comportamento rotacional. Embora na sexta e na
décima semanas os animais transplantados sem tratamento com BBG apresentaram
uma tendéncia a um numero de rotagfes diminuido, o transplante néo foi eficaz em
reverter o comportamento rotacional apés 12 semanas (9,25 +- 0,48) (figura 22). O
co-tratamento do transplante celular com BBG foi eficaz em reverter o
comportamento rotacional ao final das 12 semanas (3,25 +- 0,25) em relacdo ao
respectivo grupo controle (12,00 +- 0,71). Porém, o tratamento dos animais com
somente BBG (1,25 +- 0,48) apresentou uma maior diminuicdo no numero de
rotacdes estatisticamente significativa em comparagcédo ao co-tratamento, indicando
que possivelmente o transplante piore o estado inflamatério induzido por 6-OHDA e
atrapalhe o efeito neurorregenerativo do BBG. As médias e erro padrdo da média de

todos os grupos esta apresentada na tabela 6.
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Figura 22. Teste rotacional induzido por apomorfina em animais transplantados e
tratados com BBG. NUumero de rotagdes/minuto dos animais lesionados com 6-OHDA
(controle), tratados somente com BBG 50 mg/kg (BBG), somente transplantados com
células precursoras neurais (transplante) ou em terapia combinada de transplante e
tratamento com BBG 50 mg/kg (translpante+BBG) por um periodo de 12 semanas apés o
transplante. Resultados significativos representados somente para o periodo de 12
semanas. ***p<0,001 em relacdo ao respectivo grupo controle; ### p<0,001 em relacédo ao
grupo tratado somente com BBG; n=4-5 para cada grupo. ANOVA fatorial seguida de
posthoc de Tukey.

Tabela 6: Numero de rotacdes por minuto de animais transplantados com ou sem

tratamento com BBG

Controle Transplante BBG Transplante + BBG
Semana Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM
Lesionado 10,60000 | 0,678233 | 11,00000 | 0,408248 | 10,50000 | 0,288675 | 11,25000 | 0,478714

2 semanas |10,00000 | 0,000000 | 11,00000 | 1,080123 | 4,00000 | 0,408248 | 5,25000 | 0,750000
4 semanas | 11,00000 | 0,408248 | 9,25000 | 0,629153 | 2,00000 |0,707107 | 4,25000 |0,478714
6 semanas |12,75000 | 0,629153| 6,25000 |0,478714 | 1,50000 | 0,645497 | 4,50000 | 0,866025
8 semanas |12,25000 | 0,478714 |10,25000|0,478714| 2,00000 |0,912871 | 3,75000|0,478714
10 semanas | 13,75000 | 0,750000 | 8,00000 | 0,408248 | 1,50000 | 0,645497 | 3,75000 | 1,108678
12 semanas |12,00000|0,707107| 9,25000 |0,478714 | 1,25000|0,478714| 3,25000 | 0,250000
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6. Discussao

A Doenca de Parkinson é uma doenca altamente incapacitante e de grande
prevaléncia. Pouco se sabe sobre sua etiologia e os tratamentos atuais consistem
na diminuigdo dos sintomas, uma vez que ainda néo foi encontrada uma maneira de
reverter o déficit de neurbnios dopaminérgicos observados nos pacientes
acometidos. Assim, modelos animais sdo amplamente utilizados na pesquisa de
novos medicamentos e terapias que impecam ou revertam o deficit dopaminérgico
da via nigroestriatal. Neste trabalho, utilizamos o modelo de Doenga de Parkinson
por lesdo da via nigroestriatal através da injecdo de 6-OHDA no feixe prosencefélico
medial. Caracterizamos a lesdo quanto a extensdo da lesdo dopaminérgica e
resposta comportamental dos animais no teste rotacional induzido por apomorfina

em até 5 semanas apos a leséo.

