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Contribuicdo do GDNF para a neuroproteccéo exercida pelo estrogénio:
estudo nhum modelo animal da doenca de Parkinson

RESUMO

A doenca de Parkinson € a segunda doenca neurodegenerativa mais
comum, depois do Alzheimer, e caracteriza-se principalmente pela perda
progressiva de neuronios dopaminérgicos na Substantia Nigra. Numerosos
trabalhos reportaram a maior prevaléncia e incidéncia desta doenca no sexo
masculino, relativamente ao sexo feminino. Estudos envolvendo a reposicao
com estrogénios em ratos fémea ovariectomizados, atribuiram esta diferenca
de incidéncias ao efeito neuroprotectivo do estrogénio. No entanto, o grau de
proteccdo exercida por niveis fisiolégicos desta hormona permanece
desconhecido.

Os estrogénios também tém sido implicados na regulacdo da expressao
de factores neurotroficos, o0 que pode estar na origem dos seus efeitos
neuroprotectores. O factor neurotrofico derivado de uma linha de células da glia
(GDNF) é um dos factores neurotroficos regulados pelo estrogénio, que foi
implicado na neuroproteccdo e regeneracdo na via nigroestriatal, actuando
como um potente factor de sobrevivéncia para os neuronios dopaminérgicos,
que sao alvo de degeneracao na doenca de Parkinson.

De forma a esclarecer o papel dos niveis enddgenos de estrogénio na
proteccdo da via nigroestriatal, utilizamos como modelo da doenca de
Parkinson a 6-hidroxidopamina, e estudamos de que forma a remocao dos
ovarios em fémeas férteis interferiu com a extencédo da lesdo dopaminérgica
induzida pela toxina. As fémeas Wistar foram ovariectomizadas e 3 semanas

apos a cirurgia 0os animais foram injectados estereotaxicamente, no estriado,
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com 6-hidroxidopamina. A extensdo da lesdo foi avaliada através da contagem
de células que expressavam o marcador dopaminérgico tirosina hidroxilase,
por imunohistoquimica, assim como pelos niveis de expressado desta proteina,
por western blot, tanto na Substantia Nigra como no estriado. Os niveis
plasmaticos de estradiol também foram quantificados. De forma a determinar a
a existéncia de relacdo entre os niveis de estradiol, a expressdo de GDNF e a
extensdo da lesdo dopaminérgica, também foi estudada a expresséo do factor
neurotréfico GDNF.

Os nossos resultados sugerem fortemente que o estrogénio produzido
endogenamente, assim como o0 GDNF, estdo associados com niveis
aumentados de tirosina hidroxilase estriatal, um marcador de sobrevivéncia da

célula dopaminérgica.

Palavras chave: Estrogénios; GDNF; Doenca de Parkinson; Neuroproteccao.
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ABSTRACT

Parkinson’s disease is the second most common neurodegenerative
disorder after Alzheimer and is mainly characterized by a progressive and
selective depletion of dopamine neurons in the Substantia Nigra. Numerous
studies have reported a greater prevalence and incidence of PD in men than in
women. Studies involving estrogen treatment of ovariectomised rodents
attribute this largely to the neuroprotective effets of estrogen. However, a
neuroprotective role for physiologic levels of circulating estrogen in females is
less clear.

Estrogens have also been shown to regulate the expression of
neurotrophic factors, like glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF),
which might mediate their neuroprotective effects. GDNF produces
neuroprotective and regenerative effects in the nigrostriatal pathways, acting as
a potent survival factor for dopaminergic neurons that degenerate in
Parkinson’s disease.

In order to clarify the role of endogenous levels of estrogens in protecting
the nigrostriatal pathway, we used the 6-hydroxydopamine (6-OHDA) model of
Parkinson’s disease and tested how the removal of ovaries in fertile females
interferes with extent of the dopaminergic lesion induced by 6-OHDA. Female
Wistar rats were ovariectomised and 3 weeks after the surgery the animals
were stereotaxically injected in the striatum with 6-OHDA. The extent of the
lesion was assessed by counting the cells expressing the dopaminergic marker

tyrosine hydroxylase by imunohistochemistry and also the expression levels of

Ana Paula da Silva Fonseca L



Contribuicdo do GDNF para a neuroproteccéo exercida pelo estrogénio:
estudo nhum modelo animal da doenca de Parkinson

this protein by Western blot in both the Substantia Nigra and the striatum. The
plasma levels of estradiol were also quantified. To determine if there was a
relationship between estradiol levels, the expression of GDNF and the extent of
the dopaminergic lesion, we also studied the expression of the neurotrophic
factor GDNF.

Our findings strongly suggest that endogenously produced estrogens and
GDNF are associated with increased levels of striatal tyrosine hydroxylase, a

marker of dopaminergic cell survival.

