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NEUROBIOLOGIA DO PARKINSONISMO
Il. MODELQS EXPERIMENTAIS

SILVIA PONZONI*, NOBERTO GARCIA-CAIRASCO™**

RESUMO - O emprego de modelos experimentais de parkinsonismo tem contribuido ndo s6 para explicar o
conhecimento das fun¢des dos ganglios basais como também tem permitido o surgimento de vérias hipéteses
para explicar os processos neurodegenerativos do sistema nervoso central. Nesta revisio sio apresentados e
discutidos os modelos de parkinsonismo que utilizam neurotoxinas como a 6-hidroxidopamina, MPTP e o
manganés.
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Neurobiology of parkinsonism: II. Experimental models

SUMMARY - The study of experimental models of parkinsonism has contributed to the knowledge of basal
ganglia functions, as well as to the establishment of several hypothesis for the explanation of the cause and
expression of central neurodegenerative disorders. In this review we present and discuss several models such as
6-hydroxydopamine, MPTP and manganese, all of them widely used to characterize the behavioral, cellular and
molecular mechanisms of parkinsonism.

KEY WORDS: parkinsonism, 6-hydroxydopamine, MPTP, manganese, experimental models.

E crescente o nimero de investigages cientificas objetivando o conhecimento da causa do
processo degenerativo que ocorre nos neurdnios da via nigroestriatal. No parkinsonismo idiopético,
tem permitido no s6 o conhecimento da organizagdo neuroanatdmica e neuroquimica dos ginglios
da base (objeto do artigo precedente) como também tem contribuido para o aparecimento de novos
tratamentos e possibilitado o estudo dos mecanismos envolvidos na morte neuronal presentes tanto
no processo natural do envelhecimento cerebral quanto nas doengas degenerativas do sistema nervoso
central (SNC). De etiologia desconhecida, vérias hipéteses tém sido aventadas para explicar a causa
do mal de Parkinson (PK). Apresentamos algumas correntes que vém merecendo atengéo nos dias
de hoje, destacando:

1. aque propde como gatilho para o processo degenerativo um agente ambiental. Esta corrente
tem a seu favor a existéncia de comprometimento do sistema extrapiramidal com sinais caracterfsticos
do parkinsonismo em decorréncia de: a. ingestdo de semente de uma palmeira, Cycus circinalis,
pelos nativos nas ilhas da baia de Guam e Rota, no Pacifico. A ag#o téxica poderia ser decorrente da
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presenga da toxina cicasina, que constitui 2% da composicdo da semente ¢, através de seu metabdlito
metilazoximetanol (MAM), danificaria o DNA celular?”; b. inalagao de pé de manganés pelos
mineradores do Chile ¢ de Taiwan® e por floricultores de Ibiuna, Sao Paulo, que utilizam um fungicida
com manganés em sua composi¢io’; ¢. N-metil-1,4 fenil 1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), um
derivado da meperidina que quando injetada no homem produz quadro irreversivel de PK. Alguns
autores descartam a hipétese de um fator ambiental para o PK tomando por base a auséncia de
variagOes em sua incidéncia ao longo dos anos*, enquanto outros estudos revelam elevada frequéncia
de PK em paises industrializados e 4reas rurais®.

2. a que considera a existéncia de fatores genéticos que poderiam resultar na incapacidade do
organismo em desintoxicar-se quando agredido por toxinas? ou na deficiéncia nos mecanismos
reparadores de DNA causando acimulo de DNA defeituoso nos neurnios nigrais acarretando sua
morte’. Atualmente tem sido observada uma variagéo inata nos gens da monoamioxidase tipo B
(MAO B) em pacientes com mal de Parkinson, o que poderia revelar a existéncia de uma predisposigdo
genética para esta doenga?,

3. aque considera o parkinsonismo como consequéncia natural do processo de envelhecimento
cerebral, podendo este ser acelerado pela agdo cumulativa de repetidos insultos durante a vida, tais
como viroses, toxinas e traumatismos cranianos, entre outros.