Para isso, os animais foram submetidos ao teste rotacional, cujo comportamento
rotacional € indicativo de lesdo, 1, 3 ou 5 semanas apods a lesdo. Apesar de haver
um aumento no numero de rotacdes entre 1 e 5 semanas, a andlise
imunohistoquimica dos neurdnios dopaminérgicos positivos para tirosina hidroxilase
da regido da substancia negra e suas ramificagcbes no estriado ndo apresentaram
diferenca, indicando uma grande amplitude na lesdo apés a primeira semana. Na
analise imunohistoquimica, analisamos através do software ImageJ o numero de
neurdnios na regido da substancia negra e a densidade 6ptica na regido do estriado,
uma vez que nesta regido se encontram somente as ramificagdes neuronais. Como
esperado, em ambas regibes pudemos observar uma extensa diminuicdo da
marcacao para tirosina hidroxilase nos hemisférios lesionados com 6-OHDA em

comparacdo com os hemisférios controle. Além disso, apdés 5 semanas, nao
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observamos uma recuperacdo espontanea dos neurdnios dopaminérgicos como
observado em algumas variagcbes de protocolo da lesdo com 6-OHDA, com

diferentes doses e locais de aplicacdo da droga (Schwarting and Huston, 1996).

Levando em consideracdo a grande participacdo dos receptores purinérgicos em
processos fisioldgicos e patoldgicos, analizamos a expressdo génica desses
receptores nos animais lesionados. Primeiramente, testamos 0s genes padrao
GAPDH, PPIA e RPLO para normalizacdo das amostras. A expressdo do gene de
GAPDH apresentou alteracdes significativas entre os grupos de diferentes condigbes
experimentais. A enzima GAPDH participa do processo de glicélise, e por sua
regulacdo ser ligada ao processo de fosforilagdo oxidativa da cadeia respiratoria
mitocondrial, é superexpressa em condi¢cdes patoldgicas com desbalanco de
concentracbes de ATP e ADP (Ramzan et al., 2013; Tarze et al., 2007). O composto
6-OHDA utilizado na modelagem da Doenca de Parkinson atua inibindo o complexo |
da cadeia respiratdria mitocondrial, possivel causa da alteracdo observada na
expressao génica de GAPDH. Ja a proteina ciclofilina A, codificada pelo gene PPIA,

tem sido demonstrada interagir com intermediadores apoptéticos em processos de

dano cerebral (Hagberg et al., 2009).

Com relacdo a expressao génica dos receptores purinérgicos normalizados
pelo gene padrdo RPLO, observamos que o estriado lesionado dos animais 5
semanas apos a lesdo apresentou um aumento na expressao génica dos receptores
P2X7 em comparacdo com o hemisfério lesionado dos animais 1 semana apos a
lesdo e em comparagdo com o respectivo hemisfério controle. A visdo geral do
padrdo de expressdo desse receptor mostra um aumento progressivo nos estriados
lesionados com o0 passar das semanas. Sabe-se que a ativagdo sustentada do

receptor P2X7 em condi¢gbes patologicas pode levar a abertura de macroporos
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membranares com permeabilidade aumentada que induz cascatas de sinalizacéao
pré-apoptéticas (Di Virgilio et al., 2018). De fato, a expresséo do receptor P2X7 tem
se mostrado diretamente relacionada com a habilidade do ATP em desencadear
processos apoptoticos (North, 2002). Esses trabalhos corroboram o0 aumento
observado na expressao génica do P2X7 nos hemisférios lesionados com 6-OHDA,
uma vez que possivelmente ocorre intensa liberacdo de ATP pelas células
danificadas, abertura de macroporos membranares e ativacao de células microgliais

com aumento de liberacdo de citocinas pré-inflamatorias (Monif et al., 2010).

Dados da literatura mostram o envolvimento de receptores purinérgicos em
modelos animais de estresse (Farooq et al., 2018; Yue et al.,, 2017). Levando em
consideracdo que todas as amostras analisadas sdo provenientes de animais que
passaram pelo procedimento cirurgico e o perfil génico do receptor P2X7 mostrou
um fold change aumentado no hemisfério controle 1 semana ap0s a lesao,
coletamos amostras de animais Sham para avaliar se trata-se de um aumento
decorrente do estresse da manipulacdo. Os animais Sham nao apresentaram
diferenca na expressdo génica entre os grupos. Esse resultado indica que a
alteracdo da expresséo génica do receptor P2X7 observada nos animais lesionados
€ decorrente do modelo animal utilizado de injecao de 6-OHDA, e ndo das condi¢cdes

experimentais inerentes a droga utilizada.

