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Resumo

Introducgdo: Modelos experimentais da Doenga de Parkinson (DP) que reproduzem a desnervagdo dopami-
nérgica tém sido desenvolvidos para estudar a patofisiologia desta doenca e analisar a eficacia de novas tera-
péuticas. Dentre os sinais cardinais da DP temos a rigidez muscular, estudos sugerem que mudangas intrin-
secas nas propriedades mecanicas do musculo podem ser responsaveis pelo aumento dessa alteragdo tonica.
Objetivo: Analisar a morfologia geral e a histomorfometria do musculo séleo de ratos Wistar induzidos ao
Parkinsonismo por 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP). Materiais e métodos: Utilizaram-se 24
ratos Wistar machos, com idade de 13 semanas e peso de 279 * 13 g, divididos em quatro grupos: 1- controle-
-controle (n = 6): sham tratados com benserazida + salina; 2 - controle-L-DOPA (n = 6): sham tratados com
benserazida + L-DOPA; 3 - MPTP- controle (n = 6): lesdo na substancia negra (SNc) por MPTP tratados com
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Abstract

benserazida + salina; 4 - MPTP-L-DOPA (n = 6): lesdo na SNc por MPTP tratados com benserazida + L-DOPA.
Esses animais foram submetidos a eutanasia 35 dias ap6s os procedimentos experimentais. Foram analisados:
peso corporal, peso muscular, morfologia geral do musculo com microscopia de luz e mensuragio da area
de sec¢do transversa das fibras musculares. Realizaram-se comparagdes com o teste t pareado entre o peso
corporal inicial e final. A ANOVA post-hoc Tukey foi usada para comparagdes entre os grupos, sendo conside-
rado significativo p < 0,05. Resultados: Nao foram encontradas diferencas estatisticamente significativas nas
variaveis analisadas. Conclusao: Os dados analisados ndo excluem a possibilidade de altera¢des ocorrerem no
interior dessas células, nos tipos de fibras musculares ou em longo prazo.

Palavras-chave: Rigidez muscular. Muisculo esquelético. Doenca de Parkinson.
1-Metil-4-Fenil-1,2,3,6-Tetra-Hidropiridina.

Introduction: Animal models for Parkinson’s disease (PD) which mimetize dopaminergic degeneration of nervous
cells have been developed to study the pathology of this disease and to analyze the efficiency of new therapies. One
of the cardinal signs of PD have muscle stiffness, studies suggest that intrinsic changes in mechanical properties of
muscle may be responsible for the increase of this amendment tonic. Objective: To analyze the morphology and
histomorphometry of soleus muscle of rats PD-induced by 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropiridine (MPTP).
Materials and methods: We used 24 male Wistar rats, with the age of 13 weeks and 279 # 13 g weight, divided
into four groups: 1- control-control (n = 6): sham treated with benserazidasalina; 2 - control-L-DOPA (n = 6): sham
treated with benserazida + L-DOPA; 3 - MPTP-control (n = 6): injury in substantia nigra (SNc) by MPTP treated
with benserazidasalina; 4 - MPTP-L-DOPA (n = 6): CNS injury by MPTP treated with benserazida + L-DOPA. These
animals were euthanized 35 days after the experimental procedures. It was analyzed: body weight, muscle weight,
General muscle morphology with light microscopy and measurement of the cross-sectional area of muscle fibers.
Comparisons between initial and final body weight were developed with the paired T-test. The Tukey post-hoc
ANOVA was used for comparisons between groups, being considered significant p < 0.05. Results: No statistically
significant differences were found in the analyzed variables. Conclusion: The data analyzed do not exclude the pos-
sibility of occurrence of changes in the interior of these cells, in the types of muscle fibers or long term.

Keywords: Muscle rigidity. Skeletal muscle. Parkinson Disease. 1-Methyl-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine.