Keywords: Estrogens; GDNF; Parkinson’s disease; Neuroprotection.
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1 — INTRODUCAO

A doenca de Parkinson (DP) € a segunda doenca neurodegenerativa
mais prevalente (1), afectando cerca de 3% dos individuos acima dos 65 anos
(2). Os fendmenos neurodegenerativos ocorrem primordialmente na via
nigroestriatal e caracterizam-se pela perda progressiva de neurénios
dopaminérgicos na Substantia Nigra (SN) e seus terminais nervosos no
estriado dorsal, com a consequente reducdo dos niveis de dopamina (DA) (2).
Estas alteragBes resultam em tremor, rigidez, bradicinésia e desequilibrio
(sintomas primarios), assim como depressao, deméncia, dificuldade em engolir
e falar (sintomas secundarios) (3).

As abordagens terapéuticas actuais baseiam-se maioritariamente na
reposicdo da DA ou na administracdo de agonistas dopaminérgicos (4, 5).
Apesar destas abordagens serem eficazes nos estagios iniciais da doenca,
fendbmenos de tolerdncia e efeitos secundérios debilitantes vao-se
intensificando ao longo do tempo (6). Estas limitagcdes, juntamente com o facto
de actuarem apenas a nivel sintomatico, e nado etioldégico, realcam a
necessidade de novas terapias, que modifiguem o0 curso degenerativo da
doenca.

A etiologia da DP é desconhecida, tendo sido atribuidos factores
ambientais e genéticos a sua origem (2). As formas familiares, que
colectivamente constituem uma pequena por¢cédo dos casos, foram associadas

a mutacdes em diversos genes (PINK1, Parkin, UCHL-L1 e LRRK2) (7).
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Juntamente com a idade, um dos factores de risco mais frequentemente
associados a doenca € o sexo masculino, sendo este género duas vezes mais
afectado, em qualquer idade (7, 8). Esta diferenca deve-se, sobretudo, as
hormonas sexuais, nomeadamente ao estrogénio, hormona sexual identificada
em varios estudos como sendo neuroprotectora (1, 3, 9). Resultados que
mostram um agravamento da sintomatologia parkinsénica aquando a
interrupcéo da terapia de reposicdo hormonal na menopausa, assim como em
fases do ciclo menstrual com niveis mais baixos desta hormona (3, 10), apoiam
esta hipotese.

Apesar dos mecanismos pelos quais o estrogénio induz proteccdo serem
desconhecidos, sabe-se que este exerce varios efeitos relacionados com o seu
potencial neuroprotector: redugdo do stress oxidativo (11, 12), inibicdo dos
mecanismos apoptoticos (13, 14), modulagédo da actividade das células da glia
(15) e regulacdo da expressao de factores neurotroficos (16, 17).

O GDNF é um dos factores neurotroficos mais potentes (18) e um
poderoso protector dos neurdnios dopaminérgicos (19, 20). Varios estudos
demonstraram que o tecido nervoso reage a varios tipos de lesdo aumentando
a producéo de factores neurotréficos, como o GDNF (21-23). O GDNF previne
a apoptose induzida pelo stress oxidativo, aumentando a producdo de
proteinas anti-apoptoticas (24, 25).

Foi sugerido que a proteccdo exercida pelos estrogénios esta
relacionada com a sua accado reguladora na expressdo de factores
neurotréficos como o0 GDNF (26). No entanto, desconhecem-se 0s seus efeitos

em niveis fisiologicos, assim como se a neuroprotec¢do induzida pelo
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estrogénio é mediada per si ou pelo aumento de factores neurotroéficos por ele
provocado.

Para além da accdo neuroprotectora exercida pelos estrogénios nas
fémeas, a hormona masculina, testosterona, parece também contribuir para
acentuar as diferencas manifestadas por homens e mulheres na doenca.
Estudos feitos em modelos animais da DP, em que se procedeu a injec¢cado com
6-OHDA (6-hidroxidopamina), uma toxina indutora dos fenébmenos tipicos da
doenca, mostraram que machos gonadectomizados apresentavam uma
reducdo da extensdo da lesdo na via nigroestriatal, relativamente aos animais
nao gonadectomizados. No entanto, quando foram administrados estrogénios
aos machos gonadectomizados, o grau de lesédo foi semelhante entre os dois
grupos (3, 9). Estes dimorfismos sexuais sdo apenas evidentes com doses
submaximas de 6-OHDA, sugerindo que a neuroprotecc¢do intrinseca induzida
pela presenca de estrogénio € limitado a lesGes parciais (9).

Tem sido demonstrado que a administracdo exdgena de estrogénios
pode diminuir a extensdo da lesdo por 6-OHDA em fémeas ovariectomizadas
(OVT) (9), no entanto desconhecem-se os efeitos dos niveis endégenos desta
hormona na toxicidade induzida pela 6-OHDA.