Além do receptor P2X7, o subtipo de receptor purinérgico P2Y6 também
apresentou aumento gradual nos hemisférios com o decorrer das 5 semanas
subsequentes a injegdo com 6-OHDA. Recentemente, um estudo em células
mononucleares do sangue periférico de individuos com Doenca de Parkinson
demonstrou um aumento da expressdo génica do receptor P2Y6, que foi proposto

pelos autores como possivel marcador biolégico para a doenca (Yang et al., 2017).
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Além disso, sabe-se que o receptor P2Y6 participa da ativacdo microglial e controle
de fagocitose de neurbnios viaveis, e sua inibicdo previne a perda neuronal em
condi¢cbes inflamatorias (Neher et al.,, 2014). Levando em consideracdo que a
Doenca de Parkinson apresenta um quadro neurodegenerativo acompanhado por
processo neuroinflamatodrio, 0 aumento na expressao génica do receptor P2Y6 dos
hemisférios lesionados poderia ser decorrente do aumento do quadro inflamatério.
Além dos hemisférios lesionados, os hemisférios controle apresentaram aumento
gradativo na expressdo génica do receptor P2Y6, em menor intensidade. Esses
dados podem indicar a participacdo desse subtipo de receptor no processo de
envelhecimento, apesar de ndo haver estudos na literatura que corroborem essa
hipétese. Entretanto, o cérebro ndo-patolégico em envelhecimento apresenta maior
susceptibilidade a resposta inflamatdria, uma possivel causa e/ou consequéncia do

aumento da expressao génica do receptor P2Y6 (Poddar et al., 2018).

Pouco se sabe sobre a funcao dos receptores P2Y13, que apresentaram uma
diminuicdo da expressdo génica uma semana apoés a leséo e retorno as condicdes
basais apds trés semanas. Mecanismos compensatorios poderiam explicar a
diminuicdo inicial, uma vez que delecdo genética desse receptor induz a
neurogénese hipocampal adulta acompanhada de diminuicdo de células microgliais
com morfologia reativa (Stefani et al., 2018). Além disso, cultura de astrdcitos
cerebelares mostram que a ativacdo do subtipo de receptor P2Y13 com o agonista
2-metil-tio-ADP possui efeito neuroprotetor contra estresse oxidativo (Morente et al.,
2014), sendo que o aumento da expressao génica desse subtipo de receptor nos
hemisférios ap0s 3 semanas poderia ocorrer devido a mecanismos de defesa

antioxidante.
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Com o intuito de verificar se a inibicdo do receptor P2X7 em doses maiores que a
encontrada na literatura (Ferrazoli et al.,, 2017) € capaz de reverter o deficit
dopaminérgico estriatal em modelo animal de doenca de Parkinson, ratos lesionados
com 6-OHDA foram tratados com BBG em doses de 5, 25, 50 e 75 mg/kg. Como
previamente descrito por nosso grupo (Ferrazoli et al., 2017), BBG na dose de 50
mg/kg foi capaz de reverter o deficit dopaminérgico na regido da substancia negra,
mas nado na regido do estriado. Porém, quando tratados com uma dose de BBG de
75 mg/kg, 0s animais apresentaram regeneracdo completa dos neurdnios
dopaminérgicos da via nigroestriatal. Além de nossos resultados que mostram o
efeito do BBG em reverter o déficit dopaminérgico, um estudo da literatura mostra
gue o antagonismo do receptor P2X7 também ¢é eficaz em prevenir a morte desses
neurbnios nesse mesmo modelo animal, quando os animais foram tratados

previamente a lesdo (Carmo et al., 2014).

Com a liberacdo de ATP decorrente da morte celular induzida por 6-OHDA, ha a
amplificacdo da neuroinflamacdo e do processo lesivo, e aumento da liberacdo de
citocinas pro-inflamatoérias como IL-13, TNF-alfa e 6xido nitrico (Zhang et al., 2005).
Parte dessa acado ocorre devido a ligacdo do ATP e ativagcdo dos receptores
purinérgicos P2X7. Durante a resposta imune, DAMPs ativam receptores de
reconhecimento de padrdes (PRRs, do inglés “Pattern Recognition Receptors”),
amplamente expressos no sistema nervoso central por células microgliais, neurénios
e astrocitos (Kigerl et al., 2014). Essa ativacdo exacerba a liberacdo de ATP, que se
liga a receptores P2X7 e consequentemente ativa inflamassomas NALP3 e secregéo
de interleucinas pro-inflamatorias (Di Virgilio, 2007). A inibicdo do receptor P2X7
pelo tratamento com BBG poderia estar atuando imunomodulando o microambiente