Introducao

A Doenca de Parkinson (DP), também conhecida
como paralisia agitante ou sindrome parkinsoniana
idiopatica, é uma doenca cronica e progressiva (1, 2).
Juntamente com a Doenga de Alzheimer é uma das
mais comuns desordens neurodegenerativas rela-
cionadas a idade em humanos e constitui-se em um
dos distirbios do movimento mais encontrados na
populacdo idosa, entre 50 e 70 anos de idade. Os dis-
turbios do movimento resultantes caracterizam-se
por tremores, rigidez, bradicinesia e instabilidade
postural (2, 3).

No inicio da evolucdo da doenca, a morte de al-
guns neurdnios ndo causa diferencga significativa na
transmissdo do sinal. Como a doenga é evolutiva, a
progressao da morte neuronal causa diminui¢do im-
portante na concentracdo de dopamina (DA) junto

aos receptores estriatais. Como resposta, os neuro-
nios estriatais sintetizam e expdem mais receptores
na membrana plasmatica, aumentando a eficiéncia
da sinapse e mascarando os efeitos da deple¢ao. Na
fase mais avangada da doenca, essa regulacdo posi-
tiva de receptores ndo é o suficiente para manter a
conexdo em niveis normais, causando deficit motor
(4). Quando o paciente parkinsoniano comega a apre-
sentar os sinais motores da doenca, ja perdeu mais
de 70% dos neurdnios nigroestriatais. Com isso, fica
muito dificil reverter o quadro, o que faz com que a
maioria dos tratamentos, tanto cirirgicos como far-
macolégicos, reduzam a sintomatologia, ndo permi-
tindo um progndstico de cura (2). A progressao dos
sintomas ocorre lentamente, porém a velocidade com
que a progressdo se desenvolve varia de individuo
para individuo. As principais manifestacdes sdo as
motoras, porém evidéncias clinicas e experimentais
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indicam que essa desordem neurodegenerativa tam-
bém causa deficit cognitivos (5, 6).

A rigidez muscular é um dos primeiros sinais
importantes do parkinsonismo. E uma resisténcia
aumentada no movimento passivo, afetando toda a
musculatura estriada e ocorre em toda amplitude de
movimento. A rigidez pode ser distribuida desigual-
mente, iniciando frequentemente em um membro,
ou um dos lados, podendo se disseminar em todo o
corpo com a evolucdo da doeng¢a. O movimento de
balan¢o normal dos bragos esta ausente durante a
marcha devido a rigidez do tronco. O movimento
ativo, concentracao mental ou tensdo emocional po-
dem aumentar a intensidade da rigidez. Pode ser do
tipo roda dentada, quando no movimento passivo a
resisténcia é intermitente; e arigidez do tipo cano de
chumbo, quando a resisténcia é uniforme e regular,
sem flutua¢des para o movimento passivo (7).

0 dano neurolégico resultara em impedimentos
do sistema musculoesquelético decorrentes da rigi-
dez, desequilibrio muscular, acinesia e bradicinesia.
Entretanto, considerando que o impedimento prima-
rio das lesdes ocorridas nos nucleos da base é o deficit
de planejamento e de programacdo de movimento, a
rigidez é tratada como compensacao (8).

Modelos experimentais da DP que reproduzem
a desnervagdo dopaminérgica tém sido desenvolvi-
dos para estudar a patofisiologia da doenca e para
analisar a eficacia de novas terapéuticas. A DP é uma
doenga humana e nao se manifesta espontaneamente
em animais, é somente observada através da adminis-
tracdo de agentes neurotdxicos que interrompam ou
destruam seletivamente o sistema catecolaminérgico,
tais como a 6-hidroxidopamina (6-OHDA), a metanfe-
tamina, e a 1-metil-4-fenil-1, 2, 3,6-tetrahidropiridina
(MPTP) (9, 10). Ao comparar os agentes neurotoxi-
cos que induzem a DP em animais, verificou-se que
a administracdo de MPTP em macacos é o melhor
modelo de discinesias o que contribui para o avan-
¢o de novas técnicas de tratamento (11). Contudo, a
utilizacdo desse modelo animal demanda altos custos
e ndo sdo todos os centros de pesquisas que traba-
lham com esse modelo; dessa forma, a utilizacao de
ratos como modelo animal para DP tem se mostrado
eficaz na reproducdo das discinesias caracteristicas
da doenga (11). Além disso, foi demonstrado que a
administracdo de MPTP em ratos mimetiza a fase
inicial da DP (12).