Com o objectivo de determinar a importancia dos niveis endégenos de
estrogénio num modelo animal da DP, fémeas Wistar OVT ou nédo (controlo),
foram injectadas estereotaxicamente, no estriado, com 6-OHDA. Este modelo
apresenta niveis aumentados de stress oxidativo, perda dopaminérgica
progressiva, neuroinflamacédo e excitotoxicidade, que resultam na degeneracéo
da via nigroestriatal (3) e no desenvolvimento de caracteristicas semelhantes

as apresentadas na DP.
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A extensao da lesao foi avaliada por contagem do numero de células
gue expressam o marcador dopaminérgico tirosina hidroxilase (TH) - células
TH positivas (células TH") -, por imunohistoquimica (IHQ), e ainda pelo estudo
dos niveis de expressao desta enzima usando a técnica de western Blot (WB).
O estrogénio plasmatico e o GDNF foram quantificados, de forma a permitir a

sua associagéo com o grau de lesao.
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2 — METODOS

2.1 — Animais

A amostra inicial consistiu em 40 fémeas Wistar, com 3 meses de idade.
Todos os animais foram manipulados de acordo com 0s requisitos éticos para a
pesquisa animal e com a European Convention for the Protection of Vertebrate
Animals Used for Experimental and Other Scientific Purposes. Os animais
foram alojados em gaiolas proprias, sobre condigbes controladas de
temperatura e luz, com agua e comida disponiveis ad libitum.

Foram feitos todos os esforcos para minimizar o sofrimento animal,
assim como o numero de animais necessarios para a producgao deste trabalho.

O cronograma temporal das experiéncias esta representado na figura 1.
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Figura 1. Cronograma temporal dos procedimentos laboratoriais . ApoOs terem sido

submetidas a ovariectomia, as fémeas Wistar recuperaram durante 3 semanas até a injecgao
estereotaxica da solugdo veiculo ou da toxina. Sucedeu-se, por fim, o sacrificio dos animais, 5

dias ap0s a injecgéo.
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2.2 — Ovariectomia
Metade da amostra, 20 fémeas Wistar, foi submetida a ovariectomia

bilateral sob anestesia com Quetamina (87,5mg/Kg) e Xilazina (12,5mg/Kg).

2.3 — Modelo da 6-OHDA na DP

Trés semanas ap0s a ovariectomia, metade da amostra OVT, e metade
da amostra ndo OVT, foi injectada com 6-OHDA. A restante amostra foi
injectada com 0 mesmo volume de veiculo.

Apoés a anestesia com Quetamina (87,5mg/Kg) e Xilazina (12,5mg/Kg),
os animais foram colocados numa mesa estereotaxica para injecgdo unilateral
de 6-OHDA (4 ul de uma solucéo salina de 5 ug/ul em &cido ascorbico 0.2%), a
uma velocidade de 0.4 pl/min no estriado, usando como coordenadas: 1,3 mm
posterior; 3,0 mm lateral; 4,5 mm ventral, relativamente ao bregma e de acordo
com o atlas estereotaxico de Paxinos e Watson (1982).

A solugcdo de 6-OHDA foi sempre mantida em gelo e protegida da luz.
Todas a injecgOes foram administradas com a seringa Hamilton de 10 pl,
controlada por um nanoinjector. Apos a injec¢do, a canula foi mantida na
mesma posi¢cao durante 5 min antes de ser lentamente retirada.

Cinco dias ap6s a cirurgia, um grupo de animais foi profundamente
anestesiado e sujeito a transfusdo cardiaca de 10 min com tampao fosfato
salino (PBS) contendo heparina (500U/L), seguido de uma perfusdo com
paraformaldeido (4% PFA em PBS) durante 10 min. O cérebro foi depois

removido cirurgicamente para andlise por IHQ. O outro grupo de animais foi
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sacrificado sob anestesia, sendo o estriado e a SN dissecados e congelados a
-80° C para posterior analise em WB.
A figura 2 descreve sinteticamente os procedimentos laboratoriais

efectuados.

| weicul | G-0HDA | e | G-0HDA
ey ey ey ey

Figura 2. Esquematizagdo dos procedimentos laborator iais efectuados. A amostra inicial foi
dividida em fémeas OVT e ndo OVT. Metade da populagcdo OVT e metade da populagdo ndo
OVT foi injectada com veiculo, e a outra metade, injectada com 6-OHDA. Posteriormente,
recolheram-se amostras de metade das fémeas de cada grupo - OVT injectadas com veiculo ou
6-OHDA e ndo OVT injectadas com veiculo ou 6-OHDA — para serem analisadas por WB. As

amostras das restantes fémeas foram recolhidas para analise por IHQ.

2.4 — Western blot

Os niveis proteicos de GDNF e de TH foram determinados por analise
de tecidos homogeneizados numa solugéo de lise contendo Tris 25 mM, EDTA
2,5 mM, EGTA 2,3 mM, Triton X-100 0,2%, DTT 1mM, PMSF 1mM e leupeptina
25,57 uM. As amostras homogeneizadas foram centrifugadas a 14.000xg
durante 20 min a 4°C, sendo o sobrenadante recolhido. A quantidade de
proteina total presente na amostra foi determinada usando o método de
Bradford e a albumina sérica de bovino como padrdo. As amostras foram

desnaturadas por adicdo de um tampdo contendo — Tris 100mM, glicina
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100mM, SDS 4%, ureia 8M e de Azul de Bromofenol 0,01% - seguida de
aguecimento a 100°C durante 5 min. Para cada amostra foram aplicados no gel
entre 4-25 ug de proteina total. As proteinas na amostra foram separadas por
SDS-PAGE num gel com 12% de acrilamida.