da lesdo, impedindo a exacerbacdo da lesédo e criando condicbes favoraveis a
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repopulacdo neuronal pelos mecanismos de reparo tecidual, como recrutamento e
inducao de diferenciacdo de células progenitoras neurais das areas neurogénicas do
cérebro. Como revisado em Oliveira et al. (Oliveira et al., 2016), essa hipotese é
corroborada pela constatacdo de que células progenitoras neurais das zonas
subventricular e subgranular do cérebro adulto expressam receptores P2X7 (Genzen
et al., 2009; Messemer et al., 2013), e que a inibicdo desse receptor é essencial para
a diferenciacdo de células precursoras neurais em neurénios in vitro (Glaser et al.,

2014a).

Utilizamos a marcacao com NeuN para verificar o efeito do tratamento com BBG
em outros tipos neuronais, uma vez que esse marcador apresenta forte expressao
em neurbnios - exceto os dopaminérgicos da substancia negra (Cannon e
Greenamyre, 2009). Apesar da intensidade da marcacdo com NeuN ser amplamente
utilizada como indicador de diferenciacdo, sendo novos neurdnios marcados mais
intensamente que neurbnios mais maduros, dados da literatura indicam que a
intensidade pode variar dentro de uma mesma populacao neuronal (Gusel'nikova e
Korzhevskiy, 2015). Assim, analizamos somente o numero de células marcadas.
Nossos dados indicam que o tratamento com BBG néo altera o numero de neurbnios
ndo-dopaminérgicos do estriado e substancia negra, indicando um efeito especifico
na modulacdo da populagédo neuronal. Esse dado poderia indicar que a morte
seletiva e o déficit dopaminérgico desencadeie efeitos neurogénicos do BBG
voltados para a repopulacdo das células perdidas, como por exemplo induzir o
recrutamento e diferenciacdo de células progenitoras das zonas neurogénicas em
neurénios dopaminérgicos, e nao a inducdo a qualquer outro tipo neuronal.

Entretanto, mais estudos sdo necessarios para validar essa hipoétese.
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Além de antagonizar receptores purinérgicos P2X7, o composto BBG também
bloqueia, com menor poténcia, canais de sodio dependentes de voltagem dos
neurénios (Jo and Bean, 2011). Sabe-se que um aumento na permeabilidade
membranar ao sédio contribui para neurodegeneracéao axonial (Stys et al., 1992). O
bloqueio de canais de sédio dependentes de voltagem tem sido expeculado
participar de efeito neuroprotetor em diferentes modelos neurodegenerativos
(Kapoor, 2008; Li et al., 2014; Verleye et al., 2016). Apesar de exercer menor efeito
em canais de sédio do que em receptores P2X7, a conducdo de outros estudos seria
interessante para elucidar a dimenséo de cada modulacao no efeito neuroprotetor do

BBG.

Como observamos um aumento na expressdo génica do receptor purinérgico
P2Y6 no decorrer das 5 semanas apos a lesdo com 6-OHDA, tratamos 0s animais
lesionados intraestriatalmente com uma Unica dose do antagonista do receptor P2Y6
antes e 5 semanas depois do estabelecimento da lesdo. Nossos resultados
mostram, pela primeira vez, que o tratamento com MRS2578 é capaz de prevenir a
morte de neurdnios dopaminérgicos nesse modelo animal de doenca de Parkinson,
apesar de néo exercer efeito neurorregenerativo quando administrado 5 semanas
apos a lesédo. Além disso, o tratamento preventivo in vitro de células SH-SY5Y foi
capaz de proteger os neurdnios dopaminérgicos da morte induzida por 6-OHDA em
uma concentracdo de 1 yM, menor que a utilizada in vivo. Quando induzida a morte
com o composto MPP+, essa linhagem celular apresenta um pico de expressao do
receptor P2Y6, correspondente ao aumento de citocinas pro-inflamatérias (Qian et
al., 2017). Além disso, o knockdown desse receptor diminui proteinas envolvidas no
estresse oxidativo (Qian et al., 2017), indicando um possivel mecanismo pelo qual o

composto MRS2578 possa estar protegendo a morte induzida por 6-OHDA in vitro.
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Entretanto, o efeito observado in vivo parece estar relacionado com a modulacdo da
ativacdo de células microgliais, como observado in vitro por Qian e colaboradores

(2017).