4. a que considera o acimulo gradual de neuromelanina durante décadas uma contribuigéo
considerdvel para o processo patoldgico quer pela geracdo de radicais livres, quer pela sua ligagdo a
agentes téxicos como o MPTP e metais pesados como o mangan8s'. Esta hipitese baseia-se no
grande poder autoxidativo da dopamina (DA) que além de gerar neuromelanina produz intermedidrios
téxicos, como radicais livres. Um dado interessante € a observagao da atividade autoxidativa da DA
no estriado do cobaio aumentar com a idade®.

5. a que considera que a degeneracdo do sistema nigroestriatal scja resultante de aumento na
formagdo de radicais livres ou de inadequado funcionamento dos sistemas ncutralizadores. Esta
corrente tem a seu favor a existéncia de substincias como o MPTP cuja toxicidade € produzida pelo
seu radical MPP+ e 0 achado histoquimico de redug#o da principal enzima neutralizadora do peréxido,
a catalase, observada na substancia negra, caudado e putdmen de pacientes com parkinsonismo™®,

6. a que considera como fator de degeneragao do sistema nigroestriatal a redug@o dos estoques
de ATP, causada por bloqueio do sistema mitocondrial de transferéncia de elétrons. A consequéncia
da redugdo das concentragdes de ATP seria um desequilibrio nas concentragdes de célcio intracelular
que levaria & morte neuronal®.

MODELOS EXPERIMENTAIS DE PARKINSONISMO

Um modelo ideal de PK deve incorporar todas as caracteristicas clinicas, neuropatolégicas e neuroquimicas
da doenga. Como caracteristicas clinicas, o modelo de PK deve apresentar: bradicinesia, rigidez muscular,
instabilidade postural e tremores. Neuropatologicamente a distribuigdo das lesdes neuronais deve ser especifica
havendo comprometimento principal da substincia negra e locus coeruleus e neuroquimicamente deve ocorrer
perda de dopamina no nicleo caudado e putidmen, sendo o segundo mais afetado. Satisfeitas estas exigéncias
pelo modelo experimental, 0 mecanismo etiolGgico por este proposto pode assemelhar-se em muito ou mesmo
ser idéntico ao do PK. Serd completo o modelo que como o PK apresentar evolugdo progressiva®.

Duas neurotoxinas seletivas tém sido de grande importincia para o estudo do parkinsonismo experimental
em animais de laboratério, a 6-hidroxidopamina (6-OHDA) e o 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP),
além do emprego de metais como o manganés. Apresentamos a seguir algumas caracteristicas dos trés modclos
experimentais de PK utilizados.

2,4,5- Trihidroxifeniletilamina (6-hidroxidopamina,6-OHDA)

O emprego de injegdes unilaterais de 6-OHDA na substéncia negra, tegmento ventral e feixe prosencefélico
medial em ratos tem sido efetiva em causar degeneragio da via nigroestriatal*'. O mesmo efeito foi demonstrado
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em camundongos™. Considerando que a lesfio do sistema dopaminérgico nigroestriatal acarreta redugio da
dopamina estriatal e que esta € uma das caracteristicas do PK, este modelo tem sido um dos mais utilizados.

O efeito seletivo da 6-OHDA sobre os neurfnios catecolaminérgicos € resultante de sua analogia estrutural
as catecolaminas e desta forma ¢ captada por estes neurdnios através do sistema de transporte de alta afinidade
presente em seus terminais®. A agfo téxica da 6-OHDA sobre o sistema catecolaminérgico, especificamente o
dopaminérgico, poderia ser mediada por: a) sua capacidade em potenciar o mecanismo autoxidativo da DA com
a concomitante produgdo de radicais livres; b) produgido de quinonas durante a sua oxidagio, as quais poderiam
ligar-se covalentemente aos grupos sulfidrilas das células. Em cultura de neuroblastoma a 6-OHDA parece
exercer seu cfeito citotéxico primdrio pela génese de radicais livres, sendo a reatividade sulfidrila das quinonas
resultante de um fator secunddrio. A importancia em determinar 0 mecanismo neurotéxico da 6-OHDA deriva
de ser este um produto da autoxidagiio da DA, podendo estar envolvido na patogénese de doengas como PK,
psicose maniaco depressiva ¢ esquizofrenia'.