Apos a electroforese, as proteinas foram transferidas do gel para a
membrana de difloureto de polivinildieno (PVDF-Amersham Life Sciences),
previamente activada por imersdo em metanol durante 5 seg, seguida de uma
incubacdo de 5 min em agua, e finalmente em tampé&o de electrotranferéncia
durante 15 min. Seguiu-se o0 bloqueio das ligacbes ndo especificas por
incubagédo da membrana numa solugdo com 5% de leite magro em TBS-T
(Tween 20 0,1% em Tris 20 mM e NaCl 137 mM), durante 60 min a
temperatura ambiente.

Apébs o bloqueio, as membranas foram incubadas durante a noite a 4°C
com os anticorpos primarios diluidos em TBS-T: anti-GDNF de coelho (1:1000;
Santa Cruz Biotechnology) ou anti-TH de rato (1:5000; Transduction
Laboratories).

Apés 4 lavagens com TBS-T, as membranas foram incubadas durante
60 min, a temperatura ambiente, com anticorpos secundarios: imunoglobulinas
de cabra dirigidas a imunoglobulinas de coelho ou de rato e conjugadas a
fosfatase alcalina (Amersham Biosciences), diluidos em TBS-T.

As membranas foram incubadas com o substrato da fosfatase alcalina,
ECF (ECF Western Blotting Reagent Packs, Amersham) durante 3 min. As
bandas foram detectadas através do Molecular Imager FX system (Biorad) e
quantificadas por andalise densitométrica usando o software Quantity One (Bio-

rad).
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2.5 — Imunohistoquimica

Os cérebros foram fixados em 4% de PFA, durante 24h a 4°C, e
criopreservados por imersao em 30% de sucrose em PBS com 0,02% azida de
sbdio, a 4°C. ApGs 2-3 dias de imersdo nesta solu¢do foram congelados a -
80°C.

Apos revestimento com o polimero OTC (Tissues-Tek), os cérebros
foram seccionados num criostato em secc¢fes coronais de 35 um. As fatias
obtidas foram recolhidas e processadas para IHQ.

Na detec¢do da TH foi usada uma técnica cromogénica. As fatias foram
incubadas durante 60 min em PBS com 10% de soro fetal bovino (FCS)
contendo 0,1% de Triton X-100, de modo a minimizar as ligacdes né&o
especificas dos anticorpos primarios. A este passo seguiu-se uma incubacgao
numa solugdo com H,O;, a 1% que teve como objectivo bloquear a actividade
das peroxidases enddégenas. As fatias foram posteriormente incubadas com
anticorpo de murganho anti-TH (1:1000; Transduction Laboratories), diluidas
em PBS com FCS 1%, durante a noite, a 4°C. Seguiu-se uma nova incubacéo
com um anticorpo secundario - anti-imunoglobulina de rato biotinilado (1:200;
Vector Laboratories) - diluido em PBS com FCS 1%, durante 1h, a temperatura
ambiente. Por fim, procedeu-se a uma incubacdo com avidina conjugada a
peroxidases (Vectastain, Elite ABC Kit, Vector Laboratories), diluida em PBS
(1:1000) durante 50 min, a temperatura ambiente.

A accao das peroxidases sobre uma solucao de diaminobenzidina (DAB,
Sigma) preparada numa solucdo salina tris (TBS) com H,O, 0,024%, deu

origem a um composto de cor acastanhada facilmente detectavel.

Ana Paula da Silva Fonseca 19



Contribuicdo do GDNF para a neuroproteccéo exercida pelo estrogénio:
estudo num modelo animal da doenga de Parkinson

O tempo de incubacdo e de exposicdo usados foi mantido
constantemente em todos os cortes histolégicos.
Finalmente, os cortes histolégicos foram montados em |aminas

revestidas com poli-L-lisina (Polysine ™

, Menzel-Glaser), desidratados e
cobertos com meio de montagem (Entellan-Rapid mounting media for

microscopy-Merck).

2.6 — Quantificacao do estradiol no soro

Aproximadamente 1 ml de sangue foi recolhido a partir do ventriculo
esquerdo aguando o sacrificio dos animais. O soro foi obtido por centrifugacéo
do sangue a 14.000xg durante 30 min, a 4°C. As amostras foram mantidas a -
20°C até a altura da andlise. O estradiol no soro foi determinado por um
método quimioluminescente usando o kit Advia Centaur (SIEMENS Healthcare

Diagnostics).