Dessa forma, o objetivo desse estudo foi verificar
se alesdo seletiva e parcial da substancia negra (SNc)

de ratos Wistar por MPTP causa alteracdo na mor-
fologia do musculo sé6leo ainda na fase inicial da DP.

Materiais e métodos

Foi realizado estudo experimental, com ratos
Wistar Albino induzidos ao modelo de Parkinsonismo
por 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine
(MPTP), o qual foi desenvolvido no Centro de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal do Parana.

Foram utilizados 24 ratos da linhagem Wistar
com idade de 13 semanas e peso de 279 * 13 g obti-
dos de um experimento cientifico do laboratério do
Departamento de Farmacologia da UFPR, aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFPR de ni-
mero 218, processo 23075.016767/2007-67 e RO
04/2007 - 08/05/2007. Esses animais foram divi-
didos em quatro grupos (Tabela 1).

Procedimento cirurgico experimental

Na cirurgia estereotaxica, os animais lesados na
SNcreceberam infusao bilateral de 1 pl da toxina 1-me-
til-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) (100 pg).
Os animais do grupo controle foram submetidos ao
mesmo procedimento, porém receberam infusdo de
salina em vez de neurotoxina. Apds o procedimento,
os animais foram suturados e receberam 1 ml de bicar-
bonato se sddio saturado, para acelerar a eliminacao
do anestésico, e foram mantidos na sala com tempe-
ratura controlada para recuperagio pés-anestésica;
logo em seguida, retornaram para suas gaiolas onde
foram mantidos durante todo o protocolo experimen-
tal. Os animais foram agrupados em controle (sham
operados) e lesados na SNc bilateralmente, para os
quais a toxina escolhida foi o 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
-tetra-hidropiridina (MPTP) (11, 12).

Apds 35 dias de lesdo, os animais foram submeti-
dos a eutandsia seguida do processo para a disseca-
¢do do musculo séleo da pata esquerda. Os musculos
foram periodicamente gotejados com solucdo sali-
na (NaCl 0,9%) para evitar ressecamento tecidual.
Em seguida cada musculo foi pesado isoladamen-
te com uso de uma balanga analitica de precisdo
(Mettler/Toledo com capacidade minima 10 mg e
maxima 210 g). Os musculos foram estendidos em
uma superficie plana (cortica) e fixados pelas ex-
tremidades com agulhas de acupuntura facial para
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evitar retracdo do material e colocado em solugio
de formalina tamponada.

O fragmento retirado da metade medial do ventre
de cada musculo séleo foi corado com Hematoxilina
de Harris e Eosina (HE). De todos os musculos fo-
ram obtidos cortes histolégicos (4 pm) transversais
e seriados, em micrétomo (Leica) para avaliacdo da
morfologia geral.

Para andlise histomorfométrica da area de seccao
transversa das fibras musculares foram realizadas
fotomicrografias dos cortes histoldgicos em micros-
copio de luz (Axyophot, Carl Zeiss, Oberkochen,
Germany) e capturadas em sistema de videoima-
gem (Applied Spectral Imaging, Migdal Ha'emek,
Israel) através do Programa Case Data Manager
Expo (Applied Spectral Imaging, Migdal Ha'emek,
Israel, versdo 4.0). Em cada musculo, foi medida a
area de seccdo transversa das fibras musculares,
com o auxilio do software UTHSCSA Image Tool 3.0

(desenvolvido na University of Texas Health Science
Center at San Antonio, Texas; e disponivel no endere-
¢o http://ddsdx.uthscsa.edu/dig/itdesc.html) (13).

Foi mensurada a area de secgdo transversa de
100 fibras musculares de cada musculo, escolhida
de modo aleatério da regido do ventre muscular da
seccao histolégica, como descrito por Coutinho (14).

