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RESUMO

A doencga de Parkinson (DP) caracteriza-se pela degeneracdo progressiva de neurdnios da
substancia negra (SN) e o surgimento de sintomas motores classicos oriundos da redugao nos
contetidos de dopamina no estriado. Os tratamentos atualmente disponiveis para a DP sdo
satisfatorios para o manejo sintomatico; contudo, importantes efeitos adversos tendem a surgir
com a cronicidade do tratamento e a eficacia tende a diminuir a medida que a perda neuronal
progride. De maneira que o grande desafio da DP, refere-se ao desenvolvimento de uma terapia
capaz de retardar ou interromper a progressao da doenga. Fatores neurotroficos (NTFs) sdo
proteinas endogenas conhecidas por promover a manutengdo e sobrevivéncia de neurdnios,
protegendo-os de toxinas e lesdes. Devido as suas propriedades neuroprotetoras e
neurorestauradoras, a capacidade terapéutica dos NTFs tem sido testada em varias doengas
neurodegenerativas. No ambito da DP, o potencial de dois principais NTFs, o fator neurotrofico
derivado da linhagem de células gliais (GDNF) e a neurturina (NRTN), vem sendo amplamente
explorado. E, muito embora exista uma enormidade de resultados favoraveis in vitro e em
modelos in vivo da doenga, ensaios clinicos usando tais NTFs ndo tém demonstrado um
beneficio terapéutico claro. Baseando-se no cendrio experimental, ¢ possivel identificar uma
série de possiveis explicacdes para a falta de sucesso da translacdo ao cenario clinico; dentre as
quais, enfatiza-se: a biodisponibilidade do agente trofico no tecido alvo como um dos grandes
desafios no status de desenvolvimento das terapias baseadas em NTFs. Recentemente, uma
diferente proteina pode ser adicionada a lista dos NTFs em ensaios clinicos na DP: o fator
neurotrofico de dopamina cerebral (CDNF). O CDNF ¢ um dos integrantes de uma familia de
NTFs ndo convencionais, que sdo estruturalmente e mecanisticamente distintos de outros NTFs.
Desde sua descoberta, o CDNF tem renovado as expectativas a respeito das terapias baseadas
em NTFs para a DP, ainda que seu efeito sobre o estidgio avancado da doenca permanega
controverso. Assim, o intuito principal do presente trabalho foi avaliar o possivel efeito
neurorestaurador do CDNF quando administrado pela via intranasal (i.n.) em um modelo animal
que reflete o estdgio avancado da DP e sua associacao com a terapia padrao-ouro atual. Para
isso, um extenso estudo comportamental foi realizado a fim de avaliar a fungdo motora e ndo
motora dos animais; anterior a analise dos niveis cerebrais do CDNF e do nivel de lesdo
dopaminérgica induzida pela 6-OHDA. O CDNF i.n. foi capaz de atenuar e/ou reverter a
disfungdo motora quando avaliado no teste do rotarod, teste do cilindro, testes de equilibrioem
barra horizontal, teste do adesivo, teste do campo aberto, teste de descida em barra vertical,
teste da caminhada em escada horizontal e teste da pegada. Além de demonstrar efeitos
positivos sobre a memoria avaliada através teste do labirinto em Y e do comportamento
aneddnico avaliado no teste de borrifada com sacarose em animais lesionados unilateralmente
com a 6-OHDA. A administragdio do CDNF i.n. demonstrou ser uma abordagem segura,
segundo os indicadores de peso corporal dos animais e indice de sobrevivéncia. O CDNF i.n.
reduziu significativamente a neurodegeneracdo dopaminérgica na SN de animais lesionados
com a 6-OHDA, observada 8 meses apds a administragdo do NTF por via i.n. Além disso, a
administracdo i.n. cronica do CDNF associado ao tratamento padrdao com a L-DOPA,
demonstrou um potencial sinérgico sobre danos da fungdo motora induzidos pela lesdo com a
6-OHDA. Por fim, foi demonstrado que os niveis do CDNF no estriado de animais idosos
encontra-se reduzido, enquanto a lesdo dopaminérgica parece inerte as concentragdes do NTF
a nivel estriatal. Tomados em conjunto, esses resultados sugerem que a estratégia de utilizagao
da via i.n.,, confere a terapia baseada no uso de NTFs, um meio eficaz e ndo invasivo para a
entrega do suprimento trofico. Em especial, a conjuntura a qual foi testado o CDNF por via i.n.
torna ainda mais relevante os efeitos observados com o método de entrega do NTF. Seu
potencial em reverter prejuizos motores, cognitivos, de emocionalidade e a possibilidade de



associacdo com a L-DOPA em um modelo que se relaciona as fases avangadas da DP, difere
das estratégias até entdo utilizadas na pesquisa com o CDNF. Todos esses aspectos somados
tornam o trabalho singular e repleto de perspectivas positivas para o campo de NTFs na DP.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson. Neurorestauracdo. Fatores neurotréficos. CDNF.
Intranasal.



ABSTRACT

Parkinson’s disease (PD) is characterized by the progressive degeneration of substantia nigra’s
neurons (SN) and the onset of classic motor symptoms due to the reduction in striatal dopamine
content. The current treatments are satisfactory for symptomatic management; however,
significant adverse effects tend to appear with the treatment chronicity, and efficacy tends to
diminish as neuronal loss progresses. Thus, the great challenge of PD refers to the development
of a therapy capable of interfering the progression of the disease. Neurotrophic factors (NTFs)
are endogenous proteins known to promote the maintenance and survival of neurons, protecting
them against toxins and injuries. The therapeutic capacity of NTFs has been tested in several
neurodegenerative diseases due to their neuroprotective and neurorestorative properties. Two
main NTFs have been extensively explored inthe PD, glial cell line-derived neurotrophic factor
(GDNF) and neurturin (NRTN). Moreover, even though there are countless favorable results in
vitro and in vivo models of the disease, clinical trials using such NTFs have not shown a clear
therapeutic benefit. It is possible to identify many explanations for the lack of success in
translation to the clinic based on the experimental context, among which, the bioavailability of
the trophic agent in the target tissue as one of the major challenges in the developmental status
of NTF-based therapies. Recently, a different protein had been added to the list of NTFs in PD
clinical trials: the cerebral dopamine neurotrophic factor (CDNF). CDNF is a member of an
unconventional NTFs family, structurally and mechanistically distinct from other NTFs. Since
its discovery, CDNF has renewed expectations about NTF-based therapies for PD, although its
effect on the advanced stage of the disease remains controversial. Thereby, the main purpose
of the present study was to evaluate the possible neurorestorative effect of CDNF when
administered intranasally (i.n.) in an animal model that reflects the advanced stage of PD and
its association with current gold-standard therapy. For this, an extensive behavioral study was
performed to evaluate the motor and nonmotor function of the animals; preceded by analysis of
CDNF brain’s levels and 6-OHDA-induced dopaminergic lesion level. CDNF i.n. was able to
attenuate and/or reverse motor dysfunction when assessed in rotarod test, cylinder test, beam
balance test, adhesive test, open field test, pole test, ladder rung walking test and footprint test.
Moreover, the treatment presented positive effects on memory, evaluated in the Y-maze test,
and on anhedonic behavior, evaluated in the splash test, in unilaterally injured animals with 6-
OHDA. L.n. CDNF administration proved to be a safe approach, according to the indicators of
animal body weight and survival rate. CDNF i.n. significantly reduced dopaminergic
neurodegeneration in SN from 6-OHDA-injured animals observed 8 months after i.n. In
addition, the i.n. CDNF associated with standard treatment, L-DOPA, demonstrated a
synergistic potential over motor function induced by injury with 6-OHDA. Finally, striatal
CDNF levels in aged animals have been shown to be reduced, while dopaminergic injury
appears inert to striatal NTF concentrations. Taken together, these results suggest that the
strategy of using the i.n. pathway gives NTFs-based therapy an effective and non-invasive
means for trophic supply delivery. In particular, the conjecture at which i.n. CDNF was tested
makes even more relevant the effects observed with the NTF delivery method. Its potential to
reverse motor, cognitive, emotional impairments and the possibility of association with L-
DOPA in a model that mimics the advanced stages of PD differs from previously strategies
used in researches with CDNF. All these aspects, taken together, make the study unique and
full of positive perspectives for the field of NTFs in PD.

Keywords: Parkinson’s disease. Neurorestoration. Neurotrophic factors. CDNF. Intranasal.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Representagdo esquematica dos principais eventos fisiopatoldgicos envolvidos na
DP e as estratégias de tratamento paliativas versus as estratégias modificadoras do curso da
doenga com 0 USO d€ NTES......ooooiiiiiiie e et yernnd4
Figura 2: Representagdao esquematica dos principais mecanismos celulares envolvidos com a
propagacao da a-sinucleina na fisiopatologia da DP...........ccccceeviiniiiiniiiiiieieeeeeeeeeee, 48
Figura 3: Quadro de sintomas clinicos associados a progressao da DP............ccccceevvevivennnnnn. 50
Figura 4: Grafico esquematico que demonstra o padrdo de resposta motora frente ao tratamento
com a L-DOPA durante a progressao da DP...........coociiiiiiiioiiiiieeeeeee e 52
Figura 5: Representagdo esquematica da primeira evidéncia experimental que subsidiou a
teoria acerca da exiStencia de NTEFS......coouiiiiiiiiii e 55
Figura 6: Diagrama com a classificagdo dos NTFs de acordo com sua estrutura e fungdo. ....57
Figura 7: Estrutura dos NTFs utilizados em ensaios clinicos em pacientes com a DP............ 73
Figura 8: Representagdo esquematica da sequéncia de eventos envolvidos com o mecanismo
de aCA0 A0 CDNE ... ..ottt e et e e e tb e e e taeessaeessseeesssaeessseeensseeenseeas 76
Figura 9: Desenho experimental do protocolo utilizado para avaliacdo do efeito
neurorestaurador da administracao intranasal do CDNF.............cccccooiiiiiiiiiii i, 89
Figura 10: Desenho experimental do protocolo utilizado para avaliacdo dos efeitos da
administracao intranasal cronica do CDNF...........c.ccoiiiiiiiiiiiiiecce e 90
Figura 11: Desenho experimental do protocolo utilizado para avaliagdo dos efeitos do
tratamento cronico com a L-DOPA associadaao CDNF 1.0.......c.ccooiiiiiiiiiiiiiiiicceicee 91
Figura 12: Desenho experimental do protocolo utilizado para avaliacdo dos niveis de fatores
neurotroficos no envelhecimento ¢ na doenca de Parkinson. ...........c.ccccevveeciiiiiiiieciicccieeenee. 92
Figura 13: Efeito da administra¢do intranasal do CDNF sobre pardmetros de coordenagdo
motora e equilibrio em animais lesionados unilateralmente com a 6-OHDA no MFB.......... 112
Figura 14: Efeito da administracdo intranasal do CDNF sobre o parametro de assimetria motora
em animais lesionados unilateralmente com a 6-OHDA no MFB..........ccccccoiiiiiiiiiiiinn, 114
Figura 15: Efeito da administracdo intranasal do CDNF sobre o pardmetro de equilibrio e
coordenagdo motora fina em animais lesionados unilateralmente com a 6-OHDA no MFB.116
Figura 16: Efeito da administracdo intranasal do CDNF sobre pardmetros da atividade

locomotora espontanea em animais lesionados unilateralmente com a 6-OHDA no MFB....118



Figura 17: Efeito da administracdo intranasal do CDNF sobre parametros de coordenacao e

equilibrio, bradicinesia e marcha em animais lesionados unilateralmente com a 6-OHDA no

Figura 18: Efeito da administrag@o intranasal do CDNF sobre a marcha em animais lesionados
unilateralmente com a 6-OHDA 1o MFB.......ccccooiiiiiiiee e 122
Figura 19: Efeito da administragao intranasal do CDNF sobre a fungdo ndo motora em
parametros cognitivos e do estado ansioso em animais lesionados unilateralmente com a 6-
OHDA N0 MPFB.....oi ettt st ettt et sttt 124
Figura 20: Efeito da administrac¢do intranasal do CDNF sobre a fungdo ndo motora de estado
heddnico em animais lesionados unilateralmente com a 6-OHDA no MFB. ...........c............ 126
Figura 21: Efeito da administracdo intranasal do CDNF sobre o peso corporal em animais
lesionados unilateralmente com a 6-OHDA no MFB. .........ccoooiiiiiiiiie e, 128
Figura 22: Efeito da administra¢do intranasal do CDNF sobre a sobrevivéncia de animais
lesionados unilateralmente com a 6-OHDA no MFB. ........cccooiiiiiiiniiineeeeeee 129
Figura 23: Efeito da administragdao intranasal do CDNF sobre o imunoconteido de TH em
animais lesionados unilateralmente com a 6-OHDA no MFB...........ccccooiiiiiiiiiiniii, 131
Figura 24: Efeito da administracdo intranasal do CDNFrh sobre o imunocontetido do
CDNFhWCDNFr em animais lesionados unilateralmente coma 6-OHDA no MFB................. 133
Figura 25: Efeito da administra¢do intranasal em dose unica e doses miltiplas do CDNFrh

sobre os niveis do CDNFr em animais lesionados unilateralmente com a 6-OHDA no

Figura 26: Efeito da administracao intranasal em dose unica e doses multiplas do CDNFrh
sobre parametros de coordenagdo, equilibrio e assimetria motora em animais lesionados
unilateralmente com a 6-OHDA no MFB.......c.cccoiiiiiiieeeeeee 137
Figura 27: Efeito da administragdo intranasal em dose Unica e doses miltiplas do CDNFrh

sobre o nivel de lesdo dopaminérgica em animais lesionados unilateralmente com a 6-OHDA

Figura 28: Efeito da administragao cronica de L-DOPA sobre a indugdo de discinesias, prejuizo

motor e imunoconteudo de TH em animais lesionados unilateralmente com a 6-OHDA no

Figura 29: Efeito da administragdo cronica de L-DOPA sobre o imunocontetido de NTFs em

animais lesionados unilateralmente com a 6-OHDA 10 MFEBh.....ouuueeeiiiiiieeeeeeeeeeeeenn. 143



Figura 30: Analise de expressao diferencial dos transcritos de genes do CDNF, GDNF, BDNF
e NGF em animais lesionados com a 6-OHDA e tratados cronicamente com a L-DOPA.....146
Figura 31: Efeito do tratamento cronico com a L-DOPA associado ao CDNF i.n. sobre o
equilibrio, coordenagdo e assimetria motora de animais lesionados unilateralmente com a 6-
OHDA N0 MFBh......iieeeee ettt ettt et et b et e et e beeteeneesseenseeneas 148
Figura 32: Efeito do tratamento cronico com a L-DOPA associado ao CDNF i.n. sobre as LIDs

e os niveis estriatais de CDNFr em animais lesionados unilateralmente com a 6-OHDA no

Figura 33: Efeito do envelhecimento sobre os niveis do CDNF..........cccocceviiiiiiiienienne 151
Figura 34: Efeito do envelhecimento sobre os niveis do GDNF em animais lesionados com a
0-OHDA N0 MFBL ...ttt ettt et st e bt et e e st et e eneesaeenseeneas 153
Figura 35: Efeito da lesdo com a 6-OHDA no MFB sobre os niveis do CDNF.................... 154
Figura 36: Analise de expressao diferencial dos transcritos de genes do CDNF, GDNF, BDNF

e NGF em animais lesionados com a 6-OHDA e em pacientes com a DP..............cccccvenee. 159



LISTA DE QUADROS

Quadro 1: Sumario dos estudos clinicos com NTFs na DP. ...........cccccooooviiiiiiiiiiiiieieeee, 70

Quadro 2: Estudos investigando os efeitos do CDNF em modelos experimentais da DP. ..... 78



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Analise de expressao diferencial dos transcritos de genes do CDNF, GDNF, BDNF
e NGF no estriado de animais lesionados com a 6-OHDA e tratados cronicamente com a L-
DIOPA. ettt ettt h ettt e e aeene e s e ne et e et e neenteeneeeneeneentes 145
Tabela 2: Analise de expressao diferencial dos transcritos de genes do CDNF, GDNF, BDNF

e NGF na substancia negra de animais lesionados com a 6-OHDA e tratados cronicamente com

T U D) 1@ ) o NSRS 145
Tabela 3: Andlise de expressao diferencial dos transcritos de genes do CDNF, GDNF, BDNF
¢ NGF em animais lesionados coma 6-OHDA no MFB. ......cccccccccviiiiiieiiiiieieeeee, 156

Tabela 4: Analise de expressao diferencial dos transcritos de genes do CDNF, GDNF, BDNF
e NGF empacientes coma DP........ccccooiiiiiiiiiiiieee e 158



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

6-OHDA: 6-hidroxidopamina

AAV: Vetor viral adenoassociado

AlMs: Movimentos involuntarios anormais (do inglés: abnormal involuntary movements)
Akt: Proteina cinase B

ANOVA: Analise de variancia

BDNF: Fator neurotrofico derivado do cérebro

BHE: Barreira hematoencefalica

CDNF: Fator neurotréfico de dopamina cerebral (do inglés: cerebral dopaminergic
neurotrophic factor)

CDNFh: Fator neurotrofico de dopamina cerebral humano

CDNFr: Fator neurotréfico de dopamina cerebral de roedor

CDNFrh: Fator neurotrofico de dopamina cerebral recombinante humano
CEUA: Comissao de Etica no Uso de Animais

COMT: Catecol-O-metiltransferase

DA: Dopamina

DAT: Transportador de dopamina

DBS: Estimulacdo cerebral profunda

DDC: DOPA-descarboxilase

DP: Doenga de Parkinson

e.p.m: Erro padrao da média

ELISA: Ensaio de imunoabsorc¢ao enzimatica

FGF: Fator de crescimento de fibroblastos

GABA: Acido gama-aminobutirico

GDNF: Fator neurotrofico derivado da linhagem de células gliais

H&Y': Escala Modificada de Hoehn & Yahr

i.n.: Intranasal

1.p.: Intraperitoneal

ICV: Intracerebroventricular

LBs: Corpos de Lewy (do inglés: Lewy bodies)

L-DOPA: Levodopa (L-3.,4-diidroxifenilalanina)

LIDs: Discinesias induzidas pela L-DOPA (do inglés: L-DOPA-induced dyskinesia)



MANF: Fator neurotréfico derivado de astrocitos mesencefalicos
MAO-B: Monoamino oxidase B

MFB: Feixe prosencefalico medial (do inglés: medial forebrain bundle)
MPTP: 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina

NGF: Fator de crescimento neural

NMDA: N-metil-D-aspartato

NRTN: Neurturina

NST: Nucleo subtaldmico

NT-3: Neurotrofina-3

NT-4: Neurotrofina-4

NTFs: Fatores neurotroficos (do inglés: neurotrophic factors)

PERK: Proteina cinase do reticulo endoplasmatico

r.p.m.: Rotagdes por minuto

RE: Reticulo endoplasmatico

s.c.: Subcutanea

SN: Substincia negra

SNc: Substancia negra parte compacta

SNC: Sistema nervoso central

SNP: Sistema nervoso periférico

STN HFS: Estimulagdo de alta frequéncia no nicleo subtalamico

SUS: Sistema Unico de Satide

TH: Tirosina hidroxilase

TrkB: Receptor de tropomiosina quinase B

UPDRS: Escala Unificada de Avaliagdo da Doenga de Parkinson

UPR: Via de resposta a proteinas mal enoveladas (do inglés: unfolded protein response)
UPS: Sistema ubiquitina-proteassoma (do inglés: ubiquitin-proteosome system)

v.0.: Via oral



LISTA DE SIMBOLOS

® Marca registrada ou protegida por direitos autorais



2.2

2.2.1

2.2.1.1

2.2.2

2.2.2.1

2.2.2.2

2223

2.2.3

2.2.3.1

4.1.1

4.1.2

5.2

5.2.1

53

54

55

5.5.1

5.5.1.1

5512

INTRODUCAQ......ourrinciinicnissssisssssssssssssssssssssssans w41
REFERENCIAL TEORICO ....uucuniuniunssnscsssssssssasssssssssssssssssssssssssssssasssssess 45
DOENCA DE PARKINSON .....oooiiieitiieritee ettt 45
FATORES NEUROTROFICOS.......covuumreirrrirerirneesesseseessesessessssesssessssnees 53
Fatores neurotroficos na DP ........eeeiuiieinniinnninnseensnennnensnensnensnecssecsssecssenes 58
O estado da arte da historia até a atualidade......................c...ccc.covevvivvieveecnennnn. 58
Fator neurotrofico de dopamina cerebral (CDNF) .....ccooveeevevercssercscnrcssnnecnns 71
Implicagoes mecanicistas da estrutura proteica do CDNF ................ccccceeeenn... 71
RE e 0 mecanismo de acdo do CDNEF ................ccccccooveiiiiioiiiiieeeciieeeeeeiee e, 74
Estudos pré-clinicos com 0 CDNF RA DP .............cccccoooiviiiiieiiiiiieiieeie e 77
Desafios da terapia baseada no uso de NTFs na DP...........ccevvrevvvercncnrccscnncens 82
Via de administracdo intranasal no contexto da DP.......................ccccc.ccoeeuee.nn. 83
JUSTIFICATIVA E HIPOTESE .....ccovcumveuncencnnnnees 84
OBUIETIVOS...uiiitiiniinninsiinnniisssisssisssissssissssesssssssssssssossssssssessssssssesssssssssssssssss 85
ODjJEtivo Geral......uuueiincueiiriricssnicsssnnessssncsssncssssncssssncsssssessssessssssssssssssssssssssssnses 85
ODbjetivos ESPeCIfiCOS cocvvierreiersnicssanccssanessssnnsssanesssanesssasesssasessssssssssssssssssssassssases 85
METODOLOGIA ......uuoriererinicenneensaicssissesssnsssicsssssssssisssssssssssssssssssssssssssssssans 87
F N 1181070 TR USSP 87
DROGAS E TRATAMENTOS ...ttt e 87
Protocolos eXperime NEALS ......cccceeeeseresssencsssnnssssanssssanesssssessssssssasssssssssssasssssssssssas 88
CIRURGIA ESTEREOTAXICA ....covvrvimriirrinenieeiieseesesieeesseesssssseisesssen 93
ADMINISTRACAO INTRANASAL ....ooovviieieeeeeeeeeeeeee e 93
AVALIACOES COMPORTAMENTAIS: EXPERIMENTOS IN VIVO ............ 94
Testes para avaliacdo de parimetros comportamentais motores ..........cceee... 94
TeSte dO FOLAVOA. .............c..ooecieeieeeeeee e 94

TEStE AO CIINAYO ..o e e 95



5.5.13

5514

5515

5.5.1.6

5517

5.5.1.8

5.5.1.9

5.5.2

5521

5.5.2.2

5523

5.5.3

5.5.3.1

5.5.4

5.54.1

5.5.4.2

5.6

5.6.1

5.6.1.1

5.6.1.2

5.6.1.3

5.6.1.4

5.6.2

5.6.2.1

5.6.2.2

5.6.2.3

Teste de equilibrio na barra horizontal...................cccccoeuveveiiieeiiiieeiieeeie e, 95

TeSte A0 AAESIVO..............eoceiiii e 96
Teste do CAmPO ADETLO...............c..cccoeieieiiiieee et 96
Teste de descida em barra vertical.....................cccccooooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 97
Teste da caminhada em escada horizontal.....................cc.ccoceeveeveivesciiniienn, 97
Teste da Pegadu................ccccoocuiiiiiiiiiiiiiiiee e 98
Teste de rotag¢do induzido pela GpoOmMOFfinG ...............cccoccvevveeciiniiraiieeieeiieeeens 98
Testes para avaliacio de parametros comportamentais nio motores ............ 99
Teste do 1abirinto @M Y ...........cccoooiiiiiiiiiiiiieee e 99
Teste do labirinto em cruz elevado.....................cccccoveoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 99
Teste da borrifada com SACATOSe...............cc.cccueeceieeiiieiiieiieeieee e, 100
Teste para avaliacdo das discinesias induzidas pela L-DOPA.............ccceeuuee 100
Avaliacdo de movimentos involuntarios QROTIAILS...........cccccueeeeieeeeeeeiiiineenenennn. 100
Avaliagdo de parametros relacionados ao be m-estar geral dos animais ...... 101
Avaliagdo do peso COFPOFQAL.................cccoueiviioiiiiiiiiiiiieiiet e, 101
Avaliacdo do indice de SODrevivencCia ...................cccccoeevueeiiieiiiiiiieiiiieeeeiiieeeea 101
AVALIACOES BIOQUIMICAS: EXPERIMENTOS EX VIVO..............c......... 102
WeStern BIOTHNG.......uceeeeeosuerivsvrossnniossnsisssssisssssssssnssnns .. 102
Obtengdo e preparo das AMOSIIAS ...............cccueeeeeeeiieeaesieeeeee e e eieeeieeesneeens 102
Eletroforese e eletrotransferéncia................ccoccouoeeviiniiiniesiieiiese e 102
Imunodeteccdo de TH, CDNF € GDNEF ..............coociiiuiiiiiiieeieeecieeeecieeeeeeee 103
Quantificagdo dos niveis de Proteinas................cccocvcveeeiueeesieeeiiieeeiieeeiieesineeenns 103
IMUuNOhIStO QUIMICA ....uvvriirnriessnnenisnncnssnnicssanicsssnessssnesssssesssssssssssssssssesssssessssseses 104
Perfusdo transcardiaca e coleta dos tecidos ................ccc.ocovevviivivviiiiiiiancnnn, 104
Processamento do tecido..................ccccoociiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 104

Imunohistoquimica para TH € CDNF ...........c.ccccccooiiioiiiiiniiiiiieiieeeeseeee 104



5.6.24 Obtengdo e analise das IMAZENS...............c...cccveeeeeeeiiieeiiie e se e 105

5.6.3 ELISA cuuitiiiiiinininsicssenssicnsssecssicsssssesssessssssssssessssssssssssssssssessasssassssesssssasssess 105
5.6.3.1 Obtengdo e preparo das AMOSIFAS .............c.c.cccueeeeeeeeeeiieeiieee e 106
5.6.3.2 Dosagem de Proteinas LOLAIS. ............c..cocvueeeeeeeieeiieeiieeeeiieeeieeesreeesree e eaaeeeaae e 106
5.6.3.3 Ensaio de imunoabsor¢ao enzimatica ................cccc..ooeeeveeeeeeeiieeeeeiiiieeeeeieeeen 106
5.7 ANALISE DO PERFIL DE EXPRESSAO GENICA .....co.oovvvoriiriierinerenceenne 107
5.7.1 Selecio dos conjuntos de daAdos .......coceeeevuricssarisssnrcsssnnicssnrssssansssnssssssssssssssssnes 107
5.7.1.1 Conjunto de dados 1: Dados de animais discinéticos tratados cronicamente com a
L-DOPA e lesionados com @ 6-OHDA .................cccccouiiiiiiiiiiiiiit et 108

5.7.1.2 Conjunto de dados 2: Dados de animais lesionados com a 6-OHDA em diferentes

LEMPOS POSLESAO. ........cceveeeiiieeiie ettt et e e st e e st e e eareeenseeeenns 108
5.7.1.3 Conjunto de dados 3: Dados de pacientes com a DP em diferentes estdagios segundo
Braak — oo 109
5.7.2 Analise dos dados de MIiCroarranjo ........cceeeeeeesrvrescnnnenes ..109
5.8 ANALISE BSTATISTICA ...ttt 110
6 RESULTADOS ....ucooiininnicensnicsnnsnecessancssessesssesssessessane 111
6.1 AVALIACAO DO POTENCIAL NEURORESTAURADOR DA
ADMINISTRACAO INTRANASAL DO CDNF .....oovviiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee v 111
6.1.1 Efeitos da administracido in. do CDNF sobre parametros da funcio
INOTOTA ceccceeecieeessnncssssnessssnessssncssssscssssssssssssssssssssssssssssesssssesssssesssssessssssssssssssssssssssssssssnsssnes 111

6.1.1.1 Administragdo i.n. do CDNF (10, 50 e 100 ug) e parametros da fungdo motora,

avaliados a curto, médio e longo prazo no teste do rotarod e teste do cilindro em ratos

lesionados cOm @ O-OHDA O MEB.............coooe et 111

6.1.1.2 Administragdo i.n. do CDNF (10, 50 e 100 ug) e pardmetros da fung¢do motora,
avaliados a médio prazo no teste de equilibrio na trave horizontal, teste do adesivo e teste do

campo aberto em ratos lesionados com a 6-OHDANo MFB..............ccccoovevviiieeiiiieaenann. 115

6.1.1.3 Administragado i.n. do CDNF (10, 50 e 100 ug) e pardmetros da fun¢ao motora,
avaliados a longo prazo no teste da descida em barra vertical, teste da caminhada em escada

horizontal e teste da passada em ratos lesionados com a 6-OHDA no MFB ........................ 119



6.1.2 Efeitos da administracdo i.n. do CDNF sobre parimetros da funcdo nao

1170 11 o : SN 123

6.1.2.1 Administragdo i.n. do CDNF (10, 50 e 100 ug) e parametros da fungdo ndo motora,

avaliados a médio prazo no teste do labirinto em Y e teste do labirinto em cruz elevado em

ratos lesionados com a 6-OHDA O MEB.........o oo 123

6.1.2.2 Administragdo i.n. do CDNF (10, 50 e 100 ug) e parametros da fun¢do ndo motora,

avaliados a longo prazo no teste da borrifada com sacarose em ratos lesionados com a 6-

OHDA 1O MFB......c.ooiiiiieeee ettt ettt ettt ettt e e e ens 125
6.1.3 Efeitos da administracido in. do CDNF sobre o bem-estar geral dos
ANUMALS coereiiieiiiieiniteenitnesstecsssneesssnessssnesssssessssssssssesssssesssssessssssssssassssssssssssssssssssssassssans 127

6.1.3.1 Administragdo i.n. do CDNF (10, 50 e 100 ug) e o peso corporal, avaliado a curto,
médio e longo prazo em ratos lesionados com a 6-OHDAno MFB ...............cccoovvevenenannn.. 127

6.1.3.2 Administragdo i.n. do CDNF (10, 50 e 100 ug) e a sobrevivéncia de ratos

lesionados com a 6-OHDA RO MFB...............coooiuiiiiiiiiiieeeeiee e 129
6.1.4 Efeitos da administracio in. do CDNF sobre a degeneracio
AOPAMUNETZICA....uuuiiirriiiieriiiriininiinsstressssnesssiessssnessssscsssssesssssossssssssssssssssesssssrssssssssssssssssssses 130

6.14.1 Administragdo i.n. do CDNF (10, 50 e 100 ug) e a marcagdao para TH através da

técnica de imunohistoquimica no estriado e na SN de ratos lesionados com 6-OHDA no

M B ettt e ettt et e ettt e e bt e e antte e e enneeens 130
6.1.5 Efeitos da administracdo in. do CDNFrh sobre os niveis do
CDINFH CDINFET couueiiiiniinsencssencsssnnsssssnesssssssssssossssssssasssssassessssssssasssssasssssasssssasssssssssssasssssasssss 132

6.1.5.1 Administragdo i.n. do CDNF (10, 50 e 100 ug) e os niveis de CDNF endogeno

através da técnica de imunohistoquimica no estriado e na SN de ratos lesionados com 6-OHDA

FO MEB ettt e e e e e et a e e e e et bt e e e e e e e e tarraaaebaraaaaens 132
6.2 AVALIACAO DOS EFEITOS DA ADMINISTRACAO INTRANASAL
CRONICA DO CDNF .....iiritmeiseeeseesss st sssssss st 134
6.2.1 Comparaciao da administracao i.n. em dose tnica do CDNF vs. doses multiplas



6.2.1.1 Administragdo i.n. em dose unica e doses multiplas do CDNFrh (10 ug) e os niveis
endogenos de CDNF (CDNFr) através do ensaio de imunoabsorgdo enzimatica (ELISA) no
estriado e SN de ratos lesionados com 6-OHDA N0 MFB ............cccccccoovoveviiiiieniiaiieaeenn 134

6.2.1.2 Administragdo i.n. em dose unica e doses multiplas do CDNFrh (10 ug) e
parametros da fung¢do motora, avaliados no teste do rotarod e teste do cilindro em ratos

1esionados COm @ 6-OHDA T MEB........... e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeaeeeesanaaaaeeas 136

6.2.1.3 Administragdo i.n. em dose unica e doses multiplas do CDNFrh (10 ug) e o nivel

de lesdo dopaminérgica avaliada indiretamente pelo teste de rotagdo induzido pela apomorfina

em ratos lesionados com a 6-OHDA NO MFB ..............ccccccoeeeiiiiiiiieeiieeecee e 138
6.3 AVALIACAO DOS EFEITOS DO TRATAMENTO CRONICO COM A L-DOPA
ASSOCIADA AO CDNF INTRANASAL ..ottt s 140
6.3.1 Efeito do tratamento cronico com a L-DOPA sobre os niveis de NTFs........ 140

6.3.1.1 Tratamento crénico com a L-DOPA v.o. (12,5 mg/kg + 3,125 mg/kg de
benserazida), pardmetros da fun¢do motora e caracterizagdo da indugdo de discinesias em

ratos lesionados cOm O-OHDA O MFEB...........oouueeiieeeeeeeeeeeee et 140

4.3.1.2 Tratamento crénico com a L-DOPA v.o. e o imunoconteudo de NTFs (GDNF e CDNF)
analisado através da técnica de Western Blotting no estriado de ratos lesionados com 6-OHDA

1O MEB oo 142

4.3.1.3 Andlise de expressado diferencial de microarranjos dos niveis estriatais de RNAm de
diferentes NTFs (CDNF, GDNF, BDNF e NGF) em ratos tratados com a L-DOPA (discinéticos
e ndo discinéticos) e lesionados com a 6-OHDANO MFB. .............cccccooovevvieieeciiiaiieeeeeene. 144

6.3.2 Efeito do tratamento cronico com a L-DOPA associado ao CDNF i.n. ........ 147

6.3.2.1 Administragdo cronica do CDNF i.n. (10 ug) e da L-DOPA v.o. (12,5 mg/kg +
3,125 mg/kg de benserazida) e parametros da fun¢do motora, avaliados no teste do rotarod,

teste do cilindro e teste de rotagdo com apomorfina em ratos lesionados com a 6-OHDA no

MEB e e 147

6.3.2.2 Administragdo i.n. cronica do CDNF (10 ug) e as LIDs em ratos lesionados com
O-OHDA NO MEB.........oooeooiieeeeee ettt e e e et e e e e et e e e e enaaaea s 149

6.3.2.2.1 Correlacdo entre os niveis estriatais de CDNFr analisados por ELISA e a gravidade
das LIDs emratos lesionados com 6-OHDA no MFB .........cccccciviiniininiiniiniiceceee, 149



6.4 AVALIACAO DOS NIVEIS DE FATORES NEUROTROFICOS NO

ENVELHECIMENTO E na DOENCA DE PARKINSON ......ccooiiiiiiiiiiiieieeieecie e 151
6.4.1 Efeito do envelhecimento sobre os niveis de NTEFS .......cueeiveeenernsnenseecineenne 151
6.4.1.1 Niveis do CDNF no estriado de animais jovens e idosos quantificados através da
FECHICA dE ELISA ...ttt ene et 151

6.4.1.2 Niveis do GDNF quantificados através da técnica de Western Blotting no estriado
e na SN de animais jovens e idosos lesionados com 6-OHDAno MFB..................cccccc..... 152

6.4.2 Influéncia da DP sobre 0S NIVEIS de INTES .....ccceeeererrrsrrsrerssssssssssssssssssssssssssssnns 154

6.4.2.1 Niveis do CDNF no estriado de animais naive e lesionados com 6-OHDA no MFB
Atraves da tECTICA A ELISA. ..........oooo e e ettt 154

6.4.2.2 Analise de expressdo diferencial de microarranjos dos niveis estriatais de RNAm
de diferentes NTFs (CDNF, GDNF, BDNF e NGF) em ratos eutanasiados em distintos tempos
apos les@o com 6-OHDA RO MEB.............ccccooiiiiiiiiiiee et 155

6.4.2.3 Analise de expressdo diferencial de microarranjos dos niveis de RNAm de

diferentes NTFs (CDNF, GDNF, BDNF e NGF) na SN de pacientes com a DP classificada

como leve, moderada e grave segundo o estadiamento de Braak................c..ccc.cccuveveunnnn.. 157
7 DISCUSSAQ....cccueurenrenrerrsesnsensessessessessassssssssssessassessasssssssssssssessassassssssssassssssses 160
8 CONCLUSOES .....cururerenensensessensensenssnsssssessessssssssssasens ..190
REFERENCIAS ...........coooooooeooeoeoeoeeeeeeee e 191
APENDICE ... 208

APENDICE IL..................oeooeoeoeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 209



41

1 INTRODUCAO

A propor¢ao mundial de pessoas com idade superior a 60 anos estd crescendo mais
rapidamente do que qualquer outro grupo etirio, sendo este o resultado de uma maior
expectativa de vida e redugdo nas taxas de natalidade (WHO, 2015). Enquanto na década de
1950 os graficos de distribui¢ao da populagao por faixa etaria eram representados por uma
piramide, com baixa proporcao de idosos, o prognostico para 2060 € que vejamos praticamente
a forma de um retingulo esbogando tais estatisticas, com equivaléncia entre a parcela da
populacdo jovem e idosa. Dentre os brasileiros, a populagdo com 60 anos ou mais, que
atualmente ja ultrapassa os 25,9 milhdes de individuos, devera atingir cercade 73,5 milhdes em
2060, representando aproximadamente 33,7% de toda a populagdo e um incremento médio de
mais de 1,0 milhdo de idosos anualmente (IBGE, 2017).

Assim, embora o aumento na expectativa de vida possa ser visto como uma historia de
sucesso das politicas de saude publica e do desenvolvimento socioecondmico e cientifico,
também representa um desafio a sociedade moderna a fim de maximizar a condi¢dao de saude
destes individuos e minimizar a progressdao dos reconhecidos “males da idade”. Dentre as
doengas neurodegenerativas associadas ao avanco da idade, destacam-se a doenca de Alzheimer
(DA) e a doenca de Parkinson (DP) (COLLIER; KANAAN; KORDOWER, 2011).

A DP afeta 1-2% da populagdo acima dos 60 anos de vida e essa relagdo aumenta com
o avango da idade, chegando a cifra estarrecedora de cerca de 10 milhdes de pessoas acometidas
em todo o mundo (CUMMINGS et al., 2014; DE LAU; BRETELER, 2006). No Brasil, a
notificagdo da DP ndao ¢ compulséria, o que nos leva a nimeros subestimados de sua
prevaléncia. Presume-se que hajam cerca de 220 mil pacientes parkinsonianos no pais e ainda
baseado em coortes internacionais sugere-se que este nimero mais que dobrara até 2030. No
entanto, neste levantamento de dados, a estimativa foi embasada em indices de paises vizinhos
latino-americanos (DORSEY et al., 2007). Se levarmos em consideragdo uma pesquisa
realizada em uma cidade do interior de Minas Gerais, onde o nimero de parkinsonianos
representava 3,3% da populag¢do acima dos 60 anos de idade (BARBOSA et al., 2006), pode-
se inferir que atualmente existem mais de 850 mil individuos com a DP no pais, segundo o
ultimo censo populacional (AIRAVAARA etal., 2011; IBGE, 2018).

A etiologia da DP envolve a interacdo de fatores ambientais e genéticos, sendo
considerada uma doenca de origem multifatorial. Assim, muito embora uma fra¢do dos casos

de pacientes diagnosticados com a DP apresente clara relagdo com a hereditariedade familiar,
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90% dos casos sao esporadicos, justificando a dificuldade em determinar o seu fator etiologico
primario (CORTI; LESAGE; BRICE, 2011; GOLDMAN, 2014). Todavia, apesar da etiologia
incerta, varios aspectos da sua fisiopatologia estdo bem consolidados e caracterizados, sendo a
DP o reflexo de uma degeneragdo lenta e progressiva dos neurdnios dopaminérgicos na
substancia negra (SN), com consequente reducao no conteudo de dopamina (DA) no estriado e
presenca dos corpos de Lewy em diversas regides do sistema nervoso (OBESO et al., 2017).

Por ser uma doenga neurodegenerativa progressiva que usualmente acarreta
incapacidade grave apos 10 a 15 anos do diagndstico, além do impacto social, a DP apresenta
elevado encargo financeiro. Estima-se que o custo anual mundial com medicamentos
antiparkinsonianos seja de 53 bilhdes de dolares, sendo o tratamento cerca de 3 a 4 vezes mais
caro em pacientes na fase avangada da doenca (CUMMINGS et al., 2014; DODEL etal., 1998;
SIDEROWF; HOLLOWAY; STERN, 2000). No Brasil, o investimento do Ministério da Saude
através da disponibilizagdo de medicamentos antiparkinsonianos tem sido avaliado em 200
milhdes de reais/ano para atender cerca de 50 mil pacientes. Custos esses que devem ser muito
maiores considerando todas os gastos com terapias ndo-medicamentosas, como 0s
procedimentos de neurocirurgia para estimulagcdo cerebral (que variam individualmente de 200
a 500 mil reais) e equipe multidisciplinar de atendimento — ambos servigos de assisténcia
previstos no Protocolo Clinico de Diretrizes Terapéuticas sobre Parkinson e no dmbito do
Sistema Unico de Satide (SUS) (CONITEC, 2017; SAS/MS, 2017; VIERA, 2018). Ou seja,
uma fatura na casa de uma dezena de numerais, que reflete significativamente nos cofres
nacionais e atende menos de Y4 dos pacientes parkinsonianos do Brasil.

Seguramente as opg¢Oes farmacoterap€uticas para a DP também cresceram
consideravelmente nos ultimos 25 anos, assim como o entendimento acerca de sua
fisiopatologia. Mas, ainda que com o surgimento de novos farmacos, a L-DOPA permanece
como o tratamento padrdo-ouro para os sintomas motores cardinais da doenca (tremor de
repouso, bradicinesia e rigidez muscular) (KATZENSCHLAGER et al., 2003). Contudo, a
baixa eficacia sobre os sintomas nao motores (como a depressao, as alteragdes de sono e os
distarbios olfatdrios e gastrointestinais), aliado as complicagdes associadas com a progressao
da doenca e a necessidade de aumento de dose da L-DOPA, limitam a sua utilizagdo em estagios
mais avangados da DP. Cerca de 90% dos pacientes tratados durante 10 anos com a L-DOPA
desenvolvem efeitos adversos severos, que podem ser mais debilitantes que os proprios
sintomas motores da doenca (AHLSKOG; MUENTER, 2001). Ademais, todos os

medicamentos existentes atualmente para o tratamento da DP continuam sendo opgdes com fins
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paliativos, tendo os pacientes uma expectativa de vida média de 7 a 14 anos ap6s o diagnostico
e uma mortalidade 3 vezes maior do que a populagdo em geral de mesma faixa etaria (HELY
et al., 2008; SVEINBJORNSDOTTIR, 2016). At¢ o momento, portanto, a DP permanece
incuravel, com estratégias terapéuticas paliativas (focadas no alivio dos sintomas motores) e
limitas pelo tempo e avango da neurodegeneracdo. Logo, a possibilidade de atuar sobre a
gravidade da doenga, reduzindo a degeneragao e/ou restaurando a funcionalidade dos neuronios
remanescentes, traria um beneficio imensuravel na terapéutica da DP.

A fim de ultrapassar tais barreiras que mitigam a DP, muito se tem buscado avangar
em estratégias terapéuticas modificadoras da doenca que, como o titulo sugere, aspiram alterar
o curso natural da doencga. Tais estratégias incluem abordagens com capacidade moduladora
sobre os mecanismos elementares da patogénese da DP, com drogas que possam atuar para
proteger as células de danos, regenerar células danificadas ou permitir a formagao de novos
neuronios; levando a neuroprotecdo, neurorestauragdo ou neuroregeneracao (LANG, A. E.;
ESPAY, A. J., 2018).