Representantes do sistema imune no sistema nervoso central, as células da
microglia se tornam reativas quando estimuladas por DAMPs, exacerbando a
producéo e liberacdo de citocinas pré-inflamatdrias, induzindo a morte neuronal e
contribuindo para a expanséo do dano dopaminérgico na Doenca de Parkinson (Joe
et al., 2018). Nos hemisférios lesionados com 6-OHDA dos animais sem tratamento,
pudemos observar células microgliais reativas na regido da substancia negra, mas
nao na regido do estriado. O resultado observado pode ser um reflexo da localizagéao
e orientacdo dos neurdnios afetados no modelo animal por lesdo com 6-OHDA, uma
vez que o0s corpos celulares dos neurbnios dopaminérgicos da via nigroestriatal
estdo presentes na regido da substancia negra e somente suas ramificagdes estao
presentes no estriado. Além disso, a regido da substancia negra possui uma alta
densidade de células microgliais e portanto é altamente susceptivel a exacerbacéo
de processos inflamatérios e consequentemente sensivel a inducdo de

neurotoxicidade (Kim et al., 2000).

A liberacdo de ATP e ativacdo de receptores purinérgicos parece disparar
respostas inflamatérias com recrutamento e ativacdo da microglia residente,
exacerbando a secrecdo de citocinas pro-inflamatérias e contribuindo para o
aumento do dano neuronal (Fuxe et al., 2008), uma vez que 0 antagonismo de
receptores P2X7 e P2Y6 exercem efeito neuroprotetor acompanhado de inibicdo de
células microgliais. Em um primeiro momento, a ativacdo microglial com fendtipo
conhecido como M2 esta envolvida em processos de reparo e defesa do sistema

imune, desencadeando mecanismos de protecdo contra estresse oxidativo e
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fagocitose de fragmentos celulares (Tang e Le, 2016). Entretanto, a liberacéo
sustentada de nucleotideos e nucleosideos decorrente da morte celular, como ATP
e UDP (agonistas de receptores P2X7 e P2Y6, respectivamente), induz a transicédo
microglial para o fenétipo M1, que exacerbam processos pro-apoptoticos que
envolvem a producdo de ROS, citocinas e de prostaglandinas proé-inflamatorias
(Zhang et al., 2005). Resultados da literatura mostram que o antagonismo do
receptor P2X7 induz neuroprotecdo associada a reducao da atividade microglial e da

resposta inflamatoria (Durrenberger et al., 2012).

A conexao entre 0s receptores purinérgicos e a ativagdo microglial em
processos neuroinflamatorios tem sido amplamente estudada. Sabe-se que o ATP
liberado em processos neurodegenerativos atua como quimiotaxico, induzindo a
ativacdo de receptores P2Y12 microgliais e sua migracdo para o sitio da lesédo
(Inoue et al., 2007). Com relag&o ao receptor P2Y6, foi observado o aumento de sua
expressdo, cuja ativacdo por UDP liberado por células em degeneracdo induz
fagocitose microglial dependente da concentracdo do nucleotideo (Inoue et al.,
2007). Além disso, o UDP liberado e ligacdo ao receptor P2Y6 também ativa
cascatas de sinalizacdo que culminam na liberacdo de 6xido nitrico e apoptose de

astrocitos (Quintas et al., 2014).

Recentemente foi observada a presenca de células microgliais exercendo o
processo de fagoptose, onde células microgliais induzem a morte de neurdnios
viaveis por fagocitose, em condi¢cdes neuroinflamatorias (Brown e Neher, 2012). Em
modelo murino de lesdo com 6-OHDA, foi constatada a presenca de células
microgliais reativas que antecedem a perda neuronal e fagocitam precocemente
neurbnios dopaminérgicos (Marinova-Mutafchieva et al., 2009). Em cultura de

neurbnios e células gliais derivadas de cerebelo de rato, o uso do antagonista de



85

receptores P2Y6, MRS2578, foi capaz de atrasar a morte neuronal induzida por LPS
possivelmente por modular negativamente a fagoptose microglial (Neher et al.,

2014).