2.7 — Andlise dos dados e estatistica

Os dados foram expressos como percentagens de valores obtidos nos
controlos e sao representados como média + desvio padrao da média para pelo
menos trés animais. A analise estatistica foi elaborada usando o t-teste e o
modelo de regressdo linear. Valores de p < 0,05 foram considerados
significantes. Toda a andlise estatistica foi feita usando o GraphPad Prism v. 5

(GraphPad Software Inc., San Diego, CA).
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3 — RESULTADOS

3.1 — Efeito da 6-OHDA na lesdao dopaminérgica

Com o objectivo de analisar a lesao induzida pela injecgdo com a toxina 6-
OHDA, foi quantificado o nimero de células dopaminérgicas presentes na SN
por IHQ, sendo ainda determinados os niveis de expressao do marcador

dopaminérgico TH por WB na SN e no estriado.

* Substantia Nigra

Os resultados obtidos mostraram que a injeccdo com 6-OHDA promoveu
uma reducao significativa (p= 0,007) do numero de células dopaminérgicas de
100,5 £ 2,4 para 75,3 £ 4,2 (figura 3).

Contrariamente, a analise dos niveis de expressao da TH por WB né&o
permitiu observar diferencas estatisticamente significativas entre o lado
ipsilateral (96,4 + 31,5), lado injectado com a toxina, e o lado contralateral

(134,1+ 25), lado oposto a leséo (p=0,4; figura 4).
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Figura 3. Efeito da lesdo com 6-OHDA no nimero de células dopa  minérgicas TH * na SN,
usando o método de IHQ. A percentagem de células sobreviventes é menor no grupo lesionado
com 6-OHDA (p=0,007), comprovando a eficacia da lesdo induzida por esta toxina. A
percentagem de células TH+ sobreviventes no lado ipsilateral foi calculada relativamente ao lado
contralateral (controlo) de cada animal, em cada seccdo. A média das percentagens de células
TH+ foi calculada para cada animal (fazendo a média das seccdes) e para cada grupo (fazendo a
média dos animais), obtendo assim dois grupos: o injectado com solugdo veiculo e o lesionado
com 6-OHDA. Os resultados sdo expressos, para cada grupo, como média + desvio padrdo da
percentagem de células sobreviventes no lado injectado relativamente ao lado contralateral. A

analise estatistica foi processada usando o t-test. ** p< 0,01.
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Figura 4. Efeito da injeccdo com 6-OHDA no nivel de ~ TH na SN, usando o método WB. Para
cada grupo, foi calculada a média + desvio padrdo da percentagem de TH remanescente,
relativamente a média do grupo controlo que, neste caso, € o grupo V_C. A andlise estatistica foi
processada usando o t-test. V_c, injectado com veiculo, contralateral; 6-OHDA i, injectado com
6-OHDA ipsilateral; 6-OHDA_c, injectado com 6-OHDA contralateral.
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» Estriado

Dada a dificuldade em quantificar o numero de terminais nervosos
dopaminérgicos, a avaliacdo da lesdo dopaminérgica a nivel estriatal por IHQ
fornece apenas dados qualitativos. Por esta razéo, a avaliacdo da extensao da
leséo no estriado foi feita recorrendo apenas a técnica de WB.

Os resultados obtidos mostraram que a injeccdo com 6-OHDA promoveu
uma reducao significativa (p=0,003) dos niveis de TH de 105,9 + 2,5 (lado
contralateral) para 61,5 = 2,8 (lado ipsilateral), comprovando a eficiéncia do

processo usado para induzir a lesao (figura 5).
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Figura 5. Efeito da injeccdo com 6-OHDA no nivel de TH no estr iado, usando o ensaio de
WB. Para cada grupo, foi calculada a média + desvio padrdao da percentagem de TH
remanescente, relativamente a média do grupo controlo que, neste caso, € a o grupo V_C
(injectado com veiculo, contralateral). A analise estatistica foi feita usando o t-test. **P< 0,01; 6-
OHDA i, injectado com 6-OHDA ipsilateral; 6-OHDA_c, injectado com 6-OHDA contralateral.
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3.2 — Efeito da ovariectomia na lesdo dopaminérgica induzida por 6-OHDA

Apés se ter confirmado a eficiéncia da técnica usada para induzir a lesao
dopaminérgica, avaliamos de que forma a remocdo dos ovarios a fémeas
Wistar em idade fértil (3 meses) afectava ou ndo a extenséo da leséo atingida.

e Substantia Nigra

Os resultados obtidos mostraram que o nimero de células dopaminérgicas
na SN dos animais sujeitos a ovariectomia nao sofreu alteracdes significativas
(p=0,2), quando comparados ambos o0s grupos veiculo (96,0 + 19,1) e
lesionado (56,8 + 16,9). O mesmo ndo se passou entre ambos 0S grupos nao
OVT, em que a injeccao com 6-OHDA alterou significativamente (p= 0,007) o
nimero de células TH" relativamente ao grupo injectado com a soluc&o veiculo

(100,5 + 2,4 veiculo ndo OVT,; 75,3 + 4,2 6-OHDA ndo OVT; figura 6).