Neste sentido, vem ganhando atengdo a terapia com fatores neurotréficos (NTFs, do
inglés neurotrophic factors). Dentre outras propriedades, os NTFs possuem a capacidade de
proteger, restaurar e regenerar populagdes neuronais sob ameaga (LANG, A. E.; ESPAY, A.J,,
2018). Essas caracteristicas tornam os NTFs alvos na investigacdo terapéutica para doengas
neurodegenerativas como a DP, dada sua potencialidade de intervir tanto nos sinais e sintomas,
quanto no avango da degeneracdo (ARON; KLEIN, 2011). Na Figura 1 ¢ representado um
panorama geral esquematizando os principais eventos envolvidos na fisiopatologia da DP, a
terapéutica atual e as potenciais estratégias terapéuticas futuras, destacando o emprego de

NTFs.
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Figura 1: Representagdo esquematica dos principais eventos fisiopatologicos envolvidos na DP e as estratégias de tratamento paliativas versus as estratégias modificadoras do
curso da doenga com o uso de NTFs.
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Legenda: A etiologiadaDP ¢ altamente complexae varios mecanismos témsido relacionados asua patogénese, como disfungio mitocondrial, estresse oxidativo, desdobramento
ou agregacdo de proteinas e alteragdes no sistema ubiquitina-proteossomae/ou das vias de degradag@o lisossomal. Juntamente com outros fatores, eles desencadeiam perda
sinaptica e morte neuronal. Enquanto os tratamentos atualmente disponiveis visam controlar os principais sintomas clinicos da DP, mas ndo o processo degenerativo em si, as
abordagens teraputicas ainda em fase experimental pretendem redirecionar a historia natural da doenga. Os fatores neurotroficos possuem potencial de suplantar tais
necessidades. A esquerda da figura, encontra-se a representagdo esquematica de (1) populagdes neuronais sob ameaga de fatores externos e o desfecho frente as diferentes
estratégias de (2) neuroprotecdo, (3) neurorestauragao e (4) neuroregeneragao. As linhas em (1 - 4) indicam a dimensao da populagdo neuronal. DP: doenga de Parkinson; DA:
dopamina; MAO-B: monoamino oxidase B; COMT: catecol-O-metiltransferase; DDC: DOPA-descarboxilase; RNMDA: receptor N-metil-D-aspartato. Adaptado de

RODRIGUES et al., 2014.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 DOENCA DE PARKINSON

A morte neuronal ¢ um trago fundamental em condi¢des neurodegenerativas e esta
associada a uma ampla gama de disfungdes neuroldgicas do SNC (PRICE et al., 1987). E a
partir da maneira como ocorre a degeneracao dos neurdnios, em termos temporais, que temos a
distingdo das doengas neurodegenerativas em agudas (acidente vascular cerebral e traumatismo
cranioencefalico) ou cronicas (doenca de Huntington, esclerose lateral amiotréfica, DA e DP).
Apesar disso, ndo somente o fator tempo discerne as referidas patologias, outros parametros
fisiopatologicos sdo conjuntamente decisivos (VIRVE; MARCELLO, 2011). Assim, em
doengas neurodegenerativas cronicas, como a DP, temos o reconhecimento de um quadro onde
além da progressdo gradual de prejuizos estruturais e funcionais a atividade celular do SNC,
ocorre a morte massiva de populagdes neuronais especificas (DUGGER; DICKSON, 2017).

A DP foi primeiramente descrita ha cerca de 200 anos, em 1817, quando o médico
inglés James Parkinson publicou o trabalho intitulado: “An Essay on the Shaking Palsy”. Em
seu manuscrito, composto por cinco capitulos, Parkinson relatou minuciosamente e fez
inferéncias sobre a historia clinica de seis pacientes, que a posteriori seriam reconhecidas como
caracteristicas peculiares da DP. Desde esse periodo, a DP foi e vem sendo alvo de estudo de
muitos grupos de pesquisa. Todavia, somente cerca de um século apos os relatos de Parkinson,
identificou-se o principal marcador neuropatolégico da DP, postulado por Edouard Brissaud
em 1895 e posteriormente confirmada por Konstantin Trétiakoff em 1919. Tal caracteristica
refere-se justamente a perda preponderante e excessiva de uma populagdo neuronal em
particular, os neurdnios dopaminérgicos do mesencéfalo, mais especificamente, da regido
denominada substincia negra parte compacta (SNc) (PARENT; PARENT, 2010).

Os neurénios dopaminérgicos advém de areas cerebrais distintas e possuem projecoes
divergentes que podem ser caracterizadas em quatro principais vias (nigroestriatal,
mesolimbica, mesocortical e tuberoinfundibular). Dentre elas, a via nigroestriatal constitui o
maior trato dopaminérgico — representando cerca de 80% da dopamina (DA) cerebral — e esta
diretamente envolvida no controle do movimento voluntario. Essarota projeta-se rostralmente
dos corpos celulares da parte compacta da SN as terminagdes no estriado, um dos nucleos da
base do diencéfalo. Assim, devido a neurodegeneragdo da SN existente na DP, ocorre uma

reducdo pronunciada nos niveis de DA na regido estriatal, levando a distirbios motores
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persistentes. Além disso, observa-se uma reducdo nos produtos de degradagao da DA e na
expressao de enzimas envolvidas na sua sintese, como a tirosina hidroxilase (TH) (CHINTA;
ANDERSEN, 2005; DAUER; PRZEDBORSKI, 2003).

Somado a degeneragdo da via dopaminérgica nigroestriatal, a presenca dos corpos de
Lewy (LBs, do inglés: Lewy bodies) ¢ particularmente importante para o diagnostico definitivo
da DP. Este marcador neuropatologico consiste em inclusdes citoplasmaticas nucleares
formadas por agregados proteicos oxidados, nitrados e ubiquitinados, constituidos
predominantemente pela proteina a-sinucleina, além de ubiquitina, parquina e neurofilamentos,
bem como subunidades moleculares proteossomicas e lisossomais (GUERRERO et al., 2013).
A distribuicdo dos LBs em diversas estruturas e regides encefalicas ocorre juntamente ao
acometimento de outros sistemas de neurotransmissao além do dopaminérgico. Dentre eles,
destacam-se os sistemas glutamatérgico, colinérgico, GABAérgico, noradrenérgico e
adrenérgico, devido sua correlagdo com a progressao da patologia e com o surgimento dos
diferentes sintomas clinicos ndo motores. De fato, parece haver uma correlagdo direta entre o
surgimento das inclusdes intraneuronais em determinada regido cerebral e, em detrimento ao
sistema de neurotransmissdo afetado, o aparecimento de danos funcionais relativos ao controle
exercido por tal area (BRAAK, H.; BRAAK, 2000).

Ainda ndo ¢ claro se a formagao dos LBs representa um mecanismo desenvolvido por
neurdnios para impedir o acumulo de intermediarios patogénicos, como agregados da proteina
a-sinucleina. O papel fisiologico dessa proteina pré-sindptica esta relacionado ao trafico
vesicular, liberacao de neurotransmissores e regulacdo da transmissao sinaptica. Contudo, em
situacdes de ordem idiopatica, ela pode sofrer falhas em seu enovelamento e oligomerizagao,
formando dimeros, oligdmeros e estruturas fibrilares. Outrossim, evidéncias crescentes indicam
que a a-sinucleina, quando em uma de suas configuragcdes andémalas, pode se espalhar para
regides cerebrais vizinhas e levar ao recrutamento de formas monoméricas da o-sinucleina
enddgena, com agregacdo e espalhamento de maneira prionica (MA, J. et al., 2019; MELKI,
2018). A hipotese mais aceita atualmente ¢ de que estes acumulos proteicos surjam devido a
falhas nos mecanismos de degradagao proteica, como a autofagia e o sistema ubiquitina-
proteassoma (UPS, do inglés: ubiquitin-proteosome system) (LEHTONEN et al., 2019).

Além dos mecanismos de descontrole da proteolise, com agregacdo ou desdobramento
de proteinas, disfuncdo do sistema ubiquitina-proteassoma e vias de degradacdo lisossomal;
tem-se o reconhecimento de diversas outras anormalidades celulares envolvidas na

fisiopatologia da DP, como disfuncdo mitocondrial, estresse oxidativo, excitotoxicidade e
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neuroinflamagdo. Essa gama de mecanismos de morte celular pode estar interligada através das
mesmas vias de toxicidade; atingir diferentes populagdes neuronais e sistemas de
neurotransmissdo; e, ainda, estar presente tanto em pacientes com a DP esporadica, quanto em
parkinsonianos com histérico de DP familiar (YACOUBIAN; STANDAERT, 2009).

Além disso, a manutengdo e sobrevivéncia das células neuronais depende do controle
fundamental efetuado por fatores neurotroficos (NTFs, do inglés: neurotrophic factors) e uma
desregulacdo em seus niveis e/ou atividade, pode desencadear vias de morte celular, as quais
t€m sido denotadas como causa-efeito em diversas condi¢des neurodegenerativas, como a DP
(HIRSCH; JENNER; PRZEDBORSKI, 2013; WEIS et al., 2003). Os NTFs sdo proteinas que,
quando secretadas, promovem ativamente crescimento e sobrevivéncia de neurdnios em
desenvolvimento. Enquanto em circuitos neuronais maduros desempenham um papel crucial
na manutencdo homeostatica mediada pelos contatos célula-célula e na integralidade da
transmissdo sinaptica de diversos fendtipos celulares (FUMAGALLI et al., 2008). Na revisao
realizada por Sarkar e colaboradores, no ano de 2016, referenciou-se o envolvimento de
diferentes neurotrofinas como o fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), o fator de
crescimento neural (NGF) e o fator neurotréfico derivado da linhagem de células gliais (GDNF)
e seus respectivos receptores na DP — tais NTFs apresentaram niveis drasticamente diminuidos
na SN de pacientes parkinsonianos (SARKAR; RAYMICK; IMAM, 2016).

Ademais, tal redugdo no suporte neurotrofico pode contribuir ativamente e/ou ser
influenciada pelos mecanismos de degeneracdo acima relacionados. A Figura 2 ilustra a
interligagdo existente entre os diferentes mecanismos elementares da DP, com énfase na
distribuicao pridnica da a-sinucleina. Como discutido no artigo de revisao de Brundin e
colaboradores, a redugdo do suporte neurotréfico aos neurdénios dopaminérgicos (incluindo
neuronios enxertados, em casos de terapias celulares), levard a falha na manutencdo da
homeostase, considerando a necessidade de estimulos troéficos para manter um meio interno
normal (BRUNDIN et al., 2008). No entanto, esses mecanismos nido agem de forma isolada,
podendo um influenciar diretamente na ag¢ao do outro. Por exemplo, recentemente, mostrou-se
que a a-sinucleina bloqueia sinais pro-sobrevivéncia promovidos pelo BDNF, ao passo que a
interacdo direta da a-sinucleina com os receptores para o BDNF (TrkB) leva a supressao dos
sinais mediados pelo ligante tréfico e a morte neuronal. Portanto, essas alteragdes ndo
necessariamente representam uma via unidirecional e poderiam inclusive convergir de um
mesmo evento, como o acimulo de agregados de a-sinucleina; o qual se especula ser o gatilho

para a disfungdo sinaptica e processo de neurodegeneracao (KANG etal., 2017).
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Figura2: Representagdo esquematica dos principais mecanismos celulares envolvidos com a propagacdo da o-
sinucleina na fisiopatologia da DP.
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Legenda: Este diagrama ilustra os mecanismos celulares que podem estar subjacentes a propagacdo da DP. A
deficiéncia de fatores neurotroficos pode levar ao acimulo e a agregacgdo da a-sinucleina, da mesma forma, supde-
se que o contrario também ocorra (seta verde). Mediadores inflamatorios, incluindo o fator de necrose tumoral-o
(TNFa), interleucina-1p (IL1B), IL6, 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) e ciclo-oxigenase 2 (COX2), sdo
suprarregulados no cérebro de pacientes parkinsonianos. Alguns deles possuem correlagdo positiva com a
suprarregulacdo da a-sinucleina. Além disso, ha a ampla evidéncia do estresse oxidativo exacerbado no cérebro
de pacientes coma DP. Os radicais livres podem levar a modificagdes na a-sinucleina, aumentando sua propenséo
ao desdobramento. A excitotoxicidade desencadeadapelo excesso de glutamato no estriado dos pacientes, também
pode levar ao aumento de radicais livres no citoplasma dos neurdnios. Por vez, as células adjacentes também
podem ser uma fonte geradora de corpos de Lewy a partir da transferénciada a-sinucleina. NMDA: N-metil-D-
aspartato. Modificado de BRUNDIN et al., 2008.
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Neste contexto, foi proposto recentemente que a etiologia e também a progressao da
DP poderia ser dividida em trés pontos ou fases, de acordo com fatores influentes sobre sua
fisiopatologia: 1) gatilhos ou iniciadores; ii) facilitadores; e iii) agravantes. Durante a primeira
fase, os “gatilhos”, como toxinas ambientais, provocariam o surgimento da doenga no cérebro
e/ounos tecidos periféricos. No entanto, os iniciadores sozinhos seriam insuficientes, exigindo
que “facilitadores”, como a senescéncia celular, leve a repercussao da DP. Apds manifestada a
doenca, os “agravantes”, como o prejuizo na autofagia e propagacdo da a-sinucleina,
estimulariam a progressao da neurodegeneracdo observada na doenga (JOHNSON etal., 2019).

Como visto, os fatores que desencadeiam o processo neurodegenerativo ndo possuem
uma relagdo temporal de causa e efeito bem estabelecida. Um modelo bem estabelecido para
explicar os prejuizos funcionais observados na DP, sugere que a deple¢do de DA resulte em
mudancas na plasticidade de neuronios estriatais. Essas alteragdes, por sua vez, provocam um
desequilibrio na atividade de vias neuroanatdomicas dos niicleos basais [estriado, segmentos
externo e interno do globo palido, niicleo subtalamico e SN] ao se projetarem através dos seus
nucleos de saida para estruturas executoras (como talamo e cortex motor). Em tltima instancia,
essa disparidade na circuitaria motora, levaria ao insucesso no controle da motricidade através
da promoc¢ao ou supressdo inadequada de um determinado movimento (CALABRESI et al.,
2014).

Por conseguinte, os sintomas mais evidentes na DP sdo caracterizados como distirbios
motores incapacitantes e irreversiveis, os quais incluem: tremor de repouso, rigidez muscular,
bradicinesia, instabilidade postural, fraqueza muscular e escassez de movimentos voluntarios.
A presenca desses prejuizos motores sdo determinantes para o diagnostico da DP e surgem
predominantemente como consequéncia da neurodegeneragdo dopaminérgica, a qual estima-se
ser superior a 70% quando o diagndstico clinico ¢ estabelecido. Além dos sintomas motores
cléassicos, sinais e sintomas ndo motores sdo observados em pacientes parkinsonianos, como
sinais autondmicos (aumento de salivagdo, seborreia, constipacdo, vermelhiddo e sudorese),
ansiedade, depressao, apatia, hiposmia, distarbios do sono e declinio cognitivo, acompanhado
ou ndo de deméncia. Os prejuizos ndo motores observados na DP sdo associados a falhas na
regulacdo de distintos sistemas de neurotransmissdo (além do sistema dopaminérgico) e, em
sua maioria, podem ocorrer muito antes dos sintomas motores, em uma fase prodromica da

doenga, como ilustrado na Figura 3 (BRAAK, HEIKO et al., 2004; POEWE etal., 2017a).
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Figura 3: Quadro de sintomas clinicos associados a progressdo da DP.
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Legenda: O diagndstico da DP ocorre com o aparecimento dos sintomas motores (DP em estagio inicial),
tipicamente no inicio da senescéncia aos 60 anos, mas pode ser precedido por uma fase prodromica de anos ou até
décadas, caracterizada por sintomas nao motores (DP prodromica). Os sintomas ndo motores tornam-se cada vez
mais prevalentes ao longo da doenga, apesar da grande variabilidade na severidade dos sintomas entre os pacientes.
A incapacidade progressiva na DP avanca a medida que se combinam os prejuizos ndo motores, a piora dos
sintomas motores cardinais e ao surgimento de complicagdes motoras induzidas pela L-DOPA (DP em estagio
intermedidrio). A evolug@o das complicagdes motoras ndo responsivas a L-DOPA, como instabilidade postural,
problemas na marcha (incluindo congelamento) e disfagia, caracterizam a fase com maior gravidade da doenca
(DP em estagio avangado). REM: movimento rapido dos olhos. Adaptado de POEWE et al., 2017.

Embora fique evidente que o amplo quadro de sintomas presentes na DP decorre de
bases neurobiologicas distintas, a terapia medicamentosa atual ¢ focada essencialmente ao
controle dos sintomas motores e a manutencdo da atividade neuronal dopaminérgica
remanescente. Até o inicio dos anos 1960, o tratamento medicamentoso da DP foi limitado aos
anticolinérgicos (biperideno, metixeno e triexifenidil), visando restabelecer o equilibrio que
existe entre o sistema colinérgico e o dopaminérgico. Entretanto, eles apresentam baixa eficacia
e uma alta incidéncia de efeitos colaterais gastrointestinais € neuropsiquiatricos
(KATZENSCHLAGER et al., 2003). A introducdo da levodopa (L-DOPA) na terapia da DP,
que atua como precursor direto na sintese de DA, em associacdo com inibidor da enzima
responsavel pelo seu metabolismo perifericamente, a DOPA-descarboxilase (carbidopa ou

benserazida), teve um impacto positivo incontestdvel. O tratamento com a L-DOPA reduziu

significativamente os escores de incapacidade e mortalidade e elevou substancialmente a
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qualidade de vida dos pacientes com a DP (MAIER HOEHN, 1983). Atualmente, outras
estratégias terap€uticas sdo também utilizadas em monoterapia ou associadas a L-DOPA com
0 objetivo de aumentar o tonus dopaminérgico e reduzir os efeitos adversos, como os agonistas
dopaminérgicos (bromocriptina, lissurida, pergolida e pramipexol) e inibidores das enzimas de
degradacao da DA, a catecol-O-metiltransferase (COMT) e a monoamino oxidase B (MAO-B)
(entacapona e selegenina, respetivamente), além do antagonista glutamatérgico de receptores
NMDA (amantadina), o qual ¢ indicado para fases iniciais da DP devido seu efeito modesto
sobre a sintomatologia motora (GIROUX, 2007).

Apesar do crescimento no nimero de opg¢des farmacoldgicas, a L-DOPA continua
como o firmaco de referéncia para tratar a DP, mesmo apds quase 60 anos desde a sua
introducdo no mercado e inumeras pesquisas visando o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas. Todavia, a utilizagdo da L-DOPA de maneira cronica ¢ associada com o
aparecimento de flutuagdes motoras derivadas da deterioragdo de fim de dose (fendmeno
wearing-off) e interrupcdo subita de sua acdo levando a uma situacdo "resposta-falha"
(fendmeno on-off), com oscilagdes de mobilidade, além do surgimento de discinesias (LIDs, do
inglés: L-DOPA-induced dyskinesia), caracterizadas por movimentos involuntarios anormais
(AIMs, do inglés: abnormal involuntary movements) (FERNANDEZ, 2012; LEWITT, 2015).

Neste contexto, pacientes que desenvolvem precocemente a DP (antes dos 50 anos)
sdo particularmente mais vulneraveis aos efeitos adversos advindos do tratamento cronico com
a L-DOPA. As complicagdes motoras podem acometer cerca de 80% desses pacientes apds 5
anos de tratamento; enquanto cerca de 50% dos pacientes nos casos tipicos de apresentacdo da
doenga na senescéncia ¢ atingida durante o mesmo periodo de tratamento (KOSTIC et al., 1991;
POEWE etal.,2017a). Além do aparecimento da doenga em menor idade, outros dois principais
fatores de risco para o desenvolvimento das complicagdes motoras sdo as altas doses de L-
DOPA e maior tempo de duragdo da doenca. Assim, apesar da eficacia demonstrada pelo
tratamento com a L-DOPA em fases iniciais, a sua associacdo com o surgimento de efeitos
adversos pode, em ultima instancia, ter um impacto negativo na qualidade de vida do paciente
parkinsoniano ¢ resultar uma relagdo custo-beneficio desfavoravel a sua utilizagdo
(MARSDEN; PARKES, 1977). A Figura 4 ilustra a dinamica de eventos ocorridos durante o
tratamento cronico com a L-DOPA e o surgimento das complicagdes motoras em diferentes

estagios da DP.
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Figura4: Grafico esquematico que demonstra o padréo de respostamotora frente ao tratamento com a L-DOPA
durante a progressao da DP.
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Legenda: Esta figura ilustra como a janela terapéutica da L-DOPA se estreita durante a progressdo da DP. Nos
primeiros anos apds o diagnostico da DP e tratamento com a L-DOPA, os sintomas motores dos pacientes
geralmente sdo bem controlados, periodo conhecido como fase de “lua de mel”. No entanto, a medida que a doenga
progride, os pacientes tornam-se menos responsivos a8 L-DOPA. Apesar do aumento na quantidade e frequéncia
de dosagem da L-DOPA, os pacientes em estagios avangados da doenga tém periodos mais longos de mobilidade
reduzida (periodo off) devido a concentragdes plasmaticas da L-DOPA abaixo da faixa terapéutica; além de
episodios frequentes de discinesias ou movimentos involuntarios anormais devido a concentragdes plasmaticas
acima da janela terapéutica; e, por conseguinte, curtos de periodos de tempo com controle adequado dos sintomas
motores (periodo on). Essas flutuagdes motoras refletem a meia-vida curta do L-DOPA, causada por variagdes na
absor¢do gastrointestinal e no transporte através barreira hematoencefalica, bem como as alteragdes
farmacodindmicas estriatais, produzindo diferentes padrdes de variagdo na resposta motora. A presenca desses
efeitos adversos do tratamento cronico com a L-DOPA esta associada a escores de incapacidade elevados e a uma
redugdo na qualidade de vida em pacientes com a DP. Adaptado de THANVI; LO, 2004.

Para um grupo seleto de pacientes cujo ndo ha o controle adequado dos sintomas
motores, pode ser considerada a cirurgia para implante de estimulador cerebral profundo (DBS,
do inglés: deep brain stimulation) em niicleos de saida dos nicleos basais, como o globo palido
interno ou nucleo subtaldmico. O implante do DBS tem como objetivos: a reducdo na
frequéncia e duracdo dos periodos off; a supressdo do tremor refratario ao tratamento
medicamentoso; além da reducdo das LIDs e melhora na qualidade de vida dos pacientes.
Apesar da alta taxa de sucesso do procedimento, os critérios de elegibilidade dos pacientes para
a intervencao cirurgica sdo bastante rigorosos e, de certa forma, restringentes. Além disso, os
efeitos do DBS em pacientes com a DP também sao limitados ao avanco da neurodegeneragao

(WEAVER et al., 2005).
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De maneira geral, os tratamentos disponiveis para a DP sdo inicialmente bem-
sucedidos no controle dos sintomas motores. Todavia, além da inexisténcia de tratamentos
eficazes no controle dos sintomas ndo motores, a cronicidade do tratamento terapéutico
medicamentoso estd associada ao surgimento de diversas complicagdes e a ndo estagnacao do
processo neurodegenerativo. Por essa razdo, muito além do que se entender as bases
neurobiologicas da DP, um dos grandes desafios e anseios estd em desenvolver terapias capazes
de descontinuar o processo de neurodegeneracdo (SULLIVAN; TOULOUSE, 2011). Neste

sentido, tem ganho destaque as pesquisas com fatores neurotroficos na DP.

2.2 FATORES NEUROTROFICOS

O papel critico de sinais tréficos na sobrevivéncia neuronal teve suas primeiras
evidéncias cientificas relatadas no ultimo ano da década de 1940, pelo neuroembriologista
Viktor Hamburger juntamente a célebre neurologista Rita Levi-Montalcini. Tais pesquisadores
fizeram uma série de experimentos classicos e, dentre outras observagdes inéditas para a época,
evidenciaram que a morte neuronal ndo ¢ simplesmente consequéncia de patologias ou
manipulagdes experimentais, mas que ocorre durante o programa natural de desenvolvimento
embrionario. A partir do paradigma experimental representado na Figura 5, Hamburger e Levi-
Montalcini, utilizando embrides de galinha, demostraram que a morte celular e um decréscimo
da populagdo neuronal ocorria fisiologicamente durante o desenvolvimento (em niveis
proximos a 50%). Neste contexto, aremoc¢ao de um broto de membro durante a fase embrionaria
com formagao das terminacdes nervosas, levou a uma morte excessiva de neurdnios sensoriais
em ganglios da raiz dorsal no lado onde houve a extirpe do broto de membro (em torno de
90%). De forma semelhante, a adi¢do de um membro extra durante a fase embrionaria, levou a
um aumento na sobrevida dos neur6nios (em torno de 75%) (HAMBURGER; LEVI-
MONTALCINI, 1949).

Essas primeiras descobertas sobre a vida e a morte de neurdnios sensoriais foram
rapidamente estendidas para o SNC. Atualmente, sabe-se que o fendmeno de superproducao
neuronal, seguido por uma fase de morte neuronal, ocorre na maioria das regides do SNP e do
SNC de vertebrados (FENRICH; GORDON, 2004). Ademais, foi a partir dessa série de
experimentos em ganglios da raiz dorsal que chegou-se a conclusdo de que: células-alvo de um
determinado neurdnio, ou proximas a ele, secretam moléculas em pequenas quantidades (na

época referidas como “nutrientes essenciais”) e que a captura desses nutrientes essenciais pelos
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terminais nervosos € necessaria e definitiva para a sobrevivéncia do neurénio (HAMBURGER;
LEVI-MONTALCINI, 1949).

Assim, as descobertas de Hamburger e Levi-Montalcini forneceram subsidios para a
formulacdo da hipdtese neurotrofica, a qual fornece uma explicagdo de como os campos-alvo
influenciam o tamanho das populacdes neuronais que os inervam. Seu principio fundamental ¢
que a sobrevivéncia dos neurénios em desenvolvimento depende do fornecimento de
suprimento tréfico, sendo este sintetizado em quantidades limitadas em seus campos-alvo. Essa
hipotese foi confirmada durante a década de 1950 e no ano de 1960, quando Levi-Montalcini e
Stanley Cohen purificaram a proteina conhecida atualmente como fator de crescimento neural
(NGF) e demonstraram que, quando produzida por células-alvo, amolécula recém caracterizada
mantinha a sobrevivéncia de neurdnios sensoriais € simpaticos in vitro. Além de que, anticorpos
neutralizantes contra o NGF, levariam a elevada perda de neurénios sensoriais € simpaticos in
vivo (COHEN, 1960; COHEN; LEVI-MONTALCINI, 1956).

A hipdtese neurotréfica mant€m-se valida até os dias atuais e estudos posteriores
ampliaram o conhecimento acerca dela. Atualmente, sabe-se que multiplos NTFs podem
regular a sobrevivéncia de uma mesma populagdo neuronal. Por exemplo, alguns neurdnios
dependem de varios NTFs diferentes atuando simultaneamente ou sequencialmente durante a
inervagdo do campo-alvo. Além disso, existem aspectos de acdo dos NTFs que ndo estdo
totalmente de acordo com a hipdtese neurotrofica classica. Por exemplo, ¢ sabido que hd a
dependéncia de algumas populagdes de neur6nios em determinados NTFs durante o proprio
processo de morte celular, ou seja, que ndo € necessariamente a auséncia ou insuficiéncia dos
NTFs que definird a capacidade de sobrevivéncia neuronal. Além disso, ha evidéncias de que
em algumas situagdes os neurdnios sao supridos e regulados pela acdo de NTFs derivados por
via autdcrina, ¢ ndo necessariamente de forma paracrina através do contato-alvo. No entanto,
apesar da crescente riqueza de informacgdes sobre os multiplos papéis e modos de ag¢do dos
NTFs, a hipotese neurotrofica permanece sendo a melhor explicagdo para como os campos-alvo
neuronais regulam a densidade de inervacdo, especialmente no SNP em desenvolvimento
(DAVIES etal., 1996). Além disso, desde as descobertas pioneiras sobre a existéncia e fungao
do NGF, datadas especialmente da década de 1950, diversos outros NTFs foram caracterizados
e tiveram seus mecanismos de a¢do identificados, bem como seus locais de atuagao (XIAO;

LE, 2016).
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Figura 5: Representacdo esquematica da primeira evidéncia experimental que subsidiou a teoria acerca da
existéncia de NTFs.

A Remoc¢dode um broto de B Transplantede umbroto  C Paralisianeuromuscular
membro em desenvolvimento ~ de membro extra (tratamento com curare)

Geracdo de neurdnios motores (100%)

Neurdnios
motores

Morte de neurdnios motores (apoptose)

Falta do membro Normal Membro extra Normal Paralisia
(10% de (50% de (75% de (50% de (75% de
sobrevivéncia) sobrevivéncia) sobrevivéncia) sobrevivéncia) sobrevivéncia)

Legenda: A figura representaas etapas do experimento realizado por Viktor Hamburger e Rita Levi-Montalcini,
no ano de 1949, mostrando como a presengaou auséncia de alvos periféricos afetao nimero de neur6nios motores
em ganglios da raiz dorsal de embrides de galinha em desenvolvimento. (A) Primeiramente um brotamento do
membro foi removido de um embrido de galinha com 2,5 dias de idade, logo ap6s a chegada dos nervos motores
ao tecido. Umaseccgao damedula espinal lombar, avaliada uma semana mais tarde, revelou que poucos neurdnios
motores sobreviveram no lado da medula espinal destituido do membro. O nimero de neurénios motores no lado
contralateral (com o membro intacto) era normal. (B) Em um segundo grupo experimental, um broto extra de
membro foi enxertado no lado de um membro preexistente, antes do periodo normal de morte dos neurdnios
motores. Uma sec¢do da medula espinal lombar, avaliada duas semanas mais tarde, mostrou um aumento do
numero de neur6nios motores no lado com o membro adicional. (C) Ainda, evidenciaram que o bloqueio da
atividade neuromuscular com a toxina curare, que bloqueia os receptores de acetilcolina, resgatou muitos
neurdnios motores que fisiologicamente morreriam (o curare pode agir pelo aumento da liberagdo de fatores
troficos a partir do musculo inativo) (KANDEL et al., 2014).



56

Atualmente, os NTFs sdo subclassificados em superfamilias de moléculas distintas,
que compreendem: a superfamilia das neurotrofinas; a superfamilia do TGF-; a superfamilia
das neurocinas (citocinas neurotroficas); e a mais recentemente caracterizada, familia do fator
neurotrofico derivado de astrocitos mesencefalicos (MANF) e do fator neurotrofico de
dopamina cerebral (CDNF). Apesar da vasta gama de familias, cada um dos NTFs apresenta
singularidades que os tornam unicos, como: localizagdes distintas no SNC e SNP; mecanismos
de acdo com a ativagdo de diferentes subtipos de receptores e vias de sinalizagdo; e atividade
trofica sobre diferentes populacdes neuronais (ARON; KLEIN, 2011). A Figura 6 demonstra
a classificacdo dos NTFs e as moléculas pertencentes a cada uma das superfamilias.

A defini¢do das funcdes e modos de acdo dos NTFs também apresentou progressos.
Na atualidade, os NTFs sao definidos como um grupo heterogéneo de polipeptideos soluveis
que regulam o desenvolvimento, manuten¢io, fungdo e plasticidade no SNP e SNC. E sabido
que eles podem ser sintetizados tanto por neurdnios quanto por células adjacentes. Assim, a
presenca de uma vasta matriz extracelular torna-se um fator significativo na sua a¢do e no
processo protecao e reparagao que desempenham. No SNC, a capacidade de regeneracao ¢
considerada inferior a do SNP devido a modesta matriz extracelular e a presenga de fatores
inibitérios ativos no microambiente neuronal. Outra distingdo na dindmica de atua¢do dos
NTFs, refere-se ao seu papel nos diferentes estagios da vida. Durante o desenvolvimento os
NTFs regulam o processo de morte celular natural, enquanto na vida pos-natal suas a¢des estdo
primordialmente voltadas a preservacdo das inervagdes e comunicagdes alvo, garantindo
eficacia sinaptica e sobrevivéncia (ARON; KLEIN, 2011; FENRICH; GORDON, 2004).

Dada a significancia dessa familia de biomoléculas, modificagdes como: um declinio
na producdo de NTFs; transporte anterogrado e/ou retrogrado inadequado de NTFs e de seus
receptores; mecanismos de transducdo de sinais comprometidos; envelhecimento celular;
mutacdes e/ou polimorfismos em sua estrutura, t€m sido atribuidas a neurodegeneragiao
patologica. Além disso, a capacidade que possuem em regular a diferenciacdo neuronal, a
manutengdo do fendtipo e da atividade sinaptica e proteger neurdnios maduros em lesdes
mecanicas, toxicas ou isquémicas, torna-os alvo na investigagdo e terapia de doengas
neurodegenerativas agudas e cronicas (KRAMER et al., 2007; TOULORGE; SCHAPIRA;
HAJJ, 2016). Como veremos, o GDNF e neurturina (NRTN), s@o os NTFs mais amplamente
estudados no contexto da DP, justamente por possuirem propriedades troficas primaciais sobre

neuronios dopaminérgicos.
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Figura 6: Diagrama com a classificagdo dos NTFs de acordo com sua estrutura e fungdo.

FATORES NEUROTROFICOS

Superfamilia das Familia do MANF

Neurotrofinas

Superfamilia das

Neurocinas e do CDNF

Familia dos ligantes Familia do tipo- Familia do tipo-
do GDNF TGF-p BMP

TGF-Bs: TGF-B1-3 BMPs: BMP 1-10,

Ativinas: Ativina BMP 15
A/AB/B; Inibina A/B GDFs: GDF1-15

AMH

Legenda: Figura coma classificagdo atual das familias de NTFs. NGF: fator de crescimento neural; BDNF: fator neurotrofico derivado do cérebro; NT-3: neurotrofina-3; NT-
4: neurotrofina-4; GDNF: fator neurotréfico derivado da linhagem de células gliais; NRTN: neurturina; ARTN: artemina; TGF-B: fator de crescimento transformador-3; BMP:
proteina morfogenética 6ssea; GDF: fator de diferenciacdo de crescimento; AMH: hormonio anti-Miilleriano; PSP: persefina; VEGF: fator de crescimento endotelial vascular;
CNTF: fator neurotrofico ciliar; EGF: fator de crescimento epidérmico; FGF: fator de crescimento de fibroblastos; HGF: fator de crescimento de hepatdcitos; ; IGF-1: fator de
crescimento semelhante a insulina-1; TNF: fator de necrose tumoral; EPO: eritropoietina. Baseado em LEVY et al., 2005; LINDHOLM et al., 2007.
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2.2.1Fatores neurotroficos na DP

2.2.1.1 O estado da arte da historia até a atualidade

[E tudo comegou em 1991...]. Na cidade de Boulder, no Colorado (EUA), estava sendo
feita uma pesquisa que ainda traria varios deslumbres para a terapéutica da DP. O Dr. Leu-Fen
Lin e o Dr. Frank Collins — ambos cientistas pesquisadores de uma pequena empresa de
biotecnologia chamada Synergen — isolaramuma proteina que nomearam de fator neurotréfico
derivado da linhagem de células gliais (GDNF). Entdo, em 1993, eles compartilharam sua
descoberta em uma publicacdo na Science: “GDNF: A Glial Cell Line-Derived Neurotrophic
Factor for Midbrain Dopaminergic Neurons” (LIN et al., 1993).

O GDNF ¢ uma das drogas mais pesquisadas para o uso terapéutico na DP,
especialmente porque os primeiros dados obtidos apresentaram resultados positivos. Logo apds
o relatorio original de caracterizagdo do GDNF, comecaram a ser publicados os relatos de suas
propriedades neuroprotetoras e restauradoras em modelos da DP baseados no uso de toxinas. O
potencial do GDNF foi demonstrado em modelos da DP em cultura de células (HOFFER et al.,
1994), em roedores (TOMAC et al., 1995); e logo em seguida, em primatas ndo-humanos
(GASH et al., 1996). E importante ressaltar que esses resultados foram replicados de forma
independente inimeras vezes e ha uma grande quantidade de pesquisas investigando todos os
aspectos do GDNF em modelos da DP (TENENBAUM; HUMBERT-CLAUDE, 2017).

[... E é aqui que a viagem na montanha-russa comega ...]. Como resultado da gama de
resultados positivos da pesquisa basica e pré-clinica em modelos da DP, muitos pesquisadores
ficaram empolgados com o fato de que, talvez, o Dr. Lin e o Dr. Collins estivessem de frente
com a tdo procurada: cura para a DP. Entdo, em 1994, a empresa de biotecnologia Synergen foi
comprada pela empresa farmac€utica Amgen — que posteriormente deteve todos os direitos
sobre o GDNF e seu uso na DP. Com base nos resultados encorajadores dos estudos em animais,
a Amgen rapidamente iniciou testes clinicos para avaliar se os efeitos do GDNF seriam
reproduzidos em humanos (VASTAG, 2010).

A primeira tentativa em tratar pacientes com a DP através de NTFs deu-se, portanto,
com o GDNF no ano de 1996. Infusdes intracerebroventriculares (i.c.v.) da proteina foram

administradas mensalmente, durante um periodo de 6 ou 8 meses, para 50 pacientes que
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participaram de um ensaio clinico! de fase I — II, randomizado, duplo-cego e controlado por
placebo; o qual foi seguido por um estudo de fase aberta por mais 20 meses com 16 dos
pacientes tratados com o GDNF recombinante humano (r-metHuGDNF, Liatermin®). Nesse
ensaio clinico, todos os pacientes com DP idiopatica apresentavam escores de gravidade de
Hoehn e Yahr? de 3 - 5 na fase off'e 1 - 3 na fase on (estagios da DP entre moderado a severo).
Outro detalhe diz respeito as doses utilizadas, que variaram entre 25 e¢ 4000 pg, com
administragdes em bolus ou escalonaveis em coortes independentes (NUTT et al., 2003).

O ensaio clinico com o GDNF (i.c.v.), no entanto, ndo demonstrou quaisquer
resultados de melhora na Escala Unificada de Avaliagdo da DP (UPDRS)®. Embora em primatas
ndo-humanos a abordagem com infusdo i.c.v. de GDNF tenha resultado em recuperagdo
funcional, ¢ plausivel que em humanos a proteina recombinante ndo tenha atingido a regiao-
alvo em quantidades suficientes. Além disso, foi evidenciado uma série de efeitos adversos,
dentre eles, sintomas agudos e transitorios (pos-administragdo) como parestesias, nduseas €
vomitos; além de efeitos secundarios e persistentes, sendo os mais relevantes: dores de cabeca,
perda de peso (associada a anorexia) e sinal de Lhermitte (quando, a partir de uma flexao da
coluna cervical, hd a sensac¢do transitdria de um choque elétrico stibito que percorrea coluna e
se irradia até os membros) (NUTT et al., 2003). Assim, apesar de 0 GDNF ter apresentado
efeitos neurorestauradores robustos sobre sintomas motores e a integridade de neuronios
nigroestriatais em diversos modelos animais da DP, o primeiro grande estudo em pacientes nao

refletiu tais beneficios, reduzindo as altas expectativas com as quais se iniciaram os ensaios.

! Ensaios Clinicos — Fase I: Tém por objetivo proceder a uma avaliagio inicial da seguranga e tolerabilidade do
novo medicamento, bem como do perfil farmacocinético e farmacodindmico. Dados de eficaciando sdo o objetivo
principal dessa fase. Fase II: Através dos ensaios dessa fase pretende-se confirmar se a droga apresenta efeito
terapéutico ou toxicidade e apresenta-se o regime terapéutico (adose e a frequénciade administracao). Fase III:
Sdo estudos comparativos, necessarios para demonstrar a seguranga, eficacia e beneficio terap€utico de uma nova
droga em comparagdo com um medicamento padrdo e/ouplacebo (envolve centenas a milhares de pessoas). Fase
IV: Estudos realizados apds a obtengao da autorizacdo de introducdo no mercado, realizados para acompanhamento
da seguranca e eficaciado novo medicamento a longo prazo. Ensaio Clinico Multicéntrico: estudo realizado de
acordo com um Unico protocolo, em mais de um centro. Ensaio Clinico Aberto x Duplo-cego: estudo sem ou com
ocultagdo do tratamento para ambos, pesquisador e paciente.

2 Escala Modificada de Hoehn & Yahr (H&Y) — Classificagao da DP de acordo com os sintomas motores, onde:
em estagios 1 a 3 = incapacidades leve a moderada; de 4 ¢ 5 = incapacidade grave. Estagio 0: nenhum sinal da
doenga; Estagio 1: doenca unilateral; Estagio 2: doenca bilateral sem déficit de equilibrio; Estagio 3: doenca
bilateral leve a moderada, com alguma instabilidade postural; Estagio 4: incapacidade grave; Estagio 5: paciente
acamado e dependente.

3 Escala Unificada de Avaliagdo da DP (UPDRS) — A UPDRS ¢ dividida em seis critérios de avaliagdo: (1) estado
mental; (2) atividades de vida diaria; (3) exame motor; e relagdo com complicagdes na terapia: (4) LIDs; (5)
flutuacgdes clinicas; (6) outras complicagdes; contando com4?2 itens de analise no total. Todos 0s 6 médulos podem
ser analisados no estado on e off da medicagdo, respectivamente: quando o paciente esta sob o efeito da droga
antiparkinsoniana, ou com concentragdes abaixo da faixa terapéuticada droga. Usualmente, em ensaios clinicos
de novos farmacos a escala motora na fase off ¢ a mais frequentemente avaliada.
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Em retrospectiva aos efeitos adversos ja mencionados, atribuidos a estimulagdo
mediada pelo GDNF em regides cerebrais extraestriatais e devido a falta de efeito terapéutico
frente a incapacidade do GDNF se difundir para além do sistema ventricular (como visto pela
andlise post-mortem de um paciente) (KORDOWER, J. H. etal., 1999), a Amgen suspendeu o
estudo prematuramente. Infelizmente, ndo seria a ultima vez que a empresa interromperia um
teste clinico com o GDNF. Neste ponto, a Amgen aparentemente havia arquivado o uso do
GDNF - seriam necessarios outros dois anos antes de qualquer outro teste clinico com o NTF.

Durante esses anos, varios grupos de pesquisa estavam interessados em conduzir
ensaios clinicos com o GDNF na DP, até que finalmente a Amgen concordou em fornecer a
droga a uma equipe de pesquisa no Frenchay Hospital em Bristol (Reino Unido) (VASTAG,
2010). Diferentemente da tentativa falha da administragdo i.c.v. recém experimentada, iniciou-
se em Bristol um pequeno ensaio clinico aberto de fase I com infusdo continua de GDNF
diretamente no putimen (considerada a regido de maior desnervagcdo dopaminérgica no
estriado). Neste estudo, 5 pacientes com DP idiopatica e importante comprometimento
funcional foram tratados a partir de canulas bilateralmente implantadas e conectadas a uma
bomba osmotica para infusdo didria e ininterrupta de GDNF. As doses de GDNF variaram de
14,4 - 43,2 pg/putamen/dia, durante 1 ano. Como resultado desse teste clinico de fase I, atestou-
se primeiramente a seguranca de tal intervengdo, com a auséncia de efeitos adversos graves — o
sinal de Lhermitte foi o unico efeito indesejado consistentemente presente; além disso, obteve-
se uma melhora substancial da fungdo motora e das atividades realizadas cotidianamente. Em
12 meses, a pontuagao na UPDRS para indicadores da fungao motora da fase off demonstrou
um acréscimo de cerca de 39%; além de uma melhora significativa observada nas atividades
diarias em aproximadamente 61%; e uma reducdo nos escores de LIDs em torno de 64% (com
auséncia na fase off). O beneficio clinico foi associado a aumentos significativos na captagao
estriatal de DA [proximos a 28%; visualizado indiretamente por tomografia por emissdo de
positrons (PET) para '8F-dopa, como uma medida da integridade pré-sinaptica dopaminérgica],
sugerindo-se efeitos restauradores fenotipicos € ndo apenas estruturais (GILL, S. S. etal.,2003).

Dada a prosperidade do desfecho inicial, esse estudo aberto estendeu-se por mais 12
meses ¢ resultados semelhantes foram evidenciados, assegurando-se a tolerabilidade do
tratamento a longo prazo e melhoria clinica sustentada e progressiva. Inclusive, os 5 pacientes
que iniciaram os testes com grau de incapacidade considerado moderado (III, segundo H&Y),
finalizaram o segundo ano de tratamento com a doenga classificada como leve (H&Y proximo

a I) (PATEL, N. K. et al., 2005). Achados posteriores, advindos da andlise post-mortem do
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tecido cerebral de um dos pacientes deste estudo (o Gnico que apresentava sintomas unilaterais
e, por consequéncia, o tratamento no putdmen foi unilateral), revelaram que no putamen
ipsilateral a infusdo de GDNF houve um aumento de mais de cinco vezes na imunorreatividade
para TH, além de um maior brotamento de fibras neuronais (evidenciado pela marcacao para a
fosfoproteina associada ao crescimento 43 — GAP43, expressa principalmente em neur6nios em
desenvolvimento e durante a regeneragdo axonal) (LOVE et al., 2005). Mais recentemente, um
estudo de caso com um dos 5 pacientes ha anos tratado, demonstrou que os efeitos
significativamente positivos do GDNF ainda estavam presentes, mesmo apos trés anos da
ultima administracdo do NTF (PATEL, NIKUNJ K. et al., 2013).