Animais submetidos a inje¢Ges unilaterais de 6-OHDA na substincia negra apresentam assimetria motora,
tais como dobramento corporal para o lado lesado. A adminstragfio de agonistas DA nestes animais produz
acentuado comportamento rotatdrio, sendo o sentido da rotagio dependente da natureza da droga utilizada.
Considera-se que os receptores DA no estriado desnervado desenvolvam supersensibilidade a agentes com
atividade direta sobre estes, como a apomorfina, causando rotagdo no sentido contrario ao lado desnervado pela
ativagdo preferencial destes receptores supersensiveis®.

Um quadro semelhante ao PK, com hipocinesia, rigidez muscular e tremores das extremidades anteriores,
¢é obtido com injegdes bilaterais de 6-OHDA no feixe prosencefilico medial em ratos. As alteragdes motoras sdo
acompanhadas pela redugio da DA do estriado e nicleo accumbens; estes animais apresentam também perda
do comportamento alimentar'®. Déficits no comportamento alimentar ndo sdo observados quando o tratamento
com 6-OHDA ¢ efetuado em fases neonatais™. As lesGes induzidas pela 6-OHDA em ratos neonatos sio efetivas
em causar hiperatividade, observada durante o desenvolvimento que persiste durante a vida adulta ndo havendo
modificag¢iio no comportamento alimentar destes animais.

A diferenca de efeitos comportamentais, observada no emprego de 6-OHDA em diferentes idades, sugere
que seus efeitos dependam da fase de desenvolvimento do animal em estudo. Sua utilizagio em fases precoces
do desenvolvimento parece acarretar alteragdes funcionais nos terminais pré e pés sindpticos do circuito
dopaminérgico como resposta a perda dos terminais DA estriatais. A aplicagfio local de DA no estriado destes
animais lesados com 6-OHDA promave excita¢do das células estriatais, ao contririo da resposta inibitdria

observada nos animais controles®.

A lesdo do sistema nigroestriatal produzida pela 6-OHDA em ratos adultos € efetiva em aumentar a
expressdo de RNAm para a enzima dcido glutimico descarboxilasc (GAD), assim como a sua atividade no
estriado ipsolateral a lesdo. Estes dados sugercm uma acfio inibitéria dos neurSnios DA sobre os ncurdnios
gabaérgicos e sua expresg?lo génica®. Neurdnios dopaminérgicos do sistema nigroestriatal sobreviventes 4 injegio
de 6-OHDA apresentam perda de RNAm para a enzima tirosina hidroxilase (TH) e retragfo do nucléolo®. Os
mesmos efeitos sdo também observados nos neurfnios sobreviventes da SNc de pacientes parkinsonianos™. A
ministragiio de 6-OHDA na via dopaminérgica estriatal rcsulta em substancial elevagfo nas concentragdes de c-
jun mRNA, porém nio do c-fos mRNA nos neurdnios da substiincia negra pars compacta'’.

Embora o modelo de PK produzido pela injegdo de 6-OHDA seja um dos mais utilizados, mimetizando
alguns dados neuroquimicos da doenga, ele ainda ndo permite a identificagéo das causas que levam a degeneragéio
dos neurdnios da SN. Um fator limitante neste modelo € o surgimento de um quadro agudo, 24 horas apés a
inje¢dio intranigrica de 6-OHDA, quando o processo degenerativo que tem lugar no PK ¢ de evolugio lenta e
progressiva.

1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP)

Descoberto na década de 80 como um contaminante presente em heroina sintética, com capacidade de
destruir as células dopaminérgicas da substdncia negra compacta, produzindo quadro muito semelhante ao PK,
o 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) vem sendo utilizado em modelos experimentais de PK e
tem sido proposto como agente etiolégico para esta sindrome neurodegenerativa.