Esses dados encontrados na literatura permitem a especulagdo do possivel
efeito que o tratamento preventivo com o inibidor do receptor P2Y6 exerce no
modelo animal de doenga de Parkinson utilizado neste trabalho. A contengéo da
morte de neurbnios dopaminérgicos observada com o tratamento preventivo com
MRS2578 pode estar relacionada com a inibicdo da fagoptose microglial e
consequente diminuicdo da morte de neurdnios viaveis, mostrando pela primeira vez

o possivel uso do antagonismo do receptor P2Y6 como terapia antiparkinsoniana.

Levando em consideracdo o efeito imunomodulador do tratamento com BBG,
analisamos o efeito do antagonismo do receptor P2X7 em combinacdo com
transplante celular de células-tronco embrionarias diferenciadas em células
progenitoras neurais. Devido a sua capacidade de se diferenciar em todos os 200
tipos celulares do organismo adulto, as células-tronco embrionarias possuem
interessante aplicabilidade terapéutica. De fato, a terapia de transplante de células-
tronco tem mostrado resultados promissores em modelos animais da doenca de
Parkinson (Bjorklund et al., 2002; Rodriguez-Gémez et al., 2007), porém a
elucidacdo dos mecanismos moleculares envolvidos ainda precisa ser explorada
para que a integracdo e diferenciacdo correta ap0s o transplante possa ser

modulada.

Estudos de transplante celular com diferentes linhagens e em diferentes estagios
de diferenciacéo tém sido conduzidos. O transplante com neurénios dopaminérgicos

em humanos demonstrou que, em curto prazo, induz o aparecimento de efeitos
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adversos como discinesia (Freed et al., 2001; Olanow et al., 2003), porém apos
alguns anos uma melhora consideravel na sintomatologia pode ser observada (Ma et
al., 2010). Em roedores, células precursoras neurais transplantadas obtiveram maior
sucesso na reversdao do modelo de Doenca de Parkinson em relacdo ao transplante
com ceélulas precursoras dopaminérgicas, possivelmente por liberar fatores
antiinflamatdrios (Kim et al., 2018), corroborando a escolha do tipo celular utilizado
no trabalho aqui apresentado. Outros trabalhos com transplante de células
precursoras neurais utilizaram co-tratamento com fatores que induzem a
diferenciacdo neuronal, como SHH e FGF-8 (Hagell e Brundin, 2001), ou que
facilitem a producéo de dopamina, como tirosina hidroxilase (Kim et al., 2006; Ryu et
al., 2005). Assim, células-tronco embrionarias E14Tg2a diferenciadas em células
progenitoras neurais foram injetadas no estriado de animais lesionados com 6-
OHDA e tratados ou ndo com BBG 50 mg/kg. Observamos durante 12 semanas
apos o transplante que os animais tratados somente com BBG apresentaram uma
reversdo maior do comportamento hemiparkinsoniano do que quando tratados e
transplantados com essas células. Além disso, o transplante celular per se nao

apresentou efeito antiparkinsoniano.

O uso do antagonista de P2X7 poderia auxiliar no transplante ndo somente por
imunomodulacdo como também por inducdo de diferenciacdo, uma vez que a
expressdo do receptor P2X7 € suprimida durante a diferenciacdo de células tronco
embrionarias em neurénios in vitro (Glaser et al., 2014b). Concluimos que, apesar
do tratamento com BBG ser capaz de diminuir o ambiente inflamatorio e favorecer o
efeito do transplante, a terapia celular com células progenitoras neurais
possivelmente exacerba o ambiente inflamatorio e diminui a eficiéncia do tratamento

em comparacao com somente BBG.
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7. Conclusdes