De maneira independente, pesquisadores na Universidade de Kentucky replicaram
varios dos paradigmas do teste clinico realizado em Bristol em um outro estudo aberto de fase
I. Novamente, a infusdo de GDNF intraputamen conferiu um notavel beneficio aos pacientes.
Neste estudo, 10 pacientes com DP moderada a grave receberam o GDNF por um sistema de
liberagdo controlado, que diferia do usado por Gill e colaboradores em trés questdes: (1) o
cateter utilizado possuia multiplas saidas ao invés de saida unica; (2) o cateter foi implantado
unilateralmente em todos os participantes do teste e; (3) o esquema de liberacdo do NTF foi
pulsado, a fim de promover uma entrega melhorada por convecg¢ao (CED). Doses crescentes de
GDNF foram entdo utilizadas durante 6 meses (3, 10 ou 30 pg administradas diariamente, em
um regime de tratamento de 2 meses com cada uma das doses) e apds um més de interrupgao,
essa primeira fase do estudo estendeu-se por mais 6 meses (utilizando apenas a maior dose de
GDNF). Apos os 12 meses de tratamento, os pacientes apresentaram uma melhora de,
respectivamente, 38 e 42% nos estados on e off, de acordo com a pontuagdo total da UPDRS.
Ainda que com beneficios clinicos certificados, os participantes tiveram a suspensiao de seus
tratamentos apds esse primeiro ano de tratamento. Durante os 12 meses seguintes, acompanhou-
se os pacientes e foi certificado que os beneficios do GDNF se mantiveram por 9 a 12 meses
apods a descontinuagdo do tratamento (SLEVIN et al., 2007; SLEVIN et al., 2005). Em suma,
a administrag¢do intraputdmen unilateral do GDNF repercutiu em efeitos bilaterais positivos e
relativamente prolongados, reacendendo a esperanca da terapia com o GDNF na DP.

Paralelamente aos resultados promissores dos primeiros ensaios clinicos abertos, a
Amgen, proprietaria do Liatermin®, iniciou um teste clinico de fase I-II, multicéntrico,
randomizado, duplo-cego, controlado por placebo, envolvendo 34 pacientes com DP idiopatica
em estagio avangado. Apds 6 meses da administragdo de GDNF intraputimen, foi demonstrado

um efeito positivo do tratamento através do aumento da captacdo de DA estriatal por PET
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(diferenca de 32,5% versus os pacientes controle). Entretanto, tal efeito foi aparentemente
insuficiente para fornecer qualquer beneficio funcional, uma vez que ndo houveram diferencas
estatisticas nas pontuagdes da UPDRS para com o grupo placebo. Em contrataste aos ensaios
abertos prévios, que incluiam esquemas de escalonamento de dose, neste estudo da Amgen
todos os pacientes receberam infusdes intraputamen bilaterais em dose constante de GDNF e
menor do que a utilizada nos ensaios abertos (15 pg/putamen/dia) (LANG et al., 2006).

Ademais, ainda houveram diferengas entre os tipos de cateteres cerebrais utilizados
nos trés estudos, com distingdes em seus diametros, nimero de saidas (acessos ao putdmen),
além do modo de liberacdo (constante ou pulsado); sendo discutivel o quanto isso pode ter
interferido nos resultados obtidos em cada um dos ensaios (MORRISON; LONSER;
OLDFIELD, 2007). Por exemplo, o protocolo do sistema de entrega e infusdo utilizado por
Lang e colaboradores foi reproduzido em um estudo com macacos-rhesus e os resultados
demostraram que, de fato, havia um gradiente de concentragdo acentuado no ponto de injecao
do GDNF, sugerindo um volume limitado de distribuicdo do NTF no putamen. A partir dos
dados de primatas nao-humanos, a biodisponibilidade calculada para os pacientes seria de
apenas 2 - 9%. O problema com o método usado estaria relacionado a uma infusdo continua e
lenta, que resultaria em acumulo de GDNF na ponta do cateter, causando toxicidade local e
distribuicao precaria, contribuindo para a falta de efeito observada (SALVATORE et al.,2006).

Posteriormente, foram detectados anticorpos anti-GDNF em 18 dos 34 pacientes do
estudo conduzido por Lang e financiado pela Amgen (uma propor¢do maior do que a pré-
existente no inicio do tratamento — 6:34). A ocorréncia de autoanticorpos contra citocinas e
NTFs ¢ discutida na literatura e sugere-se que eles exercam um papel meramente regulador;
ndo ha evidéncias de que autoanticorpos pré-existentes aumentem o risco do desenvolvimento
de anticorpos neutralizantes apds o tratamento com proteinas terapéuticas. No entanto, em 4
dos 18 pacientes que detectou-se os autoanticorpos, também verificou-se atividade
neutralizante anti-r-metHuGDNF, podendo este ser outro dos motivos pelo qual ndo foram
vistos beneficios funcionais do tratamento com o GDNF (TATAREWICZ et al., 2007). Tais
achados e inferéncias, juntamente com os dados encontrados a posteriori de perda de células
granulares e de Purkinje no cerebelo de macacos tratados com GDNF (4:15 — tratamento com
dose de 100 pg/dia) (HOVLAND etal.,2007), levarama completa descontinuagdo do programa
pela Amgen, que inicialmente estava programado para sucessdao por mais 24 meses.

Em meio a este cenario, outros membros da familia de NTFs do GDNF estavam sendo

testados em modelos da DP, especialmente a NRTN, que demonstrara fornecer suporte troéfico
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robusto a neurénios dopaminérgicos mesencefalicos (HORGER et al., 1998; KOTZBAUER et
al., 1996). Perante seus efeitos neurorestauradores na via nigroestriatal semelhantes ao GDNF,
a NRTN rapidamente avangou para estudos clinicos. Entretanto, foi utilizado uma nova forma
de entrega para o NTF através da terapia génica. Existem duas formas gerais de terapia génica:
ex vivo e in vivo; nos ultimos anos esta tltima tem se destacado para aplicagao em doengas do
SNC, como a DP. A terapiade genes in vivo geralmente envolve a construgao de um vetor viral
projetado para expressar apenas a proteina terapéutica. Assim, uma vez administrado no
paciente, o constructo entra nas células subjacentes ao local da inje¢ao, deposita seu transgene
no nucleo das células do hospedeiro e a proteina alvo ¢ expressa, podendo atuar de forma
autdcrina e/ou paracrina. De um modo geral, a terapia génica foi gradualmente sendo proposta
como um meio para melhorar a entrega de proteinas para o SNC. Além de possibilitar uma
melhor distribuicdo da proteina na regido alvo e reduzir o potencial imunogénico
(RODRIGUEZ-NOGALES et al., 2016).

Na verdade, a terapia génica no contexto da DP iniciou a partir da pesquisa basicacom
0 GDNF - tanto em roedores (CHOI-LUNDBERG et al., 1997), quanto em primatas nao-
humanos (KORDOWER, JEFFREY H. et al., 2000), mas foi com a NRTN que surgiram os
primeiros ensaios clinicos baseados nessa estratégia. Uma empresa de biotecnologia chamada
Ceregene estava a frente dessa abordagem e em 2006 (10 anos apds o primeiro teste com GDNF
em pacientes com DP) eles iniciaram ensaios com o CERE-120®, uma droga baseada na
inser¢cdo da NRTN a um virus adenoassociado (AAV2-NRTN); ou seja, um vetor contendo o
DNA recombinante humano (rh) para continua expressao do NTF (MARKS, W. J. etal., 2008).

Primeiramente, um estudo de fase I foi conduzido de maneira aberta e direcionado a
um pequeno grupo de pacientes com DP classificada entre moderada a grave, onde: 6 pacientes
receberam uma dose de 1.3 x 10!! genomas vetoriais (gv) e outros 6 uma maior dose de 5.4 x
10! gv; em 4 sitios do putdmen; bilateralmente. O procedimento foi bem tolerado e demonstrou
ser seguro, sem nenhum efeito adverso significativo durante os 12 meses de acompanhamento.
Medidas secundarias com parametros da fungdo motora, demonstraram uma melhora logo apds
o primeiro més de avaliagdo e manutengdo dessa resposta por todo o periodo de supervisao
(uma média de 36% de melhora nos escores motores do periodo off); além de um aumento
médio de 2 - 3 horas no tempo sem LIDs durante a fase on. Para ambos os parametros, as duas
doses apresentaram efeitos estatisticamente semelhantes (MARKS, W. J. et al., 2008).

A partir desses resultados a Ceregene iniciou um ensaio clinico de fase II, com o intuito

de realmente avaliar a eficacia do CERE-120®. Para isso, foram recrutados 58 pacientes em 9
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centros de pesquisa, tratando-se de um estudo multicéntrico, randomizado, duplo-cego e
controlado por SHAM (cirurgia simulada). Os participantes foram aleatorizados entre receber
injecdes bilaterais no putdmen de CERE-120® (na maior dose utilizada no estudo de fase I) ou
ter a cirurgia simulada. Apds 12 meses da administragdo do NTF, ndo foram encontradas
diferencas entre os dois grupos com base no desfecho primario de pontuagcdo motora da
UPDRS. Apesar disso, nos 6 meses subsequentes um subgrupo de pacientes tratados com o
CERE-120® mostrou uma melhora significativa frente ao tratamento (MARKS etal., 2010).

Além da avaliagdo in vivo, foram feitas analises histoldgicas no tecido cerebral de dois
pacientes que receberem o CERE-120® intraputimen e morreram, menos de trés meses apos,
por eventos ndo relacionados com a administragdo. Comparou-se a expressdo de NRTN e TH
no estriado e na SN as de primatas ndo-humanos tratados com o NTF nas mesmas condigoes.
Os resultados indicam que a terapia genética direcionou a expressao da proteina neurotrofica
seletivamente para a regido encefilica de maior degeneracdo. Contudo, ficou claro que o
direcionamento ao sistema nigroestriatal ¢ afetado ante as deficiéncias na integridade do trato,
que aparentemente limitam o transporte axonal dos campos terminais dos neurdnios em
degeneracdo para seus corpos celulares. A expressdo diferencial da NRTN na SN foi
evidenciada somente em primatas ndo-humanos, para os pacientes com DP os niveis de NRTN
se detiveram ao putamen. Assim, a administragdo convencionalmente utilizada intraputamen
(empregada em varios estudos com resultados inconclusivos) provavelmente vem fornecendo
niveis de NTF aquém do ideal ao corpo celular dos neurdnios, de maneira a limitar
significativamente efeitos bioldgicos. Em suma, concluiu-se que uma estratégia para que a
terapia génica realmente superasse os problemas de entrega e atingisse os beneficios
terapéuticos esperados, seria dirigindo-a diretamente aos corpos celulares na SN além do
direcionamento tradicional para ao estriado (BARTUS, RAYMOND T. et al., 2011).

Assim, sequencialmente foi conduzido um ensaio de fase I e Il com a administracao
intraputamen e intranigral do CERE-120®. Na fase [ do estudo, avaliou-se a abordagem durante
2 anos dando origem a um conjunto de resultados de longo prazo que comprovou a seguranga
do tratamento. Esses resultados foram obtidos de duas coortes de 3 pacientes, tratados com o
CERE-120® no estriado (5.4 x 10! ou 24.0 x 10! gv) ena SN (4.0 x 10!! gv), sendo as doses
determinadas com base no dimensionamento de doses interespécies e projetadas para cobrir
adequadamente o risco de disseminagdo para estruturas ndo-nigrais (BARTUS, R. T.;
BAUMANN; BROWN; etal., 2013).
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Na etapa II do ensaio, para avaliagdo da eficacia, 51 pacientes foram randomizados
para receber CERE-120® (1.0 x 10'2 no estriadoe 2.0 x 10! na SN) ou a cirurgia simulada em
um estudo duplo-cego e multicéntrico. Entretanto, novamente nido foram vistas melhoras claras,
mesmo com a administragdo adicional na SN. A ndo ser, quando se estratificou os pacientes em
trés grupos, em diagnosticados com a DP < 5 anos, entre 6 —9 ¢ > a 10 anos. Nesse caso, foi
evidenciada uma diferenca significativa em parametros da fungdo motora e desfechos
secundarios somente em pacientes tratados com CERE-120® e histérico da DP por menos de
5 anos, os quais apresentaram uma melhora clara em comparagdo ao grupo SHAM. Ademais,
no subgrupo de pacientes com resultados positivos da aplicacdo intraputimen do CERE-120®,
no trabalho de Marks et al., (2010), também ndo haviam individuos diagnosticados ha mais de
10 anos (WARREN OLANOW et al., 2015).

Toda essa gama de resultados obtidos pela Ceregene levantou e reforcou diversos
questionamentos sobre a existéncia de possiveis vieses decorrentes dos desenhos experimentais
utilizados em ensaios clinicos. Por exemplo: (1) a presenca de efeito placebo de longa duragdo
(uma vez que logo nos primeiros meses apos o tratamento com o NTF ndo foram observadas
sequer tendéncias) e/ou; (2) a possibilidade de um atraso para o inicio da resposta terapéutica
(dado o atraso decorrente das particulas vetoriais até a transferéncia génica do cDNA aos
neurénios dopaminérgicos € a expressdo do NTF em niveis suficientes), além de que; (3) a
inje¢do do vetor viral somente no putdmen ndo levaria a um aumento na expressdao de NTF na
SN (podendo a integridade do transporte retrogrado axonal ser decisiva para visualizagdo de
um efeito funcional) e, por conseguinte; (4) apenas um subgrupo de pacientes seria responsivo
a terapia baseadaem NTFs, aqueles com a DP em estagios iniciais (como visto nos ensaios com
pacientes diagnosticados ha menos do que 5 anos, que provavelmente apresentavam uma
quantidade maior de neurénios dopaminérgicos remanescentes) (WARREN OLANOW et al.,
2015). Todavia, apesar da riqueza dos dados e enorme contribuicdo cientifica da série de
estudos desenvolvidos pela Ceregene com o CERE-120®, o NTF que apresenta maior potencial
de futuramente atingir o mercado, inclusive, por angariar a maior parte dos fundos de
investimentos e atencdo midiatica, trata-se ainda do GDNF. Tanto que os mais recentes
resultados de ensaios clinicos com NTFs na DP referem-se justamente a ele.

No primeiro trimestre desse ano foram publicados os resultados de mais uma tentativa
do grupo de pesquisadores de Bristol, os quais conduziram o primeiro ensaio clinico aberto de
sucesso com o GDNF. No estudo atual, modificaram diferentes pontos do protocolo,

principalmente no que dizrespeito ao modo de entrega do GDNF. Classificado como um estudo
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de fase II, duplo-cego, controlado por placebo (e seguido por uma fase aberta); o grande
diferencial foi um sistema inovador de CED para liberagdo do GDNF de forma intermitente.
Além disso, outra peculiaridade diz respeito a condi¢do dos pacientes, todos os selecionados
apresentavam DP de grau moderado (H&Y entre 2 — 3) e presenga de sintomas motores ha
menos de 5 anos. A partir desses critérios de selecdo, o atual ensaio diferiude estudos anteriores
que também recrutavam pacientes em estagios avangados da doenga, considerando o preceito
de que em estagios iniciais da DP o estriado ainda apresenta uma maior quantidade de fibras
nervosas dopaminérgicas e possibilitaria a resposta ao NTF (WHONE, A. etal., 2019).

O ensaio clinico em questdo apresentou basicamente duas fases: (1) fase duplo cego e
controlada por placebo; com etapa piloto para avalia¢do de parametros de seguranca da técnica
cirurgica e do modo de liberagdo do NTF (n = 6), concomitante a etapa primaria para avaliagdo
da eficacia do tratamento (n=35); seguida da (2) fase final, um estudo clinico aberto com os 41
pacientes, inicialmente aleatorizados em dois grupos, recebendo exclusivamente GDNF.
Apesar das diferentes fases (duplo-cega ou aberta), as caracteristicas do tratamento se
mantiveram em ambas; através de infusdes intraputamen bilaterais e mensais de GDNF em dose
total de 120 pg (0,2 pg/ul/hemisfério/més) ou placebo (excepcionalmente na primeira fase),
durante 10 meses (em cada uma das fases). Assim como o modo de conducdo experimental das
duas fases, os resultados obtidos em ambos também que se assemelhou. O desfecho para os
pacientes tratados com GDNF durante os 10 meses iniciais, foi estatisticamente igual ao dos
pacientes do grupo controle (com decréscimos médios de 17,3+ 17,6 e 11,8 + 15,8% vs o basal,
respectivamente) nas pontuacdes motoras do estado off da UPDRS. Apos a segunda etapa do
ensaio, com o estudo aberto por mais 10 meses, ndo foram encontradas novidades em relagdo
ao desfecho primario. Novamente a redugdo nos escores de incapacidade motora ocorreu de
forma semelhante em ambos grupos (cerca de 27% para placebo+GDNF e GDNF+GDNF).
Contudo, ¢ importante ressaltar que apesar da auséncia de diferencas estatisticas, quando
analisado o nimero total de pacientes com melhoras robustas da funcdo motora (superiora 10
pontos na fase off da UPDRS), cerca de 43% dos pacientes do grupo tratado com o GDNF
atingiram tais indices. Em contrapartida, nenhum dos pacientes do grupo placebo apresentou
tal beneficio (todos com escores < 10 pontos na fase off da UPDRS). Além disso, somente nos
pacientes tratados com o GDNF as andlises por PET demonstraram um aumento significativo
na captagdo de DA em todo o putdmen, variando de 25% a 100% dentre os hemisférios e regides
estriatais (essas porcentagens sdo expressivamente maiores do que as apresentadas por

quaisquer um dos estudos clinicos prévios com NTFs na DP). Diante da auséncia de resultados
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na captacao de DA estriatal no grupo controle, discute-se que a melhora observada nos escores
motores deste grupo poderia ser explicada, em parte, pela perturbacdo mecanica da cirurgia
para implante de canulas no putdmen. O microtrauma ¢ conhecido por estimular a liberagdo de
NTFs, como o GDNF e o BDNF e estes poderiam levar ao aumento da sinaptogénese e
brotamento axonal em neur6nios dopaminérgicos, resultando na melhora motora do grupo
placebo. Ademais, nenhum problema de seguranga foi identificado (WHONE, A. et al., 2019;
WHONE, A. L. etal., 2019).

Em comparacdo com as doses de GDNF utilizadas em ensaios clinicos anteriores, a
aplicadano estudo de Whone e colaboradores (2019) foi substancialmente menor e efeitos mais
consistentes poderiam ter sido obtidos com dosagens superiores. Varios estudos pré-clinicos,
realizados para determinar e derivar uma dose clinica com seguranga, demonstram que tanto a
farmacocinética como a farmacodinamica das infusdes de GDNF intraestriatais sao
dependentes da dose. Em particular, um estudo conduzido no ano de 2013, mostrou que ocorreu
um aumento significativo na sinaptogénese estriatal (determinado pelo aumento nos niveis de
sinaptofisina) na concentragao de 0,2 pg/mL de GDNF, enquanto o brotamento axonal ocorreu
somente em uma dose 3 vezes maior, a partir da infusdo de 0,6 ng/mL (TAYLOR et al., 2013).
A dose utilizada no ultimo ensaio clinico realizado com o GDNF foi reduzida devido a dados
de toxicidade publicados a partir de um estudo em primatas ndo-humanos logo no inicio do
protocolo experimental clinico (mostrando degeneracdo cerebelar em macacos tratados com
doses de 0,67 pg/mL). No entanto, estudos toxicoldgicos recentes indicaram que essa dose
mensal pode ser ampliada em cerca de quatro vezes de maneira segura (LUZ et al., 2018).
Assim, o intuito atual de Whone e seus colaboradores em Bristol, é desenvolver um estudo de
fase Il com inclusdo de um esquema terapéutico com escalonamento de dose.

O seguimento dos ensaios clinicos com o GDNF ndo se limita as expectativas da fase
III da equipe de Bristol, bem como a NRTN ndo se trata mais do tnico NTF a ser testado na
forma de AAV2. Estdo sendo desenvolvidos outros ensaios com vetor viral adenoassociado,
agora com o GDNF. A abordagem de transferéncia génica vem sendo testada para o GDNF em
um ensaio clinico de fase I. O estudo iniciou o recrutamento com auxilio do NIH’s National
Institute of Neurological Disorders and Stroke (NINDS) e recentemente teve mudanca na sede
da pesquisa, atualmente encontra-se centrado na California. Na atual etapa, 24 individuos com
DP avangada estdo sendo avaliados em um esquema com o escalonamento de doses (9 x 10'°,
3% 10,9 x 10" ou 3 x 10" gv) em testes de seguranga e tolerabilidade, sendo 0 AAV2-GDNF

bilateralmente infundido por CED ao putdmen. Apesar de ainda ndo haverem resultados
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publicados dessa abordagem (identificacao no ClinicalTrials.gov: NCT01621581), elando ¢ a
Unica que atualmente aposta na terapia génica com o GDNF. Em breve, deve se iniciar um
estudo de fase II, patrocinado pela empresa Brain Neu Bio em associagdo a Universidade da
California e de Ohio. O estudo de Fase II adotard mudangas no protocolo, inscrevendo somente
pacientes com DP moderada e otimizando a técnica cirurgica (de maneira que o volume do
vetor deve triplicar, segundo resultados ainda ndo publicados). Espera-se que as mudangas
resultem em uma cobertura vetorial de pelo menos 50% do putaimen (excedendo os 26% de
cobertura obtidos na fase I — dados apresentados em congresso) (American Association of
Neurological Surgeons, 2019; GlobalData’s Pharmaceutical Intelligence Center, 2019).

Além disso, tem-se buscado a caracterizacdo de novas moléculas com acdo
neurotrofica, sejam ligantes dos receptores de NTFs ou ativadores da sua via de sintese e
sinalizagdo. O investimento da empresa Genecode ¢ um exemplo disso, a empresa tem apostado
no desenvolvimento de pequenas moléculas miméticas a familia de ligantes do GDNF. Tais
moléculas apresentam potencial de atravessar a barreira hematoencefalica (BHE) e ativar a
sinalizagdo neurotrofica em neurénios dopaminérgicos. Em um trabalho publicado
recentemente, por pesquisadores da Universidade de Helsinque (Finlandia), além do potencial
de protecdo observado em um modelo animal da DP, foi demonstrado uma boa distribui¢ao e
biodisponibilidade de um destes agonistas de GFRa apds administragdo por viaoral (MAHATO
etal.,2019). Outro alvo de pesquisa tém sido os “boosters” inespecificos de NTFs. Trata-se de
agentes farmacologicos e ndo farmacoldgicos impulsionadores da expressdo e atividade de
NTFs, como a rasagilina (inibidor seletivo da monoamino oxidase B—MAO-B) e o PYM50028
(Cogane®), ambos com capacidade de regular a expressao de GDNF e BDNF (a citar: um
aumento de 297 e 511%, respectivamente, com o PYM50028 em um modelo animal da DP)
(VISANIJI et al., 2008). Como exemplares prototipos da classe, eles tém sido testados em
ensaios clinicos em pacientes com a DP devido seu potencial neuroprotetor/restaurador e
capacidade de atravessar a BHE (com a vantagem de administrag¢do por via oral). Porém, como
mais uma das estratégias terapéuticas baseada em NTFs para a DP, até o momento ndo houve
sucesso na translagao da pesquisa pré-clinica para a clinica (RODRIGUES et al., 2014).

Contudo, no final do ano de 2017, foi iniciado um ensaio clinico com um NTF
caracterizado 10 anos mais cedo — uma promessa para a terapia da DP advinda de 2007: a
descoberta CDNF (do inglés: cerebral dopaminergic neurotrophic factor) (LINDHOLM, P. et
al., 2007). O CDNF ¢ membro da mais recente familia de NTFs, juntamente com o MANF,

sendo definidos como NTFs ndo convencionais devido a pouca similaridade com os NTFs ha
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tempos caracterizados (como as neurotrofinas ou familia dos ligantes do GDNF). As diferencas
observadas se referem tanto a parte estrutural, como ao mecanismo de a¢do pelo qual exercem
sua atividade neuroprotetora e neurorestauradora. Ademais, as falhas anteriores dos estudos de
fase II com NTFs tém fornecido informagdes importantes sobre como melhorar a infusdo
cerebral de proteinas terapéuticas. As caracteristicas e a localizagcdo dos cateteres, assim como
o protocolo de infusdo e as propriedades de distribuicdo da proteina, estdo entre os principais
determinantes no sucesso de terapias baseadas na administragao de proteinas intracerebrais. Na
execucdo do protocolo clinico com o CDNF, todos esses pontos de falha anteriormente
experimentados t€m sido levados em consideracdo (HUTTUNEN; SAARMA, 2019).

O ensaio clinico com a utilizagdio do CDNF em pacientes parkinsonianos possui
financiamento da companhia farmacéutica Herantis Pharma e ¢ conduzido em trés centros na
Finlandia e Suécia. Neste estudo multicéntrico, randomizado, duplo-cego, controlado por
placebo de fase I - II, 18 pacientes com DP idiopatica moderada a avangada (H&Y < 3,
diagnostico entre 5 - 15 anos) serdo inscritos. Infusdes mensais de CDNF em trés doses (120,
400 e 1200 pg) serao administradas por 6 meses ¢ em uma segunda fase de extensdo todos os
pacientes receberdao CDNF por mais 6 meses (nas mesmas trés doses). A abordagem contara
com um sistema de administracdo implantado cirurgicamente capaz de realizar a infusdo
intracerebral intermitente (o mesmo utilizado na fase II do estudo de Bristol com o GDNF,
desenvolvido pela Renishaw — uma empresa britdnica de engenharia) (HUTTUNEN, H.J.,
2018). O objetivo primario do estudo ¢ avaliar a seguranga e tolerabilidade da administragdo do
CDNF intraputdmen, assegurando a atividade biologica, estabilidade e compatibilidade da
proteina recombinante humana com o dispositivo de entrega. Os objetivos secundarios incluem
a avaliacdo da escala motora na fase off e das atividades da vida diaria (UPDRS); além da
avaliagio da captacdo de ['®F]FE-PE2I pelo transportador de DA no nucleo caudado e putimen,
de forma a se verificar a integridade do sistema nigroestriatal. Ademais, outros importantes
pontos finais do estudo referem-se a avaliacao dos niveis de CDNF e de a-sinucleina nas formas
fosforilada, oligomérica e total — no soro e liquido cefalorraquidiano (e/ou da distribui¢do no
tecido post-mortem) (Identificador no ClinicalTrials.gov: NCT03295786 ¢ NCT03775538). O
término deste ensaio clinico estd previsto para setembro de 2020 e até 14, somando o potencial
do CDNF em estudos pré-clinicos ao ceticismo envolvido com a transposi¢ao de tais evidéncias
para a clinica, espera-se ansiosamente pela resposta da seguinte pergunta: € aqui que a viagem
na montanha-russa termina ... ou onde tudo recomeca?

Na Quadro 1 consta um compilado dos principais ensaios clinicos com NTFs na DP.
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Quadro 1: Sumario dos estudos clinicos com NTFs na DP.

NTF GDNFrh GDNFrh GDNFrh GDNFrh AAV2-NTRN AAV2-NTRN AAV2-NTRN QI;KZN- GDNFrh AAV2-GDNF CDNFrh
Tipo de ensaio MRDCCP! Aberto Aberto MRDCCP Aberto MRDCCS Aberto MRDCCS RDCCP" Aberto MRDCCP*

I I I I-II I I I il il I I

e 6-8+20 12+12 6+6 6 12 12-18 24 15-24 10+10 NA 6+6
(meses)
l~da I.CV’ IPu, bilateral IPu, unilateral IPu, bilateral IPu, bilateral IPu, bilateral IPl.l A IPl.l oI IPu, bilateral IPu, bilateral IPu, bilateral
fusdo unilateral bilateral bilateral
Modo :k D G Infusdo continua L T eI iinee Infusdo continua Infusdo tnica Infusdo tnica Infusdo unica Infus a0 D G Infusdo tGnica TG
liberacio bolus / pulsada unica bolus bolus
Dose didria ou 54 x 10" ou LsuE 9 x 10%,
mensal/ 25-4000 1.3 x 10" ou 5.4 1 24.0 x 10" y 120 3x 10", 120, 400 e 1200
hemisfério (mensal) R =l = X 10" Sl (IPu) + 4.0 x ([lpgl)l +(52N(; X (mensal) 9x 10" ou (mensal)
(ug ou gv) 10" (SN) 3x 107
D Do Daees Dose constante NA NA NA NA Dose constante Dose constante Dose constante
tratamento constante crescentes crescentes
50 5 10 34 12 58 6 51 41 24 18
Idade (anos) 58 +8 542 +6 579 £9.3 56 +7.2 57 £8 60.1 £7.6 503 £7.5 59.7 £5.5 559 £8.8 NA NA
Di‘g:ﬁ:;ic" 116 19£98 87+36 9.7 £39 11 £32 95+34 88 +3.7 78 £32 86+ 44 NA NA
Nio Sim Sim Nio Sim Nao® NA Nio® Nio' NA NA
SL, PP, DC SL SL, DC Pa, DC, IRS DC DC, Tu® DC DC SL, Pa, on-off’ NA NA
NA NCT00111982 NCT00006488 NCTO00115427 NCT00252850 NCT00400634 NCT00985517 NCT03652363 NCTO01621581 NSTT(())?%QSN
@LL S.S.et  orone o (BAR?S’ L warrey  (VHONE At
Referéncias (NUTT et al., 2003; 2007: SLEVIN (LANG etal, (MARKS, W.J., (MARKS et al, BAUMANN: OLANOW al., 2019; NA NA
al., 2003) PATEL, N. K. 2006) JR. et al., 2008) 2010) WHONE, A. L.
et al., 2005) SIFFERT; et etal, 2015)
et al,, 2003) al. 2013) etal, 2019)

Legenda: th- — recombinante humano; AAV2 — vetorviral adenoassociado 2; MRDCCP — ensaio clinico multicéntrico, randomizado, duplo-cego,controlado por placebo; RDCCP —ensaio clinico randomizado, duplo-cego, controlado
por placebo; MRDCCS - ensaio clinico multicéntrico, randomizado, duplo-cego, controlado por sham (cirurgia simulada); RDCCP — ensaio clinico randomizado, duplo-cego, controlado por placebo; ICV — administragdo
intracerebroventricular; IPu — administragdo intraputamen; NA —nao aplicdvel ou ndo avaliado; SL — sinal de Lhermitte; PP — perda de peso; DC — dores de cabega; Pa — parestesia; IRS — infec¢@o do trato respiratorio superior; Tu —
tumores. * A melhora clinica foi avaliada utilizando a UPDRS. Outros critérios funcionais e ndo motores, usados emalguns desses estudos , ndo foramincluidos. ® Apenas os efeitos adversos mais prevalentes e persistentes estdo listados.
¢ Fonte: http://www.clinicaltrials.gov. ¢ Este MRDCCP foi seguido por um ensaio aberto em 16 pacientes com DP que receberam até 4 mg de GDNF por mais 20 meses, nenhuma melhora foi observada.® Uma melhora modesta do
tratamento com AAV2-NRTN foi observada apds 18 meses em um subgrupo de pacientes que tiveram avaliagdes duplo-cegas apos 12 meses. ! Trés pacientes tratados com AAV2-NRTN e dois controles desenvolveram tumores;
acredita-se que os tumores no grupo AAV2-NRTN ndo tenhasido ocasionadapela infusdo do NTF. ® Apos assegurar-se da seguranca do tratamento em uma fase aberta, este ensaio demonstrou efeito do tratamento em um subgmpo
de pacientes com DP diagnosticada<5 anos." Este RDCCP foi seguido por um ensaio aberto onde todos os pacientes receberam GDNF (na mesma dose)por mais 10 meses, nenhuma melhora foi observada. ! Apesarda auséncia de
efeitos significativos: somente os pacientes tratados como NTF apresentaram melhoras >10 na escala motora da UPDRS; e aumento da capta¢do de dopamina.


http://www.clinicaltrials.gov/
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2.2.2 Fator neurotrofico de dopamina cerebral (CDNF)

Nos ultimos 25 anos, cercade trés duzias de relatorios clinicos foram publicados sobre
a seguranca e a eficaciade NTFs em pacientes com doengas neurodegenerativas. Estes nimeros
sao reflexo de ensaios com diferentes NTFs; diferentes formas de entrega e liberacao; diferentes
doencgas neurodegenerativas (esclerose lateral amiotrofica, DA e DP); dentre outras variaveis.
Todavia, a exemplo da pesquisa clinica com NTFs na DP, nenhum desses trabalhos forneceu
subsidios suficientes paraintrodugdo de NTFs como tratamento de doengas neurodegenerativas.
Na DP em especial, a fatidica saga do GDNF e da NRTN em pesquisas clinicas — das
expectativas iniciais as limitagcdes posteriores — desencadeou certo ceticismo envolvendo a
terapia com NTFs (BARTUS, R. T.; JOHNSON, 2017a;2017b). Contudo, desde a descoberta
do CDNF em 2007 e o inicio de seu primeiro ensaio clinico em 2017, as expectativas t€ém se
renovado. Isso porque, o CDNF possui caracteristicas estruturais (Figura 7) e mecanisticas

(Figura 8) que o difere das demais familias de NTFs (HUTTUNEN; SAARMA, 2019).

2.2.2.1 Implicagoes mecanicistas da estrutura proteica do CDNF

O CDNF ¢ uma proteina que difere estruturalmente da maioria dos NTFs, a exce¢do
trata-se do MANF, um NTF descoberto poucos anos antes do CDNF (PETROVA et al., 2003).
Apesar de compartilharem apenas cerca de 60% de homologia na sua sequéncia de
aminoacidos, ambos tém alta semelhanca na sua estrutura tridimensional e na forma como
desempenham sua atividade. Justamente devido as suas particularidades, o CDNF juntamente
com o MANF, tornaram-se uma nova familia de NTFs (LINDAHL; SAARMA; LINDHOLM,
2017). Assim, enquanto o GDNF e a NRTN possuem estruturas semelhantes e tipica da maioria
dos NTFs, com caracteristicas moleculares que limitam sua distribui¢do cerebral apos infusdao
intraparenquimatosa; as propriedades biofisicas do CDNF lhe conferem ampla difusdo entre os
tecidos, diferentes possibilidades de interagdo e, consequentemente, de acdo (HUTTUNEN;
SAARMA, 2019).

O CDNF ¢ uma proteina altamente conservada na evolucdo de C. elegans para o
homem e amplamente expressa em muitos tecidos de invertebrados e vertebrados (LINDHOLM
et al., 2008; PALGI et al., 2009). No cérebro de roedores, foram detectados transcritos do
CDNF em estagios da vida embrionario, pos-natal e adulta, incluindo o estriado e a SN; além

da presenca em tecidos ndo encefalicos. Em consonancia, foram encontrados altos niveis de
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RNAm para o CDNF no cérebro humano e tecidos ndo neuronais. Inclusive, uma grande
expressao de transcritos do CDNF foi observada em tecidos desprovidos de corpos celulares,
contendo principalmente proje¢des axonais e oligodendrocitos. Além disso, niveis detectaveis
do CDNF sao encontrados também no soro humano (LINDHOLM, P. et al., 2007).

A estrutura proteica primaria do CDNF ¢ caracterizada por uma unidade monomérica
pequena, com um peso molecular de aproximadamente 18,5 kDa (proteina madura com 161
aminoacidos) (LINDHOLM, PAIVI et al., 2007). Neste arranjo de aminoacidos, o CDNF
possui um peptideo sinal N-terminal que tem a capacidade de direciona-lo para o reticulo
endoplasmatico (RE). Bem como, possui um sinal de retencdo ao RE em seu dominio C-
terminal, KDEL (configurado pela seguinte sequéncia de aminoacidos: Lis—Asp—Glu-Leu ou
K-D-E-L, conforme denominagdo da IUPAC, do inglés: International Union of Pure and
Applied Chemistry), este dominio C-terminal destinado a secrecao normalmente ¢ ausente em
NTFs, como o GDNF ou a NRTN. Assim, o CDNF se acumula no limen do RE de células
saudaveis e o desligamento do seu sinal de retengdo ao RE na cauda C-terminal resulta em sua
liberagao (LIU et al., 2015).

Os dois dominios do CDNF, N e C-terminal, configuram a estrutura tridimensional
proteica a partir de conformagdes independentes, conectadas por uma regido flexivel de loop.
A estrutura secundaria do CDNF ¢ predominantemente helicoidal, com cinco a-hélices no
dominio N-terminal e trés o-hélices no dominio C-terminal. Trés pontes dissulfeto estabilizam
0 dominio N-terminal, enquanto a sequéncia CRAC do CDNF humano (Cis-Arg-Ala-Cis) no
dominio C-terminal forma uma ponte dissulfeto interna. Esta ponte dissulfeto CXXC (que
possui variagdo nos aminoacidos intermediarios) encontrada no CDNF ¢ semelhante ao motivo
CXXC encontrado nas oxidorredutases (enzimas que catalisam reagdes de reducdo-oxidagao -
redox) e dissulfeto isomerases (chaperonas redox responsaveis pela inser¢do correta das
ligagdes dissulfeto em proteinas do RE). Contudo, a analise do motivo CXXC presente no
CDNF (e também no MANF), ndo demonstra evidéncias de atividade redox, apesar de mostrar
que o motivo CXXC ¢ essencial para a atividade neuroprotetora (do MANF e, provavelmente
do CDNF dada suas semelhancas estruturais e funcionais) (HUTTUNEN; SAARMA, 2019).
Além disso, o CDNF possui dois locais potenciais para N-glicosila¢do; contudo, a glicosilagao
ndo parece ser necessaria para a sua atividade neuroprotetora (SUN et al., 2011).

Na Figura 7 ¢ ilustrada a representacdo da estrutura do GDNF, da NRTN e do CDNF,

mostrando as diferencas estruturais dos trés NTFs mais estudados no contexto da DP.
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Figura 7: Estrutura dos NTFs utilizados em ensaios clinicos em pacientes com a DP.

B o C CDNF

N-term (monémero, 1 x 18 kDa)

: NRTN - 7
(dimero, 2 x 15 kDa) N-term (dimero, 2 x 12 kDa) _) TEL
N-term

Legenda: A figurailustraa estrutura quaternaria dos trés NTFs mais estudados na DP. (A) Estrutura do GDNF e da (B) NRTN, ambos dimeros de aproximadamente 30 e 24
kDa, respectivamente, estrutura secundaria predominantemente em folha-f ¢ dois dominios N-terminal; (C) Estrutura do CDNF, um mondémero, composto apenas de a-hélices,
um motivo CXXC, dois dominios distintos, um N-terminal e outro C-terminal com uma sequéncia de retengdo (KDEL). Modificado de HUTTUNEN; SAARMA, 2019.
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2.2.2.2 RE e 0 mecanismo de a¢do do CDNF

Os NTFs convencionais, de maneira geral, exercem seus efeitos ligando-se a
receptores que possuem dominios de ligacdo na membrana plasmatica das células-alvo. Para o
GDNF e a NRTN, por exemplo, na superficie celular das células-alvo forma-se um complexo
de sinaliza¢do, composto por um dimero especifico de um dos NTFs ligado a um co-receptor
da familia GFRa presente na membrana, e a molécula receptora do tipo tirosina cinase RET
citosolica. De maneira que, apos a formagao inicial do complexo NTF-GFRa, as duas moléculas
RET se unem, desencadeando trans-autofosforilagdo de residuos especificos de tirosina no
dominio cinase de cada uma das moléculas de RET. A fosforilacao das tirosinas inicia entao os
processos de transducdo de sinal intracelular. Da perspectiva mecanicista, 0 GDNF e a NRTN
ativam as mesmas vias de sinalizacdo, envolvendo a ativagdao de RET e, subsequentemente, as
cascatas de sinalizacdo PI3K-Akt (fosfatidilinositol-3-cinase/proteina cinase B) e RAS-MAP
cinase (do inglés: ratsarcoma virus/proteina ativada por mitégeno cinase). Dessa forma,
promovem o crescimento de neuritos, a regeneracao axonal e a sobrevivéncia de neurénios
dopaminérgicos saudaveis e lesionados (AIRAKSINEN; SAARMA, 2002).

Diferentemente dos NTFs classicos, o CDNF exerce sua atividade somente mediante
a fatores celulares estressores, uma vez que ndo ha evidéncias de efeito do CDNF em cultura
de neuronios saudaveis (LINDHOLM, P. etal.,2007). Em contrapartida, o CDNF demonstrou
um potente efeito neuroprotetor e neurorestaurador quando em cultura de neurdnios
mesencefalicos ou ao tecido cerebral de animais que receberam a administragdo de toxinas
dopaminérgicas (HUTTUNEN; SAARMA, 2019). A partir da infusdo intraestriatal, ja foi
demonstrado que o CDNF ¢ internalizado por neurdnios corticais e estriatais, principalmente
neurdnios dopaminérgicos, sendo transportado retrogradamente para a SN (MATLIK et al.,
2017). Ha indicios também que apos infusdo intraparenquimatosa, o CDNF se localize em
endossomos e corpos multivesiculares dos neuronios. Todavia, permanece desconhecido o
mecanismo pelo qual o CDNF ¢ internalizado e transportado para ao RE (VOUTILAINEN,
MERIJA H. etal., 2011).

Apesar dos esforgos desempenhados at¢ o momento, o CDNF ndo possui um receptor
de superficie celular identificado que possa estar relacionado ao seu mecanismo de acao.
Recentemente, sugeriu-se que os receptores para KDEL poderiam ser translocados do RE, em
situagoes de estresse, e estabelecer a ligacdo do NTF a superficie celular. Além disso, especula-

se que interacdes lipidicas coma superficie celular possam mediar a interagdo inicial e posterior
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internalizacdo do CDNF. A estrutura do CDNF, em seu dominio N-terminal, tem uma
arquitetura globular tipica de proteinas saposinas, caracterizadas como proteinas ricas em
cisteina e capacidade de interagir com lipidios e membranas (HUTTUNEN; SAARMA, 2019).

Contudo, considerando a localizagdo preferencial do CDNF no limen do RE, de onde
¢ regulada sua secre¢ao enddgena, supde-se que seu mecanismo de acao principal deva estar
envolvido com a modulagdo da funcao do RE. Especialmente, em um sistema de sinalizagao
celular homeostatica particularmente importante no RE, a via de resposta a proteinas mal
enoveladas (UPR, do inglés: Unfolded Protein Response), onde o CDNF agiria como regulador
autocrino e paracrino da UPR em resposta ao estresse do RE (HUTTUNEN; SAARMA, 2019).

O RE ¢ uma organela extremamente sensivel ao estresse celular causado pela
disfuncdo proteica, a UPR serve como uma sinalizacao dinamica e adaptativa no RE ajudando
a restaurar a homeostase celular. Na DP, existem evidéncias de que proteinas envolvidas com
a ativagdo do sistema UPR encontram-se anormalmente fosforiladas no tecido post-mortem de
pacientes e colocalizadas com inclusdes de a-sinucleina em neurdnios dopaminérgicos da SNc
(HOOZEMANS et al., 2007). Os trés principais eixos de sinalizagdo a UPR sdo acionados por
ativacdo da PERK (proteina cinase do RE), ativacdo do ATF6 (fator de transcri¢do-6) e ativacao
da IREla (enzima requerente de inositol-1a), todas localizadas na membrana do RE. Como o
estresse do RE atenua a tradugdo geral de proteinas (especialmente via PERK-elF2a), ¢
provavel que as sinapses sejam muito sensiveis ao estresse prolongado do RE. Formas
duradouras de plasticidade sinaptica sdo altamente dependentes da sintese de novas proteinas e
dessa forma, tem sido crescente o nimero de evidéncias sugerindo a importancia da UPR e da
proteostase desempenhada pelo RE. Por vez, o estresse prolongado ou severo do RE pode
desencadear a morte celular através de mecanismos préo-apoptoticos da UPR (HETZ; CHEVET;
OAKES, 2015). Como consequéncia, a célula ativa vias de sinalizagdo para aumentar a
transcri¢do de proteinas envolvidas com o enovelamento proteico e a sobrevivéncia (via Akt,
por exemplo), de modo a exercer uma resposta compensatdria citoprotetora. A citar, nesse
cenario, quando comparado o potencial do CDNF e do GDNF em um modelo animal da DP,
ambos os NTFs ativaram a sobrevivéncia neuronal via sinalizacao PI3K-Akt, todavia apenas o
CDNF diminuiu os niveis de marcadores do estresse do RE (HUTTUNEN; SAARMA, 2019).

Ademais, os efeitos neuroprotetores e neurorestauradores do CDNF parecem estar
relacionados as agdes: sobre vias apoptoticas; anti-inflamatérias; de regulagdo do complexo I
mitocondrial e estresse oxidativo; além de uma atividade sobre o potencial de agregagdo da o-

sinucleina. O CDNF apresentou efeitos positivos in vitro e in vivo em um modelo da DP de
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superexpressao da a-sinucleina, divergindo do GDNF, reconhecidamente ineficaz na protecao
contra a agrega¢do da a-sinucleina (LATGE, C. et al., 2015).

Apesar deste grande avanco do conhecimento acerca do potencial terapéutico do
CDNF na DP, os mecanismos moleculares precisos de acdo do CDNF, inclusive identificagdo
de receptor, ndo estdo claramente definidos. Coletivamente, as agdes pleiotropicas do CDNF
sdo determinantes para classifica-lo como um NTF ndo convencional e com grande potencial

na DP. Na Figura 8 sdo apresentados os mecanismos e vias de sinalizagdo reguladas pelo
CDNF (HUTTUNEN; SAARMA, 2019).