:

100+

$

celulas TH+ na SN (% do controlo)

MNao OVT ONT

Figura 6. Efeito da ovariectomia na lesdo dopaminérg ica induzida por 6-OHDA. O numero de
células TH+ diminui significativamente no grupo ndo OVT sujeito a lesdo (p= 0,007), enquanto que no
grupo OVT sujeito a lesdo, a dominuicéo de células TH* ndo foi significativa (p=0,2). A percentagem
de células TH+ no lado ipsilateral foi calculada relativamente ao lado contralateral (controlo) de cada
animal, em cada seccdo. A média das percentagens de células TH+ sobreviventes foi calculada para
cada animal (fazendo a média das secc¢des) e para cada grupo (fazendo a média dos animais),
obtendo assim quatro grupos: veiculo ndo OVT, 6-OHDA ndo OVT, veiculo OVT e 6-OHDA OVT. A

andlise estatistica foi processada usando t-test. **P<0,01.
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Quando analisada a expressao da TH na SN, os resultados obtidos néo
mostraram efeitos significativos da injec¢do da toxina nos niveis de expressao
desta enzima, quer em animais controlo quer em animais sujeitos a

ovariectomia (figura 7).
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Figura 7. Efeito da ovariectomia nos niveis de expressdo mesen cefalica de TH em animais

expostos a 6-OHDA. Os resultados obtidos ndo mostraram efeitos significativos da injeccdo da
toxina nos niveis de expressdo da TH, quer em animais sujeitos a ovariectomia (p=0,4),quer em
animais ndo OVT (p=1). Para cada grupo, foi calculada a média + desvio padrdo da percentagem de
TH remanescente, relativamente a média do grupo controlo que, neste caso, € 0 grupo ndo OVT,
injectado com veiculo, contralateral. A andlise estatistica foi processada usando o t-test. V_c, veiculo

contralateral; L_li, lesionado ipsilateral; L_c, lesionado contralateral.

» Estriado
A anadlise da expressdo da TH a nivel estriatal, por WB, permitiu
observar reducdes significativas dos niveis de TH por ac¢do da 6-OHDA (61,5
*+ 2,8) apenas em animais controlo, ndo sujeitos a ovariectomia. Em animais
OVT, a injec¢do da 6-OHDA néo induziu qualquer reducdo nos niveis da TH.
Este resultado sugere que a lesdo promovida pela 6-OHDA é mais extensa em

animais ndo OVT (figura 8).
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Figura 8. Efeito da ovariectomia nos niveis de expressao estri atal de TH em animais
expostos a 6-OHDA . Os resultados obtidos mostraram efeitos significativos da injec¢do da
toxina nos niveis de expressdo da TH em animais ndo sujeitos a ovariectomia (p=0,0003), mas
ndo em animais OVT (p=0,7903). Para cada grupo, foi calculada a média + desvio padrdo da
percentagem de TH remanescente, relativamente & média do grupo controlo que, neste caso, é o
grupo nao OVT, injectado com veiculo. A analise estatistica foi processada usando o t-test.

**P<(0,001; V_c, veiculo contralateral; L_i, lesionado ipsilateral; L_c, lesionado contralateral.

3.3 — Niveis plasmaticos de estradiol e sua correla  ¢do com 0s niveis de
expresséo de células TH *

De modo a podermos confirmar se as diferencas obtidas na extenséo da
lesdo dopaminérgica em animais OVT e animais controlo poderiam ser
correlacionadas com o0s niveis de estradiol plasmatico, procedeu-se a
quantificacdo desta hormona no plasma.

Os niveis de estradiol analisados foram muito variaveis, com um grande
intervalo de valores em ambos os grupos, ndo se observando, contrariamente
ao esperado, niveis constantemente baixos de estradiol nas fémeas OVT

(figura 9). No entanto, os valores médios de estradiol revelaram que existe uma

diferenca significativamente estatistica (p=0.01) entre ambos o0s grupos, com

Ana Paula da Silva Fonseca | 16



Contribuicdo do GDNF para a neuroproteccéo exercida pelo estrogénio:
estudo num modelo animal da doenga de Parkinson

menores niveis médios de estradiol em OVT (22,3 + 2,0 ) relativamente aos
nao OVT (30,9 = 2,5; figura 10).

Quando se relacionaram o0s niveis de estradiol, medidos em cada
animal, com o nimero de células TH® correspondente, verificamos que os
animais com niveis de estradiol plasmatico mais elevado apresentaram maior

nimero de células TH* (R? =0,56; figura 11).
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Figura 9. Nivel de estradiol (E2) plasmatico em fémeas OVT e nd o OVT. Observa-se uma
grande variabilidade nos valores de estradiol, com um grande intervalo de valores em ambos os
grupos, ndo se observando, contrariamente ao esperado, niveis constantemente menores de

estradiol nas fémeas OVT.