O MPTP tem demonstrado possuir efeito téxico seletivo sobre os neurénios dopaminérgicos nigrais em
primatas e roedores. Sabe-se que o MPTP niio possui efeito téxico sendo na verdade uma prototoxina que,
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convertida em 1-metil-4-fenilpiridina (MPP+) pela enzima monoaminoxidase tipo B (MAO-B), apresenta agiio
neurotéxica. Em linhas gerais as etapas envolvidas no processo de transformagio do MPTP em agente téxico
podem ser divididas em - 1) Entrada do composto no tecido cerebral: tem sido demonstrado que apenas o MPTP
atravessa a barreira hematoencefilica. 2) Oxidagdo do MPTP em MPDP+ e este em MPP+, mediada pela MAO-
B. Acredita-se que esta etapa do processo tenha lugar nas células gliais. A utilizagio de bloqueadores da enzima
MAQO-B, como o deprenil, tem sido efetiva em reduzir os efeitos neurotéxicos do MPTP em macacos,
demonstrando a necessidade de sua oxidagio em MPP+ para a expressio da neurotoxicidade. 3) Captagéo do
MPP+ pelos terminais dopaminérgicos devido as semelhangas estruturais existentes entre este composto € a
DA. O emprego de N-1-(2-benzo(b)-tiofenilciclohexil piperdina), BTCP, bloqueador seletivo da recaptagio de
DA, protege cultura de neurdnios dopaminérgicos dos efeitos téxicos do MPTP e 6-OHDA*®. 4) Deposicio €
actimulo do MPP+ no neurdnio dopaminérgico causando danos no complexo 1 do sistema de transferéncia de
elétrons na mitocOndria®. 5) Deplegdo de ATP celular em consequéncia do bloqueio da oxidagfio mitocondrial,
acarretando altera¢des na homeostase do fon célcio causando a morte neuronal™®.

O MPTP tem demonstrado causar destruigio dos neurdnios nigrais em primatas, camundongos € ratos.
A sensibilidade dos camundongos ao MPTP é menor que a dos primatas's, sendo porére.rmaior que a apresentada
pelos ratos.Tal diferenca de sensibilidade pode ser decorrente do metabolismo do MPTP no SNC. A baixa
toxicidade do MPTP em ratos pode ser explicada pela presenca exclusiva de MAO-A nestes roedores, demonstrada
em preparados de sinaptossomas dopaminérgicos estriatais®. A administragio sistémica de MPTP em ratos nio
induz lesdo nos neurdnios dopaminérgicos da substincia negra: injegSes unilaterais na substincia negra de
MPTP ou MPP+ em ratos jovens ¢ velhos demonstram que a toxicidade do primeiro € dependente da idade do
animal, sendo maior no segundo grupo®.

A lesdio produzida pelo MPTP no sistema dopaminérgico nigroestriatal caracteriza-se por redugédo nas
concentra¢des de DA ¢ de seus metabolitos bem como em redugio na recaptagio de DA. Estas alteragdes
bioquimicas sdio associadas a perda de atividade da enzima tirosina hidroxilase (TH), demonstrada por reducéio
da resposta imunocitoguimica nos terminais nervosos do estriado, soma ¢ dendritos na substincia negra compacta
(SNc)*.

Macacos submetidos a inje¢do de MPTP exibem todos os comprometimentos motores observados no
PK?. Uma observagdo comum obtida nos macacos que recebern MPTP € o aparecimento inicial de PK, seguido
por recupera¢io parcial ou completa. Alguns fatores podem contribuir para esta recupera¢io como dose
empregada, idade do animal utilizado ¢ tempo de tratamento com MPTP. Animais mais velhos sdo menos
propensos i recuperagao apds exposigio ao MPTP. Nao foram observadas leses no niicleo caudado ou putamen
em macacos tratados com MPTP, a despeito da deplegdo dopaminérgica nestas dreas, assim como no PK humano.