Figura 8: Representagdo esquematica da sequéncia de eventos envolvidos com o mecanismo de agdo do CDNF.

W& asinucleina
—p Ativagdo
—] Inibigdo

#i. CDNF &R/
= N -

Transporte retrégrado

... &internalizagdo \j
S @ N
) @ &2

.. a-sinucleina

Y
Degeneragdo ~~ #
e morte !
celular

Tradugdo
homeostase projeten

\ do Caz*/

Citocinas NEURONIO

pro-inflamatérias
RV ING”
- J\

e S —— b
( < o
J Transcricdo génica

Legenda: O CDNF protege e restaura a funcionalidade de neurdnios sob estresse do reticulo endoplasmatico (RE)
por multiplos mecanismos: No neuronio (1a) o CDNF inibe o estresse cronico do RE através da modulagéo das
vias de resposta a proteinas mal enoveladas (UPR). A inibigo global da traducdo proteica e alteragdes na
homeostase do Ca?*, estdo entre as consequéncias do estresse prolongado do RE, ambos conhecidos por prejudicar
a fungdo sinaptica. Ao modular a sinalizag@o da via UPR e as respostas adaptativas, o CDNF reduz a morte celular
e melhoraa funcionalidade neuronal; (1b) o CDNF promove a ativagdo da proteina quinase B (Akt), apoiando a
sobrevivéncia neuronal; e, ainda, (1c) interfere na oligomerizacdo da a-sinucleina, reduzindo sua toxicidade. Em
células microgliais (2) o estresse cronico do RE promove neuroinflamagao que exacerba a disfungao neuronal, o
CDNF inibe a neuroinflamagfo reduzindo a sintese e a secrecdo de citocinas pro-inflamatorias. Por fim, (3) o
CDNF administrado exogenamente, apresenta efeitos a longo prazo no cérebro, mediados pela regulacdo da
transcri¢do de determinado conjunto de genes. CDNF: fator neurotréfico de dopamina cerebral; Akt: proteina
quinase B; RE: reticulo endoplasmatico. Adaptado de HUTTUNEN; SAARMA, 2019.
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2.2.2.3 Estudos preé-clinicos com o CDNF na DP

Enquanto os mecanismos exatos ndo estdo elucidados, diversos estudos demonstram o
potencial do CDNF em modelos in vitro e in vivo da DP. Um estudo de revisdo da literatura foi
realizado no site PubMed Central®, com as seguintes chaves de busca: “CDNF” e “cerebral
dopamine neurotrophic factor” (o tempo de atualizacdo maximo da pesquisa foi determinado
at¢ o més de dezembro do ano de 2019). De acordo com seu escopo, esses artigos foram
alocados em 6 diferentes classes de manuscritos e anos de publicagdo. Como resultado geral,
foram encontrados 83 trabalhos, entre artigos originais e de revisdo sobre o CDNF, além disso
¢ evidente o crescimento no numero de publicagdes totais com o tema nos ultimos anos
(APENDICE I). Posteriormente, ha a apresentagdo de cada um dos trabalhos que utiliza o
CDNF em algum dos modelos da DP, animal ou em cultura celular (Quadro 2).

Dentre esses mais de 80 artigos publicados em revistas cientificas desde 2007,
especificamente, 17 trabalhos trataram de avaliar o potencial do CDNF em modelos da DP
(dentre trabalhos relacionados a DP sem a utilizacdo de modelos propriamente; focados no
potencial tréfico do CDNF em outras doengas que ndo a DP; focados na sua relagdo estrutura-
atividade; artigos de revisdo; e outros — que apareceram com as palavras-chave de busca, mas
ndo tratavam necessariamente do CDNF como NTF). Dentre os 17 trabalhos atualmente
existentes com a avaliagdo do CDNF em modelos da DP, pode-se observar muitas variagdes
metodoldgicas, como: uso de diferentes espécies animais (ratos, camundongos, primatas ndo-
humanos, além de cultura celulares); diferentes estratégias de administragdo do CDNF
(intervengdes objetivando proteger e/ou restaurar, doses, vias de administragdo, mecanismos de
entrega e liberacdo do NTF); diferentes modelos de lesdo aos neurdnios dopaminérgicos (6-
OHDA, MPTP, MPP* ¢ superexpressido de a-sinucleina; bem como locais de administragdo da
toxina, estriado, SN ou MFB — do inglés, medial forebrain bundle); e diferentes desfechos
primarios e secundarios (testes para avaliacdo motora, andlise dos mecanismos de morte e
extensdo da neurodegeneracdo). Sobretudo, como exposto no Quadro 2, a grande maioria dos
estudos demonstrou o potencial do CDNF em proteger e restaurar neur6nios dopaminérgicos
da degeneragdo em modelos experimentais da DP (dados obtidos a partir da revisdo da

literatura).
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Quadro 2: Estudos investigando os efeitos do CDNF em modelos experimentais da DP.

Intervencao

Modelo da DP

Teste comportamental

Avaliacdo neuroquimica

Administracdo de CDNF
ou GDNF
10 pg, intraestriatal,
unilateral, antes (6 h) e
apos a lesdo (4 semanas)
(LINDHOLM, P. et al.,
2007)

6-OHDA Rotacdio com anfetamina

8 ¢ 20 pg; protocolo de
protecdo e restauracao,
respectivamente;
intraestriatal, unilateral.

apos a lesdo. Efeito

lesdo.

*Efeito semelhante ao GDNF.

Efeito protetor, 2 e 4 semanas

restaurador, 12 semanas apds a

Imunohistoquimica
Neuroprote¢do na SNc e estriado,
4 semanas apos a lesdo.
Neurorestauragéo parcial na
SNpe, 12 semanas apos a lesdo.
*Efeito semelhante ao GDNF.

Administra¢io cronica de
CDNF, MANF ou GDNF
(com bomba osmética)

3 pg/24 h (dose com
efeito) por 14 dias,
canulagdo intraestriatal,
unilateral, 2 semanas apos a
lesdo. (VOUTILAINEN,
M. H. et al., 2011)

Rotacdo com anfetamina

Efeito restaurador cumulativo

Imunohistoquimica
Neurorestauragdao na SNc e
estriado, 10 semanas apds a
lesdo. *MANF e GDNF ndo

apresentaram efeitos
significativos.

Administracdo de CDNF
em camundongos
10 pg, intraestriatal,
bilateral, antes (20 h) e
apos lesdo (1 semana).
(AIRAVAARA et al,,
2012)

6-OHDA (2, 4, 6, 8 ¢ 10 semanas apds a
2 inje¢des de 10 pg, lesdo avaliadas
intraestriatal, conjuntamente).
unilateral. *MANF e GDNF nio
apresentaram efeitos
significativos.
MPTP Atividade locomotora

(avaliada durante 24 h)
Efeito protetor e restaurador
com aumento da atividade
horizontal e vertical,

4 x 15 e 20 mg/kg
(protocolo de protegao
e restauragao,

Imunohistoquimica
Neuroprotecao e
neurorestauragao na SNc e
estriado, 2 semanas e 24 h ap6s
CDNEF, respectivamente.
Western blotting/HPLC
Sem efeito protetor sob a
reducdo de TH, DAT, DA no
estriado, 2 semanas apos
CDNF.

Administragido do vetor
viral AAV2-CDNF
2x108 ¢ 1x10° v.g. (doses
com efeito), intraestriatal,
unilateral, 2 semanas antes
da lesdo (BACK et al,,
2013)

Imunohistoquimica
Neuroprotegdo no estriado e na
SNpc, apenas em secgdes
centrais; Co-localizagdo de
CDNF e NeuN no estriado e
CDNF e TH na SNpc; para
ambas as doses, 10 semanas apds
a lesdo.

Administragcio do vetor
viral AAV2-CDNF
410" v.g. intraestriatal,
unilateral, 6 semanas apos a
lesdo. (REN, XINMIAO et
al,, 2013)

re;?;“:;?gfgf)’ 2 semanas ¢ 24 h apés CDNF,
P ' respectivamente.
Rotacdo com anfetamina
Efeito protetor nas seguintes
) in'e6;~)(e)sH£1?0 situagdes: 2x108 v.g. 2 e 4
Jin%raestriatal, K semanas apos a lesdo), 1x10°
unilateral v.g. (6 e 10 semanas apés a
: lesdo). Avaliagdo 2, 4, 6, 8 ¢
10 semanas apos a lesdo.
Atividade locomotora
(avaliada durante 30 min)
Efeito restaurador com
aumento da atividade
6-.OHDA. horizontal: 14 semanas apés a
18 pg, intraestriatal, lesiio
unilateral. :

Rotacdo com anfetamina
Efeito restaurador: 8, 10, 12,
14, 22, 30 e 60 semanas apds a
lesdo.

Imunohistoquimica
Neurorestauragdo na SNc¢ e
estriado, 12 semanas apos lesao.
Western blotting
Aumento do imunoconteudo de
TH e DAT no estriado e de TH
na SNpc, 14 semanas apos lesdo.
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Avaliacdo neuroquimica

Administracdo de CDNF em
cultura de células PC12

Ensaio de viabilidade celular — MTT
Citoprote¢do e Citorestauragao.
gRT-PCR e Western blotting

50, 100 ou 200 nM, antes (60 6-OHDA Aumento da expressao e niveis de
min) e apos 6-OHDA (24 h), 100 uM, durante n.a. Bcl-2 e redugéo dos niveis de Bax e
(com CDNF sendo mantido 24 h. caspase-3, observados em ambos os
por mais 24 h na cultura). protocolos: protecao/restauragdo. *Os
(MEL, J. M.; NIU, 2014) efeitos observados ocorreram de
maneira dose dependente.
Imunofluorescéncia
Aumento da imunomarcagdo para CDNF
Administracido de carreador em células da glia da SNc (NG2, GFAP)
plasmidial de CDNF, p3- 6-OHDA (efeitq ser{lelhante ao da lesdo); Redugdo
NBRE-CDNFh 20 pg da ativacdo astrocitaria na SNpc (NG2,
88 ng/mL, (administrados 3 intraestri;tal, n.a. GFAP e 0X42); Redugdo do estresse
uL), intranigral, unilateral, 2 unilateral oxidativo na SNc ELISA
semanas apos a lesao. Sem altera¢des na expressao de citocinas
(NADELLA et al., 2014a) pro-inflamatorias como TNF,, IL-1p, IL-
6 na SNpc e no estriado vs. aumento pela
lesdo; 4 semanas apos a lesdo.
Administracdo de CDNF
transfectado em células Rotacdo com apomorfina
tronco mesenquimais Efeito restaurador . .
derivadas da medula éssea 6-OHDA 2 4 e 6 semanas ap()’s a Imunohistoquimica .
(MSCs) 20 pg, lesjﬁo *Observado anenas Neurorestauracdo na SNc¢ e estriado,
2x105 cel/uL, intravenoso intraestriatal, ’ .. p~ 6 semanas apoés a lesdo,
(jugular), intraventricular e unilateral para a admlr}ﬁragao *Observado para a administragido
intraestriatal, 1 semanas apos intraestriatal. intraestriatal e intraventricular.
a lesdo. (JIAMING, M.; NIU,
C.,2015)
Administracido de lentivirus i‘gﬁf:ﬁ&iﬁéﬁ%ﬁgiﬁa
para superexpressio de para injegdo intraestriatal; Imunohistoquimica
CDNIEII)\;?TII\:/LS;I)E Fou Efeito do GDNF para a Para a administracdo intraestriatal:
6-OHDA inje¢do intranigral; Neuroproteg¢do na SNc e estriado com

3x108, 8x108, 4x108, 6x108
tuw/mL, respectivamente
intraestriatal ou intranigral,

GDNF. Para a administrag@o intranigral:
Neuroprote¢do na SN¢ e estriado com

Rotacdo com anfetamina
Efeito apenas do GDNF

2 inje¢des de 10
ug, intraestriatal,

. unilateral. para a injegdo CDNF+MANTF; apenas na SNc: MANF
+ . .
unﬂa;;?;’as(.cmlt)r?n}zgrz{? NF, intraestriatal; Efeito do ou GDNF; apenas no estriado: CDNF; 8
administrados no mesmo dia C;f;ﬁ;;g?ggﬁ;iF semanas apos a lesao.
da lesdo. (CORDERO- 8 semanas apos a lesdo.
LLANA, O. et al.,, 2015)
Administracdo de CDNF Rotacdo com apomorfina
transfectado em células 6-OHDA Efeito restaurador, Imunohistoquimica
estromais da medula 6ssea _20 2,4 e 6 semanas apos a Neurorestauragcdo na SNc¢ e estriado, 6
(BMSCs) mtraes}tlrgiz’l tal, lesdo, *em menor semanas apos a lesdo, *em menor
mtraestriatal, unilateral, unilateral proporgao: efeito proporgdo: efeito neurorestaurador per

1 semana apos a lesao.
(MEL J.; NIU, 2015a)

restaurador per se das se das BMSCs.

BMSCs.
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Avaliacao neuroquimica

Administracdo de CDNF
em cultura de células do
tipo PC12
50, 100 ou 200 nM, antes
(30 min) e ap6s 6-OHDA
(24 h) (com CDNF sendo
mantido por mais 24 h na
cultura).(MEI, J.; NIU,
2015b)

Ensaio de viabilidade celular
Citoprotecao e Citorestauragao.
TUNEL e Citometria de fluxo

Redugdo da morte celular por apoptose
Citoprotegdo e citorestauragao.
*Qs efeitos observados ocorreram de
maneira dose dependente.

Administraciao de CDNF

em cultura de neuronios
dopaminérgicos, cultura
de células N2a
diferenciadas e uso da
cultura de A30P
(superexpressio o-sin)
10 pM, antes (60 min) da
o-sinucleina ou 6-OHDA.
(LATGE, CRISTIANE et
al., 2015)

Ensaios de viabilidade celular:
Citoprote¢do nas trés abordagens
utilizadas — reduziu a morte celular
causada pela a-sinucleina (do
oligdmero, em neurdnio
dopaminérgico e N2a diferenciado e
da superexpressdo da forma fibrilar);
Protegeu neurdnios dopaminérgicos da
6-OHDA.

Administracio de CDNF
e GDNF em macacos
(Callithrix jacchus)

2 injecdes de 10 pg,
nicleo caudado,
unilateral, 3 semanas apos
a lesdo. (GAREA-
RODRIGUEZ et al.,
2016)

DAT Scan
CDNEF restabeleceu a capacidade de
ligagdo ao DAT no estriado, 10
semanas apos a lesdo.
Imunohistoquimica
Neurorestauragao no estriado com o
GDNF. *SN ndo apresentou
degeneracgio; *sem diferenca para
DAT estriatal; 12 semanas apds a
lesdo.

Administracdo de CDNF
e GDNF isolados ou em
associacao
2.5 ug CDNF; 1 pg
GDNEF; 2.5 ng CDNF + 1
ng GDNF intraestriatal,
unilateral, 4 semanas apds
a lesdo (VOUTILAINEN,
MERIJA H. et al., 2017)

6-OHDA
100 uM, durante n.a
24 h.
Oligdomeros de
o-sinucleina e 6-
OHDA n.a
10 uM, durante
24 h.
Condicdo geral
Sem efeito (sobre o peso,
consumo soélido e liquido,
excregdo e aspecto da pele);
6-OHDA Estado neuroldgico /

6 injegdes de 5,8 avaliacio comportamental
ug, nicleo observacional
caudado, Sem efeito (sobre o reflexo
unilateral. sensitivo de membro,

lateralidade, atividade
locomotora, reflexo pupilar,
rastreamento ocular, atengéo,
marcha e tremor).

Rotacdo com anfetamina

Efeito restaurador: 1 ug
6-OHDA GDNF; 2.5 ug CDNF + 1 pug

20 pg, GDNF 12 semanas apos a
intraestriatal, lesdo. *CDNF sem associagdo

unilateral.

ndo apresentou efeitos
significativos.

Western blotting
Ambos NTFs aumentaram PI3K-Akt;
CDNF diminuiu marcadores de estresse
de do RE (ATF6 e GRP78) ¢ a
fosforilagdo do fator eIF2 — no estriado;
sem alteragcdes em TH ¢ DAT na SNc e
estriado; 4 semanas apods a lesdo.
Imunohistoquimica

Neurorestauragdo na SNc¢ da associagio;
*estriado ndo apresentou diferencas; 12

semanas apos a lesdo.
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Avaliacdo neuroquimica

Rotacdo com anfetamina
Efeito restaurador cumulativo do
AAVS8-CDNF. Efeito restaurador

cumulativo da associagdo (1, 4, 6, 8,

Administracao do vetor viral
AAVS8-CDNF, AAVS8-DDC

Imunohistoquimica
Neurorestauracao na SNpc e
estriado do AAV8-CDNF e da
associacdo; 17 semanas apds a
lesdo. *O tratamento apods 2

isolados ou em associacio 6-OHDA 10, 12, 14 e 16 semanas apos a lesdo  semanas apresentou efeitos >
2.8¢2.2x1013 v.g. (2 uL), 4 pg, MFB, avaliadas conjuntamente) *O apos 5 semanas da lesdo.
intraestriatal, unilateral, 2 e 5 unilateral. tratamento ap6s 2 semanas apresentou HPLC
semanas apos a lesao; (AAVS8- efeitos mais robustos que apds 5 Aumento de DA no estriado
DDC apenas 5 semanas apos). semanas da lesdo. *AAV8-DDC sem  com o AAV8-CDNF ¢ com a
(WANG, L. etal, 2017) associa¢do nao apresentou efeitos associac¢ao (administrados 5
significativos. semanas apos lesao); 17
semanas apos a lesdo.
s e ~ ~ : i (_: i i
Administracdo de CDNF, Rotacdo com anfetamina xg;lgis;odeu;g;z
GDNF e associacdo com Efeito restaurador cumulativo com taurad SN
estimulacio cerebral 10 pg de CDNF e 100 pg de GDNF, neurorestaurador na SApe € o
. . estriado para o CDNF ou GDNF
profunda — STN HFS quando administrados 4 semanas apds isolados. 9 ¢ 16 semanas ands a
1, 3.3, 10, 33 e 100 pg de 6-OHDA a lesdo; (2, 4, 6, 8, 12 ¢ 16 semanas lesi "N " < P
CDNF e 10 ou 100 pg de 10 pg, MFB, apos a lesdo) Efeito restaurador da 820, eurorestauragao no
GDNF - S , ~ estriado com a associagdo, 8
, ambos na SNc, 1 ou unilateral. associacao, 4 semanas apoés a lesdo. semanas ands a lesio
4 semanas ap0s a lesao; 10 Teste do cilindro e discinesias HPLC :afsocia o) ’
pg de CDNF + STN HFS, 1 Associacdo aumenta os toques no N - ~
, ~ - . ~ Nao houveram modificagdes na
semanas apos a lesdo. cilindro, 2-3 semanas apos a lesdo — SN triad fveis d
(HUOTARINEN, A. et al,, sem alterar as discinesias, por 8 DA Z T)IS)PGAS Cla 42:11(;;;;/6; (’)sea
2018) semanas apos a lesdo. 1’ ~ p
lesdo.
. i g i i
Teste da caminhada em barra CDNFl;ninngﬂzﬁ) a proliféracio
Efeito restaurador do CDNF apos sobrevivéncia ¢ mll) acio fie ’
Administracdo de CDNF 14 e 21 dias de sua administragdo, , et Q.
. 6-OHDA ~ o células-tronco e progenitoras
na zona subventricular 10 com redugdo da acinesia e heurais em fodos 0 emMDos
(SZV) mtraestﬁ;tal, bradicinesia. avaliados apos a administrlzl a0
10 pg de CDNF, unilateral, Teste de catalepsia na barra P N

2 semanas apds a lesao.

Efeito restaurador do CDNF no
(NASROLAHI et al., 2019)

tempo de 21 dias apos sua
administragdo, com redugdo da
catalepsia (tempo de imobilidade).

desipramina i.p.

do NTF (7, 14 e 21 dias). Efeito

visualizado pela marcagdo de
BrdU/DCX na SZV e no
estriado.
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2.2.3 Desafios da terapia baseada no uso de NTFs na DP

A partir da revisao apresentada até aqui, apesar das grandes expectativas, até o presente
momento a terapia baseada em NTFs ndo resultou em um desfecho totalmente satisfatorio para
o tratamento de individuos com a DP. Conquanto, muito além das caracteristicas peculiares de
cadaum dos NTFs testados, as razdes por tras dessa falta de sucesso podem ainda ser resultado
de falhas na conducdo dos ensaios para o desenvolvimento da terapia (RODRIGO et al., 2018).

Artigos de revisdo que discutem o tema, indicam que intmeros fatores podem ser
considerados como possiveis motivos do insucesso da translagdo dos dados pré-clinicos para a
pesquisa clinica, a citar: (1) embasamento em estudos pré-clinicos que ndo consideram as
caracteristicas anatomopatologicas da DP em humanos; (2) extrapolagdo inadequada da dose
utilizada em trabalhos pré-clinicos, desconsiderando-se questdes de peso e tamanho da estrutura
alvo; (3) desconsiderar o efeito da associacdo com a terapia padrdo; (4) selecdo inadequada de
pacientes ou ndo-estratificagdo em subgrupos de acordo com os diferentes fenotipos da doenga;
(5) auséncia de biomarcadores para diagndstico precoce; (6) efeito placebo experimentado por
pacientes com DP; (7) dificuldade nos sistemas de liberagcdo e administracdo dos NTFs; (8) grau
de invasibilidade do procedimento cirurgico; (9) produgdo endogena de anticorpos
neutralizantes para a proteina administrada; (10) momento da intervengdo com o NTF; (11)
determinagdo incorreta dos desfechos primarios e secundarios do estudo; (12) avaliagdo
sintomatica a partir de escalas e testes insensiveis a totalidade dos beneficios resultantes; (13)
curto periodo de avaliacao dos efeitos e/ou (14) analise estatistica inadequada (LANG, A. E.;
ESPAY, A. J., 2018; RODRIGO et al., 2018; RODRIGUES et al., 2014).

Sobretudo, o principal desafio encontrado na pesquisa clinica com NTFs tem sido
encontrar a melhor maneira de garantir o suprimento trofico; seja em como atingir as
concentragdes terapéuticas, ou em como realizar a entrega para a regido cerebral de interesse.
Enquanto a BHE restringe o acesso de macromoléculas da periferia ao SNC, tem sido
necessario administrar os NTFs através de canulas implantadas diretamente na estrutura
cerebral alvo. Em tltima instancia, muito embora tais métodos de administragdo intracerebral
provem ser clinicamente validos e sem efeitos adversos graves, antevé-se que uma grande
maioria de pacientes ndo seria candidato a cirurgia, dada a complexidade e o grau de
invasibilidade do procedimento. Assim, uma estratégia ndo-invasiva para obter NTFs em niveis
terapé€uticos e de forma segura torna-se essencial (RODRIGO et al., 2018). Neste contexto, a

ideia de utilizacao da via de administragdo intranasal surge como uma estratégia promissora.
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2.2.3.1 Via de administracdo intranasal no contexto da DP

A cavidade nasal estd diretamente ligada ao SNC e as substancias administradas por
essa viando sofrem agdo do metabolismo hepatico e ndo requerem atravessar a BHE para atingir
o SNC. Trata-se de uma regido de contato inicial entre as substancias quimicas e estruturas do
SNC. O transporte de substancias da via intranasal (i.n.) para o SNC ¢ feito através de nervos,
vasos sanguineos, fluido cerebrospinal e o sistema linfatico, que contornam os obstaculos
impostos pela BHE (BANKS, 2016). Por conseguinte, a via de administragdo de substancias
pela via i.n. ¢ um método confidvel e util para a administracdo de drogas com o objetivo de
atingir o SNC, pois além de ser uma via de entrega direta, apresenta outras vantagens, como
permitir autoadministragdo e auséncia de dor no local, o que leva a uma maior aderéncia do
tratamento por parte do paciente. Além disso, por evitar o metabolismo de primeira passagem
e degradagdo da droga, altas concentragcdes do farmaco administrado atingem o sitio de agdo,
com inicio de agdo rapido (DHURIA; HANSON; FREY, 2010).

Em especial para doencas do SNC, o transporte bem-sucedido via i.n. foi demonstrado
para uma variedade de biomoléculas, incluindo: peptideos, proteinas, siRNAs, vetores de genes
virais, vetores de genes ndo-virais e at¢ mesmo células (ALY, A. E. E.; WASZCZAK, B. L.,
2015). No contexto da pesquisa clinica na DP, um estudo de fase II iniciou-se no primeiro
semestre de 2018 avaliando o efeito da administracao i.n. da L-DOPA. O tratamento visa agir
sobre as flutuagdes motoras dos pacientes com a DP e confirmar varios estudos de fase pré-
clinica. Mas, além da L-DOPA, outras moléculas preveem um beneficio diante da
administracao i.n. de substancias em pacientes parkinsonianos, como: apomorfina e rotigotina
(agonistas dos receptores dopaminérgicos); a glutationa (por seus efeitos antioxidantes); a
insulina (a qual tem demonstrado efeito positivo sobre prejuizos cognitivos); e a nicotina (diante
dos resultados prévios de neuroprotecao) (ClinicalTrials.gov, 2019).

Como representante dos NTFs, o GDNF vem sendo o protagonista nos testes
utilizando a via i.n. em modelos animais da DP. Inicialmente, com um trabalho avaliando o
efeito de lipossomas de GDNF no modelo da 6-OHDA (MIGLIORE et al., 2014), seguido por
uma publicagdo por outro grupo de pesquisa anos mais tarde (YUE et al., 2017) e duas
publicagdes recentes utilizando nanoparticulas de GDNF (ALY et al., 2019; HERNANDO et
al., 2018). Em todos esses trabalhos, de maneira geral, evidenciou-se que o potencial
neuroprotetor e restaurador do GDNF estaria preservado com a administragcdo i.n. do NTF,

apontando-a como uma boa estratégia para a terapia baseada no uso de NTFs na DP.
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3 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Considerando os aspectos fisiopatolégicos da DP relacionados as estratégias
terapéuticas atuais — meramente paliativas e limitadas pela progressdo da doenca; torna-se
evidente a necessidade de busca por terapias que sejam modificadoras do curso natural da DP.
Nesse contexto, as pesquisas com NTFs tém se sobressaido diante de resultados pré-clinicos
admiraveis, especialmente com o uso do GDNF, da NRTN e, mais recentemente, do CDNF.
Entretanto, a capacidade neurorestauradora dos NTFs, insuficientemente transposta aos ensaios
clinicos em pacientes com a DP — através de abordagens com o GDNF e a NRTN; tem posto
em pauta a sua potencialidade terapéutica. A falta de sucesso evidenciada, tem sido
correlacionada principalmente a limitada biodisponibilidade dos NTFs no tecido-alvo; sendo a
BHE o inicial e principal obstidculo nessa transposi¢do. De maneira que, diante desse cenario,
o presente trabalho buscard através da administracdo i.n. do CDNF, uma alternativa ndo-
invasiva e eficaz para o acesso direto ao SNC. Pressupondo-se que o efeito trofico do CDNF,
superior ao de ambos os NTFs ja testados na clinica, aliado ao potencial da via de administragao

1.n., seré capaz de reverter prejuizos induzidos por um modelo da DP avancada em animais.



85

4 OBJETIVOS

4.1.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da administragdo i.n. do CDNF e sua associa¢ao com a L-DOPA sobre
as alteragdes comportamentais e neuroquimicas induzidas pela 6-OHDA no MFB de ratos, bem
como investigar o envolvimento do CDNF na DP através dos niveis e expressdo de diferentes

NTFs no estriado e substancia negra de roedores e pacientes parkinsonianos.

4.1.2 Objetivos Especificos

- Investigar o efeito neurorestaurador da administragao i.n. do CDNF (10, 50 e 100 pg) sobre
parametros comportamentais, avaliados a curto, médio e longo prazo no teste do rotarod, teste
do cilindro, teste de equilibrio na trave horizontal, teste do adesivo, teste do campo aberto, teste
da descida em barra vertical, teste da caminhada em escada horizontal, teste da passada, teste
do labirinto em Y, teste do labirinto em cruz elevado e teste da borrifada com sacarose; bem
como seu efeito sobre o peso corporal e indice de sobrevivéncia em ratos lesionados com a 6-
OHDA no MFB;

- Avaliar um possivel efeito neurorestaurador da administracdo i.n. do CDNF (10, 50 e 100 pg)
sobre a marcagdo para TH através da técnica de imunohistoquimica no estriado e na SN; bem
como os niveis de CDNF endogeno na SN de ratos lesionados com 6-OHDA no MFB;

- Comparar o efeito da administracdo i.n. em dose Unica e doses multiplas do CDNF
recombinante humano (CDNFrh; 10 ug) sobre os niveis endogenos de CDNF (CDNFr) através
do ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA) no estriado e na SN; além de avaliar
parametros da funcdo motora, avaliadosno teste do rotarod, teste do cilindro e o nivel de lesao
dopaminérgica avaliada indiretamente pelo teste de rotagdo com apomorfina em ratos
lesionados com a 6-OHDA no MFB;

- Investigar o efeito do tratamento cronico com a L-DOPA v.o. (12,5 mg/kg + 3,125 mg/kg de
benserazida) sobre parametros da funcdo motora e indugdo de discinesias, bem como sobre o
imunocontetido de NTFs (GDNF e CDNF) analisado através da técnica de western blotting no
estriado de ratos lesionados com 6-OHDA no MFB;

- Utilizar conjunto de dados presente na literatura para realizar andlise de expressao diferencial

de microarranjos dos niveis estriatais de RNAm de diferentes NTFs (CDNF, GDNF, BDNF e
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NGF) em ratos tratados com a L-DOPA (discinéticos e ndo discinéticos) e lesionados com a 6-
OHDA no MFB, bem como calcular os tamanhos de efeito de cada gene;

- Verificar um possivel efeito sinérgico da associacdo entre a administragdo cronica do CDNF
in. (10 pug) e da L-DOPA v.o. (12,5 mg/kg + 3,125 mg/kg de benserazida) sobre parametros da
funcdo motora, avaliados no teste do rotarod, teste do cilindro, teste de rotagao induzido pela
apomorfina e LIDs em ratos lesionados com a 6-OHDA no MFB;

- Verificar a existéncia de uma possivel correlacdo entre os niveis estriatais de CDNFr
analisados por ELISA e a gravidade das LIDs avaliadas pelo somatdrio dos escores de AIMs
em ratos lesionados com 6-OHDA no MFB;

- Comparar os niveis de CDNFr no estriado de animais jovens vs. idosos e animais naive vs.
lesionados com 6-OHDA no MFB através da técnica de ELISA, bem como os niveis de GDNF
no estriado e SN de animais jovens e idosos através da técnica de western blotting;

- Utilizar conjuntos de dados presente na literatura pararealizar analise de expressao diferencial
de microarranjos dos niveis estriatais de RNAm de diferentes NTFs (CDNF, GDNF, BDNF ¢
NGF) em ratos lesionados com a 6-OHDA no MFB e eutanasiados em distintos tempos pos-
lesdo e em pacientes com DP classificada como leve, moderada e avancada (segundo o

estadiamento de Braak); bem como calcular os tamanhos de efeito de cada gene.



87

5S METODOLOGIA

5.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos adultos (3-4 e 20-22 meses de idade, 300-400
g) do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina (Florianépolis, Brasil). Os
ratos ficaram alojados em grupos de cinco animais por caixa (49 x 34 x 16 cm) e mantidos em
condi¢des laboratoriais padrdo (ciclo de 12 horas claro-escuro, luzes acesas as 7:00 h,
temperatura 22 + 1 ° C), com livre acesso a dgua e racdo. Os protocolos experimentais
realizados neste trabalho foram previamente aprovados pelo Comité de Etica para o Uso de

Animais (CEUA / UFSC; n° do projeto de pesquisa aprovado: PP2684260718).

5.2DROGAS E TRATAMENTOS

O presente trabalho utilizou a manipulagdo farmacoldgica com trés diferentes
objetivos: (i) inducdo do modelo experimental da DP avancada; (ii) estudo do potencial
terapéutico de um NTF administrado por via i.n. no modelo experimental da DP avangada; e
(111) associagdo da terapia trofica proposta por via i.n. ao farmaco padrao no tratamento da DP.

As doses das drogas foram estabelecidas com base em trabalhos prévios da literatura
(BENDER et al.,2015; DU et al.,2015; GOMES; DEL BEL, 2003; MIGLIORE et al., 2014).
O cloridrato de 6-hidroxidopamina (6-OHDA; Sigma-Aldrich, MO, EUA) e o cloridrato de (R)-
(-)-apomorfina (Sigma-Aldrich, MO, EUA), foram dissolvidos em uma solugdo veiculo
contendo metabissulfito de s6dio (Na,S205 a 0,01%) acrescido a solugdo salina (NaCl a 0,9%).
O CDNF foi dissolvido em solugdo salina (NaCl a 0,9%) em diferentes concentragdes,
antecedente a sua administragdo (0,25 pg/uL, 1,25 pg/pl ou 2,5 pg/ul). Como controle interno,
utilizou-se a técnica de Western Blotting para verificar a integridade proteica estrutural do
CDNF (18,5 kDa), antes de prosseguir com sua administracdo intranasal. Uma curva com
concentragdes crescentes de proteina pode observada no APENDICE II. A solugio de L-
DOPA ¢ benserazida foi obtida a partir da solubilizagdo de comprimidos dispersiveis
(Prolopa®, 100/25; Hoffman-LaRoche, RJ, Brasil), diluidos 8 vezes em 4agua a sua

concentracao inicial.
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5.2.1Protocolos experimentais

Os desenhos dos protocolos experimentais utilizados encontram-se ilustrados abaixo.
Basicamente, eles foram propostos com o intuito de avaliar quatro principais aspectos: (i) efeito
neurorestaurador da administracdo i.n. do CDNF (Figura 9); (ii) efeitos da administracao i.n.
cronica do CDNF (Figura 10); (iii) efeitos do tratamento cronico com a L-DOPA associada ao

CDNF i.n. (Figura 11) e (iv) niveis de NTFs no envelhecimento e na DP (Figura 12).



Figura 9: Desenho experimental do protocolo utilizado para avaliagdo do efeito da administragdo intranasal do CDNF.
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A o Teste da g
CDNF viai.n. | Teste do borrifada Eutanasia
10 pg, 50 pg ou 100 pg @ labirinto em Y com sacarose @
(20 pL/narina) .
Teste do labirinto
3
6-OHDA B @ em cruz elevado
24 ug, MFB ,.. =

e

(unilateral)

89

Legenda: O protocolo de avaliagdo do potencial neurorestaurador do CDNF administrado via i.n. teve duragdo de 36 semanas, a datar do seu inicio com a indugao da lesdo
através de cirurgia estereotaxica e inje¢ao da toxina 6-OHDA (24 pg) unilateralmente no MFB direito, de ratos Wistar machos (3-4 meses de idade). O acompanhamento
longinquo permitiu a avaliagdo do efeito do CDNF i.n. a curto, médio e longo prazo. A administragdo do CDNF i.n. foi realizada 4 semanas ap6s, tempo onde a lesdo coma 6-
OHDA ja se encontraestavel. O acompanhamento do peso corporal dos animais foi realizado durante todo o protocolo, como um indicativo do bem-estar geral dos animais.
Testes comportamentais para avaliar a fungdo motorados animais (representados na parte superior do esquema) e condi¢des nio motoras (representadas na parte inferior do
esquema), foram organizados de maneira a explorar o potencial do CDNF i.n. em comportamentos sabidamente comprometidos em pacientes coma DP e intercalados por todo
o protocolo. Ao final das 32 semanas pds-administragdo do CDNF i.n., foi realizada a verificagdo do grau de neurodegeneragdo dopaminérgica, através da técnica de
imunohistoquimica (realizada em fatias da SNc e estriado dorsal e ventral), além da imunodetec¢do de CDNF (estriatal). Os simbolos representam a frequénciae periodo de

repeti¢do dos respectivos testes ao qual estdo alinhados. MFB: do inglés medial forebrain bundle;in.: intranasal.
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Figura 10: Desenho experimental do protocolo utilizado para avaliagdo dos efeitos da administragao intranasal cronica do CDNF.

_ A Teste do rotarod
Teste de rotacao \
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CDNF viai.n. A Dose unica (1x 3 dias antes da eutanasia)
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(unilateral)

Legenda: O protocolo de avaliagdo dos efeitos da administragéo i.n. cronicado CDNF teve duragéo de 19 semanas, a datar do seu inicio com a indugéo da lesdo através de
cirurgia estereotaxica e inje¢éo da toxina 6-OHDA (24 ng) unilateralmente no MFB direito, de ratos Wistar machos (3-4 meses de idade). A administragdo do CDNF i.n. foi
iniciada apds a les@o com a 6-OHDA ja encontrar-se estavel. O tratamento com o CDNF i.n. na dose de 10 pg ocorreu diariamente durante 15 dias, ou a partir de uma unica
administragdo do NTF (15 ou 3 dias antes da eutanasia dos animais). Testes comportamentais para avaliar a fungdo motora dos animais (representados na parte superior do
esquema), foram organizados de maneira a explorar o potencial do tratamento cronico. Avaliou-se o desempenho dos animais antes e apds o tratamento cronico com o CDNF
i.n. através do teste de rotacdo com apomorfina; ou somente ao final do protocolo de tratamento cronico com o CDNF i.n. através do teste do rotarod e teste do cilindro. Ao
final do protocolo foi realizada a quantificagdo dos niveis do CDNF estriatais do rato, através da técnica de ELISA. Os simbolos representam a frequéncia e periodo de repeti¢do
dos respectivos testes ao qual estdo alinhados. MFB: do inglés medial forebrain bundle;i.n.: intranasal; ELISA: Ensaio de imunoabsor¢ao enzimatica.
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Figura 11: Desenho experimental do protocolo utilizado para avaliagdo dos efeitos do tratamento cronico com a L-DOPA associada ao CDNF intranasal.
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Legenda: O protocolo de avaliagdo dos efeitos do tratamento cronico com a L-DOPA associadaao CDNF i.n. teve duragdo de 19 semanas, a datar do seu inicio com a indugéo
da lesdo através de cirurgia estereotaxicae inje¢ao da toxina 6-OHDA (24 pg) unilateralmente no MFB direito, de ratos Wistar machos (3-4 meses de idade). A administragao
do CDNF i.n. ou do CDNF i.n. associado a L-DOPA foi iniciada4 semanas ap6s, tempo onde a lesdo com a 6-OHDA ja se encontra estavel. O tratamento com o CDNF i.n. na
dose de 10 pg ocorreudiariamente durante 15 dias, 30 min antes do tratamento v.o. com a L-DOPA (12,5 mg/kg, benserazida 3,125 mg/kg). Testes comportamentais para
avaliar a fungdo motora dos animais, foram organizados de maneira a explorar o potencial do tratamento cronico da associagdo entre o CDNF i.n. a L-DOPA v.o. Avaliou-se o
desempenho dos animais antes e apos o tratamento cronico associado através do teste de rotacdo com apomorfina, teste do rotarod e teste do cilindro. Neste mesmo protocolo
avaliou-se as LIDs através dos escores de AIMs, nos dias 1,4, 7 e 14 de administracdo da L-DOPA ou da associaggo. Ao final do protocolo foi realizada a quantificacdo dos
niveis de TH, GDNF e CDNF no estriado, através da técnica de Western Blotting; e do CDNF estriatal do rato, através da técnica de ELISA. Os simbolos representam a

frequénciae periodo de repeti¢do dos respectivos testes ao qual estdo alinhados. MFB: do inglés medial forebrain bundle;i.n.: intranasal; WB: Western Blotting; ELISA: Ensaio
de imunoabsorg¢ao enzimatica.



Figura 12: Desenho experimental do protocolo utilizado para avaliag@o dos niveis de fatores neurotréficos no envelhecimento e na doenga de Parkinson.
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Legenda: O protocolo de avaliagdo dos niveis de NTFs (CDNF e GDNF) em decorrénciado envelhecimento oudo modelo da DP, teve dois formatos. (1). Para quantificagéo
do CDNF: ratos jovens (3 a 4 meses de idade) e idosos (20 a 22 meses de idade), foram eutanasiados apos atingirem a idade referidae em sequéncia foram quantificados os
niveis do CDNF estriatais por ELISA (parte superior da figura). (2). Para quantificagdo do CDNF: ratos jovens (3 a4 meses de idade) e idosos (20222 meses de idade), SHAM
ou lesionados unilateralmente com a 6-OHDA (24 pg) no MFB, foram eutanasiados apds atingirem a idade referida e em sequéncia foram quantificados os niveis do GDNF no
estriado e na SN por ELISA através da técnicade Western Blotting (parte inferior da figura). Os simbolos representam a frequéncia e periodo de repetigao dos respectivos testes

ao qual estdo alinhados. MFB: do inglés medial forebrain bundle; WB: Western Blotting; ELISA: Ensaio de imunoabsor¢ao enzimatica.
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5.3CIRURGIA ESTEREOTAXICA

A cirurgia estereotaxica foi realizada sob anestesia com inje¢do intraperitoneal (i.p.)
de cetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg). Os ratos foram posicionados no aparelho
estereotaxico (KOPF® Instruments, CA, EUA) e apds a desinfecc¢ao da pele, receberam 0,3 mL
de lidocaina com adrenalina (10 mg/mL) local, via subcutanea (s.c.). Uma incisdo foi feita de
modo a expor o cranio e, apos a identificacdo das coordenadas de injecdo, perfurou-se a dura-
mater utilizando uma broca de alta velocidade. Para a infusao da 6-OHDA foi utilizado uma
seringa Hamilton de 10 pL acoplada a uma bomba peristaltica (Insight® Equipamentos
Cientificos, SP, Brasil) e conectada através de um tubo de polietileno a uma agulha de ago
(26G) na extremidade oposta. A 6-OHDA (Sigma-Aldrich, MO, EUA) na dose de 24 pg, a
uma concentracdo de 8 pg/pL, foi infundida unilateralmente no feixe prosencefilico medial
(MFB) direito. As coordenadas utilizadas relativas ao bregma e a dura-mater (em mm) foram:
anteroposterior (AP): -4,4; médio-lateral (ML): -1,2 e dorsoventral (DV): -8,2. A infusdo da 6-
OHDA ocorreu a uma vazio de 1 pl/min e a agulha foi deixada no local por mais 4 min apds
a injecdo. Os ratos SHAM-operados (cirurgia controle) seguiram o mesmo protocolo cirargico,
exceto pelo fato de ter sido substituido a 6-OHDA pela solugdo veiculo (NaCl a 0,9% contendo
metabissulfito de sddio a 0,01%). As coordenadas estereotaxicas foram definidas com base no
atlas de neuroanatomia de rato de Paxinos e Watson (2009) e o protocolo de cirurgia adaptado
de Gomes e Del Bel (2003). No pos-operatorio os animais receberam flunixino s.c. (2,5mg/kg)
para alivio da dor e solugdo salina (NaCl a 0,9%) aquecida a 37 °C, sendo devidamente
acompanhados apos a realizagdo do procedimento cirurgico, com observagdo de quaisquer

alteracdes fisicas e comportamentais que indicassem dor.

5.4 ADMINISTRACAO INTRANASAL

Para a administragdo por via intranasal (i.n.), os ratos foram anestesiados com
isoflurano a 0,96% e posicionados em dectbito dorsal com a cabega plana na superficie e o
nariz na vertical (= 90 °), conforme demonstrado por Van Den Berg et al. (2002). A
administracdo i.n. do CDNF foi realizada com o auxilio de um tubo de polietileno (PE-10)
inserido aproximadamente 7 mm na narina do animal. O tubo de polietileno foi conectado a
uma bomba peristaltica (Insight® Equipamentos Cientificos, SP, Brasil) ajustada para uma

vazao de 10 pl/min através de uma seringa Hamilton de 20 pl.. O CDNF foi produzido como
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descrito por Latge et al. (2015) e preparado em diferentes concentracdes logo antes de sua
administracao (0,25 pg/ul, 1,25 pg/ul ou 2,5 pg/ul, dissolvido em NaCl a 0,9%), mantendo -
se fixo o total de volume administrado (40 pul/animal, 20 pL/narina). Dessa forma, as doses do
CDNF i.n. administradas foram de 10, 50 e 100 pg/animal, sendo a utilizagao de tais doses
baseada em estudos prévios de administragdo i.n. do GDNF (BENDER et al., 2015;
MIGLIORE et al., 2014). Entre as infusdes do CDNF em cada narina, os animais tiveram um
intervalo de Imin para recuperacdo da funcdo cardiorrespiratoria. O grupo controle seguiu o
mesmo protocolo, exceto pelo fato de o veiculo (NaCl a 0,9%) ter sido administrado em vez do

CDNF. O procedimento de administragdo i.n. foi adaptado de Prediger et al. (2006).