Ana Paula da Silva Fonseca | 17



Contribuicdo do GDNF para a neuroproteccao exercida pelo estrogénio:
estudo num modelo animal da doenga de Parkinson

40-

204 ez
= 30 i
D y
o .
6 20- 5 :
-6 | |
E o " N - . |}
utﬂ 10- o .::E:E. : e

0- 1| -l

ndo OVT ovT

Figura 10. Niveis médios de estradiol (E2) em fémeas OVT e ndo OVT. Apesar da
grande variabilidade dos niveis desta hormona, observa-se uma diferenga significativa
entre ambos os grupos (p=0.01), com niveis médios de E2 mais baixos em fémeas

OVT. A andlise estatistica foi processada usando o t-test. *p<0,05.
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Figura 11. Correlagado entre os niveis plasmaticos d e Estradiol (E2) e a extensdo da lesdo

na SN. Independentemente da condi¢cdo em que o animal se situa (OVT ou néo, injectado com
solugéio veiculo ou 6-OHDA), verifica-se uma correlacéo entre a percentagem de células TH' na
SN e o nivel de E2 plasmatico (R°=0,56).0s niveis de estradiol foram determinados por método
quimioluminescente. Os niveis de células TH+ foram determinados por IHQ. A percentagem de
células TH+ no lado injectado (ipsilateral) foi calculada relativamente ao lado contralateral
(controlo) de cada animal, em cada seccdo. A média das percentagens de células TH"
sobreviventes foi calculada para cada animal fazendo a média das secc¢des. A andlise estatistica

foi processada usando o modelo de regresséo linear.
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3.4 - Correlacéo entre a extensao da lesdo e os niv  eis de GDNF

Resultados obtidos pelo nosso grupo em machos Wistar expostos a
estradiol, mostraram que o 17-B estradiol promovia a expressdo de GDNF,
sendo essa expressao responsavel pela proteccdo dopaminérgica promovida
pela hormona. Tendo em conta estes dados, fomos no presente estudo tentar
relacionar os niveis de TH estriatais com os niveis de GDNF, também no

estriado.

Os resultados obtidos mostraram uma correlacdo (R? =0,81) entre niveis

mais elevados de GDNF e niveis também mais elevados de TH (figura 12).
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Figura 12. Correlacédo entre os niveis estriatais de TH e de GD NF. Independentemente da
condicdo em que o animal se situa (OVT ou ndo, injectado com solugéo veiculo ou 6-OHDA),
verifica-se uma correlagdo entre os niveis da enzima TH e os niveis de GDNF (R2 =0,81), em que
niveis mais altos desta enzima estdo associados a niveis elevados de GDNF. Ambos os niveis
de GDNF e TH foram medidos por western blot e, para cada grupo, foi calculada a média +
desvio padrdo da percentagem de TH e GDNF, relativamente a média do grupo controlo que,
neste caso, € o grupo ndo OVT, injectado com veiculo, contralateral. A analise estatistica foi
porcessada usando o modelo de regressao linear.
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4 — DISCUSSAO

Este estudo usou como modelo da DP fémeas Wistar injectadas com 6-
OHDA no estriado. A dose injectada, segundo a literatura, produz lesdo parcial
no estriado, que se propaga retrogradamente para a SN. O grau de lesao foi
determinado pela contagem de células TH* na SN, por IHQ, e por quantificacéo

da proteina TH, por WB, na SN e estriado.

4.1 — A injeccdo com 6-OHDA induziu lesdo dopaminér gica na SN e no
estriado

A determinacdo do grau de lesdo na SN, por contagem do numero de
células TH™ na SN, revelou que o grupo injectado com 6-OHDA, em relacéo ao
injectado com veiculo, apresentou uma menor percentagem de células TH",
revelador da ocorréncia de lesdo. Os dados de WB foram contraditorios, uma
vez que o maior nimero de células TH® nos animais injectados com veiculo,
relativamente aos injectados com 6-OHDA, observado nas analises de IHQ,
ndo teve paralelo em maiores niveis da TH, analisados por WB. Este facto
levanta questdes quanto a sensibilidade da quantificagdo da TH como
marcador da sobrevida dos neurénios dopaminérgicos. Alguns neurénios da
SN pars compacta, mesmo quando em apoptose, ainda expressam 0 seu
marcador de fenétipo TH (27). Tendo sido também descritos efeitos de
compensacdo apos a lesdo nigroestriatal, com aumento da actividade e da
expressdo da TH nos neurdnios dopaminérgicos remanescentes, com

consequente aumento dos niveis de DA (2), com sobre-expressdo de TH,
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enzima que mede a actividade da célula dopaminérgica. Esses aumentos
compensatoérios sao atribuidos, em grande parte, ao aumento de factores
neurotréficos despoletado pela lesédo (21-23), que conduzem a recuperacao da
expressao de TH nas células remanescentes. No entanto, os dados existentes
sugerem que o grau de proteccado exercida pelos factores neurotroficos é
dependente da extensao da leséo (28, 29).