Os resultados aqui apresentados trazem indicios da importancia da modulagéo
de receptores purinérgicos no estudo da Doenca de Parkinson. A lesédo induzida por
6-OHDA, modelo animal de Doenca de Parkinson amplamente utilizado na pesquisa,
altera a expressdo de diferentes receptores purinérgicos até 5 semanas apos a
lesdo e a antagonizacdo dos receptores P2X7 e P2Y6 apresentam efeito
antiparkinsoniano. Enquanto o antagonismo dos receptores P2X7 exerce efeito
neurorregenerativo em animais com a lesdo da via nigroestriatal j& estabelecida, o
antagonismo dos receptores P2Y6 previamente a lesdo exerce efeito neuroprotetor
por prevenir a morte induzida, como observado pela marcagdo de neurdnios
dopaminérgicos. Além disso, por alterarem o estado morfolégico das células
microgliais, esses tratamentos parecem exercer imunomodulagéo, indicando que a
lesdo com 6-OHDA induz efeito proé-inflamatério dependente da ativacdo de

receptores P2X7 e P2Y6 (figura 23).
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Figura 23.. Possiveis mecanismos neuroinflamatérios modulados por receptores
P2X7 e P2Y6 na lesdo com 6-OHDA. A neurodegeneracdo induzida por 6-OHDA induz a
liberacdo excessiva de ATP, que atua em receptores purinérgicos P2X7 microgliais e tornam
essas células reativas. A ativacdo exacerbada do receptor P2X7 induz a proliferacdo de
células da microglia e liberacdo de citocinas, 6xido nitrico e espécies reativas de oxigénio
gue culminam em aumento da morte celular. Além disso, induz a liberacao de quimiocinas
gue recrutam microglia residente. Além de ATP, as células do processo de
neurodegeneracao liberam 6xido nitrico e citocinas que estressam neurénios viaveis. Estes
por sua vez liberam UDP que ativa receptores P2Y6 de células microgliais reativas e
induzem o processo de fagoptose.
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O antagonismo do receptor P2X7 com o composto BBG, corante alimenticio
utiizado na indastria em diversos produtos, exerce efeito antiparkinsoniano
comportamental e neurorregeneracdo dopaminérgica da via nigroestriatal. Pela
analise de diferentes tipos celulares neurais, podemos inferir que esse efeito deve-
se a modulacdo do ambiente inflamatorio, que possibilita e favorece a repopulacéo
neuronal. Uma vez que a regulacédo negativa dos receptores P2X7 € essencial para
a diferenciacao neuronal in vitro, o tratamento com BBG pode estar atuando também
na inducdo de diferenciacdo dopaminérgica de células das zonas neurogénicas e

sua migracao para as zonas lesionadas.

Ja o antagonismo dos receptores purinérgicos P2Y6 com a droga MRS2578, que
apresenta efeito somente no protocolo de prevencao, pode estar contendo o efeito
inflamatorio induzido pela 6-OHDA e impedindo a expansao da lesdo por fagoptose

microglial, processo onde células da microglia reativas fagocitam células viaveis.

Por fim, o uso concomitante de BBG com transplante de células precursoras
neurais nao foi tdo eficaz em reverter o comportamento rotacional em comparacao
com o tratamento somente com BBG, indicando que o transplante possa estar
desencadeando processos pro-apoptéticos e pro-inflamatorios que atrapalham o

efeito neurorregenerativo do BBG.

De maneira geral, a modulacdo dos receptores purinérgicos se mostrou uma
ferramenta promissora na pesquisa de cura e compreensao das bases moleculares

da Doenca de Parkinson.
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8. Perspectivas

Os resultados promissores aqui apresentados levantam pontos interessantes a

serem explorados. Como perspectivas, o laboratorio pretende:

- Analisar o efeito direto do tratamento com BBG em células progenitoras neurais
das zonas neurogénicas do cérebro de animais lesionados com 6-OHDA atraves de

ensaio com BrdU;

- Realizar ensaios pré-clinicos para validacdo do uso de BBG no tratamento da

Doenca de Parkinson;

- Verificar os mecanismos moleculares envolvidos no co-tratamento de BBG e
teraia celular, bem como o efeito do tratamento prévio in vitro com BBG das células

para transplante;

- Analisar o efeito do antagonismo dos receptores P2Y6 no processo de

fagoptose microglial através de ensaios in vitro;

- Avaliar o efeito dos tratamentos com BBG ou MRS2578 em animais lesionados
com 6-OHDA submetidos a diferentes testes comportamentais de memoéria e

desempenho motor;

- Investigar o0s possiveis efeitos neuroprotetores, neurorregenerativos e
neuromoduladores dos tratamentos com BBG ou MRS2578 em modelo animal de

Doencga de Parkinson induzido pela injecdo de a-sinucleina.
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