5.5AVALIACOES COMPORTAMENTAIS: EXPERIMENTOS IN VIVO

Os animais foram submetidos a diferentes testes comportamentais para avaliacao de
parametros da fungdo motora e ndo motora, bem como acompanhados quanto a indicadores do
bem-estar geral. Todos os testes e avaliagdes foram conduzidas durante o ciclo claro dos
animais (7:00 h as 19:00 h), em salas com iluminagao ambiente de baixa intensidade (12 lux),
isolamento acustico e antessala para prévia ambientacdo dos animais por pelo menos 60 min
antes do inicio dos testes. Afim de evitar vieses devido a residuo de odores, os aparatos foram
limpos com uma solugdo de etanol 10-70% e secos com papel toalha logo apods a retirada de
cada animal. As avaliagdes comportamentais foram gravadas através de um sistema de
monitorizacdo com cameras posicionadas nas salas experimentais € as imagens obtidas foram
armazenadas para posterior andlise com auxilio do software ANY-maze® (Stoelting Co., IL,

EUA).

5.5.1 Testes para avaliacio de parametros comportamentais motores

5.5.1.1Teste do rotarod

O teste do rotarod avalia de habilidades motoras como a marcha, coordenagdo inter-
membros e equilibrio. O desempenho no teste ¢ comumente mensurado mediante o tempo em
que o animal permanece em uma haste horizontal rotativa, sendo assim registrado a laténcia
para a queda do rotarod. Para a execucdo do teste, os animais foram posicionados sobre o

aparato (Insight® Equipamentos Cientificos, SP, Brasil) e treinados durante 30 s para a
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permanéncia sob a haste estaciondria (zero rotagdes por minuto — r.p.m.), seguido pelo
treinamento durante 90s sob a haste em rotacdo constante (5 r.p.m.). Os animais que
ultrapassaram o nimero maximo de quedas permitidas durante a sessdo de treino (5 quedas)
foram excluidos de sessdes posteriores, de modo que todos os grupos apresentassem
desempenho basal semelhante. As sessdes de teste no rotarod corresponderam a verificacao da
laténcia para a queda diante da aceleragdo do rotarod, onde a velocidade inicial de 5 r.p.m. era
incrementada com 0,1 revolugdes/s, atingindo o maximo de 35 r.p.m. apds o tempo maximo de
300 s. O desenho deste protocolo foi baseado em trabalhos prévios da literatura (BUITRAGO
etal., 2004; CORDOVA et al., 2012).

5.5.1.2 Teste do cilindro

O teste do cilindro avalia o comportamento de lateralidade diante de manipulag¢des
experimentais. No teste ¢ mensurado o apoio das patas dianteiras apds lesoes unilaterais em
nucleos encefalicos responsaveis pelas fungdes motoras, € o comprometimento motor tende a
apresentar-se como um viés de lateralidade (no lado contralateral a lesdo). O cilindro incentiva
a exploragdo vertical e o repouso apds cada retaguarda e, portanto, o teste se baseia na
curiosidade inerente dos roedores em explorar um novo ambiente. Para realizac¢ao do teste, os
animais foram colocados dentro de um cilindro transparente (24 cm de didmetro x 30 cm de
altura) para registro dos contatos das patas dianteiras a parede do cilindro durante 5 min. Como
amedida do desfecho primario envolve a assimetria entre o membro afetado e ndo afetado, cada
animal fornece seu proprio controle para diferencas individuais em motivagao e exploracao.
Assim, foram computados os atos de encostar das patas ipsilateral e contralateral a lesdo, bem
como de ambas as patas simultaneamente na parede do cilindro e posteriormente calculou-se a
porcentagem de uso da pata lesionada em relagdo a intacta. Este protocolo experimental foi

semelhante ao demonstrado para o teste em camundongos (BROOKS; DUNNETT, 2009).

5.5.1.3Teste de equilibrio na barra horizontal

O teste de equilibrio na barra horizontal propicia medidas de estabilidade e balango
dos animais. No teste ¢ avaliada a capacidade dos animais em manter equilibrio sobre uma
estreita barra horizontal. Para andlise do teste foram designados escores de acordo com o tempo

de permanéncia em equilibrio sobre a barra horizontal: 0 = 60 s; 1 =40-59s; 2=20-39se 3 =



96

0-19 s; ou seja, pontuacdes mais altas representam um maior comprometimento motor no teste.
Para a execucdo do teste, os animais foram gentilmente posicionados com as 4 patas sobre a
barra horizontal (de aproximadamente 20 mm de diametro e afastada cerca de 90 cm do chdo),
de modo que seu corpo ficasse em orientagdo oposta ao sentido da barra e foram mantidos pelo
tempo maximo de 60 s. O teste foi executado a partir de uma versao aprimorada do “horizontal
bars” para o uso em ratos, sem que houvesse a necessidade de travessia da barra horizontal

(AU - DEACON, 2013).

5.5.1.4 Teste do adesivo

O teste do adesivo avalia especialmente a competéncia motora fina e a simetria na
destreza e mobilidade das patas dianteiras dos animais. No teste ¢ avaliada também a
capacidade proprioceptiva do animal e o componente motivacional da acinesia na avalia¢ao de
habilidades motoras finas, além de mensurar a sobrecarga tatil unilateral. Para realiza¢ao do
teste foram colados pequenos adesivos na porcao distal-radial palmar (10 mm x 10 mm) de
ambas as patas dianteiras (em uma ordem aleatoria). Logo em seguida, os animais foram postos
dentro de um cilindro transparente (24 cm de diametro % 30 cm de altura) e registrado o tempo
para entrar em contato com o rotulo e remové-lo. Os resultados foram obtidos a partir de duas
sessoes de teste (aplicadas com intervalo médio de 10 min) e representados como a média das
duas sessdes de avaliacdo, sendo cada animal avaliado por um tempo maximo de 120 s. Este

protocolo comportamental foi baseado nos seguintes trabalhos prévios da literatura (BOUET et
al., 2009; FRERET et al., 2007).

5.5.1.5 Teste do campo aberto

O teste do campo aberto foi utilizado para determinar a atividade locomotora
horizontal espontdnea dos animais. Além de parametros como distincia e velocidade,
normalmente analisados no teste, o perfil de ambulacdo e ocupacdo das zonas do aparato
também pode ser explorado. Para execugdo do teste, os animais foram posicionados no centro
de uma arena aberta (100 cm x 100 cm X 40 cm), sendo registrada a movimentacdo no aparato
durante 5 min. As medidas de distancia total percorrida, tempo na zona central do aparato,
velocidade maxima e o nimero de rotacdes no sentido horario e anti-horario, bem como o

mapeamento da ocupacao e permanéncia dos animais nas zonas do campo, foram avaliados no
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teste. Este protocolo foi realizado de acordo com procedimentos preconizados no proprio

laboratério (AGUIAR et al., 2009).

5.5.1.6 Teste de descida em barra vertical

O teste de descida em barra vertical ¢ destinado a avaliar, além do equilibrio e
coordenagdo motora, a bradicinesia dos animais. No teste ¢ averiguada a capacidade do animal
de agarrar-se e manobrar em uma haste vertical para descer até sua caixa moradia. Para este
teste, os animais foram posicionados logo abaixo do topo de uma barra com superficie aspera
(100 cm de comprimento x 20 mm de didmetro) posicionada verticalmente sobre uma caixa
com serragem, com a face orientada para a extremidade superior da haste. Foram entdo
mensurados os parametros de laténcia para virar (orientar-se para a extremidade inferior da
haste) e laténcia para descer (chegar a caixa moradia) da barra vertical. O experimento foi
realizado em duas etapas, treino e teste, com intervalo médio de 24 h entre cada repeti¢do e o
tempo maximo atribuido ao animal para execucao da tarefa foi de 120 s por sessdo. Este
protocolo foi baseado em trabalhos prévios da literatura (MEREDITH; KANG, 2006;
TANRIOVER et al., 2010).

5.5.1.7 Teste da caminhada em escada horizontal

O teste da caminhada em escada horizontal avalia a coordenagdao motora aliada a
precisdo da marcha dos animais. O aparato onde os animais sdo testados consiste em uma
passarela com duas paredes verticais (100 cm de comprimento x 20 cm de altura) conectadas
por barras de metal (10 cm de comprimento % 3 mm de didmetro) e espagadas em intervalos
irregulares (de 1 cm, 2 cm e 3 cm), que funcionam como degraus de uma escada. Pois, a posi¢do
de partida dos animais (caixa neutra) ¢ elevada cerca de 20 cm emrelacdo ao ponto de chegada
dos animais (caixa moradia com serragem). Ao caminhar sobre o aparato os animais devem
coordenar a colocagdo das patas anteriores e posteriores e firmar-se sobre as barras de metal,
de modo a evitar que escorreguem pelos intervalos irregularmente espacados. Assim, apos os
animais serem posicionados na extremidade de partida do aparato, foram registrados os
parametros de laténcia para alcangar o ponto de chegada e o nimero total de erros durante a
realizacao da tarefa de acordo com as falhas no posicionamento das patas durante a travessia.

Foram pontuados como erros somente as ocasides onde o membro perdia completamente o
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alcance de um degrau, ou seja, ndo o tocava e ocorria a queda total da pata por entre as grades
e a perda de equilibrio e postura do corpo. O experimento contou com uma as sessoes de treino
e teste, realizadas com um intervalo médio de 15 min entre elas. O tempo maximo atribuido ao
animal para execugdo da tarefa foi de 120 s por sessdo. O protocolo executado para realizagdo
desse teste foi baseado em trabalhos prévios presentes na literatura (METZ; WHISHAW, 2009;
SCHONFELD et al., 2017).

5.5.1.8 Teste da pegada

O teste da pegada consiste na metodologia mais comumente empregada para avaliara
marcha dos animais. No teste, sdo pintadas as patas dos animais e os padrdoes de marcha
demarcados sobre uma superficie para registro das pegadas. O aparato utilizado foi 0 mesmo
do teste da caminhada em escada horizontal (4.5.1.7), com exce¢ao do piso que foi substituido
por uma superficie solida coberta por um papel absorvente e a auséncia de inclinagdo. Apos os
animais terem suas patas dianteiras pintadas, serem postos € atravessarem o aparato, suas patas
ficaram impressas sobre o papel e os moldes de pegada foram analisados manualmente quanto
ao comprimento da passada, representado pela distancia média da projecdo de cada uma das
patas em um movimento a frente. O teste foi realizado em duplicata, com intervalo médio de
24 h entre as sessoes e os dados representam a média de ambas. O tempo maximo atribuido ao
animal para execugdo da tarefa foi de 120 s por sessdo. Este protocolo baseou-se em trabalhos

prévios da literatura (BROOKS; DUNNETT, 2009; CARTER; MORTON; DUNNETT, 2001).

5.5.1.9 Teste de rotagado induzido pela apomorfina

O teste de rotagdo induzido pela apomorfina constitui a principal forma de avaliagdo
comportamental para o monitoramento do grau desnervacdo frente a lesdes dopaminérgicas
prosencefalicas unilaterais em animais. Apds a lesdo unilateral com a 6-OHDA no MFB,
avaliou-se o numero de rotagdes contralaterais a lesdo induzidos pela apomorfina, agonista
direto dos receptores de DA. Para a realizagdo do teste foi administrado hidrocloreto de R-(—)-
apomorfina (0,5 mg/kg, s.c.) e realizada a andlise do comportamento rotatdrio dos animais em
aparatos cilindricos (24 cm de didmetro x 30 cm de altura) durante 30 min. O numero de

rotagdes, giros na dire¢do cabeca-cauda 360°, no sentido hordrio (ipsilateral a lesdo) e anti-
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horario (contralateral a lesdo) foi avaliado manualmente. O protocolo experimental utilizado

neste teste foi baseado em Padovan-Neto et al., 2009.

5.5.2 Testes para avaliacdo de parametros comportamentais nio motores

5.5.2.1Teste do labirintoem Y

O teste do labirinto em Y na versdo de alternincias espontaneas permite o acesso a
memoria operacional espacial, além de questdes atencionais e motivacionais dos animais. O
comportamento de alternincia espontdnea ¢ uma caracteristica intrinseca de roedores, eles
tendem a intercalar suas escolhas ndo-reforcadas em um labirinto em Y de maneira sucessiva.
O aparato utilizado para o teste do labirinto em Y possui trés bragos (50 cm x 10 cm % 20 cm)
afastados por uma angulagao de 120 °, feitos de madeira e cobertos com formica impermeavel.
Para realizacdo do teste, os animais foram introduzidos no centro do aparato em forma de Y e
deixados explorar livremente os bracos do labirinto, durante 8 min. Ao final, registrou-se a
sequéncia e o nimero de entradas nos bragos e foi calculado a porcentagem de alternincias
corretas. Para o calculo da porcentagem foi feita a razdo entre o nimero de alternancias corretas
e o total de entradas nos bragos (determinada pela passagem alternada em cada um dos bragos)
menos dois e multiplicado por 100 [ (% de alternancias corretas = n° de alternincias corretas /
total de entradas nos bragos — 2) x 100]. Além disso, o total de entradas nos bragos foi
empregado como indice de atividade locomotora dos animais. A entrada em um brago foi
definida como a colocagdo de todas as quatro patas no braco. A execucao deste teste foi baseada

em protocolos presentes na literatura (HUGHES, 2004; PRIEUR; JADAVII, 2019).

5.5.2.2 Teste do labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado trata-se de um paradigma comportamental reconhecido
para a avaliacdo de comportamentos relacionados a ansiedade e identificacdo de compostos
com efeitos ansioliticos ou ansiogénicos em animais. O modelo explora o conflito entre a
curiosidade inata que roedores t€ém em explorar ambientes novos e a aversdo natural a altura e
espagos abertos. O aparato utilizado para o teste consiste em dois bragos abertos opostos (50
cm %X 10 cm) cercados por uma borda de acrilico de 1 cm de altura, cruzados em angulo reto

por dois bragos fechados (50 cm x 10 cm % 40 cm) e unidos por uma plataforma central (10 cm
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% 10 cm), feitos de madeira com formica impermeavel, a uma altura de 50 cm do chdo. Para o
teste, os animais foram colocados na area central do labirinto de frente para um brago fechado
e o nimero de entradas e o tempo gasto nos bragos abertos e fechados foram registrados durante
7 min (sendo os 2 min inicias excluidos da andlise). A partir do comportamento dos animais,
foram analisadas as respectivas respostas emocionais e locomotora: porcentagem de tempo e
entradas de bragos abertos, assim como a expressao de comportamentos de avaliagao de riscos
(ato de aproximagdo e investigagdo da area de transi¢do aos bragos abertos) e o niimero de
entradas de bragos fechados. A entrada em um brago foi definida como a colocagdo de todas as

quatro patas no braco. O protocolo utilizado para o teste foi baseado em trabalhos presentes na

literatura (LOPES et al., 2016; SOUZA et al., 2013).

5.5.2.3 Teste da borrifada com sacarose

O teste da borrifada com sacarose avalia o estado hedonico, a partir do comportamento
de autocuidado e motivacional dos animais. No teste, devido a viscosidade de uma solucao de
10% de sacarose esguichada na regido dorsal dos animais, que entremeia a pelagem, eles
exibem uma tipica conduta de autolimpeza (do inglés, grooming). O procedimento realizado no
teste consistiu, portanto, em esguichar por duas vezes uma solugdo de sacarose 10% sobre o
dorso do rato (um esguicho em cada regido dorsolateral). Em seguida, os animais foram
colocados numa caixa de acrilico (40 cm x 40 cm) e observados por um periodo de 15 min.
Durante esse periodo registrou-se a laténcia para inicio do comportamento de autolimpeza e o
tempo total de autolimpeza direcionado ao dorso. O comportamento de limpeza incluiu somente

a limpeza do dorso (lambedura do corpo). O protocolo utilizado foi baseado em trabalhos

prévios do grupo (MACHADO et al., 2012; MATHEUS et al., 2016).
5.5.3 Teste para avaliacio das discinesias induzidas pela L-DOPA
5.5.3.1 Avalia¢do de movimentos involuntarios anormais
A avaliacdo de movimentos involuntdrios anormais (AIMs, do inglés: abnormal
involuntary movements) serve como base para o monitoramento das LIDs. Para a visualizacao

dos AIMs os animais devem estar sob efeito de altas concentragdes de L-DOPA em um regime

de tratamento cronico, que aliado a uma extensa neurodegeneracao, permite o desenvolvimento
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das LIDs. Para a avaliagdo, os animais foram colocados individualmente em cilindros
transparentes (24 cm de diametro % 30 cm de altura) e seus movimentos foram analisados
durante Imin, com um intervalo de 10min entre as avaliagdes. O tempo total de observagao foi
de 2 h apoés a administragdo v.o. da L-DOPA (12,5 mg/kg), combinada com a benserazida
(3,125 mg/kg). Os AIMs foram subdivididos em 4 diferentes classes de LIDs, de acordo com a
topografia de acometimento:

1) discinesia axial: posturas torcidas do tronco superior e pescogo, orientados de maneira
contralateral ao lado da cirurgia;

i1) discinesia de membro anterior: distonia ou movimentos hipercinéticos da pata anterior
contralateral a lesdo, seja no plano sagital ou frontal;

111) discinesia orolingual: espasmos da musculatura orofacial e protrusdo da lingua com
orientacdo contralateral ao lado da cirurgia;

iv) discinesia de locomogao: rotagdes contralaterais a lesao.

Para cada uma das classes foi computado um escore de 0-4 pontos, de acordo com a
frequéncia e severidade do AIM (sendo, 0 = auséncia; 1 = presenca < 30 s; 2 = presenga > 30
s; 3 = durante 1 min, interrompida por distracdo sensorial e 4 = durante 1 min ininterrupto). Os
resultados da avaliag¢do foram representados como o somatorio dos escores de AIMs nos 12
tempos de observacgao e das quatro classes de LIDs. A dose da L-DOPA e o sistema de escores

para a avaliagdo das discinesias baseou-se em trabalhos presentes na literatura (CENCI, M

ANGELA; LUNDBLAD, 2007; DU et al., 2015).
5.5.4 Avaliacao de parametros relacionados ao bem-estar geral dos animais
5.5.4.14valiagdo do peso corporal

O peso corporal dos animais ¢ frequentemente acompanhado como uma medida do
desenvolvimento, bem-estar geral e avaliacdo do surgimento de efeitos adversos diante de
manipulagdes experimentais. Os animais foram pesados semanalmente durante os protocolos
experimentais, sempre antecedendo o inicio das avaliagdes comportamentais e utilizando-se a

mesma balanga.

5.5.4.2 Avalia¢ado do indice de sobrevivéncia
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A avaliagdo do indice de sobrevida dos animais fornece indicios do surgimento de
complicagdes graves diante de manipulagdes experimentais. Para tal, os animais foram
acompanhados durante os protocolos e relatou-se a ocorréncia e frequéncia de oObitos. Os
resultados foram expressos como uma curva de sobrevivéncia a partir da porcentagem de

sobrevida dos animais durante um determinado periodo de tempo.

5.6 AVALIACOES BIOQUIMICAS: EXPERIMENTOS EX VIVO

5.6.1 Western Blotting

A técnica de Western Blotting foi utilizada para quantificagdo da TH, CDNF e GDNF

no estriado e na SN dos animais. O protocolo utilizado foi baseado em Lopes et al., 2015.

5.6.1.1 Obtengdo e preparo das amostras

Os animais foram anestesiados com isoflurano e rapidamente ortotanasiados por
decapitagdo. O estriado (ipsi- e contralateral a lesdo) dos animais foram dissecados a 4 °C,
colocados em nitrogénio liquido e armazenados a -80 °C até a determinacdo dos niveis de TH,
CDNF e GDNF. Para preparo das amostras, os tecidos foram homogeneizados mecanicamente
em 300 pL do tampao de homogeneizagdo (Tris 50 mM, pH 7,0; EDTA 1 mM; NaF 100 mM;
PMSF 0,1 mM; NasVO; 2 mM; Triton X-100 1%; glicerol 10% e coquetel inibidor de proteases,
Sigma-Aldrich, MO, EUA). Os lisados foram centrifugados (10.000 x g por 10min a 4 ° C) para
eliminar os restos celulares, € os sobrenadantes diluidos 1/1 (v/v) em solugdo contendo Tris 100
mM, pH 6,8; EDTA 4 mM e SDS 8% e aquecidos a 100 ° C, por Smin. A seguir, foram
adicionados nas amostras o tampao de diluigdo (Tris 100 mM, glicerol 40% e azul de
bromofenol, pH 6,8) 25:100 (v/v) e B-mercaptoetanol (concentracdo final 8%). A dosagem de
proteinas foi determinada com o método descrito por Peterson (PETERSON, 1977).

5.6.1.2 Eletroforese e eletrotransferéncia
As proteinas foram separadas através de eletroforese em gel de poliacrilamida

contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), utilizando-se gel de separacdo a 15% e gel de

entrada a 4%. A eletroforese foi realizada com corrente fixa de 40 mA e voltagem maxima de
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150 mV durante aproximadamente 2 h. Apods a corrida, os géis foram transferidos para
membranas de nitrocelulose usando um sistema semi-dry (1,2 mA/cn?, por 1,5 h). Para verificar
a eficiéncia do processo de transferéncia visualizou-se as proteinas € o marcador de peso
molecular (BioRad®, ON, Canadd) através de Coomassie blue para corar os géis € Ponceau S

para corar as membranas.

5.6.1.3 Imunodeteccao de TH, CDNF e GDNF

As membranas de nitrocelulose foram bloqueadas com 5% de leite desnatado em
solucdo salina tamponada com Tris (TBS; Tris 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5) por 1h e, apos
sucessivas lavagens com TBS-T (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 0,1%, pH 7,5),
incubadas overnight a 4 ° C com os anticorpos especificos para TH, CDNF, GDNF e B-actina.
Os anticorpos foram diluidos em TBS-T contendo BSA (do inglés, bovine serum albumin) a
2% nas dilui¢des: 1:1000 (anti-TH ab112 produzido em rabbit, Abcam, CBG, UK); 1:1000
(anti-CDNF abl produzido em rabbit, PRS4343, Sigma-Aldrich, MO, EUA); 1:1000 (anti-
GDNF produzido em rabbit, sc-47778, Santa Cruz Biotechnology, TX, EUA) e 1:2500 (anti-
B-actina produzido em mouse, sc-47778, Santa Cruz Biotechnology, TX, EUA). Paraa detecgao
dos complexos imunes, as membranas foram incubadas por 1h com anticorpo secundario anti-
mouse ou anti-rabbit conjugado a peroxidase horseradish (HRP) e reveladas em aparelho
fotodocumentador ~ChemiDoc MP® (Bio-Rad, CA, EUA) apdés a emissio de
quimiluminescéncia induzida por reagentes adicionados a membrana de nitrocelulose
utilizando o sistema ECL® (PerkinElmer, MA, EUA), de acordo com as recomendagdes do
fabricante. Todas as etapas de bloqueio e incubacdo foram seguidas por trés lavagens de 5 min
cada com TBS-T. As membranas foram incubadas com o anticorpo anti-B-actina para verificar

se as mesmas quantidades de proteinas foram aplicadas no gel.

5.6.1.4 Quantificagdo dos niveis de proteinas

Os imunocontetidos de TH, CDNF e GDNF foram determinados pela razio entre a
densidade optica (D.O.) da banda das respectivas proteinas e a D.O. da banda da B-actina. O
anticorpo anti-TH total, detecta uma unica banda de aproximadamente 60 kDa; enquanto os
anticorpos anti-CDNF e anti-GDNF detectam bandas que foram quantificadas

aproximadamente em 11 kDa e 31 kDa, respectivamente; o anticorpo anti-f-actina detecta uma
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unica banda de aproximadamente 45 kDa. As bandas foram quantificadas utilizando o programa

Image]J® (versdo 1:52R; NIH, MD, EUA).

5.6.2Imunohistoquimica

A técnica de imunohistoquimica foi utilizada para quantificagdo da TH e CDNF no

estriado e na SN dos animais. O protocolo utilizado baseou-se em Padovan-Neto et al., 2015 ¢

Zhang et al., 2018.

5.6.2.1 Perfusdo transcardiaca e coleta dos tecidos

Os animais foram anestesiados com isoflurano e perfundidos através do miocardio
com cerca de 250 mL de solugdo salina (NaCl a 0.9%, 4 °C) contendo heparina (100 pL de
heparina 25.000 UI por litro de solu¢do) seguido de solugdo de 300 a 500 mL de
paraformaldeido (PFA a 4%, 4 °C, pH 7,4). Os cérebros foram removidos imediatamente, pOs-
fixados em PFA a 4% por 24 h e crioprotegidos em solugdo de sacarose a 30% por 72h. Os
encéfalos foram rapidamente congelados durante cerca de 30 s em isopentando a -40 °C. As
amostras congeladas foram acondicionadas em envelopes de papel aluminio e armazenadas em

freezer -80 °C para subsequente processamento histologico.

5.6.2.2 Processamento do tecido

Cortes coronais de 30 um foram processados em criostato a -20 °C (Leica, HE,
Alemanha) em toda a extensdo rostro-caudal do estriado (1,2 a -0,92 mm) e da SN (-5,85 a -
6,04 mm) (a partir do bregma, atlas de Paxinos e Watson, 2009). As fatias foram armazenadas
em microtubos de plastico em solugcdo anticongelante a -20 °C até a realizagdo da

imunohistoquimica de secc¢oes rostrais, mediais e caudais em triplicata.

5.6.2.3 Imunohistoquimica para TH e CDNF

Para a recuperacao de antigeno, as fatias foram lavadas (3 x 5min) em PBS 0,1 M +

0.15 % Triton-X (pH 7.4; tampao de lavagem — T.A), transferidas para uma solugdo de citrato

de sodio 10 mM e entdo mantidas por 30 min a 70 °C, sob leve agitagdo. Para bloquear a
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atividade da peroxidase endogena, as fatias foram novamente lavadas (3 x 5min) com tampao
de lavagem e pré-incubadas por 30 min com solucao de perdxido de hidrogénio 1% em T.A.
Para evitar reacdes inespecificas, as fatias foram lavadas (3 x 5 min) e incubadas em uma
solucdo de BSA a 2% em T.A com soro goat a 5% em T.A, durante 1 h. As fatias foram entdo
incubadas com o anticorpo primario (anticorpo policlonal anti-TH ab112 produzido em rabbit,
na diluigao 1:1500, Abcam, CBG, UK; anticorpo policlonal anti-CDNF abl produzido em
rabbit,na diluigdo 1:500, PRS4343, Sigma-Aldrich, MO, EUA) por 48 h a uma temperatura de
16 °C, sob leve agitacdo. Em seguida, as fatias foram lavadas com o T.A (3 x 5 min) e incubadas
com o anticorpo secundario (anticorpo biotinilado goat anti-rabbit, na dilui¢do 1:400, Vector,
CA, USA) por 90 min. As fatias foram novamente lavadas com o T.A (3 x Smin), e incubadas
com o complexo avidina-biotina (na dilui¢ao de 1:300 em T.A) por 2h, para novamente serem
lavadas em T.A (3 x 5 min). Para revelacdo, foi utilizado como cromogeno: 3,3’-
diaminobenzidina (DAB) para anti-TH ou DAB-niquel para anti-CDNF. As fatias foram

posteriormente montadas em laminas e laminulas para observacdes microscopicas.

5.6.2.4 Obtengao e andlise das imagens

As analises foram realizadas em ambos os hemisférios (ipsi- e contralateral a lesao) no
estriado e na SN. As configuragdes da camera e as condi¢cdes de luz foram otimizadas para
evitar a saturagdo do sinal e mantidas constantes até o final da analise. As imagens (20x) foram
capturadas por uma camera de video (DFC420, Leica, HE, Alemanha) acoplada a um
microscopio optico (DMRB, Leica, HE, Alemanha) e transmitidas a um computador equipado
com um programa de analise de imagens Leica Application Suite® (versdo 3.0.4, Leica, HE,
Alemanha) para ajustes de cor e luz. As analises foram realizadas no programa ImageJ® (versao
1:52R; NIH, MD, EUA). As quantificacdes a partir da D.O. foram realizadas em seccdes

mediais no estriado dorsal e ventral e na SNc¢ dorsal.

5.6.3 ELISA

A técnica de ELISA (do inglés, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) foi utilizada

para quantificagdo do CDNF no estriado dos animais. O protocolo utilizado foi baseado em

Nadella et al., 2014.
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5.6.3.10btengdo e preparo das amostras

Os animais foram anestesiados com isoflurano e rapidamente ortotanasiados por
decapitacdo. O estriado contralateral a lesdo dos animais foi dissecado a 4 ° C, colocados em
nitrogénio liquido e armazenados a -80 ° C até a determinagdo dos niveis de CDNF. Para
preparo das amostras, os tecidos foram homogeneizados mecanicamente em 400 uL do tampao
de homogeneizagao (Tris 100 mM, pH 7,0; EDTA 2 mM; NaF 200 mM; PMSF 100 mM,;
Naz;VO; 200 mM; Triton 100%; glicerol 50% e coquetel inibidor de proteases, Sigma-Aldrich,
MO, EUA). Os lisados foram centrifugados (10.000 x g por 10min a 4 ° C) e os sobrenadantes
coletados para posterior dosagem de proteinas totais € do CDNF por ELISA.

5.6.3.2 Dosagem de proteinas totais

Para dosagem de proteinas totais foi adicionado o tampao de dilui¢do (Tris 100 mM,
glicerol 40% e azul de bromofenol, pH 6,8) 25:100 (v/v) e B-mercaptoetanol (concentragao final
8%) as aliquotas de sobrenadantes das amostras. A dosagem de proteinas foi realizada a partir
do método descrito por Peterson (PETERSON, 1977) e através da curva padrdo de albumina

determinou-se a quantidade de proteinas totais nas amostras.

5.6.3.3 Ensaio de imunoabsor¢do enzimadtica

Para detectar os niveis do CDNF através da técnica de ELISA foi utilizado o kit de
ELISA sanduiche com duplo anticorpo (SEG458Ra; USCN Life Science, HUB, China), o qual
possui especificidade para a proteina CDNF de Rattus norvegicus. Diferentemente da detecgdo
dos niveis do CDNF por Western Blotting e imunohistoquimica com o anticorpo policlonal
anti-CDNF abl (PRS4343, Sigma-Aldrich, MO, EUA), que possui reatividade para detec¢ao
da proteina CDNF de roedores e humanos, o imunocontetdo do CDNF definido com o kit de
ELISA determinou apenas os niveis do CDNF do rato (CDNFr). A técnica foi executada de
acordo com as recomendacdes do fabricante do kit. A placa de microtitulagdo fornecida no kit
era pré-revestida com um anticorpo especifico para o CDNFr e os reagentes e padrdes foram
preparados conforme as indicagdes. Inicialmente, adicionou-se 100 puL dos padrdes e das
amostras aos pog¢os da placa de microtitulagdo com anticorpo especifico para o CDNFr

conjugado a biotina e incubados a 37 °C por 2 h. Em seguida, foi aspirado todo o conteudo e
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adicionado 100 pL do reagente de deteccao A (avidina) e incubado a 37 °C por 1 h. Aspirou-se
o conteudo e lavou-se 3 vezes com tampao de lavagem, para entdo adicionar-se 100 pL do
reagente de detec¢do B (peroxidase HRP) paraentdo incubar-se a 37 °Cpor 30 min. Novamente
lavou-se os pogos por 5 vezes e adicionou-se 90 pL. do substrato TMB para incubar a 37 °C por
15 min. Os pogos com CDNFr exibiram uma mudanga de cor e a reagdo enzima-substrato
terminou com a adi¢ao de 50 pL da solugdo de parada (&cido sulfirico). Os niveis do CDNFr
foram determinados utilizando as medidas de absorvancia pelo leitor de microplacas Tecan'’s
Infinite® (M200; Thermo Fisher Scientific, MA, EUA) com comprimento de onda a 450 nm.
Os niveis de CDNFr foram determinados comparando a D.O. das amostras com a curva padrdo

e pela razdo com as quantidades de proteinas totais dosadas nas amostras.

5.7ANALISE DO PERFIL DE EXPRESSAO GENICA

A andlise do perfil de expressdo génica através de conjuntos de dados contidos na
literatura, com microarranjos de DNA, foi utilizada com o intuito de refor¢ar achados obtidos
nos modelos experimentais e acrescentar novas informacdes referentes a modulacdo na
expressdo de transcritos de NTFs com atividade sobre neurdnios dopaminérgicos (CDNF,

GDNF, BDNF e NGF).

5.7.1Selecdo dos conjuntos de dados

A selecdo dos conjuntos de dados para analise foi realizada buscando-se por fontes que
fornecessem dados de animais discinéticos tratados cronicamente com a L-DOPA; do modelo
animal da DP induzido pela 6-OHDA em diferentes tempos pds-lesdao; bem como, de pacientes
em diferentes estagios da DP. Assim, utilizou-se as seguintes palavras-chave de busca:
“striatum”, “substantianigra”, “L-DOPA”, “6-OHDA”, “Braak”, “Parkinson” e “Microarray”
(estriado, substancia negra, L-DOPA, 6-OHDA, Braak, Parkinson e microarranjo,
respectivamente em inglés).

Para localizar os conjuntos de dados de microarranjo de DNA contendo os dados
individuais de animais ou pacientes com a DP, utilizou-se duas metodologias de busca distintas.
A primeira tratou-se da busca diretamente em repositorios publicos de dados de microarranjo
recomendados pelo requerimento MIAME (Minimum Information About a Microarray

Experiment ou informagdes minimas sobre um experimento de microarranjo, em inglés): o
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Gene Expression Omnibus (GEO) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) e o ArrayExpress
(http://www .ebi.ac.uk/arrayexpress/) (BRAZMA et al., 2001). A segunda envolveu a busca em
um banco de dados de resumos, o MEDLINE (Medical Literature Analysis and Retrieval
System Online ou sistema online de busca e andlise de literatura médica, em inglé€s), utilizando
o motor de busca PubMed, para artigos cientificos que contivessem no corpo do texto maiores
informagdes sobre os conjuntos de dados recém selecionados na primeira etapa.

Ao final, foram selecionados os conjuntos de dados com condi¢des experimentais que
melhor se enquadravam aos questionamentos tragados. Os critérios de inclusdo do trabalho
foram: estudos contendo amostras de estriado ou SN; amostras de animais tratados
cronicamente com a L-DOPA; amostras de modelos animais da DP com a 6-OHDA; pacientes
com a DP idiopatica; analises realizadas em microarranjo de expressao. Por sua vez, os critérios
de exclusdo foram: estudos contendo amostras de outros tecidos; amostras de outros modelos
animais da DP; amostras de pacientes com outras patologias que ndo a DP idiopatica; andlises
realizadas em outras tecnologias. Desta forma, trés conjuntos de dados foram encontrados e

selecionados para analise do perfil de expressao génica diferencial.

5.7.1.1 Conjunto de dados 1: Dados de animais discinéticos tratados cronicamente com a L-

DOPA e lesionados com a 6-OHDA

Conjunto de dados depositado no Gene Expression Omnibus (GSE88726) que
disponibiliza os transcritos de RNAm de amostras do estriado e da SN de ratos machos Sprague-
Dawley, discinéticos e ndo discinéticos lesionados unilateralmente com a 6-OHDA,
apresentando prejuizos em testes da fungdo motora e redugdo maior do que 90% de DA no
estriado conforme mensurado por HPLC. O tratamento cronico com a L-DOPA ocorreu durante
14 dias, apds 3,5 semanas de uma lesdo e as LIDs foram avaliadas a cada dois dias, totalizando
sete avaliacdes. A comparagdo foi feita em relacdo a animais lesionados com a 6-OHDA e ndo

tratados com a L-DOPA.

5.7.1.2 Conjunto de dados 2: Dados de animais lesionados com a 6-OHDA em diferentes

tempos pos-lesdo

Conjunto de dados depositado no Gene Expression Omnibus (GSES58710) que

disponibiliza os transcritos de RNAm de amostras da SN de ratos machos Sprague-Dawley


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE58710
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lesionados unilateralmente com a 6-OHDA no estriado (em dois sitios, 10 pg/sitio) em
diferentes tempos pos-lesdo (1, 2, 4, 6 e 16 semanas). A lesdo foi confirmada com reducao de
cerca de 99% da DA estriatal e 80% de perda de neurdnios dopaminérgicos na SN. A

comparacdo foi feita em relagdo a animais controles (SHAM da respectiva semana).

5.7.1.3 Conjunto de dados 3: Dados de pacientes com a DP em diferentes estagios segundo
Braak

Conjunto de dados depositado no Gene Expression Omnibus (GSE49036) que
disponibiliza os transcritos de RNAm de amostras da SN de pacientes parkinsonianos em
diferentes estagios da doenca. Todos os individuos foram avaliados neuropatologicamente por
especialistas e classificados de acordo com o estadiamento de Braak para a presenga da a-
sinucleina, em estagios de 0 a 6. Além do estadiamento de Braak para a doenca de Alzheimer
(emaranhados neurofibrilares; agregados da proteina tau emaranhados e placas f-amiloide),
sendo todos esses marcadores foram identificados por imunohistoquimica nas regides
encefélicas. Foram utilizados critérios rigorosos de inclusdo e exclusdao no estudo, com base no
diagnoéstico clinico e avaliagdo patologica abrangente. Pacientes parkinsonianos com padrao de
distribuicao da a-sinucleinopatia atipico na autdpsia foram excluidos, assim como doadores
com patologias concomitantes. Apenas pacientes com DP esporddica, com idade de inicio da
doenca superior a 45 anos, foram incluidos. Para a andlise de expressdo génica diferencial, os
pacientes foram agrupados de acordo com os estagios definidos por Braak paraa DP, em: 1 e 2
= pacientes com DP leve, 3 ¢ 4 = DP moderada e 5 e 6 = DP grave. A comparagao foi feita em
relagdo a individuos sem patologias neuropsiquiatricas ou presencga da a-sinucleina (estagio de

Braak para a DP = 0).

5.7.2 Analise dos dados de microarranjo

A importacdo e pré-processamento dos conjuntos de dados, bem como a meta-analise
de dados de microarranjo para analise diferencial dos transcritos dos NTFs, com: calculo de
tamanhos de efeito individuais, agrupados e médio; calculo das significancias estatisticas dos
tamanhos de efeito e das variabilidades das distribui¢des nos tamanhos de efeito estimados, foi

realizada conforme descrita por Falchetti, 2019.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE49036
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5.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média =+ erro padrdo da média (e.p.m) e a andlise
estatistica adequada a cada situagdo foi indicada na sessdo de resultados. De maneira geral, apos
assegurar-se da distribui¢do Normal das amostras através do teste de Shapiro-Wilk, os dados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) de uma via ou duas vias (fatorial), conforme
numero de preditores categoricos (fatores). Para amostras com distribuicdo Gaussiana em que
houve reexposi¢do a0 mesmo contexto ou situacao, adotou-se a ANOVA de medidas repetidas.
Quando evidenciadas diferencas significativas entre os fatores na ANOVA, foi utilizado o teste
post-hoc de Newman-Keuls ou Tukey para identificar quais dos pares de grupos diferiram
diante de comparacdes multiplas. Amostras com distribui¢do ndo Gaussiana, foram avaliadas
pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para comparacdo multipla de grupos
independentes. O teste t de Student foi adotado paraa comparacdo de um grupo amostral versus
(vs.) um valor fixo, entre uma amostra pareada ou entre dois grupos independentes, quando
apropriado. Para o célculo de correlacdo foi realizada uma regressao linear simples entre as
variaveis. A andlise da curva de sobrevivéncia foi a partir do teste de Log-rang (Mantel-Cox)
seguido do teste de Gehan-Breslow-Wilcoxon. Em todos os testes foi considerado valor de p <
.05 como indicativo de diferengas significativas. Os resultados foram analisados utilizando o
programa STATISTICA® (versdo 7.0; StatSoft, OK, EUA) e representados em graficos
confeccionados com o programa GraphPad Prism® (versdo 6.0; GraphPad Software, CA,
EUA).
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6 RESULTADOS

6.1 AVALIACAO DO POTENCIAL NEURORESTAURADOR DA ADMINISTRACAO
INTRANASAL DO CDNF

6.1.1 Efeitos da administra¢ao i.n. do CDNF sobre parametros da fun¢do motora

6.1.1.1 Administragdo i.n. do CDNF (10, 50 e 100 ug) e parametros da fun¢do motora,

avaliados a curto, médio e longo prazo no teste do rotarod e teste do cilindro em ratos

lesionados com a 6-OHDA no MFB

Os parametros de marcha, coordenacdo inter-membros e equilibrio foram avaliados
através do teste do rotarod durante 32 semanas apds a administracdo in. do CDNF
(Figural3A). Os resultados do rotarod encontram-se representados como um delta da variagao
entre o desempenho motor dos animais nas semanas poOs-administracdo i.n. para aquele
apresentado na sessdo de avaliagdo basal (Figural3B). A ANOVA de uma via indicou auséncia
de diferencas estatisticas no desempenho motor dos animais na sessdo basal (F15=0.99, p = ns;
média geral =132 + 9 s), assim como auséncia de diferencas significativas no nimero de quedas
durante a fase estacionaria e durante o treino com rotagdes fixas em 5 rpm, independente do
tratamento (P > .05). Nas sessoOes de teste poés-administragdo i.n., os valores de delta foram
analisados a partir do teste t de Student, tornando evidente a melhora no desempenho motor dos
animais SHAM + veiculo em todos os tempos avaliados quando comparado ao seu desempenho
basal (tio =4.28 - 9.79, p <.001 vs. valor de referéncia). Diferentemente do perfil visualizado
para os animais controles, o teste t de Student evidenciou um prejuizo de coordenagdo e
equilibrio nos animais lesionados com a 6-OHDA + veiculo (ts.7=-0.08 - 1.15, p > .05 vs. valor
de referéncia).

Neste contexto, o CDNF administrado por via i.n. foi capaz de reverter o prejuizo
causado pela 6-OHDA em todas as doses testadas (10, 50 e 100 pg), este efeito teve magnitude
semelhante ao exibido pelos animais SHAM e manteve-se durante todo o protocolo de
avaliagdo (ts.10=3.75 - 9.79, p <.001 vs. valor de referéncia). A ANOVA de medidas repetidas
indicou uma diferenca significativa no fator tratamento (F15 = 3.79, p <.01), segundo o teste
post-hoc de Newman-Keuls o grupo 6-OHDA + veiculo apresenta, de fato, tempos

significativamente menores de laténcia para queda em relagdo aos demais grupos (p <.01).
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Figura 13: Efeito da administragdo intranasal do CDNF sobre parametros de coordenagdo motora e equilibrio em animais lesionados unilater almente com a 6-OHDA no MFB.
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Legenda: (A) Desenho experimental indicando as semanas de realizagdo do teste do rotarod; (B) o parametro de laténcia para a queda é demonstrado em razio do desempenho
basal (semana 0). Os dados sdo expressos como média+ e.p.m. (n= 6-10/grupo); &p < .05 vs. o valor de referéncia. ANOVA de medidas repetidas seguida do teste post-hoc
de Newman-Keuls e teste t de Student emrelagdo a um valor de referéncia= 0. Os simbolos representam a semana e frequéncia de repeti¢ao do respectivo teste ao qual estdo
alinhados. MFB: do inglés medial forebrain bundle;i.n.: intranasal (A).
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A manuten¢ao do efeito do CDNF administrado via i.n. foi também avaliada em um
paradigma que permite a observacao da simetria no uso das patas dianteiras, o teste do cilindro,
realizado nas semanas 4, 8 e 16 apds o protocolo de administragdo i.n. (Figural4A).
Comparando a porcentagem de uso da pata contralateral a lesdo (pata lesionada) ao valor
referencial de 50 (porcentagem esperada caso houvesse equidade no uso das patas dianteiras),
a analise estatistica a partir do teste t de Student demonstrou que os animais do grupo 6-OHDA
+ veiculo apresentaram uma reducdo significativa no uso da pata lesionada (ts = -7.37 - -4.87,
p <.005 vs. valor de referéncia) (Figural4B). Tal prejuizo, ocorreu de forma sustentada, com
médias de uso da pata lesionada ndo ultrapassando 20% no decorrer das semanas pos-
administracdo i.n. (13.2,16.9 e 12.5%, referente as semanas 4, 8 e 16, respectivamente). Além
disso, a porcentagem de encosto com a pata contralateral a lesdo do grupo 6-OHDA + veiculo
foi significativamente menor do que a porcentagem de encostos contralaterais apresentada pelos
animais SHAM (M = 50%, referente as semanas 4, 8 e 16), como indicado pela ANOVA de
medidas repetidas (Fs33 = 17.21, p <.0001) e teste post-hoc de Newman-Keuls (p <.05).