Analise estatistica

As variaveis analisadas: peso corporal (t-Student),
peso muscular e drea de seccdo transversa das fibras
musculares foram avaliadas pela comparagdo entre
os resultados obtidos nos musculos das patas de cada
animal em cada grupo experimental. Os resultados fo-
ram também comparados entre os grupos experimen-
tais por meio da ANOVA post-hoc Tukey. Os valores
foram considerados significativos quando p < 0,05.

Tabela 1 - Divisdo dos grupos experimentais

Grupo Designacao (abreviacao) Ratos (n)
Controle (ratos sham tratados com benserazida + salina) SHAM + SAL 6
Controle — L-DOPA (ratos sham tratados com benserazida + SHAM + L-DOPA 6
L-DOPA)

MPTP (ratos com lesdo na SNc por MPTP tratados com MPTP + SAL 6
benserazida + salina)

MPTP - L-DOPA (ratos com lesao na SNc por MPTP tratados MPTP + L-DOPA 6

com benserazida + L-DOPA)

Fonte: Dados da pesquisa.

Resultados

Em relacdo ao peso corporal nenhum dos quatro
grupos de animais mostrou alteracao significativa
dessa variavel, quando comparado com o peso inicial.
Os animais do grupo sham + salina (298 + 12 g vs.
294 + 26 g, p = 0,090, teste t pareado); MPTP + sal
(268 + 15 gvs. 264 + 38 g, p = 0,150, teste t pareado);
sham + L-DOPA (293 + 18 gvs. 287 £+ 34 g, p = 0,211,
teste t pareado) e MPTP + L-DOPA (276 + 11 gvs. 271
48 g,p=0,477,teste t pareado). Na comparacdo entre
os grupos também ndo se observou diferencga signi-
ficativa (Figura 1A).

O peso muscular dos quatro grupos de animais
ndo mostrou modifica¢ao significativa na comparagao

entre os grupos (ANOVA). A média de peso dos muscu-
los séleos de cada grupo foi: sham + salina (0,126 *
0,018 g); MPTP + sal (0,121 * 0,008 g); sham +
L-DOPA (0,129 + 0,013 g) e MPTP + L-DOPA (0,125 +
0,011 g) (Figura 1B).

Nenhum dos quatro grupos de animais mostrou
alteracdo na area de secg¢do transversa das fibras
musculares do musculo séleo quando comparada
entre os grupos (ANOVA). Os resultados encontra-
dos em cada grupo foram: grupo sham + sal (2245 *
815 pm?); MPTP + sal (3145 + 1271 pm?); sham +
L-DOPA (2904 £ 653 um?) e MPTP + L-DOPA (2451 +
623 um?) (Figura 1C).

Na andlise morfolégica ndo foram encontrados
sinais histopatolégicos.

Fisioter Mov. 2013 abr/jun;26(2):395-402



Analise histomorfométrica do misculo séleo de ratos submetidos ao modelo animal de parkinsonismo induzido pelo MPTP

500 ®
450
~ 400 T T -+ T = -
2 350 T T
§ 300 D SHAM + SAL
& 250 e i [ MPTP + SAL
§ 200 [ SHAM -+ DOPA
g 150 B MPTP + DOPA
g 100
50
0
Inicial Final
0,16
0,14 T
3 o2
5 o - [] SHAM + SAL
2 008 [ MPTP + SAL
E o0 [ SHAM + DOPA
g I MPTP + DOPA
S 004
0,02
0
5000 @
4500 —
4000
3500 T [ SHAM + SAL
&E‘ 3000 - [ MPTP + SAL
S 2500 [ SHAM + DOPA
£ 2000 L I MPTP + DOPA
2 1500 L
1000
500 +—— —
0

Gréfico 1- Peso corporal (A), peso muscular (B), area de secgdo transversa das fibras (C)
Legenda: SHAM + SAL = ratos sham tratados com benserazida e salina; MPTP + SAL = ratos com lesdo na SNc por MPTP tratados com
benserazida + salina; SHAM + L-DOPA: ratos sham tratados com benserazida e L-DOPA; MPTP + L-DOPA = ratos com lesao na

SNc por MPTP tratados com benserazida + L-DOPA.
Fonte: Dados da pesquisa.