Embora o modelo de PK induzido por MPTP seja importante na determinagio de um agente etiologico,
algumas diferengas significativas entre a sindrome induzida por MPTP e PK devem ser consideradas.
Primeiramente, o PK é doenga degenerativa de progressdo lenta e o MPTP produz um PK severo e agudo.
Alguns toxicdmanos expostos a0 MPTP nao desenvolveram parkinsonismo agudo,apresentando sinais de PK
precoce quando examinados 4 anos apos a exposigéo. A captagdo de [18F] dopamina estriatal nestes pacientes
assintomdticos € menor que a observada nos controles. A localizagéo da lesdo neuronal na substincia negra no
modelo induzido por MPTP € maior nas porgdes mediais enquanto no PK a distribui¢3o € mais mediolateral. As
alteragdes patolégicas produzidas pelo MPTP nio reproduzem exatamente a patologia tipica do PK, tais como
formagiio dos corpos de Lewys e degeneragiio de outros niicleos pigmentados.

Manganés

Uma sindrome extrapiramidal semelhante ao parkinsonismo ¢ observada em pacientes intoxicados por
manganés. A administragio de manganés em animais de laboratdrio produz redugfo nas concentragdes de DA
estriatal. O quadro clinico observado em pacientes com intoxicago manginica apresenta-se inicialmente como
distirbio psiquidtrico muito semelhante & esquizofrenia, caracterizando uma fase inicial de aumento das
concentragdes de DA nas estruturas basais. Esta fase psiquidtrica, conhecida como “loucura manginica”, tem a
duragdo de um més aproximadamente, quando entdo di lugar i fase neurolégica permanente cujo quadro clinico
assemelha-se ao PK, apresentando boa resposta ao tratamento com L-dopa. A necrdpsia de pacientes com
intoxicagio mangdnica revela degeneragio e perda do pigmento neuromelanina na substéncia negra e deficiéncia
de DA no caudado ¢ putdmen e de noradrenalina no hipotdlamo. Camundongos submetidos cronicamente a
dietas com alto teor de manganés apresentam aumento nas concentragdes de DA cerebral durante a primeira
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fase do tratamento. Um aumento na atividade da enzima TH estriatal de ratos € observado durante o primeiro
més de regime alimentar contendo altos teores de manganés e a manutengio desta dieta por periodo de 8 meses
revela depressio da atividade enzimdtica. O tratamento crénico com MnCl, € efetivo em aumentar as
concentragdes de DA, noradrenalina (NA) e dcido homovanilico (HVA) no estriado de ratos. Este aumento
contudo tem lugar nas fases iniciais do tratamento, sendo seguido por fase na qual observam-se redugdes
significantes da DA, NA ¢ HVA. Estes resultados indicam que o manganés possui a¢do bifdsica sobre o
metabolismo dos neurénios dopaminérgicos nigroestriatais, atuando como estimulante numa primeira fase €
uma ag¢do depressora num segundo momento. O aumento da atividade da enzima TH com a consequente elevagio
das concentragdes de DA, NA e HVA estriatais, presente na fase inicial da intoxicagio mangdnica, poderia
explicar a sua fase psiquidtrica; a subsequente fase neuroldgica poderia ser resultante da elevada produgio de
radicais livres devido ao aumento do metabolismo dopaminérgico’.

O efeito téxico do manganés poderia ser expresso pela sua capacidade em acelerar a autoxidagdo da DA
na fase psiquidtrica, produzindo maiores concentrages de radicais livres'**, superando desta forma a capacidade
redutora da neuromelanina e de outros sistemas protetores nos neurénios DA e causando a morte celular. Uma
das hipéteses para explicar os processos neurodegenerativos propde a existéncia de um desequilibrio nos sistemas
de oxi-redugdo. A oxidagfio das catecolanimas, DA inclusive, tem lugar na mitocOndria e gera radicais livres®. A
redugdo do ndmero de terminais dopaminérgicos decorrente do efeito téxico do manganés poderia acarretar
aumento na demanda das células sobreviventes, favorecendo a progressdo da doenga. O tratamento crénico com
MnCl, em macacos Rhesus produz distirbios no sistema extrapiramidal associados s alteragdes patoldgicas
dos ginglios basais semelhantes aquelas observadas no homem. Sdo observadas baixas concentragdes de DA no
estriado de macacos sacrificados durante a fase neuroldgica do manganismo crénico, assim como os cérebros
necropsiados de pacientes parkinsonianos. A necrépsia, cérebros de pacientes intoxicados com manganés, assim
como aqueles portadores de parkinsonismo, revelam perda do pigmento neuromelanina na substincia negra
decorrente da degeneragio desta regifio. Os granulos de ncuromelanina sdo ricos em metais, incluindo o manganés,
e em radicais semiquinonas. Em ambos os casos observa-se deficiéncia de dopamina no complexo estriatal e de
noradrenalina no hipotdlamo. A ingestdo de MnCl, produz efeitos toxicos nos ginglios da base resultando em
redugiio de DA e norepinefrina teciduais em ratos™.