O perfil demonstrado pelos animais SHAM, de paridade no uso das patas dianteiras,
foi igualmente observado em animais tratados com a maior dose do CDNF via i.n. (100 pg),
onde o prejuizo causado pelalesdo unilateral com a 6-OHDA no teste do cilindro foi totalmente
revertido pela administracao i.n. do CDNF. J4 as menores doses do CDNF i.n. (10 e 50 pg),
demonstraram um potencial de reversao parcial do prejuizo causado pela 6-OHDA, evidenciado
especialmente a curto prazo e para a dose de 10 ug (t2 =-3.02, -4.21 e -3.35, p < .05 vs. valor
de referéncia, respectivamente para a dose de 10 pug na semana 8 e para a dose de 50 ug nas
semanas 8 e 16). Na Figural4C, tais resultados podem ser visualizados quanto ao total de
apoios com cada uma das patas na parede do cilindro, tornando ainda mais claro o viés de
lateralidade presente no grupo 6-OHDA + veiculo. Adicionalmente, os dados do nimero total
de apoios na parede do cilindro indicam um maior uso de ambas as patas (concomitantemente)
nos animais SHAM em relacdo aos lesionados com 6-OHDA, pardmetro este que ndo foi
modificado pela utilizagdo do CDNF 1i.n., como demonstrado pela ANOVA de uma via seguida
do teste post-hoc de Newman-Keuls (Fs533=6.78,7.49¢ 11,77, p < .05, para4?, 8 e 16* semana,

respectivamente).
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Figura 14: Efeito da administragéo intranasal do CDNF sobre o pardmetro de assimetria motora em animais
lesionados unilateralmente com a 6-OHDA no MFB.
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Legenda: (A) Desenho experimental indicando as semanas de realizagdo do teste do cilindro; (B) o viés de
assimetria observado em decorrénciadalesdo unilateral com a 6-OHDA foi avaliado através do teste do cilindro,
onde o (C) numero total de toques realizado com cada uma das patas anteriores a base para o calculo da
porcentagem de uso da pata contralateral a les@o. Os dados sdo expressos como média+ e.p.m. (n = 6-10/grupo);
*p <.05 vs. SHAM + veiculo; #p < .05 vs. 6-OHDA + veiculo (no mesmo tempo referido) e &p < .05 vs. valor
fixo (B). (C) ANOVA de uma via, (B) ANOVA de medidas repetidas, ambas seguidas do teste post-hoc de
Newman-Keuls e (B) teste t de Student emrelagdo a um valor fixo = 50. Os simbolos representama semana ¢
frequéncia de repeti¢do do respectivo teste ao qual estdo alinhados. MFB: do inglés medial forebrain bundle;in.:
intranasal (A).
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6.1.1.2 Administragdo i.n. do CDNF (10, 50 e 100 ug) e parametros da fungdao motora,
avaliados a médio prazo no teste de equilibrio na trave horizontal, teste do adesivo e teste do

campo aberto em ratos lesionados com a 6-OHDA no MFB

O éxito do CDNF i.n. em preservar a capacidade motora dos animais lesionados com
a 6-OHDA foi verificado através de outros trés testes entre o primeiro e segundo trimestre do
protocolo de administragdo i.n., cada qual com uma funcdo singular (Figural5 e Figural6A).
O teste de equilibrio na barra horizontal fornece medidas sobre estabilidade e balango, deste
modo, podemos atribuir aos animais lesionados com 6-OHDA uma tendéncia a instabilidade
estatica e risco de quedas como visto na Figural5B e indicado pelo teste para medidas ndo
paramétricas Kruskal-Wallis H(5) = 10.28, p = .0677. Em especial, o tratamento com a maior
dose de CDNF i.n. (100 pg) apresentou M, = 1, o que representa um nimero de quedas trés
vezes menor do que o grupo 6-OHDA + veiculo (M, = 4), de fato, o grupo tratado com a dose
de 100 pg do CDNF via i.n. demonstrou uma postura semelhando ao grupo SHAM, onde nao
houveram quedas dabarra horizontal (M, =0). Novamente, os animais tratados com as menores
doses de CDNF 1i.n. tiveram um desempenho intermedidrio aos animais controle e lesionados
com a 6-OHDA (M, =1 e 2, respectivamente para 10 e 50 pg de CDNF 1.n.).

Retomando a sequéncia temporal dos testes comportamentais motores, temos a
visualizacdo do teste do adesivo como pardmetro de competéncia motora fina na 16" semana
po6s-administracdo do CDNF i.n. (Figural5C). A ANOVA de uma via indicou uma diferenca
entre os grupos (Fsa0 = 3.91 e 3.54, p < .01, respectivamente para pata esquerda e direita) e o
teste post-hoc de Newman Keuls revelou um déficit na habilidade motora fina em decorréncia
da lesdo no grupo 6-OHDA + veiculo em comparagdo ao grupo SHAM + veiculo (p < .05);
sendo o comprometimento de ambas as patas, como indicado pelo teste t de Student para
amostras independentes (tis=-0.31, p > .05, contralateral vs. ipsilateral a lesdo). Em relacdo ao
efeito do CDNF i.n., a ANOVA de uma via seguida do post-hoc de Newman Keuls indicou que
os animais lesionados e tratados com 100 pg do CDNF apresentaram desempenho

estatisticamente igual aqueles ndo lesionados (p > .05) para o tempo de retirada do adesivo.
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Figura 15: Efeito da administrag@o intranasal do CDNF sobre parametros de equilibrio e coordenagio motora fina em animais lesionados unilateralmente coma 6-OHDA no

MEFB.
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Legenda: (A) Desenho experimental indicando a semana de realizagdo do teste de equilibrio na barra horizontal e do teste do adesivo; (B) o teste de equilibrio na barra horizontal,
realizado 15 semanas apds a administragdo de CDNF por via i.n., forneceu subsidios para a visualizagdo do perfil postural dos animais sobre uma situagdo que exige equilibrio
e balango; (C) enquanto o teste do adesivo realizado na 16" apds a administragdo i.n. do CDNF avaliou a competéncia motora fina dos animais. Os dados sdo expressos como
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de uma via seguida do teste post-hoc de Newman-Keuls (C); teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (B) e teste t de Student ndao-pareado (C). MFB: do inglés medial forebrain
bundle;in.: intranasal (A).
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O teste do campo aberto, realizado 16 semanas apos o protocolo de administracao i.n.,
revelou que os animais lesionados com a 6-OHDA apresentavam uma redu¢do na atividade
locomotora espontidnea, como evidenciado através da ANOVA de uma via seguida do teste
post-hoc de Newman Keuls (Fs544=17.39, p <.0001), sendo as duas menores doses de CDNF
1.n. incapazes de reverter esse prejuizo (Figural6B/C). Contudo, quando comparada a distancia
total percorridano campo aberto entre os animais lesionados apenas, evidenciou-se um efeito
positivo do CDNF i.n. 100 pg, aumentando a atividade locomotora dos animais (F330= 2.85, p
<.05). Quanto ao tempo despendido na zona central, ndo foram vistas diferencas significativas
capazes de se relacionar a perfis ansiogénicos (Fsa1 = 0.45, p = ns) (Figural6D/E). Por fim, a
reducdo da velocidade maxima (Fs44 = 12.15, p <.001) e nas rotagdes contralaterais a lesdo
(indicando a dificuldade de iniciar-se o movimento pelo lado lesionado) (Fs44 = 7.37, p < .05;
tie-18 = -2.39 - -24.5, p < .05 rotacdes ipsilaterais vs. contralaterais) em animais 6-OHDA, nao

foram revertidas pela administragdo do CDNF i.n. (Figural6F e G, respectivamente).
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Figura16: Efeito da administra¢do intranasal do CDNF sobre parametros da atividade locomotora espontinea em
animais lesionados unilateralmente com a 6-OHDA no MFB.
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Legenda: (A) Desenho experimental indicando a semana de realizagao do teste do campo aberto; (B) na 16 apds
a administragdo i.n. avaliou-se a deambula¢do dos animais a partir do teste do campo aberto (B - G). Além da (B)
distancia total percorridae a demonstragéo dos (C) trajetos percorridos; parametros adicionais foram explorados
no teste do campo aberto, como (D) tempo e (E) permanéncia na zona central do aparato, (F) velocidade maxima
atingida e (G) niimero de rotagdes espontaneas. Os dados sdo expressos como média+e.p.m. (n = 6-10/grupo); *p
<.05 vs. SHAM + veiculo; #p < .05 vs. 6-OHDA + veiculo e $p < .05 vs. o lado contralateral. ANOVA de uma
via seguida do teste post-hocde Newman-Keuls (B, D, F e G) e teste t de Student ndo-pareado (G). MFB: do inglés
medial forebrain bundle;i.n.: intranasal (A).
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6.1.1.3 Administragdo i.n. do CDNF (10, 50 e 100 ug) e parametros da fungdao motora,
avaliados a longo prazo no teste da descida em barra vertical, teste da caminhada em escada

horizontal e teste da passada em ratos lesionados com a 6-OHDA no MFB

Apbs meses da administragdo i.n. de CDNF, prosseguiu-se com a avaliacao do seu
efeito sobre a fungdo motora de animais lesionados com 6-OHDA no MFB. Dentre os testes
planeados para a fase final do protocolo, temos: o teste de descida em barra vertical, o teste da
caminhada em escada horizontal e o teste da passada, executados, respectivamente, na 20% 25?
e 30" semana pds-CDNF i.n. (Figural7 e Figural8A). Esse delineamento foi articulado de
modo a certificar-se da manutengdo do efeito do CDNF administrado via i.n. sobre habilidades
motoras ja mencionadas e caracterizadas quanto a sua relevancia no atual contexto.

O teste da descida em barra vertical objetiva avaliar, além da coordenagdo motora, a
bradicinesia dos animais. Os resultados provenientes deste teste demonstram um importante
comprometimento de coordenagdo com presenca de bradicinesiano grupo 6-OHDA + veiculo,
como visto pela ANOVA de medidas repetidas nos tempos de viragem (F531=9.02, p <.0001)
e de descida (Fs531 = 13.07, p < .0001) dos animais da barra, seguido do teste post-hoc de
Newman Keuls nas sessodes de treino e teste (p < .05 vs. SHAM + veiculo) (Figural7B). O
tratamento com CDNF 1i.n. reverteu tais prejuizos em ambos os pardmetros, sobretudo na sessao
de teste com as trés doses testadas (10, 50 e 100 pg, p > .05 vs. 6-OHDA + veiculo), ficando
claro seu efeito em mais uma vez restabelecer déficits funcionais dessa natureza.

Como no teste da descida em barra vertical, o teste da caminhada em escada horizontal
avalia um segundo parametro além de equilibrio e coordenagdo motora, no caso, a marcha dos
animais através da travessia pelo aparato. A laténcia para atravessar a escada horizontal
demonstrou modificada diante da lesdo com a 6-OHDA, como indicado pela ANOVA de
medidas repetidas (Fs31 = 13.07, p <.0001) e teste post-hoc de Newman Keuls (p < .05 vs.
SHAM + veiculo); assim como, sensivel ao efeito do CDNF 1i.n., que foi capaz de reverter tal
prejuizo nas sessoes de treino e teste (dose de 10 e 50 pg, p < .05 vs. 6-OHDA + veiculo)
(Figural7C). Quanto ao ntimero de erros cometidos no posicionamento das patas durante a
travessia pela escada, a analise ndo paramétrica de Kruskal-Wallis revelouuma tendéncia a um
maior numero de erros do grupo 6-OHDA + veiculo (M, = 4) em comparag¢do aos animais
controles (M, = 2) na sessdo de teste, com redug¢do do prejuizo diante do tratamento com as

doses de 50 e 100 pg de CDNF i.n. (M,= 2 e 1, respectivamente).
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Figura 17: Efeito da administracdo intranasal do CDNF sobre parametros de coordenacdo e equilibrio,
bradicinesia e marcha em animais lesionados unilateralmente com a 6-OHDA no MFB.
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Legenda: (A) Desenho experimental indicando as semanas de realizagdo do teste da descidaem barra vertical e do
teste dacaminhada em escada horizontal; (B) o teste de descidaem barra vertical, realizado na 20 semana ap6s o
protocolo de administragdo i.n., avaliou questdes de equilibrio e bradicinesia sobre os pardmetros de laténcia para
viragem no poste (eixo Y esquerdo do grafico) e tempo total para descida do poste (eixo Y direito do grafico); (B)
o teste da caminhada em escada horizontal, realizado na 25 semana pos-administra¢do i.n., avalioua coordenacgo
e habilidades motoras finas para execug@o marcha sobre os parametros de laténcia para atravessar o aparato (eixo
Y esquerdo do grafico) e numero total de passos falhos no teste (eixo Y direito do grafico).Os dados sdo expressos
como média + e.p.m. [exclusivamente em (C, eixo Y direito do grafico), os dados estdo representados como
mediana =+ intervalo interquartil] (n = 6-10/grupo); * p < 0,05 vs. SHAM + veiculo, @ p < 0,05 vs. 6-OHDA +
veiculo (na sessdo anterior) e # p <0,05 vs. 6-OHDA + veiculo (namesmasessdo). ANOVA de medidas repetidas
seguida do teste post-hoc de Newman-Keuls (B e C) e teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (C, eixo Y direito
do grafico). MFB: do inglés medial forebrain bundle;in.: intranasal (A).
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Apesar de o teste da caminhada em escada horizontal fornecer indicios sobre o padrao
de marcha dos animais, a avaliagdo mais comumente empregada para este fim se da através do
teste da pegada, o qual foi utilizado ao final do presente protocolo (30" semana) de
administragdo i.n. do CDNF em animais lesionados com 6-OHDA no MFB. Como indicado
pela ANOVA de uma via, houve alteracdo no comprimento da passada dos animais em
decorréncia dos diferentes tratamentos (F541=9.40 - 10.27, p <.0001, respectivamente para a
pata contralateral e ipsilateral a lesdo) e o teste post-hoc de Newman Keuls demonstrou que
essa diferenga corresponde a um encurtamento na passada dos animais lesionados com 6-
OHDA (p <.0001 vs. SHAM + veiculo, para ambos os eixos). No entanto, em especial para o
lado ipsilateral a lesdo, a administracao i.n. do CDNF, dosesde 10 e 50 pg, foi capaz de reverter
parcialmente o dano causado pelalesao com 6-OHDA (p =.08 e p=.06 vs. 6-OHDA + veiculo,
respectivamente) ou totalmente com a utilizacdo da maior dose de CDNF 1i.n. testada, 100 pg
(p < .05 vs. 6-OHDA + veiculo) (Figural8B). Ademais, como pode ser visto na imagem
representativa a partir da impressdo dos padrdoes de marcha dos grupos experimentais
(Figural8C), visivelmente t€ém-se distingdes também na orientacao e dire¢ao das passadas dos
animais 6-OHDA + veiculo em relagao aos lesionados e tratados com o CDNF i.n., de forma a

contribuir para a modificagdo global na marcha e prejuizo motor evidenciado.
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Figura 18: Efeito da administragdo intranasal do CDNF sobre a marcha em animais lesionados unilateralmente com a 6-OHDA no MFB.
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Legenda: (A) Desenho experimental indicando as semanas de realizagdo do teste da pegada; (B) que avaliou o perfil de marcha dos animais através do comprimento de suas
passadas, visualizadas em (C). Os dados so expressos como média+e.p.m. (n= 6-10/grupo); * p <0,05 vs. SHAM + veiculo e # p <0,05 vs. 6-OHDA + veiculo (para a mesma
pata). ANOVA de uma via seguida do teste post-hoc de Newman-Keuls. MFB: do inglé€s medial forebrain bundle;i.n.: intranasal (A).
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6.1.2 Efeitos da administracdo i.n. do CDNF sobre parimetros da fun¢io nio motora

6.1.2.1Administracdo i.n. do CDNF (10, 50 e 100 ug) e parametros da fun¢do ndo motora,
avaliados a médio prazo no teste do labirinto em Y e teste do labirinto em cruz elevado em

ratos lesionados com a 6-OHDA no MFB

Além da extensa avaliacao da fungdo motora, foi testado o efeito da administragdo i.n.
do CDNF em parametros ndo motores, com relacdo a cognicdo e emocionalidade. O teste de
alternancia espontanea no labirinto em Y, realizado 15 semanas apds o protocolo de
administracdo 1i.n., permitiu o acesso & memdria operacional espacial de curto prazo
(Figural9A). No teste foi observado um importante prejuizo cognitivo nos animais lesionados
coma 6-OHDA + veiculo, como demonstrado pela ANOVA de uma via (Fs3s=7.71, p <.0001)
seguido do teste post-hoc de Newman Keuls (p < .05 vs. SHAM + veiculo). Além disso, a
andlise demonstrou que tal detrimento cognitivo foi revertido pela administracdo i.n. do CDNF
em todas as doses (10, 50 ¢ 100 pg, p < .05 vs. 6-OHDA + veiculo); a porcentagem de
alternancias corretas passou de cerca de 60 % para niveis proximos ao controle — 80%
(Figural9B, eixo Y esquerdo do grafico B). Por fim, o nimero de entradas nos bragos
fechados, empregado como indice de atividade locomotora, ndo diferiu entre os grupos como
visto através da andlise ndo paramétrica de Kruskal-Wallis H(5) =3.63, p = .6031 (Figural9B,
eixo Y direito do grafico B).

No teste do labirinto em cruz elevado o parametro de porcentagem de tempo nos bragos
abertos nos permite considerar um efeito ansiolitico do CDNF 1.n. nas doses 50 e 100 ug em
relagdo aos animais lesionados com a 6-OHDA + veiculo, também apds 15 semanas do
protocolo de administra¢do i.n., como demonstrado pela ANOVA de uma via (Fs53:=2.89, p <
.05) e teste post-hoc de Newman Keuls (50 e 100 ng, p < .05 vs. 6-OHDA + veiculo)
(Figural9C, eixo Y esquerdo do grafico). Os parametros de nimero de avaliagdes de risco
(Figural9C, eixo Y direito do grafico) e porcentagem de entradas nos bracos abertos
(Figural9D, eixo Y esquerdo do grafico) ndo apresentaram diferencas significativas relevantes
entre os tratamentos (p <.05 vs. SHAM + veiculo para o grupo 6-OHDA + CDNF 50 pg no n°
de avaliagdes de risco e para o grupo 6-OHDA + CDNF 10 pg na % de entradas nos bragos
abertos). Ainda, a andlise ndo paramétrica de Kruskal-Wallis revelou que ndo houve diferenga
entre os grupos no nimero de entradas nos bracos fechados [ H(5) = 7.55, p = .1825], validando

o teste quanto a questdes de mobilidade (Figural9D, eixo Y direito do grafico).
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Figura19: Efeito da administragdo intranasal do CDNF sobre a fung@o ndo motoraem parametros cognitivos e
do estado ansioso em animais lesionados unilateralmente com a 6-OHDA no MFB.
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Legenda: (A) Desenho experimental indicando as semanas de realizagdo do teste do labirinto em Y e do teste do
labirinto em cruzelevado. (B) O teste do labirinto em Y foirealizado 15 semanas ap6s o protocolode administraggo
i.n., aavaliacdo do nimero de entradas sequenciais embragos alternados diferentes permite calcular aporcentagem
de alternancias corretas no teste (eixo Y esquerdo do grafico) e ter acesso a memoria operacional espacial de curto
prazo; enquanto o numero total de entradas nos bragos (eixo Y direito do grafico) serve como controle motor do
teste. (C e D) O teste do labirinto em cruz elevado, realizado na 15 semana ap6s a administragdo i.n., utiliza
parametros como a porcentagemde tempo (eixo Y esquerdo do grafico C) e do total de entradas nos bragos abertos
(eixo Y esquerdo do grafico D) como indicativo do perfil ansioso, enquanto o numero de avaliagdes de risco (eixo
Y direito do grafico C) representa um comportamento de hipervigilancia; o nimero de entradas nos bragos
fechados (eixo Y direito do grafico D) serve como controle motor. Os dados sdo expressos como média+ e.p.m.
(as barras se referem ao eixo Y esquerdo e os simbolos ao eixo Y direito) (n = 6-10/grupo); *p < 0,05 vs. SHAM
+ veiculo; #p < 0,05 vs. 6-OHDA + veiculo. ANOVA de uma via seguida do teste post-hoc de Newman-Keuls
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(para as barras) e teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do teste post-hoc de Dunn (para os simbolos).
MFB: do inglés medial forebrain bundle;in.: intranasal (A).
6.1.2.2Administragdo i.n. do CDNF (10, 50 e 100 ug) e parametros da fung¢do ndo motora,

avaliados a longo prazo no teste da borrifada com sacarose em ratos lesionados com a 6-

OHDA no MFB

Na caracterizacgao do estado hedonico o teste da borrifada com sacarose, realizado apds
30 semanas do protocolo de administragdo i.n., forneceu os indices de autocuidado e
comportamento motivacional em animais lesionados com 6-OHDA no MFB e tratados com o
CDNF i.n. (Figura20A). A andlise estatistica a partir da ANOVA de uma via indicou uma
diferenca para o fator tratamento no parametro de tempo total de autolimpeza (Fs3z0=2.56, p <
.05), o teste post-hoc de Newman Keuls, realizado em sequéncia, revelou uma tendéncia ao
comportamento do tipo-anedonico em animais lesionados com a 6-OHDA + veiculo (p = .07
vs. SHAM + veiculo, p < .05 vs. SHAM + CDNF 100 pg) (Figura20B). Nesse contexto, o
tratamento com CNDF 1.n., especialmente a dose de 100 pg, apresentou substancial melhora (p
<.05 vs. 6-OHDA + veiculo) aos animais, com tempo médio do comportamento de autocuidado
passando de 25s em animais lesionados apenas para 72s diante do tratamento com CDNF 100
ng. O parametro de laténcia para o comportamento de autolimpeza ndo foi modificado perante

os diferentes tratamentos (F5z0 = 0.40, p = ns) (Figura20C).
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Figura 20: Efeito da administracdo intranasal do CDNF sobre a fun¢do ndo motora de estado hedonico em animais lesionados unilateralmente com a 6-OHDA no MFB.
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Legenda: (A) Desenho experimental indicando a semana de realizagdo do teste da borrifada com sacarose; (B e C) o teste da borrifada com sacarose foi realizado 30 semanas
apos o protocolo de administragdo i.n., (B) as medidas de tempo realizando o comportamento de autolimpeza (C) e laténcia para o inicio de tal comportamento, fornecem
subsidios para a avaliagdo do estado hedonico e motivacional. Os dados s@o expressos como média+e.p.m. (n = 6-10/grupo); @p < 0,05 vs. SHAM + CDNF 100 pg; #p < 0,05
vs. 6-OHDA + veiculo. ANOVA de uma via seguida do teste post-hoc de Newman-Keuls. MFB: do inglés medial forebrain bundle;in.: intranasal (A).
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6.1.3Efeitos da administracdo i.n. do CDNF sobre o bem-estar geral dos animais

6.1.3.1Administracdo i.n. do CDNF (10, 50 e 100 ug) e o peso corporal, avaliado a curto,

médio e longo prazo em ratos lesionados com a 6-OHDA no MFB

O peso corporal dos animais foi acompanhado durante todo o protocolo de
administracdo i.n. do CDNF em animais lesionados com a 6-OHDA no MFB, a iniciar pelo
controle de peso previamente a cirurgia, onde a ANOVA de uma via indicou auséncia de
diferencas no peso dos animais (Fs4s = 2.25, p > .05) (Figura21A). Passadas 4 semanas da
lesdo, previamente ao protocolo de administracdo intranasal, os animais foram novamente
pesados e observa-se que animais lesionados com a 6-OHDA no MFB apresentaram uma
reducdo de peso bastante, como visto na Figura2lB e ANOVA de uma via (Fs4s = 8.39, p <
.0001) seguida do teste post-hoc de Newman Keuls (p < .005 vs. SHAM + veiculo). Apos a
administracdo i.n. do CDNF, os animais apresentaram em ganho de peso em decorréncia do
desenvolvimento, como demonstrado na Figura21C e ANOVA de medidas repetidas seguida
do teste post-hoc de Newman Keuls, que indicou diferencas significativas para o fator
tempo/repeticdo com ganho de peso ao longo do tempo (F375 = 5.47, p < .005). No entanto,
enquanto animais controle vinham apresentando ganho de peso normal nas semanas 4, 8, 16 e
32 pés-administragdo i.n., aqueles do grupo 6-OHDA + veiculo apresentaram perfil semelhante
somente ao final do protocolo (32% semana p6s-administracdo i.n.: Ag M = 54.1 para o grupo
SHAM + veiculo vs. 49.2g do grupo 6-OHDA + veiculo), sendo o ganho de peso nos meses
antecedentes significativamente menor (p <.05). A reversao desse quadro pode ser observada
perante a administragdo do CDNF i.n. nas doses de 10 ou 100 pg, onde o ganho de peso de tais
animais foi semelhante ao dos animais controle: com progressao gradual da 4* para 8* semana

apos o tratamento e subsequente estabilizacdo do peso corporal.
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Figura 21: Efeito da administragdo intranasal do CDNF sobre o peso corporal em animais lesionados
unilateralmente com a 6-OHDA no MFB.
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Legenda: (A) Desenho experimental indicando as semanas de pesagem dos animais. (B) Inicialmente fez-se a
pesagem dos animais no dia de realizagdo da cirurgia estereotaxica para lesdo com a 6-OHDA no MFB, a fim de
verificar se ndo haveriam modificagdes basais no peso dos animais intergrupos; (C) a diferenca desta para quatro
semanas apos, antes da administragdo do CDNF i.n. ¢ representada como um delta da variagdo de peso. (D) As
avaliagdes sequenciais de ganho de peso sdo demonstradas para os tempos de 4, 8, 16 e 32 semanas apds a
administragdo de CDNF i.n., o deltaneste caso é emrelagdo a aferigdo realizada antes da administragdo do CDNF
i.n.. Os dados sdo expressos como média+ e.p.m. (n = 6-10/grupo); *p <0,05 vs. SHAM + veiculo; #p < 0,05 vs.
6-OHDA + veiculo (* e # indicam diferenga nos mesmos tempos referidos, quando for o caso) e $p <0,05 vs. 4°
semana para o mesmo grupo. ANOVA de uma via (B e C) e ANOVA de medidas repetidas (D) ambas seguidas
do teste post-hoc de Newman-Keuls. Os simbolos representam a semana e frequéncia de repeti¢ao da pesagem
corporal dos animais. MFB: do inglé€s medial forebrain bundle;in.: intranasal (A).
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6.1.3.2 Administragdo i.n. do CDNF (10, 50 e 100 ug) e a sobrevivéncia de ratos lesionados
com a 6-OHDA no MFB

O numero de Obitos foi registrado no transcorrer de 32 semanas do protocolo
experimental para avaliacdo do efeito da administracao i.n. do CDNF em animais lesionados
com a 6-OHDA no MFB (Figura22A). Durante os 8 meses subsequentes a administragao i.n.,
ocorreram 6bitos nos diferentes grupos que foram registrados para posterior montagem da curva
de sobrevida, que pode ser observada na Figura22B. O numero total de o6bitos por grupo
experimental foi de 2 animais, com excec¢do do grupo 6-OHDA + CDNF 10 pg, que apresentou
apenas 1 6bito durante todo o protocolo (as diferengas nas porcentagens ao final das 32 semanas
diz respeito a variacao no nimero inicial de animais/grupo). Assim, a analise estatistica de Log-
rang (Mantel-Cox) seguido do teste de Gehan-Breslow-Wilcoxon comparou a porcentagem de
sobrevida no decorrer do tempo e demonstrou ndo haverem diferencas significativas em
decorréncia da lesdo com a 6-OHDA ou do tratamento i.n. com o CDNF [X2 (5, 57) = 0.69 e
0.0002, p = ns, respectivamente].

Figura 22: Efeito da administragdo intranasal do CDNF sobre a sobrevivéncia de animais lesionados

unilateralmente com a 6-OHDA no MFB.
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Legenda: (A) Desenho experimental onde foi avaliado a taxa de sobrevivéncia dos animais. (B) Curva de
sobrevivéncia realizada a partir da porcentagem de animais vivos no transcorrer das 32 semanas seguidas a
administragdo i.n. do CDNF. Log-rang (Mantel-Cox) seguido do teste de Gehan-Breslow-Wilcoxon. MFB: do
inglés medial forebrain bundle;i.n.: intranasal (A).



130

6.1.4 Efeitos da administracdo i.n. do CDNF sobre a degeneracao dopaminérgica

6.1.4.1 Administragdo i.n. do CDNF (10, 50 e 100 ug) e a marcagdo para TH através da

técnica de imunohistoquimica no estriado e na SN de ratos lesionados com 6-OHDA no MFB

A fim de avaliar o grau de degeneracdo na via dopaminérgica nigroestriatal, 8 meses
apods a administragdo i.n. foi mensurado a imunomarcacao de células positivas para a enzima
TH (usado como marcador de neurénios dopaminérgicos) na SN e no estriado (Figura23A).
Desta forma, utilizando a técnica de imunohistoquimica para imunodeteccdo da TH,
evidenciou-se uma a extensa lesdo causada pela 6-OHDA injetada unilateralmente no MFB, a
ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Tukey HSD indicou uma diferenca
significativa entre os tratamentos, com reducao de cerca de 90% na imunomarcacdo de TH na
SNc dorsal (Fs3s = 320.21, p <.0001, Figura23C) e 80% nas fibras TH" estriatais dorsais e
ventrais (respectivamente, Fs3s =571.35 E 136.00, p <.0001, Figura23D). Nessa conjuntura,
houve um efeito positivo da administra¢ao i.n. do CDNF, particularmente a dose de 100 pg,
aumentando significativamente a expressao de corpos neuronais TH* da SNc (p < .0001 vs. 6-
OHDA + veiculo) (Figura23C). Além de um efeito dessa mesma dose (CDNF 100 pg) no
estriado dorsal (p < .05 vs. 6-OHDA + veiculo), neste caso, reduzindo a densidade de fibras
estriatais (M = 19,6 — 11,4%) (Figura23D). A neurorestauragdo parcial, de cerca de 50%,
ocasionada pela administragdo i.n. do CDNF 100 pg pode ser observada na Figura23B, onde

imagens representativas de sec¢des mediais da SNc tornam visivel tal efeito.
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Figura23: Efeito da administragdo intranasal do CDNF sobre o imunocontetido de TH em animais lesionados
unilateralmente com a 6-OHDA no MFB.
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Legenda: (A) Desenho experimental indicando a semana de eutanasia dos animais e posterior imunohistoquimica
para a TH. (B — D) Para avaliacdo de um possivel efeito neurorestaurador da administragdo i.n. do CDNF sob a
lesdo induzida pela 6-OHDA, na 32? p6s-administragdo i.n., foi analisada a imunorreatividade da TH, utilizada
como marcador para neurodegeneracdo dopaminérgica. (B e C) Foram avaliadas a regido dorsal da SNc, imagens
representativas e semiquantificacdo, respectivamente e (D) as regides dorsal e ventral do estriado. Os dados sdo
expressos como média+e.p.m. (n = 5-9/grupo); *p <0,05 vs. SHAM + veiculo; #p < 0,05 vs. 6-OHDA + veiculo

(na

mesma regido, quando for o caso). ANOVA de uma via seguida do teste post-hoc de Tukey HSD. MFB: do

inglés medial forebrain bundle;in.: intranasal; TH: tirosina hidroxilase (A).
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6.1.5 Efeitos da administracdo i.n. do CDNFrh sobre os niveis do CDNFh/CDNFr

6.1.5.1 Administragdo i.n. do CDNF (10, 50 e 100 ug) e os niveis de CDNF endogeno através
da técnica de imunohistoquimica no estriado e na SN de ratos lesionados com 6-OHDA no

MFB

Apds a caracterizagdo da lesdo dopaminérgica na via nigroestriatal e efeito
neurorestaurador da administragdo i.n. do CDNF (no caso, a proteina recombinante humana —
CDNFrh), pretendeu-se também avaliar o efeito da lesdo com a 6-OHDA no MFB sobre os
niveis de CDNF bem como o efeito do tratamento a posteriori com o CDNF i.n. sobre sua
propria expressao. Para isso, apds as 32 semanas da administracao i.n. (como demonstrado na
Figura24A), realizou-se a imunohistoquimica com anticorpo anti-CDNF reativo tanto para a
isoforma humana (administrada via i.n.) quanto para a de roedor (PRS4343 — Sigma-Aldrich,
MO, EUA). Na Figura24B podem ser vistas imagens representativas da imunohistoqui mica
em sec¢oes mediais estriatais, as quais demonstram uma possivel redugao da imunorreatividade
do CDNF no grupo 6-OHDA + veiculo com possivel reversdo diante da administragao i.n. do
CDNFrh em suas maiores doses (50 ¢ 100 pg). Contudo, diante de um nimero de animais
reduzido no experimento (n = 2/grupo), ndo se avaliou estatisticamente tais evidéncias. A SN
ndo demonstrou quaisquer modificagdes aparentes na imunomarcacdo de CDNF (igualmente

com n = 2/grupo, dados ndo mostrados).
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Figura 24: Efeito da administragao intranasal do CDNFrh sobre o imunoconteudo do CDNFh/CDNFr em animais
lesionados unilateralmente com a 6-OHDA no MFB.
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Legenda: (A) Desenho experimental indicando a semana de eutanasia dos animais e posterior imunohistoquimica
para o CDNFh/CDNFr. (B) Imagens representativas da imunomarcagao de CDNF estriatal realizada 32 semanas
apds a administracdo i.n. (n = 2/grupo). MFB: do inglé€s medial forebrain bundle;in.: intranasal (A).
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6.2AVALIACAO DOS EFEITOS DA ADMINISTRACAO INTRANASAL CRONICA DO
CDNF

6.2.1 Comparac¢ao da administracao i.n. em dose unica do CDNF vs. doses multiplas

6.2.1.1Administragdo i.n. em dose unica e doses multiplas do CDNFrh (10 ug) e os niveis
endogenos de CDNF (CDNFr) através do ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA) no
estriado e SN de ratos lesionados com 6-OHDA no MFB

Demonstrado o potencial restaurador da administracao i.n. do CDNF em um modelo
da DP com extensa neurodegeneracdao dopaminérgica e prejuizos funcionais motores € nao
motores, utilizou-se a menor dose efetiva do CDNF 1.n. (10 pg) para comparar os efeitos a curto
prazo de uma tUnica dose ao de multidoses do NTF administrado por via i.n. (Figura25 e
Figura26). Primeiramente, como pode ser visto na Figura25A, dois grupos experimentais
receberam uma unica administragao i.n. do CDNF (10 pg, 15 ou 3 dias antes da eutanasia),
enquanto outro grupo foi tratado cronicamente com o CDNF i.n. (10 pg/dia, durante 15 dias) e
apos eutanasia foram quantificados os niveis do CDNF no estriado através da técnica de ELISA.
A analise a partir da ANOVA de uma via indicou diferenga nos niveis estriatais do CDNF entre
os grupos experimentais (F316 = 6.41, p < .005), de forma que o teste post-hoc de Newman
Keuls revelou que ap6s 15 dias de tratamento com o CDNF i.n., seja com uma Unica dose ou
doses multiplas, ambas aumentam significativamente os niveis do CDNF no estriado dos
animais (p <.05 vs. 6-OHDA + veiculo), em igual proporcao (6-OHDA + veiculo, M = 165 vs.
194 e 189 pg/mg, respectivamente) (Figura25B). Enfatiza-se que o kit de ELISA utilizado tem
sensibilidade para deteccdo do CDNF de Rattus norvegicus — CDNFr (SEG458Ra — Cloud-
Clone, TX, EUA), de forma que o CDNF recombinante humano (CDNFrh) administrado por

via i.n. ndo apresenta reatividade com tal.
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Figura25: Efeito da administracdo intranasal em dose tnica e doses multiplas do CDNFrh sobre os niveis do
CDNFr em animais lesionados unilateralmente com a 6-OHDA no MFB.
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Legenda: (A) Desenho experimental do protocolo de administragdo i.n. do CDNFrh em dose unica ou doses
multiplas e posterior ELISA para o CDNFr. (B) Quantificagdo dos niveis estriatais do CDNFr/albumina em
animais lesionados coma 6-OHDA no MFB e tratados com uma tnica dose do CDNF i.n. (10 pg, 3 ou 15 dias
anterior a eutanasia) ou cronicamente (10 pg/dia, durante 15 dias). Os dados s@o expressos como média=+ e.p.m.
(n=5/grupo); #p <0,05 vs. 6-OHDA + veiculo. ANOVA de uma via seguida do teste post-hoc de Newman-Keuls.
MFB: do inglés medial forebrain bundle;in.: intranasal (A).
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6.2.1.2 Administragdo i.n. em dose unica e doses multiplas do CDNFrh (10 ug) e pardmetros
da fungdo motora, avaliados no teste do rotarod e teste do cilindro em ratos lesionados com a

6-OHDA no MFB

Além da quantificagdo estriatal dos niveis de CDNFr por ELISA, foi comparado o
efeito do tratamento agudo com o CDNF i.n. (10 pg, 15 ou 3 dias antes da eutandsia) ao
tratamento crénico (CDNF 10 pg/dia, durante 15 dias) em pardmetros da fungdo motora de
animais lesionados com a 6-OHDA no MFB. Para essa avaliagao foi realizado o teste do rotarod
(verificando especialmente equilibrio e coordenacdo dos animais) e¢ o teste do cilindro
(verificando-se a assimetria e viés de lateralidade), ambos no 15° dia ap6s o inicio do tratamento
com CDNF 1i.n. (Figura26A). A ANOVA de uma via seguida do teste post-hoc de Newman
Keuls evidenciou uma diferenca na laténcia para a queda do rotarod dos lesionados com a 6-
OHDA e tratados com veiculo ou com o tratamento agudo com o CDNF i.n. (F313=4.65, p <
.05 vs. SHAM), diferentemente do tratamento cronico com o CDNF i.n., que apresentou média
de laténcia para a queda semelhante aos animais controle nessa tarefa (p > .05 vs. SHAM)
(Figura26B). Este mesmo perfil do efeito do tratamento agudo vs. crénico com CDNF i.n. foi
observado no teste do cilindro, onde o prejuizo causado pela 6-OHDA (F313 = 9.14, p < .005
vs. SHAM) somente foi revertido, em curto prazo, pelo tratamento cronico com o CDNF i.n. (p
> .05 vs. SHAM) (Figura26C).
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Figura26: Efeito da administragdo intranasal em dose inica e doses multiplas do CDNFrh sobre parametros de
coordenagdo, equilibrio e assimetria motora em animais lesionados unilateralmente com a 6-OHDA no MFB.
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Legenda: (A) Desenho experimental do protocolo de administragdo i.n. do CDNFrh em dose unica ou doses
multiplas indicando o dia de realizaggo do teste dorotarode teste do cilindro. (B) O teste do rotarod para avaliagdo
da coordenagdo e equilibrio motor, assim como (C) o teste do cilindro para avaliagdo da assimetria dos membros
dianteiros, foramrealizados no 15° dia ap6s umatinica dose do CDNF i.n. (10 pg, 3 ou 15 dias anterior a eutanasia)
ou do tratamento cronico com o CDNF i.n (10 pg/dia, durante 15 dias) em animais lesionados com a 6 -OHDA no
MFB. Os dados sdo expressos como média+e.p.m. (n=4-5/grupo); *p <0,05 vs. SHAM + veiculo; #p < 0,05 vs.
6-OHDA + veiculo; $p < 0,05 vs. 6-OHDA + CDNF agudo. ANOVA de uma via seguida do teste post-hoc de
Newman-Keuls. MFB: do inglés medial forebrain bundle;in.: intranasal (A).
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6.2.1.3 Administragdo i.n. em dose unica e doses multiplas do CDNFrh (10 ug) e o nivel de
lesdo dopaminérgica avaliada indiretamente pelo teste de rotagdo induzido pela apomorfina

em ratos lesionados com a 6-OHDA no MFB

Por fim, ainda foi comparado o efeito do tratamento agudo com o CDNF i.n. (10 pg,
15 ou 3 dias antes da eutandsia) ao tratamento cronico (CDNF 10 pg/dia, durante 15 dias) sobre
o nivel de lesdo dopaminérgica em animais lesionados com a 6-OHDA no MFB. Para essa
avaliacdo foi realizado o teste de rotacdo com apomorfina, teste comportamental indicativo do
nivel de lesdo, anterior ao protocolo de administragdo i.n. € no 15° dia apds o inicio do
tratamento com CDNF i.n. (Figura27A). A ANOVA de uma via seguida do teste post-hoc de
Newman Keuls evidenciou uma diferenca no delta de rotagdes contralaterais a lesdo da
avaliag@o p6s-CDNF i.n. para a avaliacao pré-CDNF i.n., como indicado pela ANOVA de uma
via (F3,12=8.55, p <.005). O teste post-hoc de Newman Keuls indicou uma diferenga no grupo
tratado cronicamente com o CDNF i.n. (p<.05 vs. SHAM, 6-OHDA + veiculo e CDNF agudo),
essa reducdo no numero de rotagdes contralaterais a lesdo diante da administracao i.n. cronica

do CDNF foi expressiva, como pode ser observado na Figura27B.
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Figura27: Efeito da administragdo intranasal em dose tnica e doses multiplas do CDNFrh sobre o nivel de leséo
dopaminérgica em animais lesionados unilateralmente com a 6-OHDA no MFB.
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Legenda: (A) Desenho experimental do protocolo de administragdo i.n. do CDNFrh em dose tnica ou doses
multiplas indicando os dias de realizagdo do teste de rotagdo induzido pela apomorfina. (B) O teste de rotagdo
induzido pela administracdo de apomorfina (0,5 mg/kg, s.c.) para avaliagdo comportamental do nivel de lesdo
dopaminérgica. O teste foi realizado anteriormente ao inicio do protocolo de administragéo i.n. (semana 0) e no
15° diaapds uma tinica dose do CDNF i.n. (10 pg, 3 ou 15 dias anterior a eutanasia) ou do tratamento cronico com
o CDNF i.n (10 pg/dia, durante 15 dias) em animais lesionados com a 6-OHDA no MFB. Para representagéo dos
resultados foi realizado o delta de variagdo do nimero de rotagdes contralaterais a lesdo da segunda avaliagdo em
relacdo a primeira (An°). Os dados sdo expressos como média £ e.p.m. (n= 4-5/grupo); *p < 0,05 vs. SHAM +
veiculo; #p < 0,05 vs. 6-OHDA + veiculo; $p < 0,05 vs. 6-OHDA + CDNF agudo. ANOVA de uma via seguida
do teste post-hoc de Newman-Keuls. Os simbolos representam a semana e frequéncia de repeti¢do do respectivo
teste ao qual estdo alinhados. MFB: do inglés medial forebrain bundle;s.c.: subcutanea; i.n.: intranasal (A).
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6.3AVALIACAO DOS EFEITOS DO TRATAMENTO CRONICO COM A L-DOPA
ASSOCIADA AO CDNF INTRANASAL

6.3.1Efeito do tratamento cronico com a L-DOPA sobre os niveis de NTFs

6.3.1.1Tratamento cronico com a L-DOPA v.o. (12,5 mg/kg + 3,125 mg/kg de benserazida),
pardmetros da fun¢do motora e caracterizagdo da indugdo de discinesias em ratos lesionados

com 6-OHDA no MFB

Visto o efeito da administra¢do i.n. cronica do CDNF, a proxima etapa do presente
estudo tratou de avaliar o resultado da associagdo da L-DOPA ao CDNF i.n., sobre parametros
motores ¢ das LIDs em animais lesionados com a 6-OHDA no MFB. Para isso, inicialmente,
caracterizou-se a presenca das discinesias induzidas pela L-DOPA (Figura28) e o impacto do
tratamento cronico com a L-DOPA sobre os niveis do CDNF e do GDNF (Figura29). Apos a
inducao da lesdo com a 6-OHDA e avaliagao motora com o teste do cilindro ¢ teste de rotacao
com apomorfina, os animais foram tratados por 15 dias com a L-DOPA (12,5 mg/kg + 3,125
mg/kg de benserazida, v.o.) e avaliou-se a presenca e magnitude das LIDs nos dias 1,4, 7 e 14
de tratamento, sendo que ao final, realizou-se novamente o teste do cilindro com o objetivo de
certificar-se do efeito antiparkinsoniano da L-DOPA. Apos a eutandsia, o estriado dos animais
foi coletado para posterior quantificagdo dos niveis de TH (Figura28A) e dos NTFs
(Figura29A) através da técnica de Western Blotting.