No estriado, a toxina exerceu efeitos deletérios nos terminais nervosos,
com diminuicdo acentuada da TH, fundamentada pela grande diferen¢ca nos

niveis de TH no lado ipsilateral relativamente ao contralateral.

4.2 — Efeito da ovariectomia na leséao induzida por  6-OHDA

Os resultados da IHQ em animais OVT foram inesperados, uma vez que
a lesdo dopaminérgica foi mais significativa nos animais ndo OVT que nos
animais OVT. Nos animais OVT a injeccdo com 6-OHDA n&o induziu
diminuicdes significativas dos marcadores dopaminérgicos (n° de células DA na
SN e niveis de TH na SN e no estriado). Estes resultados foram inesperados,
uma vez que dados da literatura (1, 3, 9) indicam uma acg¢ao neuroprotectora
do estrogénio na via nigroestriatal. No entanto, analisando o grafico da figura 9
levantam-se duvidas quanto a eficicia da ovariectomia na reducdo dos niveis
plasmaticos de estrogénio, uma vez que animais OVT e animais controlo
apresentaram valores proximos de estradiol plasmatico; e, apesar de através
do gréfico da figura 10 verificarmos que existem diferengas entre as médias de
estradiol nos OVT e ndo OVT, estas diferencas sao inferiores as esperadas.

A ndo observacdo de maior lesdo nos animais OVT, contrariamente ao

que era esperado, pode dever-se a um numero insuficiente de animais
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analisados, associado a alguma variabilidade nos resultados entre os animais
de cada grupo, assim como a niveis de lesdo relativamente reduzidos e que
podem desencadear efeitos protectores compensatérios. Por outro lado € ainda
possivel que o tempo que decorreu entre a ovariectomia bilateral e a injeccéo
dos animais nao tenha sido suficiente para fazer baixar os niveis de
estrogénios nos animais operados, hipétese fundamentada pelas reduzidas
diferencas nos niveis plasmaticos de estradiol entre animais OVT e controlos.
Além disso, a ndo sincronizacdo dos ciclos reprodutivos das fémeas também
pode ter originado esta variabilidade de valores

Os resultados podem ainda estar associados a protecgdo exercida pelos
niveis de estrogénio encefalico, produzido localmente em resposta a leséo, e

cujos niveis podem ser até seis vezes maiores do que 0s niveis plasmaticos

2).

4.3 — Correlagdo entre os estrogénios e a extensdo  da leséo

Apesar de a comparacdo da lesdao com 6-OHDA nos grupos OVT e
controlo nao ter indicado nenhuma proteccao por accao do estradiol enddégeno,
os resultados apresentados no grafico da figura 11 indicam que maiores niveis
da hormona corresponderam a um maior nimero de células dopaminérgicas
apos a lesdo. Este resultado estad de acordo com a hipétese inicial do trabalho
de que niveis mais elevados de estrogénio poderiam estar associados a lesdes

dopaminérgicas menos extensas.
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4.4 — Correlagéo entre os niveis de TH e de GDNF

Este estudo verificou ainda uma associacdo entre o factor neurofico
GDNF e a perda dopaminérgica, fundamentando dados da literatura que
comprovaram o seu efeito protector na via nigroestriatal em resposta a varias
lesbes dopaminérgicas (21-23) e apoiando anteriores resultados do nosso
grupo obtidos com machos Wistar, em que se demonstrou que a exposi¢cao a
estradiol protege a via nigroestriatal da lesdo por 6-OHDA via inducdo da

expressao do GDNF.
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CONCLUSAO

A injeccdo estriatal de 6-OHDA em fémeas Wistar adultas promoveu a
reducdo da expressdo da enzima TH e do numero de células dopaminérgicas,
demonstrando que a lesao foi induzida com sucesso embora pouco extensa.

As diferencas nos niveis de estradiol plasmatico entre animais OVT e
animais controlo foram inferiores as esperadas, provavelmente em resultado da
nao sincronizacao do estrogénio entre as fémeas.

Contrariamente ao que era esperado, a ovariectomia ndo acentuou a
leséo induzida pela 6-OHDA, o que se pode ter devido as pequenas diferencas
nos niveis de estradiol observadas entre animais OVT e animais controlo.
Apesar disso, este estudo demonstrou uma associacdo entre 0S niveis
endogenos de estradiol em fémeas Wistar e a sobrevivéncia das células
dopaminérgicas ap0s exposicdo a toxina 6-OHDA, em que niveis mais
elevados de estradiol corresponderam a wuma maior sobrevivéncia
dopaminérgica.

Neste estudo observou-se ainda uma associacao entre a expressao do
factor neurdfico GDNF e a perda dopaminérgica, fundamentando dados da
literatura que comprovaram o seu efeito protector na via nigroestriatal em

resposta a varias lesdes dopaminérgicas.
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