InjecGes unilaterais de MnCl, na substéncia negra de ratos sfo efetivas em reduzir as concentragoes de
DA no estriado ipsolateral a inje¢iio. O efeito é dose-dependente, observando-se também redugio nas
concentragGes de DOPAC o que sugere a existéncia de inibi¢do na sintese do neurotransmissor ou degeneragio
dos neurdnios dopaminérgicos™. A aplicagio unilaretal de MnCl, na substancia negra de ratos tem demonstrado
resposta imunocitoquimica a enzima tirosina hidroxilase (TH) e 4 apomorfina, dose-dependentes. Observa-se
redugdo de 99% na resposta TH no estriado ipsolateral dos animais que receberam inje¢des com concetragdes
de 50 pg/pl de MnCl, quando comparados aos controles ou aqueles cuja dose de MnCl, aplicada foi de 25 pg/
pl. A resposta a apomorfina € mais intensa no grupo de 50 pg/pl,havendo expressdo significante do comportamento
rotatério com baixas doses de apomorfina; 0 mesmo comportamento ndo € observado nos animais controles ou
naqueles pertencentes ao grupo de 25 pg/pl'. O mecanismo de degeneracio neuronal manganés induzido pode
ser mediado pelos receptores glutamatérgicos, N-metil-D-aspartado (NMDA), pois o emprego de seu antagonista
ndo competitivo MK-801 ou a remogdo das aferéncias glutamatérgicas corticais bloqueiam as lesdes’.

O modelo de PK induzido pelo manganés,assim como os demais, apresenta a limitagdo do tempo de
instalagiio da sindrome que € muito curto, quando no PK este tempo € mais longo. Um outro dado interessante
é o quadro psiquidtrico observado nos pacientes intoxicados com manganés anteriormente & sindrome
extrapiramnidal, fato que ndo acompanha o PK idiopdtico.

CONSIDERAGOES FINAIS

O emprego de modelos animais no estudo do PK tem permitido o avango do nosso
conhecimento sobre a neurobiologia dos génglios da base. Ndo se pode pretender que um modelo
animal mimetize perfeitamente uma entidade clinica ¢ os modelos de PK obtidos com as neurotoxinas
ndo sdo excegdo a esta regra. Algumas discrepéncias entre os modelos e o PK merecem destaque:

1. Em quase todos os casos envolvendo as neurotoxinas, a les@o cerebral & obtida em um curto
intervalo de tempo, ndo reproduzindo o processo neurodegenerativo gradual observado no PK.
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2. Apesar da lesfio induzida pela neurotoxina destruir a principal via envolvida na sindrome

clinica, ela ndo produz toda a neuropatologia associada a doenga.

3. Os modelos animais permitem somente uma aproximagao da sindrome neuroldgica observada

nos pacientes e nunca poderd ser utilizado para estudar as manifestagdes cognitivas e emocionais da
doenga.

4. Apesar dos grandes avangos e o surgimento de varias hipéteses para explicar o inicio do

processo degenerativo no PK, pouco ainda se conhece sobre qual gatilho é disparado na degeneragéo
da via envolvida, causa da morte neuronal. Talvez a chave para este mistério possa abrir a porta para
a compreensdo dos processos neurodegenerativos e do envelhecimento cerebral.
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