A indugdo das LIDs foi confirmada a partir da ANOVA de medidas repetidas seguida
do teste post-hoc de Newman Keuls que indicou significincia para a interacdo dos fatores:
lesdo, tratamento e tempo/repeticdes (F390 = 55.3, p <.0001), nos animais lesionados com a 6-
OHDA e tratados com a L-DOPA (p<.0001 vs. SHAM + veiculo) a partir do 4° dia de avaliagao
dos AIMs e tratamento (Figura28B). Assim também, caracterizou-se a presenga de prejuizo
motor em animais lesionados com a 6-OHDA, no teste do cilindro, e a reversao do dano apos
15 dias de tratamento com a L-DOPA (Fi28=19.9, p <.05 vs. SHAM + veiculo e 6-OHDA +
veiculo apos o tratamento) (Figura28C). Bem como a presen¢a da lesdo dopaminérgica diante
da administracido da 6-OHDA no MFB, através do teste de rotagdo com apomorfina
(Figura28D) e quantificacdo da TH estriatal por Western Blotting (Figura28E), ambas a partir
da ANOVA de duas vias e teste post-hoc de Newman Keuls (Fi2s=313.4 e 448.1, p <.0005

vs. SHAM + veiculo, respectivamente o n° de rotacdes contralaterais a lesdo e niveis de TH).
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Figura 28: Efeito da administragdo cronica de L-DOPA sobre a indugdo de discinesias, prejuizo motor e

imunoconteudo de TH em animais lesionados unilateralmente com a 6-OHDA no MFB.
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Legenda: (A) Desenho experimental do protocolo de tratamento cronico com a L-DOPA, indicando o dia de (B)
avaliagdo dos AIMs, (C) teste do cilindro, (D) teste da rotagdo com apomorfina e eutanasia com posterior (E)
quantificacdo dos niveis estriatais de TH por WB. Para caracterizacdo das LIDs e do efeito antiparkinsoniano foi
realizada a administracdo de L-DOPA via oral (12,5 mg/kg + 3,125 mg/kg de benserazida) por 15 dias, 1 vez ao
dia em animais lesionados coma 6-OHDA no MFB. Os dados sdo expressos como média+e.p.m. (n = 8-9/grupo);
*p<0,05 vs. SHAM + veiculo; #p < 0,05 vs. 6-OHDA + veiculo e $p < 0,05 vs. 6-OHDA + veiculo (antes da L-
DOPA). ANOVA de medidas repetidas e ANOVA de duas vias, ambas seguidas do teste post-hoc de Newman
Keuls. MFB: do inglés medial forebrain bundle;, WB: Western Blotting; AIMs: movimentos involuntarios
anormais; TH: tirosina hidroxilase (A).



142

4.3.1.2 Tratamento crénico com a L-DOPA v.o. e o imunoconteudo de NTFs (GDNF e
CDNF) analisado através da técnica de Western Blotting no estriado de ratos lesionados com

6-OHDA no MFB

O impacto do tratamento cronico com a L-DOPA sobre os niveis do CDNF e do GDNF
no estriado de animais lesionados com a 6-OHDA no MFB foi avaliado ao final do protocolo
de inducdo das LIDs (Figura29A). Para ambos, CDNF (Figura29B) ¢ GDNF (Figura29C),
foi observado um perfil de redugdo em seus niveis estriatais diante do tratamento com a L-
DOPA, cerca de 25% diminuicdo ante a administracio de L-DOPA per se durante 15 dias.
Como indicado pela ANOVA de duas vias e teste post-hoc de Newman Keuls, independente da
lesdo com a 6-OHDA ou a presenca de discinesias, o tratamento cronico com a L-DOPA levou
a reducdo estriatal do imunocontetido do CDNF (F120 =20.9, p <.05 vs. SHAM + veiculo e 6-
OHDA + veiculo) e do GDNF (F125=19.2, p <.05 vs. SHAM + veiculo e 6-OHDA + veiculo).
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Figura29: Efeito da administragéo cronica de L-DOPA sobre o imunoconteudo de NTFs em animais lesionados
unilateralmente com a 6-OHDA no MFB.
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Legenda: (A) Desenho experimental do protocolo de tratamento cronico comaL-DOPA e quantificagdo dos niveis
de NTFs por Western Blotting. Para avaliagdo do efeito da L-DOPA sobre os niveis de NTFs foi realizada a
administragao cronicade L-DOPA via oral (12,5 mg/kg + 3,125 mg/kg de benserazida) por 15 dias, 1 vez ao dia
em animais lesionados com a 6-OHDA no MFB. Os niveis de (B) CDNF e (C) GDNF foram quantificados no
estriado dos animais. Os dados sdo expressos comomédia+e.p.m. (n=5-8/grupo); *p <0,05 vs. SHAM + veiculo;
#p < 0,05 vs. 6-OHDA + veiculo. ANOVA de duas vias seguida do teste post-hoc de Newman Keuls. MFB: do
inglés medial forebrain bundle; WB: Western Blotting (A).
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4.3.1.3 Analise de expressdo diferencial de microarranjos dos niveis estriatais de RNAm de
diferentes NTFs (CDNF, GDNF, BDNF e NGF) em ratos tratados com a L-DOPA

(discinéticos e ndo discinéticos) e lesionados com a 6-OHDA no MFB

Com o intuito de reforgar os achados de modulagao dos niveis proteicos de CDNF e
GDNF frente o tratamento cronico com a L-DOPA, a expressdo génica de alguns NTFs foi
verificada a partir da analise do perfil de expressdo diferencial, utilizando dados de
sequenciamento de RNAm. Os dados para andlise de expressdo diferencial foram obtidos a
partir de um conjunto de dados do Gene Expression Omnibus (GSE88726), o qual disponibiliza
dados de sequenciamento do estriado e da SN de ratos machos Sprague-Dawley, lesionados
unilateralmente com a 6-OHDA e tratados, ap6s 3,5 semanas, com L-DOPA durante 14 dias.

Os genes de interesse para o atual estudo foram aqueles em que as proteinas
codificadas possuem atividades troficas sobre neurdnios dopaminérgicos: CDNF, GDNF,
BDNF e NGF. Para estes NTFs verificou-se a variancia perante o tratamento com a L-DOPA,
em animais discinéticos € ndo discinéticos, vs. animais controles (6-OHDA + veiculo) e
calculou-se os tamanhos de efeito tanto no estriado (Tabelal e Figura30A), quanto na SN
(Tabela2 e Figura30B). Como resultado, foi observado que justamente a expressao génica do
CDNF possui uma tendéncia (p = .08 vs. 6-OHDA + veiculo) em ser modulada diante do
tratamento com a L-DOPA no estriado de animais discinéticos (Tabelal). Como melhor
visualizado na Figura30A, os niveis d¢ RNAm do CDNF em animais tratados cronicamente
com a L-DOPA e que desenvolveram as LIDs, apresentam-se cerca de 14% mais elevados do
que em animais controles. Os demais NTFs avaliados ndo apresentaram quaisquer diferencas

significativas de expressao diferencial diante do tratamento cronico com a L-DOPA.
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Tabela 1: Analise de expressao diferencial dos transcritos de genes do CDNF, GDNF, BDNF e NGF no estriado
de animais lesionados com a 6-OHDA e tratados cronicamente com a L-DOPA.

NTF Grupo experimental Diferenca | valor de p
CDNF | 6-OHDA + L-DOPA (discinético) 1,14 0707 "
6-OHDA + L-DOPA (ndo discinético) 1,06 .3939
GDNF | 6-OHDA + L-DOPA (discinético) -1,08 5525
6-OHDA + L-DOPA (nao discinético) -1,02 8119
BDNF | 6-OHDA + L-DOPA (discinético) 1,09 5881
6-OHDA + L-DOPA (nao discinético) 1,03 9150
NGF | 6-OHDA + L-DOPA (discinético) -1,04 .8480
6-OHDA + L-DOPA (ndo discinético) 1,01 .6307

Legenda: Niveis dos transcritos de genes do CDNF, GDNF, BDNF e NGF de animais lesionados com a 6-OHDA
e, apos 3,5 semanas, tratados com a L-DOPA durante 14 dias, discinéticos e ndo discinéticos (n= 3/grupo). p =
.07 vs. 6-OHDA + veiculo.

Tabela 2: Analise de expressdo diferencial dos transcritos de genes do CDNF, GDNF, BDNF e NGF na substancia
negra de animais lesionados com a 6-OHDA e tratados cronicamente com a L-DOPA.

NTF Grupo experimental Diferenca | valor de p
CDNF | 6-OHDA + L-DOPA (discinético) -1,09 5754
6-OHDA + L-DOPA (ndo discinético) -1,03 1729
GDNF | 6-OHDA + L-DOPA (discinético) 1,03 2347
6-OHDA + L-DOPA (ndo discinético) -1,06 9873
BDNF | 6-OHDA + L-DOPA (discinético) -1,03 .5405
6-OHDA + L-DOPA (ndo discinético) -1,11 1205
NGF | 6-OHDA + L-DOPA (discinético) -1,04 .6780
6-OHDA + L-DOPA (ndo discinético) -1,02 7206

Legenda: Niveis dos transcritos de genes do CDNF, GDNF, BDNF e NGF de animais lesionados com a 6-OHDA
e, apos 3,5 semanas, tratados coma L-DOPA durante 14 dias, discinéticos e ndo discinéticos (n= 3/grupo). p <
.05 vs. 6-OHDA + veiculo.
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Figura30: Analise de expressdo diferencial dos transcritos de genes do CDNF, GDNF, BDNF ¢ NGF em animais lesionados coma 6-OHDA e tratados cronicamente com a

L-DOPA.
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Legenda: Niveis de expresséo dos transcritos de genes do CDNF, GDNF, BDNF ¢ NGF no (A) estriado e (B) SN de animais lesionados com a 6-OHDA e, apds 3,5 semanas,
tratados com a L-DOPA durante 14 dias, discinéticos e no discinéticos (n=3/grupo). A parte hachurada do grafico representao limiar de significancia (p < .05 ou -logl0 =
1.3); teste t de Student vs. 6-OHDA + veiculo.



147

6.3.2Efeito do tratamento cronico com a L-DOPA associado ao CDNF i.n.

6.3.2.1Administracdo cronica do CDNF i.n. (10 ug) e da L-DOPA v.o. (12,5 mg/kg + 3,125
mg/kg de benserazida) e parametros da fung¢do motora, avaliados no teste do rotarod, teste

do cilindro e teste de rotagao com apomorfina em ratos lesionados com a 6-OHDA no MFB

Dada a modulagdo exercida pelo tratamento cronico com a L-DOPA sobre os niveis
estriatais de NTFs, pretendeu-se entdo verificar o efeito da associagdo da L-DOPA ao CDNF
1.n. sobre parametros motores e das LIDs em animais lesionados com a 6-OHDA no MFB. Em
relacdo a fungdo motora foram realizados o teste do rotarod, teste do cilindro e teste de rotacao
induzido pela apomorfina antes e apds o tratamento conjunto da L-DOPA com o CDNF i.n.
(Figura 31), ao passo que se avaliou neste intervalo também a expressao dos AIMs e ao final
do protocolo quantificou-se os niveis estriatais de CDNF pela técnica de ELISA (Figura 32).

O protocolo de tratamento cronico com a L-DOPA seguiu conforme o que recém
caracterizado e a administra¢ao i.n. do CDNF 10 pg ocorreu 30 min antes da L-DOPA, como
indicado na Figura 31A. Considerando-se as diferengas basais evidenciadas pelo teste t de
Student para amostras independentes no desempenho motor entre os grupos [laténcia para a
queda no teste do rotarod: M = 127 e 62s (p < .05) e porcentagem de uso da pata lesionada no
teste do cilindro: M =35 e 10% (p <.05), respectivamente para 6-OHDA + veiculo + L-DOPA
e 6-OHDA + CDNF i.n. + L-DOPA) — dados ndo mostrados], a andlise estatistica do efeito
antiparkinsoniano sobre a coordenacao, equilibrio e assimetria motora foi realizada a partir do
delta de variagdo do desempenho de ambos os grupos antes € apds o tratamento. Assim,
avaliando-se o delta de incremento no desempenho motor, viu-se que no teste do rotarod nao
houveram diferencgas estatisticas entre os tratamentos (tio = -1.17, p = .27) (Figura 31B).
Todavia, no teste do cilindro os animais tratados com o CDNF i.n. juntamente a L-DOPA
apresentaram uma melhora mais robusta do que aqueles que ndo receberam o NTF por via i.n.
(tio=-4.56, p <.001 vs. 6-OHDA + veiculo + L-DOPA), apds 15 dias de tratamento. Enquanto
o grupo dos animais lesionados e tratados com veiculo + L-DOPA apresentaram um ganho de
fungdo de aproximadamente 10% no teste do cilindro, os tratados com a associagdo (CDNF i.n.
+ L-DOPA) tiveram um incremento proximo a 60% no uso da pata contralateral a lesdo em
relagdo ao desempenho antes do tratamento (Figura 31C). Em relacdo ao teste de rotacdo
induzido pela apomorfina, ndo houveram diferengas entre os grupos experimentais (ts = -0.51,

p =.63; An°® de rotagdes contralaterais a lessio M =85 ¢ 119).
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Figura 31: Efeito do tratamento cronico com a L-DOPA associado ao CDNF i.n. sobre o equilibrio, coordenagéio
e assimetria motora de animais lesionados unilateralmente com a 6-OHDA no MFB.
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Legenda: (A) Desenho experimental do protocolo de tratamento crénico com a L-DOPA associado ao CDNF i.n.,
indicando os dias de realizagdo do teste do rotarod e teste do cilindro. (B) O teste do rotarod e (C) o teste do
cilindro foram realizados antes do inicio do tratamento e ao final, 15 dias apds. A administragdo i.n. do CDNF 10
pg antecedeu em 30 min o tratamento coma L-DOPA por via oral (12,5 mg/kg + 3,125 mg/kg de benserazida)
durante 15 dias, 1 vez ao dia em animais lesionados coma 6-OHDA no MFB. Os resultados estdo representados
como um delta da variagdo do desempenho final pelo inicial e expressos como média+e.p.m. (n = 5-7/grupo); #p
< 0,05 vs. 6-OHDA + veiculo + L-DOPA. Teste t de Student para amostras independentes. Os simbolos
representam a semana e frequénciade repetigao do respectivo teste ao qual estao alinhados. MFB: do inglés medial
forebrain bundle;in.: intranasal (A).
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6.3.2.2Administragdo i.n. cronica do CDNF (10 ug) e as LIDs em ratos lesionados com 6-
OHDA no MFB

De fato, avaliar o potencial do tratamento cronico da L-DOPA associadaao CDNF i.n.
esteve relacionado principalmente a sua possivel aplicagdo terapéutica sobre as discinesias.
Verificou-se as LIDs através dos escores de AIMs nos animais nos dias 7 e 14 ap6s o inicio do
tratamento com a L-DOPA ou associacdo, como demonstrado na Figura 32A. Entretanto,
nenhuma diferenca estatistica foi encontrada nos escores de AIMs frente a associagdo da L-
DOPA + CDNF i.n. (Figura 32B). Como indicado pela ANOVA de medidas repetidas e pelos
dados do fator interagdo: tratamento e tempo/repeticdo (Fis = .08, p = ns), € inexistente
quaisquer diferencas entre os grupos experimentais, tanto no aparecimento quanto no

desenvolvimento das LIDs.

6.3.2.2.1Correlagdo entre os niveis estriatais de CDNFr analisados por ELISA e a gravidade
das LIDs em ratos lesionados com 6-OHDA no MFB

Passada a avaliacdo de pardmetros da funcdo motora e das LIDs no protocolo de
administracdo cronica da L-DOPA associada ao CDNF 1i.n., foram quantificados os niveis
estriatais do CDNFr através da técnica de ELISA e estes foram correlacionados aos escores de
AlMs. Primeiramente, a andlise a partir do teste t de Student para amostras independentes
revelou que a associacdo da L-DOPA ao CDNF i.n. foi capaz de aumentar o imunocontetido de
CDNFr no estriado dos animais apos o tratamento durante 15 dias (to = -4.36, p < .001 vs.
veiculo + L-DOPA) (Figura 32C). Assim, apesar da inexisténcia de diferencas nos escores de
AlMs, relacionou-se os dados das LIDs aos niveis estriatais de CDNFr de cada um dos animais
através de uma correlagdo linear de Pearson. A analise de Pearson demonstrou que no grupo
ndo tratado com o CDNF i.n. (veiculo + L-DOPA) ha uma correlagdo positiva, ou seja, quanto
maior os niveis estriatais de CDNFr maior os indices de LIDs (r? = .60, p = < .05) (Figura
32D). Ja no grupo tratado com o CDNF i.n., evidenciou-se justamente o inverso, quanto maior
os niveis de CDNFr estriatal, menor foram os escores de AIMs, demonstrando uma relacao

negativa moderada dos niveis de CDNF com as LIDs (r*= .51, p = <.05).
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Figura 32: Efeito do tratamento cronico com a L-DOPA associado ao CDNF i.n. sobre as LIDs e os niveis
estriatais de CDNFr em animais lesionados unilateralmente com a 6-OHDA no MFB.
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Legenda: (A) Desenho experimental do protocolo de tratamento crénico com a L-DOP A associado ao CDNF i.n.,
indicando os dias de avaliagdo dos AIMs e eutanasia com posterior quantificagdo do CDNFr. (B) A quantificagfo
dos escores de AIMs foi realizada nos dias 7 e 14 ap6s o inicio do tratamento com a L-DOPA. (C) Os niveis de
CDNFr estriatais foram quantificados a partir da técnica de ELISA apds 15 dias de tratamento e eutanasia dos
animais. (D) Os niveis de CDNFr foram correlacionados aos escores de AIMs nos animais lesionados coma 6-
OHDA e tratados com veiculo + L-DOPA (equagdo da reta a esquerda do grafico) e em animais lesionados e
tratados com CDNF i.n. + L-DOPA (equagdo da retaa direitado grafico). Os resultados sdo expressos como média
+ e.p.m. (n = 5-7/grupo); #p < 0,05 vs. 6-OHDA + veiculo + L-DOPA. Teste t de Student para amostras
independentes. MFB: do inglés medial forebrain bundle; i.n.: intranasal; AIMs: movimentos involuntarios
anormais (A).
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6.4 AVALIACAO DOS NIVEIS DE FATORES NEUROTROFICOS NO
ENVELHECIMENTO E NA DOENCA DE PARKINSON

6.4.1Efeito do envelhecimento sobre os niveis de NTFs

6.4.1.1 Niveis do CDNF no estriado de animais jovens e idosos quantificados através da

tecnica de ELISA

Além de avaliar os efeitos da administragdo i.n. do CDNF em um modelo da DP
avancada, objetivou-se verificar a influéncia que fatores envolvidos com a DP teriam per ser
sobre os niveis de diferentes NTFs, como no caso o envelhecimento. Assim, como resultado
inicial dessa etapa do trabalho, realizou-se a quantificagdo dos niveis estriatais de CDNF em
animais idosos (20-22 meses de idade) e jovens (4 meses) através da técnica de ELISA, logo
apods eutandsia (Figura 33A). A analise estatistica a partir do teste t de Student unicaudal para
amostras independentes, corroborou com a hipdtese de que animais idosos apresentariam menor

conteudo estriatal de CDNF (tio = 2.00, p < .05 vs. jovem) (Figura 33B).

Figura 33: Efeito do envelhecimento sobre os niveis do CDNF.
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Legenda: (A) Desenho experimental indicando o periodo de eutanasia com posterior quantificagdo do CDNF. (B)
Os niveis de CDNFr estriatais foram quantificados a partir da técnicade ELISA em animais jovens (4 meses de
idade) e idosos (20-22 meses). Os resultados séo expressos como média + e.p.m. (n = 6/grupo); *p < 0,05 vs.
JOVEM,; teste t de Student unicaudal para amostras independentes.
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6.4.1.2 Niveis do GDNF quantificados através da técnica de Western Blotting no estriado e

na SN de animais jovens e idosos lesionados com 6-OHDA no MFB

Adicionalmente a quantificacdo dos niveis estriatais do CDNF, foi mensurado o
imunoconteildo do GDNF através da técnica de Western Blotting em animais idosos (20-22
meses de idade) e jovens (4 meses) lesionados com a 6-OHDA no MFB (Figura 34A). A
quantificagdo do GDNF foi realizada tanto no estriado, quanto na SN. Para o estriado, a
ANOVA de medidas repetidas demonstrou uma diferenca estatistica para o fator idade (F1,16=
15.4, p <.001), prosseguindo a andlise com o teste post-hoc de Newman Keuls caracterizou-se
um efeito de reducdo dos niveis do GDNF nao somente em decorréncia do envelhecimento,
como da propria lesdo com a 6-OHDA no MFB de animais jovens (p < .01 vs. jovem SHAM)
(Figura 34B). Enquanto na SN n3o houveram diferencas estatisticas entre os grupos
experimentais avaliados, independente da presenca de lesdo ou do envelhecimento, como

indicado pelo fator interacdo na ANOVA de duas vias (F1.16 = .0, p = ns) (Figura 34C).
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Figura 34: Efeito do envelhecimento sobre os niveis do GDNF em animais lesionados com a 6-OHDA no MFB.
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Legenda: (A) Desenho experimental indicando o periodo de eutanasia com posterior quantificagdo do GDNF. (B)
Os niveis de GDNF estriatais e (C) na SN foram quantificados a partir da técnica de Western Blotting em animais
jovens (4 meses de idade) e idosos (20-22 meses) lesionados com 6-OHDA no MFB. Os resultados sdo expressos
como média + e.p.m. (n = 5/grupo); *p < 0,05 vs. JOVEM SHAM, oop < 0,05 vs. JOVEM (fator idade); ANOVA
de duas vias seguida do teste post-hoc de Newman Keuls. MFB: do inglés medial forebrain bundle; WB: Western

Blotting (A).
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6.4.2Influéncia da DP sobre os niveis de NTFs

6.4.2.1 Niveis do CDNF no estriado de animais naive e lesionados com 6-OHDA no MFB

atraves da técnica de ELISA

Mais do que avaliar os niveis de CDNF e GDNF frente ao envelhecimento, intuiu-se
quantifica-los em modelos animais da DP e em amostras encefilicas de pacientes
parkinsonianos. Em relagdo ao modelo da DP utilizado para avaliacdo do efeito da
administracdo i.n. do CDNF, além dos niveis de GDNF (acima mostrados, juntamente com a
analise de influéncia do envelhecimento), quantificou-se os niveis CDNF através da técnica de
ELISA (Figura 35A). A lesdo com a 6-OHDA no MFB, apesar de ter reduzido o
imunoconteudo estriatal do GDNF, ndo alterou os niveis estriatais do CDNF, como visto através

do teste t de Student para amostras independentes (to =.22, p = .83) (Figura 35B).

Figura 35: Efeito dales@o com a 6-OHDA no MFB sobre os niveis do CDNF.
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Legenda: (A) Desenho experimental indicando o periodo de eutanasia com posterior quantificagdo do CDNF. (B)
Os niveis de CDNFr estriatais foram quantificados a partir da técnicade ELISA em animais naive e lesionados
coma 6-OHDA no MFB. Os resultados sdo expressos como média+e.p.m. (n = 6/grupo); teste t de Student para
amostras independentes. MFB: do inglés medial forebrain bundle (A).
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6.4.2.2Analise de expressao diferencial de microarranjos dos niveis estriatais de RNAm de
diferentes NTFs (CDNF, GDNF, BDNF e NGF) em ratos eutanasiados em distintos tempos
apos lesdo com 6-OHDA no MFB

Novamente, afim de refor¢ar e ampliar os achados de modulagdo dos niveis proteicos
do GDNF e do CDNF frente a lesao com a 6-OHDA, a expressao génica de alguns NTFs foi
verificada a partir da andlise do perfil de expressdo diferencial utilizando-se bases de
sequenciamento de RNAm. A andlise de expressdo diferencial foi realizada a partir de um
conjunto de dados do Gene Expression Omnibus (GSE58710), o qual disponibiliza dados de
microarranjos da SN de ratos machos Sprague-Dawley lesionados unilateralmente com a 6-
OHDA no estriado.

Os mesmos NTFs anteriormente avaliados, CDNF, GDNF, BDNF e NGF, foram
testados na presente etapa. Para cada um dos alvos, calculou-se a variancia frente a 6-OHDA
em diferentes tempos pods-lesdo (1, 2, 4, 6 e 16 semanas) vs. animais controles (SHAM da
respectiva semana), bem como os tamanhos de efeito (Tabela 3 ¢ Figura 36A). De fato, dentre
os genes diferencialmente expressos durante as semanas pds-lesdo, os transcritos do GDNF e
do BDNF foram os tnicos dos NTFs avaliados a apresentar diferencas significativas em
decorréncia da lesdao com a 6-OHDA (p < .05 vs. SHAM na respectiva semana) (Tabela 3).
Como melhor visualizado na Figura 36A, a expressao de RNAm do GDNF 4 semanas pos-
lesdo com a 6-OHDA, apresenta-se cerca de 14% mais elevada do que em animais controle (p
< .05). Enquanto o BDNF apresentou tamanho de efeito negativo préoximo a 23 e 33%,
respectivamente para as semanas 2 ¢4 pds-lesdo. Ou seja, de maneira geral, ha uma modificacao
transitoria na expressdo do GDNF (positiva) ¢ do BDNF (negativa) apdés uma lesdo

dopaminérgica com a 6-OHDA (p <.05).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE58710
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Tabela 3: Analise de expressao diferencial dos transcritos de genes do CDNF, GDNF, BDNF e NGF em animais
lesionados com a 6-OHDA no MFB.

NTF Grupo experimental | Diferenca | valor de p
6-OHDA : semana 1 1,14 3377
6-OHDA : semana 2 -1,00 .6322

CDNF | 6-OHDA : semana 4 -1,04 .5896
6-OHDA : semana 6 -1,02 3694
6-OHDA : semana 16 -1,06 .8495
6-OHDA : semana 1 -1,09 .1688
6-OHDA : semana 2 -1,04 .6010

GDNF | 6-OHDA : semana 4 1,14 .0503 *
6-OHDA : semana 6 1,11 .2598
6-OHDA : semana 16 1,14 1105

Legenda: Niveis estriatais dos transcritos de genes do CDNF, GDNF, BDNF ¢ NGF de animais lesionados com a
6-OHDA no MFB (n = 3/grupo). *p <.05 vs. SHAM (na respectiva semana).
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6.4.2.3 Anadlise de expressao diferencial de microarranjos dos niveis de RNAm de diferentes
NTFs (CDNF, GDNF, BDNF e NGF) na SN de pacientes com a DP classificada como leve,

moderada e grave segundo o estadiamento de Braak

Por fim, com o objetivo de avaliar a expressao de NTFs de acordo com a progressao
da DP, utilizou-se um conjunto de dados depositado no Gene Expression Omnibus (GSE49036)
de amostras encefalicas de pacientes parkinsonianos em diferentes estagios da doenca. Todos
os individuos foram avaliados neuropatologicamente por especialistas e classificados de acordo
com o estadiamento de Braak para a presenca da a-sinucleina, em estagios de 0 a 6. Para a
andlise do perfil de expressao diferencial dos NTFs avaliados (CDNF, GDNF, BDNF e NGF),
foram utilizadas amostras da SN de pacientes agrupados de acordo com os estagios definidos
por Braak: 1 e 2 =pacientes com DP leve, 3 ¢ 4 = DP moderada e 5 ¢ 6 = DP grave e comparou-
se com individuos sem patologias neuropsiquiatricas ou presenca da a-sinucleina (Braak = 0).

Corroborando com os dados do modelo animal da DP (acima apresentados), apenas o
GDNF e o BDNF tiveram seu perfil de transcri¢ao alterado nos pacientes parkinsonianos (p <
.05 vs. Braak = 0) (Tabela 4). Para o GDNF as mudancas de expressdo do RNAm ocorreram
apenas de maneira transitoria, em estagios moderados da DP, apresentando cerca de 9% de
reducdo nos niveis de seus transcritos. Todavia, foi novamente o BDNF que apresentou as
alteragdes mais significativas, desde estagios iniciais da DP até os estagios mais avangados. Os
tamanhos de efeito negativo para o BDNF foram realmente expressivos, com redugdes nos
niveis dos transcritos de 72, 57 ¢ 107%, respectivamente para o estadiamento de Braak 1-2, 3-
4 e 5-6. Na Figura 36B podem ser melhor visualizadas a magnitude das alteragdes no perfil de

transcritos dos NTFs avaliados.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE49036
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Tabela 4: Analise de expressdo diferencial dos transcritos de genes do CDNF, GDNF, BDNF e NGF em pacientes
comaDP.

NTF Grupo experimental | Diferenca | valor de p
Estagio de Braak 1-2 1,07 .6591
CDNF | Estagio de Braak 3-4 -1,03 4546
Estagio de Braak 5-6 1,05 4985
Estagio de Braak 1-2 1,03 .5520
GDNF | Estagio de Braak 3-4 -1,09 .0284 *
Estagio de Braak 5-6 -1,04 2085

Legenda: Niveis dos transcritos de genes do CDNF, GDNF, BDNF e NGF de pacientes com a DP em diferentes
estagios de acordo com o estadiamento de Braak (n= 5-8/grupo). *p <.05 vs. Braak = 0.
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Figura 36: Andlise de expressao diferencial dos transcritos de genes do CDNF, GDNF, BDNF e NGF em animais lesionados com a 6-OHDA e em pacientes com a DP.
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Legenda: Niveis de expressao dos transcritos de genes do CDNF, GDNF, BDNF e NGF na (A) SN de animais lesionados unilateralmente com a 6-OHDA no estriado e (B)
pacientes com a DP em diferentes estagios de acordo com o estadiamento de Braak (n=5-8/grupo). A parte hachurada do grafico representa o limiar de significancia (p <.05
ou-logl0 = 1.3); teste t de Student vs. Braak = 0.
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7 DISCUSSAO

O maior desafio na terapéutica da DP trata-se, indubitavelmente, do desenvolvimento
de um tratamento que impeca ou retarde a progressdo do processo neurodegenerativo. A
realidade atual, de pacientes parkinsonianos fadados ao controle paliativo de uma parcela dos
sintomas e limitado ao avango da neurodegeneracao, instiga a busca por terapias que hajam
sobre os mecanismos subjacentes a morte celular. Nessa conjuntura, as terapias baseadas no
uso de NTFs representam um meio promissor de se modificar do curso natural da DP.
Considerando-se a amplitude de efeitos que os NTFs exercem sobre a homeostasia de
populagdes celulares, eles vém sendo amplamente estudados em doengas neurodegenerativas,
como a DP (OBESO etal., 2017).

Todavia, apesar do potencial terapéutico extensivamente demonstrado em ensaios pré-
clinicos, o insucesso observado na grande maioria dos ensaios clinicos com NTFs em pacientes
com a DP, reflete os varios obstiaculos confrontados na busca por terapias modificadoras do
curso da doenca. Os fatores limitantes evidenciados na terapia com NTFs na DP, sdo na
verdade, similares aos de muitos outros distirbios do SNC. O desenvolvimento de novas drogas
nessa area apresenta desafios unicos quando comparado com doengas de outros sistemas,
devido: a uma compreensao incompleta da biologia das condi¢gdes multifacetadas do SNC, a
escassez de modelos animais clinicamente relevantes para testar novas drogas e, em especial,
a presenca da BHE que restringe o fluxo de moléculas para o cérebro (DANON; REEKIE;
KASSIOU, 2019).

A BHE tem sido um obstaculo para o desenvolvimento de terapias direcionadas ao
SNC, dificultando o uso clinico de proteinas promissoras no tratamento de doengas
neurodegenerativas (ALY, A. E.; WASZCZAK, B. L., 2015). A exemplo, na terapiacom NTFs
a passagem pela BHE insurge como uma das principais limitagdes do tratamento de condigdes
patologicas a nivel de SNC. Atualmente, para a administragdo de NTFs em doengas do SNC
sdo necessarios métodos cirurgicos para acesso a regido-alvo, tornando a terapia limitada a uma
fracao dos pacientes dado o grau de invasividade do método e seu alto custo. Portanto, a partir
da busca por novas abordagens que permitam a passagem dessas proteinas com potencial
terapéutico através da BHE, tem-se investido na otimizacdo dos protocolos de entrega dos
NTFs. Por exemplo, a partir de meios que propiciem a utilizagdo de vias de acesso periféricas
para administragdo dos NTFs, universalizando o tratamento entre os pacientes com a DP de

maneira eficaz e segura (LANG, ANTHONY E.; ESPAY, ALBERTO 1J., 2018).
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Dentre os meios para transpor macromoléculas através da BHE de maneira nao-
invasiva, a administragdo pela via i.n. configura a estratégia mais promissora na atualidade. A
cavidade nasal representa uma via de acesso direto ao SNC capaz de contornar a restri¢do do
fluxo de moléculas imposta pela BHE e, neste sentido, o transporte de biomoléculas através da
administracdo i.n. tem sido bem-sucedido para uma variedade de condi¢des patologicas que
afetam o SNC (BANKS, 2016). A pesquisa com a administracao i.n. de NTFs na DP encontra-
se em fase pré-clinica de desenvolvimento e assim como nos demais dmbitos da pesquisa com
NTFs na DP, o GDNF trata-se do protagonista neste cenario (ALY et al.,2019; HERNANDO
etal.,2018; MIGLIORE etal., 2014; YUE etal.,2017). Além do GDNF, se tem sabido que o
fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF, do inglés: basic fibroblastic growth factor) foi
avaliado em um modelo animal da DP (ZHAO et al., 2014). De forma que, este € o primeiro
trabalho que demonstra os efeitos da administracdo i.n. do CDNF; o mais recente NTF
caracterizado e que tem ganho a atencdo devido sua capacidade de distribuicdo no tecido
cerebral e, principalmente, devido sua agdo pleiotrdpica sobre diversos mecanismos envolvidos
na fisiopatologia da DP (HUTTUNEN; SAARMA, 2019).

Além de ser um documento com resultados pioneiros sobre os efeitos da administracao
por via i.n. do CDNF, diversos outros aspectos ainda ndo avaliados no contexto da pesquisa
pré-clinica com NTFs foram levados em consideracao na execucdo experimental desta tese.
Inicialmente, essa estratégia foi testada em um modelo animal de lesdo que simula o estagio
avancado da DP, analisando-se parametros da funcdo motora e ndo motora durante 32 semanas
ap6s a administragdo i.n. do CDNF. Além disso, verificou-se a viabilidade da administragao
1.n. cronica do CDNF; bem como, o efeito de sua associacdo ao tratamento padrdo da DP e
sobre as LIDs.

Além do modo de entrega e liberagdo dos NTFs ao SNC, a terapia com NTFs na DP
apresenta pelo menos uma dezena de limitacdes a mais que podem estar refletindo diretamente
no seu insucesso quando testada em pacientes parkinsonianos. Sobretudo, pesquisadores das
areas pré-clinica e clinica devem analisar a conjuntura sobre um amplo espectro, buscando
aprimorar sua conduta experimental e minimizar os desacertos na translagao dos dados. Dado
a sequéncia de resultados insatisfatérios em ensaios clinicos, essa discussdo envolvendo as
incoeréncias e desafios existentes em cada um dos eixos da pesquisa com NTFs e DP tem sido
cada vez mais frequente na literatura e destaca-se a importancia de se ampliar a avalia¢ao de
aspectos funcionais do tratamento (LANG, A. E.; ESPAY, A.J.,2018; RODRIGO et al.,2018;
RODRIGUES et al., 2014).
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Por exemplo, a grande maioria das pesquisas pré-clinicas com NTFs em modelos da
DP carece de uma analise ampla e robusta, tornando-as insensiveis a deteccao de modificagdes
no quadro clinico global e, por conseguinte, irreprodutiveis na clinica devido a precariedade
dos desfechos pré-estabelecidos. De maneira geral, as pesquisas em modelos animais tém
avaliado apenas o efeito do NTF sobre a neurodegeneracdao dopaminérgica. Seja a partir da
avaliacdo in vivo através do teste de rotagdo com apomorfina ou anfetamina; e/ou post-mortem
a partir de imunohistoquimica para TH; ignorando possiveis efeitos funcionais (RODRIGO et
al., 2018).

A realidade atual da pesquisa investigando o potencial do CDNF em modelos animais
da DP, ¢ exemplo claro desse fato. De todos os trabalhos presentes na literatura, a avaliagdo
comportamental dos animais se limitou ao teste de rotagdo com drogas dopaminérgicas em
cerca de 60% dos casos (BACK et al., 2013; CORDERO-LLANA, O. etal.,2015; JIAMING,
MEL NIU, CHAOSHI, 2015; LINDHOLM, P. et al., 2007, MEIL J.; NIU, 2015a;
VOUTILAINEN, M. H. et al., 2011; VOUTILAINEN, MERJA H. et al., 2017; WANG,
LIZHENG et al., 2017). Poucos foram os trabalhos que fizeram uma avaliagao adicional de
parametros da funcdo motora. Limitando-se a medida da atividade locomotora em dois dos
trabalhos (AIRAVAARA et al., 2012; REN, X. et al., 2013), ao teste do cilindro
(HUOTARINEN, A. et al., 2018), ao teste da caminhada e teste de catalepsia na barra
(NASROLAHI et al., 2019) e uma avaliagdo geral mais ampla ocorreu apenas em um modelo
de primatas ndo-humanos (avaliando-se o reflexo sensitivo do membro, a lateralidade, a
atividade locomotora, a marcha e o tremor) (GAREA-RODRIGUEZ et al., 2016). Em um dos
estudos investigando o potencial do CDNF em modelos da DP, ndo foi avaliado quaisquer
parametros funcionais ou de efeito sobre a neurodegeneracdo dopaminérgica (NADELLA et
al.,2014b). Com excecdo deste ultimo, todos esses trabalhos avaliaramo efeito do CDNF sobre
a neurodegeneracdo dopaminérgica na SN e/ou niveis de DA estriatais e, de maneira geral, o
efeito neuroprotetor e/ou restaurador do CDNF foi evidenciado em praticamente todos estes
trabalhos citados.

Contudo, diversos ensaios clinicos em pacientes com DP tratados com NTFs,
visualizaram efeitos positivos sobre a eficiéncia do sistema dopaminérgico (com auxilio da PET
ou na analise post-mortem), sem que isso repercutisse em beneficios clinicos funcionais em
escalas para avaliagdo motora e ndo motora. Isso reflete a necessidade de que se enriqueca as
analises pré-clinicas, avaliando adequadamente o maximo de desfechos e efeitos decorrentes

do tratamento (RODRIGO et al., 2018).
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A despeito dessa questdo, no primeiro protocolo experimental do atual trabalho, com
duracao de 32 semanas apds a administracao 1.n. do CDNF nas doses de 10, 50 ou 100 ng, fez-
se uma extensiva avaliacdo do desempenho motor dos animais lesionados com a 6-OHDA no
MFB. Os paradigmas utilizados permitiram o acesso aos mais distintos espectros do sistema
neurolégico motor dos animais. De um modo geral, os testes motores aqui executados para a
avaliacdo do efeito neurorestaurador do CDNF i.n., podem ser divididos em: gerais; de
atividade locomotora; de coordenagdo motora e equilibrio; e de avaliagdo do desempenho dos
membros frente a lesdo unilateral com a 6-OHDA.

Especificamente através do teste do rotarod, pode-se verificar que a lesdo
dopaminérgica induzida pela 6-OHDA ocasionou um prejuizo na coordenacio inter-membros
e no equilibrio dos animais, o qual foi revertido pela administracao i.n. do CDNF desde a menor
dose testada. Além disso, a lesdo dopaminérgica prejudicou o desenvolvimento e aprendizado
de uma nova habilidade motora, as quais sdo regidas pelos ganglios basais (BUITRAGO et al.,
2004). Pois durante os 8 meses de avaliagdono teste do rotarod, com treinamento e repeticdes
semanais, os animais lesionados com a 6-OHDA nao apresentaram nenhuma melhora no seu
desempenho durante o decorrer das sessdes. Enquanto os animais tratados com o CDNF i.n.
(10, 50 ou 100 g) apresentam um ganho de fungdo em relagdo basal, chegando a um platd que
se manteve até¢ o final do protocolo. Até entdo, nenhum trabalho havia avaliado o efeito do
CDNF sobre tais habilidades motoras. Contudo, Hernando e colaboradores, utilizando a
abordagem de administracdo pela via in. para o GDNF, também demonstraram que
administracao i.n. do NTF resultou em melhoras no desempenho e aprendizado motor no teste
do rotarod em um modelo de lesao dopaminérgica induzido pelo MPTP (HERNANDO et al.,
2018).

Em decorréncia de uma deplegdo prosencefalica unilateral de DA, a presenga de um
viés postural pode ser evidenciado a partir de comportamentos assimétricos no uso dos
membros (BROOKS; DUNNETT, 2009). Neste trabalho, este prejuizo foi evidenciado em
animais lesionados unilateralmente com a 6-OHDA no MFB, através do teste do cilindro. A
menor propor¢do de apoios com a pata prejudica devido a lesdo dopaminérgica de um dos
hemisférios cerebrais, foi revertida pela administra¢ao i.n. do CDNF nas doses de 10 e 100 pg.
Enquanto a menor dose do CDNF i.n. foi efetiva apenas em periodos iniciais poés-administragao
i.n. (4 semanas), a maior dose do CDNF apresentou efeito sustentado no teste (durante 16
semanas). O efeito restaurador do CDNF sobre a assimetria motora no teste do cilindro, foi

também demonstrado em uma abordagem recente que se baseou na associagdo da administragao
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intranigral do CDNF na dose de 10 pg a estimulacdo cerebral profunda do nicleo subtalamico
(STN HFS) em animais lesionados unilateralmente com a 6-OHDA (10 pg) no MFB. Este efeito
foi evidenciado, 1 e 3 semanas apds a administracdo do NTF, ndo se mantendo apods 6 semanas
(HUOTARINEN, A. etal., 2018), semelhantemente ao efeito obtido com a utilizacao da menor
dose testada do CDNF i.n. (10 pg).

A estabilidade estatica e dinamica representam fenomenos distintos, contudo, um
prejuizo de ambos ¢ preponderante para a marcha alterada evidenciada na DP. O padrao de
marcha envolve aspectos biomecanicos de equilibrio e de controle postural que estdo
estreitamente relacionados com o risco de quedas evidenciado em fases avangadas da DP. Em
individuos com a DP, a instabilidade postural com risco de quedas ocorre, sobretudo, nas
situacdes de mudanca de diregdo e velocidade, onde ha a transicao de uma habilidade postural
dindmica para estdtica (MONTEIRO et al., 2017). Sendo assim, além dos efeitos evidenciados
sobre a estabilidade dinamica no teste do rotarod, os resultados obtidos no teste de equilibrio
na barra horizontal, 15 semanas apds a administragdo do CDNF i.n., fornecem dados sobre um
dano de maior intensidade, visualizados através de parametros de estabilidade estatica. Nesse
cenario, constatou-se que os animais lesionados com a 6-OHDA no MFB, apresentaram uma
tendéncia a um maior risco de quedas, sendo esse prejuizo ausente nos animais tratados com o
CDNF i.n. De forma que, a administragdo i.n. do CDNF parece, portanto, estar relacionada com
beneficios em ambos os fendmenos de estabilidade, dindmica e estatica.

Apesar da representatividade dos problemas de marcha, uma das queixas mais
frequentes dos pacientes com DP desde os estagios iniciais ¢ o comprometimento da destreza
manual. Esse comprometimento pode contribuir para a sobrecarga da doenga, dificultando a
realiza¢do das atividades de vida didria e resultando no aumento da dependéncia com reducdo
da qualidade de vida. A destreza manual refere-se a capacidade de manipular habilmente
objetos e requer para isso o controle de habilidades motoras finas em movimentos mais precisos
e delicados, onde ha a necessidade de coordenagdo de pequenos musculos, além da percepgao
visual (LAHR et al., 2015). A partir do teste do adesivo, pode-se constatar que os animais
lesionados com a 6-OHDA apresentam um prejuizo na capacidade proprioceptiva € no
componente motivacional da acinesia, levando um maior tempo para percepg¢ao e retirada dos
adesivos de suas patas. Enquanto, o tratamento com o CDNF 1i.n., especialmente na maior dose
testada de 100 pg, foi capaz de amenizar esse prejuizo de habilidades motoras finas, o que em

ultima instancia, poderia estar relacionado a beneficios na destreza manual.
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Em pacientes parkinsonianos, além dos sinais e sintomas cardinais, parametros
locomotores habituais, como o andar livre ou a ultrapassagem de um obstaculo, sao utilizados
em escalas clinicas tradicionais e elas apontam uma taxa anual de progressdo maior do que
outros parametros, como o tremor (VITORIO et al., 2014). A exploracdo desse perfil
comportamental dos animais foi realizada a partir do teste do campo aberto. Nele, constatou-se
que alesao com a 6-OHDA levou a uma drastica redugdo na atividade locomotora dos animais
e, novamente, o tratamento com a maior dose de CDNF (100 ug) foi capaz de reverter
parcialmente esse prejuizo, 16 semanas apods sua administracao i.n. Nos parametros secundarios
analisados no teste do campo aberto, a administracdo i.n. do CDNF ndo foi capaz de reverter
danos quanto a velocidade maxima atingida e o aumento no numero de rotagdes ipsilaterais dos
animais. Todavia, os dados obtidos como desfecho primario do teste, corroboram com trabalhos
da literatura que apontam uma maior atividade locomotora frente a administragdo intraestriatal
do CDNF (AIRAVAARA et al., 2012; REN, X. et al., 2013). Airavaara e¢ colaboradores,
demonstraram um efeito neuroprotetor e restaurador da administragdo intraestriatal bilateral de
CDNF (10 pg) em animais lesionados com a toxina dopaminérgica MPTP. O aumento da
atividade locomotora horizontal e vertical dos animais foi evidenciado durante 24h de
avaliacdo, duas semanas ap6s a abordagem neuroprotetora e um dia apOs a estratégia
neurorestauradora (AIRAVAARA etal., 2012). Enquanto, Ren e colaboradores, administraram
via intraestriatal um vetor viral para expressao génica do CDNF (AAV2-CNDF) e visualizaram
efeito neurorestaurador sobre a atividade locomotora 8 semanas depois, os animais foram
lesionados com a 6-OHDA unilateralmente no estriado (18 pg) (REN, X. et al., 2013). Estes
distintos trabalhos, demonstram a reprodutibilidade do efeito do CDNF sobre prejuizos da
atividade locomotora, uma vez que utilizando diferentes modelos de lesdo, com diferentes
niveis de comprometimento dopaminérgico e estratégias de administragdo do NTF, manteve-se
o efeito neuroprotetor e/ou restaurador.