Nota: Os resultados estdo representados como a média + desvio padrao.

Discussao

A DP é caracterizada principalmente pela degene-
racdo das células da camada ventral da parte compac-
ta da substancia negra (SNc) e do locus ceruleus. A pa-
tologia inclui a identificacdo dos corpos de Lewy,
que sdo inclusdes eosinoéfilcas intracitoplasmaticas

constituidas por varias estruturas proteicas, em neu-
rénios remanescentes na SNc (5).

Os neurdnios dopaminérgicos da SNc sdo par-
ticularmente vulneraveis ao processo neurodege-
nerativo que ocorre na DP. A degeneragdo dessas
células resultara na diminui¢do da producdo de DA
com consequente disfun¢do da via nigroestriatal (2).
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Podem ocorrer alteracdes significativas nos re-
ceptores de DA no corpo estriado, resultando
numa queda nas ligacdes de DA nos ganglios de
base. A quebra nas ligagdes dopaminérgicas resulta
num desequilibrio nos sistemas mutuamente anta-
gonistas dos ganglios de base. O sistema colinér-
gico, atuando por meio do seu neurotransmissor
acetilcolina, teoricamente permite a atividade dos
interneurdnios de axonios curtos do corpo estriado,
e acredita-se que o sistema dopaminérgico propicie
a inibicao tonica desses interneurdnios colinérgi-
cos. Quando ha caréncia de dopamina, a excessiva
resposta excitatdria resulta numa ativagao generali-
zada dos sistemas motores esquelético e intrafusal
por meio dos tratos corticoespinhal, reticuloespi-
nhal e rubroespinhal (15).

Para obter um modelo animal da DP, a partir do
uso do MPTP, devem ser considerados o método de
administracdo e a espécie animal a ser utilizada.
Os animais mais usados para estudos do MPTP sao
camundongos e macacos. Por ser um composto al-
tamente lipofilico, o MPTP, apds sua administracdo
sistémica, atravessa facilmente a barreira hemato-
encefalica, atingindo rapidamente o sistema nervoso
central (2, 16).

Nesse estudo foram investigados grupos de ratos
induzidos ao modelo de parkinsonismo pelo MPTP
com e sem tratamento medicamentoso, comparados
a grupos de ratos placebo também com e sem trata-
mento medicamentoso.

N3o foi identificada diferenca no peso muscular,
na area de sec¢do transversa, tampouco na morfo-
logia geral das fibras. Assim, os resultados encon-
trados nesse modelo animal de Parkinson induzido
expressaram a fase inicial da doenga, mostrando pa-
droes de normalidade histomorfométrica muscular
esquelética. Talvez, tais achados justifiquem-se pelo
fato de que os maiores sinais motores da Doenca de
Parkinson comecam a se manifestar somente apds
perda de mais de 70% dos neurdnios nigroestriatais,
caracterizando fase avang¢ada da doenga (2).

No entanto, esse estudo justifica-se pela ausén-
cia de descri¢des na literatura sobre a morfologia do
musculo esquelético antes da instalagdo do quadro
de rigidez em ratos com DP induzida. Além disso,
ndo foi encontrada nenhuma pesquisa que investi-
ga a histologia do musculo esquelético com rigidez
muscular em modelo animal para fins comparativos.

Rossi etal. (17), em um estudo com humanos em
que se compararam as mudancas na velocidade de

condugio da fibra muscular, a frequéncia média e a
biopsia muscular entre individuos com DP e higidos
na mesma faixa etdria, apontaram uma tendéncia a
hipertrofia das fibras do tipo I e, em alguns casos,
atrofia de fibras do tipo Il nos individuos com DP.
Esse estudo sugere que alteragdes nas propriedades
mecanicas intrinsecas do musculo seriam responsa-
veis pelo aumento da rigidez muscular (18).

Encontramos maior riqueza de estudos apontan-
do alteracoes estruturais e mecanicas em musculos
esqueléticos secundariamente a espasticidade como:
0 aumento variavel do tamanho da fibra, aumento do
numero de fibras “arredondadas”, fibras musculares
com alteracgdes do tipo “ruidos de traga” e, em alguns
casos, aumento do espaco extracelular (19, 20).

Lorene-Koci et al. (21) demonstraram em seus
estudos a presenca de rigidez muscular em ratos
induzida por reserpina ou haloperidol. A rigidez
aparece em resposta a movimentacgdo passiva e essa
resisténcia muscular é caracterizada pelo aumento
da atividade reflexa registrada pela eletromiografia.
Injecoes bilaterais de N-ethoxycarbonyl-2-ethoxy-
1,2-dihydroquiline (EEDQ) também causaram rigidez
muscular evidenciada pela eletromiografia (22).

Modelo de rigidez semelhante a DP também foi en-
contrada em ratos quatro semanas ap6s o uso da neu-
rotoxina 6-OHDA induzindo lesdo da substancia ne-
gra, constatada pela mecanografia e eletromiografia.
Entretanto, ratos jovens, apesar da alta percentagem
dalesdo, apresentaram mecanismos compensatorios
que parecem ser altamente eficazes para compensar
os efeitos degenerativos; por exemplo, aumento da
sintese de dopanima nos neuronios sobreviventes,
proliferacdo de neurdnios dopaminérgicos e brota-
mentos de axdnios colaterais (23).

Lindner et al. (24, 25) procuraram em seu estudo
determinar se sinais clinicos parkinsonianos pode-
riam ser detectados em ratos com perda de células
nigroestriatais e deplecdo dos niveis de dopamina,
e se ratos de meia-idade (12 meses) teriam mais
deficit que ratos jovens (2 meses). Os animais rece-
beram infusdo estriatal bilateral de 6-OHDA e foram
avaliados apds trés meses de lesdo. Encontrou-se,
mesmo com essa lesdo incompleta das células da via
nigroestriatal e reducdo dos niveis de dopamina es-
triatal, uma clinica plena: acinesia, rigidez muscular,
tremor, deficit visuoespacial e cognitivo. Os resul-
tados também mostraram que os ratos mais velhos
apresentaram condic¢des clinicas mais semelhantes
aos sintomas parkinsonianos.

Fisioter Mov. 2013 abr/jun;26(2):395-402



Analise histomorfométrica do musculo séleo de ratos submetidos ao modelo animal de parkinsonismo induzido pelo MPTP

A cirurgia estereotaxica permitiu a demonstracdo
de que a infusao de MPTP diretamente na SNc de ratos
produz lesdo significativa de neurdnios, porém, de
forma mais moderada do que a 6-OHDA (25). Os pou-
cos estudos utilizando o MPTP geram duividas se esse
modelo é valido para o estudo de alteracdes motoras
associadas a DP; por outro lado, ele tem sido ampla-
mente utilizado para estudos dos deficit cognitivos
associados a essa doenga (12, 13, 25). Sendo assim,
o modelo de lesao da via nigroestriatal com 6-OHDA
é utilizado para o estudo das alteragdes motoras da
DP e acdo de drogas antiparkinsonianas, ja o modelo
de lesdo da via nigroestriatal com MPTP tem sido uti-
lizado mais para o estudo dos deficit cognitivos (10).

Conclusao

Nao se observaram alteragdes significativas no
peso corporal e muscular, area de sec¢do transversa
das fibras musculares ou achados histopatolégicos
do musculo séleo de ratos com lesdo bilateral indu-
zida pelo modelo com 1 pl da toxina MPTP na SNc,
reproduzindo a fase inicial da doenca de Parkinson,
em ratos jovens, por um periodo de lesdo de 35 dias,
tratados ou ndo com o medicamento L-DOPA. No en-
tanto, esses dados nao excluem a possibilidade de
alteracdes ocorrerem no interior das células, uma vez
que nao foram avaliados os tipos de fibras musculares
e a ultraestrutura celular, nem foram realizadas em
longo prazo investigagdes musculares em ratos com
lesdes induzidas.
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