Apenas um trabalho na literatura avaliou o efeito do CDNF a longo prazo, como o aqui
realizado. Ren e colaboradores, visualizaram os efeitos positivos do AAV2-CDNF sobre as
rotacdes induzidas por anfetamina, até 54 semanas apos a administracdo do vetor viral (REN,
X. et al., 2013). Para avaliacdo do efeito a longo prazo da administragdo i.n. do CDNF, os
animais foram acompanhados por 32 semanas. Contudo, foi investigado seu potencial em
diferentes habilidades motoras na fase final do protocolo, através do teste da descida em barra
vertical, teste da caminhada em escada horizontal e teste da pegada, respectivamente, nas

semanas 20, 25 e 30 p6s-administragdo do CDNF i.n.
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Um parametro motor particularmente interessante de avaliar-se em um modelo da DP,
trata-se da bradicinesia. A bradicinesia refere-se a lentidao para execucdo dos movimentos e
faz parte da triade de sintomas cardinais da DP (MEREDITH; KANG, 2006). O teste da descida
em barra vertical, realizado 20 semanas depois da administragdo i.n. do CDNF, além de
verificar as questdoes posturais de equilibrio, fornece parametros sobre a bradicinesia dos
animais, bem como a acinesia (que se refere a dificuldade de iniciagdo de um determinado
movimento). No teste, constatou-se que os prejuizos causados pela lesdo com a 6-OHDA no
MFB, com maior laténcia para iniciar e concluir a tarefa, foram revertidos pela administracao
in. do CDNF em todas as doses testadas (10, 50 e 100 pg). Este perfil de melhora da
bradicinesia e acinesia com a administragdo do CDNF, foi visto também por Nasrolahi e
colaboradores. Trata-se da mais recente publicacio com o CDNF em um modelo da DP, nele
os animais foram lesionados unilateralmente com a 6-OHDA (10 pg) no estriado e administrou-
se 0 CDNF na zona subventricular (SZV) como uma estratégia neurorestauradora (2 semanas
apos a lesdo). O efeito do CDNF foi entdo avaliado por 3 semanas apds a sua administragdo, no
teste da catalepsia (dificuldade de um animal corrigir uma postura imposta externamente) € no
teste caminhada na barra horizontal, sendo que ambos fornecem medidas da acinesia do animal
e neste ultimo também da bradicinesia. Os resultados demonstraram tais parametros foram
modificados pela lesdo e que ja apds duas semanas do tratamento com o CDNF na SZV, houve
uma reversao parcial desse prejuizo (NASROLAHI et al., 2019), indicando que desde fases
iniciais provavelmente poderiam ter sido evidenciados efeitos da administragdo i.n. do CDNF
sobre esses parametros da fungao motora.

As tultimas avaliagOes da funcao motora, realizadas com o intuito de verificar o efeito
a longo prazo do CDNF administrado por via i.n., abrangeram varios aspectos de habilidades
motoras através do teste da caminhada em escada horizontal e do teste da pegada. De maneira
geral, esses testes refletem a coordenagdo motora dos animais concomitantemente a precisao
da marcha (SCHONFELD et al., 2017). Nenhum trabalho presente na literatura investigando o
efeito do CDNF ou da administracao i.n. de NTFs em modelos da DP, até entdo, havia avaliado
o perfil de marcha dos animais; tdo pouco, em uma avaliacdo a longo prazo, apos cerca de 7
meses da administragdo do NTF.

Os resultados obtidos nesses testes demonstraram um perfil inesperado de resposta.
Enquanto no teste da caminhada em escada horizontal os animais tratados com as duas menores
doses do CDNF i.n. (10 e 50 pg) apresentaram um efeito positivo, reduzindo o tempo para

travessia do aparato e conclusdo da tarefa; no teste da pegada, apenas a maior dose do CDNF
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1.n. testada (100 pg), foi capaz de amenizar os prejuizos de marcha evidenciados por um
aumento no tamanho da passada da pata ipsilateral a lesdao (apesar de haver uma tendéncia nas
doses menores). Tais efeitos, foram vistos 25 ou 30 semanas apds a administragdo i.n. do CDNF
e, de maneira geral, foi nesses testes onde evidenciou-se de forma mais modesta o efeito da
administracdo i.n. do CDNF sobre os prejuizos da fungdo motora ocasionados pela lesao com
a 6-OHDA. Assim, ndo se descarta a possibilidade de que a longo prazo o CDNF administrado
por via i.n. tenha seus efeitos reduzidos sobre os danos a fungdo motora.

Inclusive, fendomeno semelhante ja foi visto a partir do teste de rotagdo com
anfetamina, onde uma unica administragdo do CDNF, teve seu efeito reduzido com o passar do
tempo, indicando um possivel avanco da neurodegeneragdo ou de parametros subjacentes a
morte neuronal (CORDERO LLANA et al., 2014; HUOTARINEN, A. et al., 2018). Nesses
trabalhos, apesar de um efeito cumulativo geral positivo, as avaliagdes semanais deixam claro
que com o tempo teve-se um aumento gradativo do prejuizo, em 8 semanas (CORDERO
LLANA et al., 2014) ou 9 semanas apds a administracdo intraestriatal do CDNF
(HUOTARINEN, A. etal., 2018), na forma de AAV2-CDNF ou combinado com a STN HFS,
respectivamente. De qualquer forma, destaca-se que em relagdo a aspectos de cronicidade, o
CDNF administrado por via i.n. teve um efeito significativamente superior sobre a fungdo
motora do que quaisquer outros tipos de abordagens ja avaliadas no contexto da DP com a
utilizagdo do CDNF.

Todavia, a sintomatologia motora evidenciada em pacientes com a DP trata-se de um
dos aspectos de um transtorno multifacetado e complexo. Muito antes da fase inicial da DP,
que ¢ onde geralmente se tem o diagndstico clinico pela triade classica de sintomas motores
(bradicinesia, tremor de repouso e rigidez muscular) e estd associado com altos niveis de
neurodegeneracdo dopaminérgica na SN e reducdo do conteudo de DA estriatal, uma série de
prejuizos ndo motores pode se fazer presentes (OBESO et al., 2017). Os sintomas ndo motores
envolvem multiplas fungdes, como: desregulacdo do ciclo sono-vigilia; comprometimento
cognitivo, incluindo déficits de memoria, deméncia e alucinagdes; distirbios de humor;
disfungdes autondmicas, principalmente constipagdao; bem como sintomas sensoriais, como a
hiposmia ¢ a dor. Essa gama de sintomas ndo motores ¢ responsavel por reduzir
consideravelmente os escores de qualidade de vida dos pacientes com DP, particularmente na
fase avancada da doenca (POEWE et al., 2017b). Nessa perspectiva, investigamos de maneira
pioneira o potencial da administragdo i.n. do CDNF sobre alteragdes ndo motoras em um

modelo animal da DP avancgada.
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Os prejuizos cognitivos leves geralmente surgem no estagio inicial da DP e progridem
progressivamente a deméncia em um estagio avangado. Com o objetivo de avaliar a fungao
cognitiva dos animais tratados com o CDNF administrado por via i.n., acessou-se a memoria
operacional de curto prazo através do teste de alterndncia espontdnea no labirinto em Y
(HUGHES, 2004). No teste, foi observado um importante prejuizo na memoria operacional dos
animais lesionados com a 6-OHDA no MFB, e de maneira inédita, demonstrou-se que 15
semanas apos o tratamento com o CDNF i.n. houve a reversao total desse prejuizo cognitivo.
A melhora da memoria operacional foi observada em todas as doses do CDNF i.n. testadas (10,
50 e 100 pg). Ademais, o nimero de entradas nos bracos fechados, valida o teste quanto a
possiveis vieses de mobilidade.

Em relagdao ao beneficio do CDNF sobre parametros cognitivos, Kemppainen e
colaboradores (2015), avaliaram seus efeitos em um modelo transgénico da doenca de
Alzheimer. Neste trabalho, testou-se o efeito da injecdo intrahipocampal do CDNF (10 pg)
sobre a memoria de animais com 12-13 meses de idade, duplo transgénicos para APP/PS1. Duas
semanas apo6s a administragdo do CDNF no hipocampo dos animais, verificou-se que a terapia
com o NTF foi capaz de reverter prejuizos sobre a aprendizagem e a memoria espacial
observado nos animais transgénicos APP/PS1, através do teste do labirinto aquatico de Morris.
Analises estatisticas posteriores, demonstraram que a melhora cognitiva esteve diretamente
correlacionada com aumento nos niveis do CDNF evidenciados no hipocampo dos animais,
independentemente de modificacdes na neurogénese hipocampal ou dos niveis da proteina
amilodoigénica AB. Além disso, em uma versdao modificada do teste de reconhecimentos de
objetos, foi possivel constatar um efeito positivo do CDNF intrahipocampal sobre a memoria
de longo prazo dos animais; inclusive, com efeito per se (KEMPPAINEN et al., 2015).
Dentre os ensaios clinicos com NTFs na DP, foram escassos os que demonstraram resultados
funcionais positivos em razio do tratamento com o NTF e mesmo nestes, o aumento nos escores
de pontuagdo da escala de avaliagdo UPDRS foi referentes a sintomatologia motora e as
atividades desempenhadas na vida diaria (GILL, S.S. etal.,2003; MARKS, W. J.etal., 2008;
PATEL, N. K. et al.,2005; SLEVIN etal.,2007; SLEVIN etal., 2005). Nenhum ensaio clinico
com NTFs, até entdo, demonstrou beneficios na escala de avaliagdo dos sintomas referentes ao
estado mental (escala 1 da UPDRS). Nesse ambito, efeitos positivos do CDNF poderiam ter um
impacto grandioso, inclusive sobre o ensaio clinico em aberto que atualmente encontra-se em
execucdo e tem entre seus desfechos primarios avaliagdes cognitivas com escalas especificas

(HUTTUNEN; SAARMA, 2019). Os resultados obtidos com a administra¢do i.n. do CDNF
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demonstrando melhora da memoria de procedimento em animais lesionados com a 6-OHDA
no MFB, vém a somar no campo de evidéncias positivas.

O labirinto em cruz elevado ¢ um dos testes comportamentais mais utilizados para o
estudo experimental de drogas ansioliticas. Validado farmacologicamente e fisiologicamente,
o modelo explora o conflito entre a tendéncia inata de roedores em explorar ambientes novos e
a aversao natural a altura e espacos abertos (BLANCHARD; GRIEBEL; BLANCHARD,
2001). Nessa conjuntura, o parametro de porcentagem de tempo nos bragos abertos, nos permite
considerar um efeito ansiolitico do CDNF, 15 semanas apods a sua administragao i.n. nas doses
de 50 e 100 pg, em relagdo aos animais lesionados com a 6-OHDA. Igualmente ao teste anterior,
o numero de entradas nos bragos fechados ndo diferiu entre os grupos, validando o teste quanto
a questdes de mobilidade. A ansiedade ¢ um dos sintomas que aparecem ainda na fase
prodromica da DP, apesar de uma redugdo no tempo nos bragos abertos, que indicaria um
comportamento do tipo-ansiogénico nos animais lesionados com a 6-OHDA, esse parametro
ndo foi estatisticamente alterado em nosso modelo de lesao no MFB.

A auséncia de modificagdes no perfil de respostas de ansiedade de animais lesionados
com a 6-OHDA no MFB, apesar de controversa, ja foi previamente constatada por outros
autores (CARVALHO et al., 2013; ESKOW JAUNARAIJS; GEORGE; BISHOP, 2012).
Todavia, ainda que os resultados sobre o estado ansioso dos animais tratados com CDNF por
via i.n. encontrem-se comprometidos em decorréncia do modelo de lesdo utilizado;
recentemente, Chen e colaboradores (2019), avaliaramo efeito do CDNF sobre o perfil ansioso
de peixe-zebra mutantes, com auséncia do NTF. Nesse trabalho, dentre outros efeitos sobre o
fendtipo comportamental, foi constatado que a auséncia do CDNF gerou comportamento do
tipo ansiolitico nos peixes (CHEN et al., 2019). Contudo, reitera-se que tal efeito foi visto na
auséncia de uma condigdo patoldgica, podendo apresentar variagdes sobre a presenca de uma
lesdo dopaminérgica, por exemplo.

No contexto dos sintomas relacionados ao humor, além da ansiedade; a depressdo e a
apatia, frequentemente associadas a fase prodromica e inicial da DP, respectivamente;
apresentam alta prevaléncia e afetam significativamente a qualidade de vida dos pacientes
(OBESO et al., 2017). Nesse contexto, ¢ amplamente reconhecido a importancia da DA no
controle do humor, especialmente através da modulagdo exercida sobre a via mesolimbica
(NESTLER; CARLEZON, 2006). Para a caracterizacao do estado hedonico em roedores, o
teste da borrifada com sacarose ¢ utilizado como um meio eficaz para visualizar-se o indice de

autocuidado e o comportamento motivacional dos animais (MATHEUS et al., 2016). Assim,
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apo6s 30 semanas da administracdo i.n. do CDNF, realizou-se o teste da borrifada com sacarose
com o intuito de verificar quaisquer modificagdes de emocionalidade com relagdo a apatia. No
teste, os animais lesionados com a 6-OHDA no MFB, apresentaram uma forte tendéncia ao
comportamento do tipo-anedonico. Frente a esse perfil comportamental, a administra¢do i.n. do
CDNEF, especialmente as doses de 10 e 100 pg, repercutiram em uma melhora substancial, com
aumento significativo no indice de autocuidado de animais lesionados com a 6-OHDA.

Recentemente, Stepanova e colaboradores, apresentaram uma prévia de seus
resultados no Congresso da International Parkinson and Movement Disorder Society, 2018. O
grupo finldndes, coordenado por Mart Saarma e responsdvel pela caracterizagio do CDNF
(LINDHOLM, P. et al., 2007), deve publicar em breve dados sobre o efeito da administracao
intracerebral do CDNF sobre uma variedade de comportamentos ndo motores avaliados em um
modelo da DP. No resumo do trabalho levado ao Congresso, informou-se que o CDNF
demonstrou efeitos positivos sobre praticamente todos os testes avaliados, como: memoria
aversiva condicionada ao contexto, teste do nado forgado e avaliagdes a respeito da motivagao,
memoria e atividade geral dos animais monitorados em sua caixa moradia (/ntellicage system®)
(STEPANOVA etal., Effect of CDNF on non-motor symptoms like motivation, fear, stress and
depression-like behavior [abstract]. Mov Disord. 2018). Tais resultados, corroboram com os
achados positivos obtidos através da administracdo i.n. do CDNF sobre o perfil aneddnico,
assim como sobre a memoria de animais lesionados com a 6-OHDA e juntos, representam os
unicos dados avaliando o efeito do CDNF sobre a sintomatologia ndo motora em um modelo
da DP.

Entre os sintomas nao motores da DP, aperda de peso ¢ comumente evidenciada dentre
os pacientes. Porém, dada a gravidade superior dos demais sintomas, a reducdo do peso corporal
acaba muitas vezes negligenciada sem que sejam prestadas grandes consideragdes sobre sua
origem e manejo. A perda de peso sucede de um balanco energético negativo, o que significa
que o gasto de energia excede a sua producdo. Se a redugdo de peso esta etiologicamente ligada
a DP, ou ¢ uma consequéncia dos proprios processos da doenga, ainda € uma incégnita. O fato
¢ que tal prejuizo tem sido frequentemente associado a problemas clinicos subsequentes no
curso da doenca, como desnutri¢do, quedas, fraturas dsseas, infec¢des, pronunciamento do
declinio cognitivo e dos efeitos adversos pelas medicacdes padrdes; resultando em uma piora
global na qualidade de vida dos pacientes com DP (MA, K. et al., 2018). Tal sintoma foi
observado em animais lesionados com a 6-OHDA no MFB, com uma redugdo de peso

pronunciada, durante as 4 semanas apoOs a lesdo. Enquanto animais controle vinham
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apresentando ganho de peso normal decorrente do desenvolvimento, aqueles lesionados com 6-
OHDA apresentaram perfil semelhante somente ao final do presente protocolo. A reversao
desse quadro pdde ser observada perante a administragdo de CDNF i.n. nas doses de 10 ou 100
ug, onde o ganho de peso de tais animais foi semelhante ao dos animais controle.

Além disso, desde os primeiros estudos com o GDNF em modelos da DP, seja em
roedores (LAPCHAK et al., 1997), primatas ndo-humanos (ZHANG, Z. et al., 1997) e desde o
primeiro ensaio clinico com o GDNF em pacientes com a DP (NUTT et al., 2003), foi
demonstrado que um dos importantes efeitos adversos causados pela administracdo do NTF,
tratava-se da elevada perda de peso (acompanhada ou ndo de anorexia). Nos anos seguintes,
especialmente apos suspensdo do ensaio clinico devido a auséncia de beneficios e efeitos
adversos severos, a questdo da perda de peso causada pelo GDNF comegou a ganhar
notoriedade nos estudos pré-clinicos. Inicialmente, acreditava-se que tal efeito seria mediado
por outros circuitos fora dos nicleos da base, uma vez que em pacientes, o efeito foi
reverenciado quando a administragcdo do GDNF foi realizada pela viai.c.v. (NUTT et al., 2003)
e ndo observado quando foi realizada a administragdo intraestriatal em um ensaio clinico
subsequente (GILL, S. S. et al., 2003; PATEL, N. K. et al., 2005). Esse efeito poderia ser
decorrido de uma estimulagao hipotalamica, através da ativacao simpatica no eixo hipotalamo -
hipofise-adrenal e, realmente, evidenciou-se que uma superexpressao de GDNF no hipotalamo
de roedores, levava a perda de peso. Postulava-se que o MFB, que passa pelo hipotdlamo lateral,
poderia ser o responsavel por mediar essa informacdo. Contudo, ndo foram encontradas
quaisquer alteracdes bioquimicas e estruturais no hipotdlamo que pudessem explicar esse efeito
(TUMER et al., 2006). Mais tarde, inclusive, verificou-se que a superexpressio de GDNF na
SN levava a perda de peso superior a vista pela injecdo do vetor de GDNF no hipotalamo
(MANFREDSSON et al., 2009). Atualmente, ao mesmo tempo que tem sido testado a
administracdo de GDNF em modelos de obesidade associada ao envelhecimento, ou obesidade
induzida por dieta rica em gordura (MANFREDSSON et al., 2009; MWANGI et al., 2014); na
DP, se tem investido em estratégias de se reduzir os efeitos adversos decorridos da terapia com
o GDNF, por exemplo, através de abordagens com o encapsulamento do NTF (PAOLONE et
al., 2019).

Assim, desde a caracterizagdo do CDNF e seus primeiros testes em modelos animais
da DP, se tem tido a cautela de observar se ele reproduziria esse efeito adverso visto no
tratamento com o GDNF. Sobretudo, assim como demonstrado neste trabalho através de sua

administracdo por via i.n., o CDNF ndo leva a reducdo de peso em modelos animais.
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Corroborando com nossos dados, Huotarinen e colaboradores, compararam o efeito da
administracdo intranigral do CDNF e do GDNF (ambos na dose de 100 pg) em animais
lesionados com a 6-OHDA no MFB; dentre outros efeitos, eles constataram que apenas o
GDNF levou a reducdo do peso corporal dos animais (HUOTARINEN, ANTTI et al., 2018).
Em nosso trabalho, inclusive, o CDNF i.n. levou a uma recuperagao mais rapida da perda de
peso decorrida da lesdo, além da auséncia do efeito adverso.

Visto os efeitos positivos da administragdo i.n. do CDNF sobre prejuizos motores e
ndo motores, em um modelo animal da DP avangado, durante 32 semanas. Avaliar a seguranga
e tolerabilidade do tratamento com o NTF se tornara imprescindivel. Além de acompanhar o
surgimento de possiveis efeitos adversos durante esse extenso periodo, em que os animais foram
eutanasiados com cerca de 12-13 meses de idade, acompanhou-se também o nimero de mortes
naturais durante todo o protocolo. No entanto, assim como ndo foram evidenciadas mortes
excessivas nesse periodo em decorréncia da lesdo com a 6-OHDA, também nio foram
evidenciados quaisquer efeitos quanto ao aumento no tempo de sobrevida, por exemplo. Até
entdo, ndo havia na literatura qualquer mengao a respeito de potenciais riscos ou beneficios no
tempo de sobrevida de animais tratados com o CDNF, especialmente em um protocolo de longo
prazo.

Esse conjunto de resultados demonstra o potencial do CDNF i.n. em atuar, de forma
segura, sobre distintos aspectos funcionais da DP —tanto da fungdo motora, quanto ndo motora;
e, possivelmente, através da modulagdo de distintas regides cerebrais e distintos sistemas de
neurotransmissdo. De fato, se tem sabido que a SN e o estriado ndo se referem as regioes
cerebrais com maior expressao génica e niveis proteicos do CDNF. Outras areas como o
talamo/hipotdlamo, cerebelo, corpo caloso ou globo palido, possuem niveis do CDNF
igualmente expressivos as regides essencialmente dopaminérgicas (LINDHOLM, P. et al.,
2007). Todavia, o papel e o modo de atuagdo do CDNF sobre outras areas cerebrais e sistemas
de neurotransmissdo ainda ¢ pouco explorado (HUTTUNEN; SAARMA, 2019). Recentemente,
Chen e colaboradores, demonstraram a importancia do CDNF sobre a regulacdo adequada dos
sistemas de neurotransmissao histaminérgico, GABAérgico e glutamatérgico; e sua influéncia
no desenvolvimento da epilepsia, por exemplo (CHEN et al., 2019). Tais evidéncias, somadas
ao mecanismo de a¢do pleiotropico e ndo convencional do CDNF (LINDAHL et al., 2017),
demonstram o seu potencial terapéutico para o tratamento da DP.

Somada a descri¢do dos fendtipos motores e ndo motores, a subsequente analise das

alteragdes neuropatoldgicas, ¢ igualmente relevante em modelos da DP. A degeneracao da DP
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afeta principalmente neurénios mesencefalicos da via dopaminérgica nigroestriatal, que
consiste no grupo de células dopaminérgicas A9, localizadas na SNc. Os axonios desses
neurdnios se estendem ao longo do MFB e projetam-se até o estriado dorsal. A degeneragao
dos neurdnios dopaminérgicos ¢ precedida e acompanhada de atrofia celular e uma perda
substancial na expressao de TH, enzima passo-limitante na sintese de DA, resultando, assim,
em uma redugdo nos niveis de DA estriatais (JELLINGER, 2012). Considerando ser
imprescindivel certificar-se o nivel de lesdo dopaminérgica em terapias que visem modificar o
curso da doenga, utilizamos a técnica de imunohistoquimica para imunodetec¢do de TH na SNc
e estriado dos animais. Os resultados obtidos a partir da infusdo unilateral da 6-OHDA na dose
de 24 ng no MFB, indicam uma a extensa lesdo no lado ipsilateral a inje¢do da neurotoxina,
com uma redugao de cerca de 90% na imunomarcag¢ao para a TH na SNc dorsal e cerca de 80-
75% nas fibras TH" estriatais, respectivamente, nas regides dorsal e ventral do estriado. Frente
a essa neurodegeneracdo, a administragdo i.n. do CDNF, 4 semanas ap6s a indugdo do modelo
da DP com a 6-OHDA, evidenciou-se que além dos efeitos sobre a sintomatologia motora e ndo
motora, o CDNF administrado via i.n. na dose de 100 pg aumentou significativamente a
expressao de corpos neuronais TH" da SNc. A neurorestauragdo parcial, de cerca de 50%, foi
observada apds 32 semanas da administracdo i.n. de CDNF. Curiosamente, a redugdo na
neurodegeneragdo causada pela 6-OHDA evidenciada na SNc dorsal, foi acompanhada de uma
modesta, mas significativa, reducdo da marcagdo para TH no estriado dorsal nos animais
tratados com CDNF i.n. na dose de 100 pg. As demais doses de CDNF i.n. testadas, 10 e 50 pg,
ndo apresentaram modificacdes quanto a marcacao da TH no tempo e regides analisadas.

Os resultados de neurorestauracao obtidos com a administragao i.n. do CDNF, se
destacam dentre a literatura com NTFs em ensaios pré-clinicos para a DP por trés principais
motivos no contexto do modelo utilizado: (1) o CDNF i.n. foi capaz de restaurar neurdnios
dopaminérgicos em um modelo avancado da DP; (2) o CDNF i.n. apresentou resultados
positivos sobre a neurodegeneragdo dopaminérgica mesmo apds a lesdo encontrar-se
instaurada; (3) o CDNF i.n. apresentou efeito neurorestaurador a longo prazo, evidenciado apos
8 meses de sua administragao no modelo animal da DP avangada.

A 6-OHDA ¢ um analogo de DA altamente oxidavel que pode ser captada pelos
transportadores de neurdnios catecolaminérgicos. Trés principais mecanismos tém sido
propostos para explicar o seu efeito citotoxico: auto-oxidacdo; formagdao de perdxido de
hidrogénio devido a acdo da MAO-B; e inibi¢do direta do complexo I da cadeia respiratoria;

consequentemente, resultando na morte celular. A gravidade dos sintomas obtidos no modelo
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da 6-OHDA depende do local de injecdo e da dose utilizada da neurotoxina. No modelo de
lesdo completa, a injecao da toxina no MFB leva a uma perda aguda e robusta dos neuronios
dopaminérgicos na SNpc e do conteudo do DA estriatal. Distintamente do que ocorre quando a
toxina € administrada no estriado ou diretamente na SNc, reconhecidos como modelos de lesdo
parcial (CARVALHO et al., 2013; SIMOLA; MORELLI; CARTA, 2007).

Estima-se que quando hda o surgimento dos sintomas motores e o diagndstico
definitivo, a maioria dos pacientes ja apresente cerca de 50% de perda neuronal na SNc e em
torno de 80% no estriado, segundo a marcacao para TH (KORDOWER, JEFFREY H. et al.,
2013). Dada a auséncia de biomarcadores para o diagnostico precoce, aliada ao fato de que a
grande maioria dos pacientes possui uma boa resposta farmacologica a L-DOPA nas fases
iniciais da DP e que o historico dos participantes dos ensaios clinicos com NTFs seja de
pacientes com a DP com grau de severidade entre moderado e grave (H&Y 3 — 4), torna-se
imprescindivel testar a terapia com NTFs também em fases avancadas da DP, utilizando
modelos de lesdo total que expressem essarealidade (RODRIGUES etal., 2014). Nesse sentido,
com base nos critérios de validade de constructo, face e preditivo, o modelo de lesao total da 6-
OHDA representa uma ferramenta capaz de mimetizar varios aspectos da DP avangada em
animais. De forma que a lesdo com 6-OHDA no MFB foi adotada no presente estudo para a
avaliacdo do efeito do CDNF administrado por via i.n., justamente por mimetizar o estagio
tardio de pacientes com a DP.

Além disso, grande parte da pesquisa pré-clinica atual baseia-se no uso das terapias
modificadoras do curso da doenga, como os NTFs, visando a prote¢do dos neurénios de uma
futura lesdo. No entanto, considerando que no momento em que um individuo ¢ diagnosticado
com DP ja ha uma vasta neurodegeneracdo em curso, a introdugdo desse paciente a uma terapia
que busque neuroprotegdo apresenta baixa probabilidade de éxito. De maneira que, estratégias
neuroprotetoras terdo maior chance de sucesso caso sejam identificados biomarcadores para o
diagnostico precoce de pacientes com DP, por exemplo (LANG, A. E.; ESPAY, A. J., 2018).
Portanto, a administracdo 1.n. do CDNF foi testada em uma abordagem visando
neurorestauracdo, com a administragdio do NTF somente apds estabelecida a lesdo
dopaminérgica.

Uma ultima questdo que diferencia nossos resultados com o CDNF dos demais, leva
em conta o fato de que em alguns ensaios clinicos com NTFs em pacientes com a DP, a resposta
foi obtida somente ap6s um longo periodo da administracdo do NTF; a citar, Marks e

colaboradores evidenciaram resultados positivos somente no subconjunto de pacientes tratados
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durante a fase de extensao do estudo, ap6s os 12 meses inicias previstos (MARKS et al., 2010).
Indicando que, ndo somente por questdes de seguranga e tolerabilidade, mas o tratamento e
avaliacdo a longo prazo podem aumentar a sensibilidade a detec¢do dos efeitos dos NTFs de
maneira geral (RODRIGO et al., 2018). Assim, de maneira inédita, acompanhamos o efeito da
administracdo do CDNF por 32 semanas, com avaliagdes a longo prazo tanto dos efeitos in
vivo, quanto post-mortem.

Atualmente, apenas dois estudos na literatura fornecem evidéncias sobre o efeito do
CDNF em modelos de lesdo avangada com a 6-OHDA sendo administrada no MFB
(HUOTARINEN, A. etal., 2018; WANG, L. et al., 2017), assemelhando-se as condi¢des de
neurodegeneracdo observadas no protocolo de administragdo i.n. do CDNF. Ambos trabalhos
foram realizadas dentro dos ultimos dois anos, sendo as mais recentes pesquisas com o CDNF
em modelos animais da DP; com exce¢ao do trabalho de Nasrolahi e colaboradores, que
demonstraram o efeito do CDNF quando administrado na SZV sobre o aumento da proliferacao,
sobrevivéncia e migragdo de células tronco e progenitoras neurais no estriado, em um modelo
com infusdo intraestriatal da 6-OHDA (NASROLAHI et al., 2019). Tornando evidente o
redirecionamento da pesquisa para a avaliagdo dos efeitos do CDNF em modelos robustos de
lesdo, distinguindo-se de trabalhos prévios que demonstraram seus efeitos neuroprotetores e/ou
neurorestauradores em modelos de lesdes parciais (BACK etal., 2013; CORDERO-LLANA,
O.etal., 2015; GAREA-RODRIGUEZ etal., 2016; JIAMING, MEIL;, NIU, CHAOSHI, 2015;
LINDHOLM, P. et al., 2007; REN, X. et al., 2013; VOUTILAINEN, M. H. et al., 2011;
VOUTILAINEN, M. H. etal., 2017).

Explorando as diferengas de protocolo e resultados obtidos nos demais trabalhos que
avaliaram o efeito do CDNF sobre um modelo de lesdo com administragdo da 6-OHDA no
MFB, conseguimos notar a potencialidade da utilizagao da via i.n. para terapia com o CDNF.
Wang e colaboradores (2017) utilizaram a terapia génica como abordagem para aumentar a
expressio de CDNF através do uso do vetor viral AAVS8-CDNF (2,8 x 10" v.g) e a
administracdo intraestriatal foi realizada em dois momentos distintos, 2 € 5 semanas apos a
lesdo com a 6-OHDA (4 pg) no MFB. Apesar de um efeito pronunciado com CDNF sendo
administrado 2 semanas apo6s a lesdo (niveis médios da imunomarcag¢ao para TH passaram de
40% e 20%, respectivamente no estriado e SN, para cerca de 90% em ambas as regides), em
relacdo ao administrado 5 semanas apos a lesdo (niveis médios da imunomarcagdo para TH
passaram de 40% e 20%, respectivamente no estriado e SN, para cerca de 70% em ambas as

regides), ambos reverteram parcialmente a neurodegeneracdo induzida pela 6-OHDA. Essa
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avaliacdo foi realizada 17 semanas o inicio do protocolo, 15 ou 12 semanas ap6s administracao
do NTF (WANG, L. et al., 2017). Nesse sentido, apesar da neurorestauracdo observada pela
administracdo do CDNF i.n. na dose de 100 pg ter ocorrido em menor proporgao (cercade 50%
na SN), a lesdo gerada no atual protocolo com a 6-OHDA foi superior (cerca de 20-25% no
estriado e 10% na SN). Ainda assim, o atual trabalho corrobora com os achados de Wang e
colaboradores, demonstrando efeitos restauradores do CDNF em um modelo da DP.

No entanto, Huotarinen ¢ colaboradores (2018), demonstram resultados conflitantes a
esses. No protocolo desenhado por Huotarinen e colegas, a administragdo do CDNF intranigral
foi realizada uma semana apos a lesdo, nas doses de 1, 3.3, 10, 33 e 100 pg nos animais
lesionados com a 6-OHDA (10 pg) no MFB. Das doses testadas, somente a dose de 10 pg do
CDNF apresentou efeito positivo € somente no teste de rotagdo com anfetamina, sem
modificagcdes na imunomarcagao para TH na SN e no estriado (HUOTARINEN, A. et al.,
2018). Comparando os protocolos utilizados, ha diferengas que possam justificar a discrepancia
de resultados. No trabalho de Wang e colaboradores (2017) a dose de 6-OHDA injetada foi
inferior a de Huotarinen e colaboradores (2018), além da diferenca de administragao do vetor
viral ou da proteina recombinante e das vias de entrega utilizadas, intraestriatal e intranigral .
Sobretudo, ambas as doses de 6-OHDA sao inferiores a utilizada neste trabalho, onde foi
possivel observar efeitos positivos do CDNF em diversos aspectos comportamentais assim
como sobre a neurodegeneragdo, sobrelevando a utilizagdo da via de administracdo i.n. como
estratégia promissora para a terapia com o CDNF na DP avangada.

Juntamente com a neurorestauracdo, também foi demonstrado neste trabalho
evidéncias de que a lesao com a 6-OHDA no MFB poderia repercutir em uma redugdo nos
niveis estriatais do CDNF a longo prazo e que o tratamento com o CDNF i.n. na dose de 100
ug seria capaz de reverter essa reducdo do NTF, sem alteragdes visiveisna SN. Esses indicios
partem de uma imunohistoquimica realizada 8 meses apds o protocolo de administragdo i.n. do
CDNF; todavia, dado o pequeno numero amostral testado, sdo necessarias andlises
complementares para comprovar tal resultado.

O conceito de terapia de neurorestauradora para DP ¢ baseado em estudos clinicos e
de PET demonstrando que (1) na fase inicial da doenga, quando ha o surgimento dos sintomas
cardinais, se tem uma redugdo de cerca de 80% no conteudo de DA no estriado, mas cerca de
50% das células DA nigrais encontram-se viaveis; e, em especial, que (2) a redugdo dos
marcadores de degeneracdo dopaminérgica no estriado progride progressivamente durante o

passar dos anos com a doenga, enquanto a lesdao pré-estabelecida na SN presente desde a fase
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inicial, se mantém consideravelmente estdvel durante muitos anos (como demonstrado a partir
de uma coorte consideravel de tecido cerebral de pacientes com 1 - 27 anos de diagnostico da
DP) (KORDOWER, JEFFREY H. etal., 2013).

Coletivamente, esses achados indicam que as alteracdes fenotipicas no sistema
nigroestriatal sdo maiores que as mudangas estruturais. Isso pode estar relacionado a
degeneragdo dos terminais de DA, com possibilidade dos neurénios na SN encontrarem-se
disfuncionais, mas ainda potencialmente vidveis. A perda de um fendtipo dopaminérgico ¢ bem
descrita em primatas, uma vez que tal perda de marcadores fenotipicos pode ocorrer tanto em
fungdo do envelhecimento normal, quanto na DP (BARTUS, RAYMOND T. et al., 2011).
Além disso, quando o cérebro responde a uma lesdo ou doenga, ¢ sabido que além dos
mecanismos elementares e particulares a condi¢ao, se faz presente a remodelagdo sinaptica com
indugdo de angiogénese, neurogénese e sinaptogénese, as quais devem ser ativados e
amplificados durante um processo de plasticidade cerebral restauradora endogena, afim de
maximizar a recupera¢do funcional (SU; RATHBONE; JIANG, 2015).

Na DP, suspeita-se que inicialmente mecanismos compensatorios sejam capazes de
reforcar ou apoiar as anomalias neuroquimicas, elétricas e/ou estruturais causadas pela
desdiferenciagdo fenotipica e pré-degenerativas, mas que a longo prazo a perda dessa regulacao
facilite o processo de morte celular. Assim, a partir das estratégias neurorestauradoras com
NTFs, pretende-se recuperar neurdnios em processo de morte, revertendo anormalidades
metabolicas ou fornecendo suporte trofico frente a uma redugdo e/ou disfuncdo de sua atividade.
De modo que o objetivo geral da terapia de neurorestauragdo na DP, trata-se de alterar o
ambiente fisiopatoldgico para restaurar o fendtipo dopaminérgico (LANG, ANTHONY E.;
ESPAY, ALBERTO 1J., 2018).

Assim, o efeito positivo do tratamento com as doses de 10 e 50 pg do CDNF i.n. em
diversos parametros da fungdo motora e ndo motora em animais lesionados com a 6-OHDA,
sem repercussdo direta sobre a neurodegeneracdo do estriado ou da SN, pode estar relacionada
auma recuperacdo funcional sem modificacao estrutural primaria. Especula-se que mecanismos
subjacentes possam estar ocorrendo no processo de neurorestauragdo. Nao descartando ainda,
a possibilidade de que outros marcadores poderiam melhor representar as modificagdes
comportamentais a nivel de SNC, além da TH; ou, até mesmo, a mediacdo de efeito através de
outras estruturas neuroanatdomicas. Fenomenos semelhantes sdo evidenciados desde a fase pré-
clinica at¢é os ensaios clinicos com NTFs. A citar, Huotarinen e colaboradores (2018),

demonstraram que apesar dos efeitos benéficos do tratamento intranigral com o CDNF na dose
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de 10 pg ou GDNF na dose de 100 pg vistos no teste de rotagdo com anfetamina, ndo
repercutiram em aumento da imunomarca¢do para TH no estriado ou SN de animais lesionados
com a 6-OHDA no MFB, 12 semanas ap6s a administracdo dos NTFs (HUOTARINEN, A. et
al., 2018). Nosso trabalho, corrobora com tais dados e refor¢a-os a partir de uma ampla andlise
comportamental. Portanto, para a proxima etapa do presente trabalho, de avaliacao dos efeitos
da administragdo i.n. cronica do CDNF, decidiu-se utilizar a menor dose efetiva no protocolo
de avaliagdo a longo prazo em animais lesionados com a 6-OHDA no MFB.

Desta forma, o protocolo de tratamento cronico com o CDNF i.n., consistiu na
administragdo diaria de CDNF i.n. na dose de 10 pg apds, durante 15 dias. Essa avaliacdo foi
feita sob as mesmas condi¢des de lesdo e intervengdo com o NTF pré-estabelecidas no protocolo
de avaliagdo do efeito do CDNF i.n. a longo prazo. Ou seja, o CDNF in. (10 pg) foi
administrado apos 4 semanas da lesdo com a 6-OHDA (24 pg) no MFB. Em um primeiro
momento foram verificados os niveis estriatais do CDNF estriatal dos ratos frente a
administracdo em dose Unica ou doses multiplas do CDNF i.n., apds 3 dias (dose unica) ou 15
dias (dose Unica e doses multiplas). Constatou-se que os niveis de CDNF do rato ndo sdo
alterados apos 3 dias de uma unica dose do CDNF i.n. em relagdo aos animais lesionados e ndo
tratados com o CDNF i.n. Diferentemente dos resultados obtidos apos 15 dias do tratamento
em dose uUnica ou miultiplas, onde neste tempo ambas as abordagens aumentaram
significativamente e em proporcao semelhando os niveis do CDNF do rato.

Tais resultados corroboram com o trabalho de Nadella e colaboradores (2014), que
demonstraram que a partir da transfec¢ao do gene humano do CDNF (CDNFh), houve um
aumento tanto na expressao de transcritos do CDNF do rato (CDNFr), quanto nos niveis
proteicos da proteina do rato. Essas constatagdes demonstram, inclusive, que esse aumento
ocorreu no mesmo periodo pos-administragdo do NTF ao encontrado no presente trabalho com
a administragdo i.n. do CDNF na forma de proteina recombinante humana (CDNFrh).
Demonstraram ainda, que ao passo que se tem o aumento da expressdo e niveis do CDNFr, tem-
se a reducdo da expressao e niveis do CDNFh, chegando a auséncia de seus transcritos aos 7
dias, e alta redugdo de seus niveis proteicos aos 15 dias — quando se evidenciou o aumento na
expressdo e niveis do CDNFr. Juntos, esses resultados demonstram que o CDNFh leva ao
aumento do CDNFTr cerca de duas semanas apos sua administragdo, embora 0s mecanismos por
tras dessa modulacao positiva sao ainda desconhecidos (NADELLA etal., 2014b). Em especial
para o presente trabalho, também se demonstrou que no tempo avaliadonao foram encontradas

diferencas nos niveis do CDNFr frente ao tratamento com dose unica ou doses multiplas, apesar
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de ambas levarem a essa modulagdo positiva ndo houve um aumento superior com a
administracao i.n. cronica do CDNF. Avaliagdes adicionais verificando os niveis de CDNF, em
tempos superiores a 15 dias e outras regides encefalicas seriam interessantes para certificar se
esse padrdo se mantém. Até porque, quando avaliado o efeito da administracdo i.n. de uma
unica dose ou doses multiplas do CDNF sobre a funcdo motora dos animais lesionados com a
6-OHDA no MFB, pode-se verificar diferengas substanciais no desempenho motor dos animais
tratados cronicamente com o CDNF i.n.

O tratamento cronico com o CDNF i.n. levoua uma reversao total do prejuizo causado
pelalesdo com a 6-OHDA no teste do rotarod e no teste do cilindro; distinguindo-se dos animais
que receberam apenas uma dose do CDNF i.n., onde 15 dias apos o tratamento ainda ndo
apresentavam melhoras na coordenacao, equilibrio e assimetria de membros causadas pelalesao
com a 6-OHDA. Ademais, o teste de rotacdo com a apomorfina, como um indicativo do nivel
de lesdo dopaminérgica permite inferirmos, que 15 dias ap6s o tratamento em doses multiplas
diarias do CDNF i.n. na dose de 10 pg, possivelmente tem-se uma redugdo na neurodegeneracao
causada pela 6-OHDA. Pois singularmente, o grupo tratado cronicamente com o CDNF i.n. foi
0 unico, que além de ndo aumentar o numero de rotacdes contralaterais a lesdo no teste, ainda
levou a uma reducdo significativa no nimero de rotagcdes induzidas pela apomorfina apds 15
dias de tratamento. Diante desses achados, atesta-se a superioridade de beneficios da
administracdo cronica do CDNF i.n., em relacdo a administracdo em dose inica do CDNF i.n.,
ainda que ndo tenham sido constatados niveis de CDNFr estriatais distintos apos o tratamento
com ambos. Neste caso, o efeito funcional e, possivelmente, a nivel de neurorestauragado, leva-
nos a tal inferéncia sobre a potencialidade da administracdo cronica do CDNF i.n. em um
modelo da DP avangado.

A maioria dos NTFs tem meia-vida curta in vivo e perfis farmacocinéticos com
limitada distribuicdo. Além da BHE, o acesso ao SNC ¢ restrito pela rdpida inativagao
enzimatica, multiplos processos de eliminagdo, potencial imunogenicidade e sequestro por
ligacdo de proteinas e outros componentes do sangue e tecidos periféricos (THORNE; FREY,
2001). Em um estudo farmacocinético de dose unica em ratos saudaveis, o CDNFrh foi
infundido bilateralmente no estriado de ratos. O perfil farmacocinético demonstrou que o
CDNFrh se difunde rapida e amplamente, e ¢ eliminado com a meia-vida tecidual no estriado
em 5,5h e na SN apos cerca de 9h. O CDNFrh demonstrou ser internalizado de maneira
inespecifica e generalizada por neurénios corticais e estriatais, exibindo diferentes padrdes de

distribuicao subcelular do CDNFrh, entre 2 e 6h ap6s sua administragcdo; localizando-se no
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interior de endossomos e corpos multivesiculares. Além disso, apds infusdo intraestriatal, o
CDNFrh ¢ transportado a SN, e encontrado quase que exclusivamente em neurénios TH™.
Assim, apesar do tempo de meia-vida relativamente curto, o CDNFrh possui boa
biodisponibilidade e biodistribui¢io apds infusdo intraparenquimal (MATLIK et al., 2017). De
forma que, o CDNF apresenta boa parte dos seus estudos pré-clinicos e seu estudo clinico,
mediados a partir da infusdo da proteina recombinante humana — CDNFrh (HUTTUNEN;
SAARMA, 2019). Assim como demonstrado no presente estudo, uma Unica administragcao do
NTF ¢é capaz de trazer beneficios potenciais e prolongados. Todavia, a exemplo do GDNF ¢ da
NRTN, a liberagdo na forma de vetores dos NTFs tem ganho destaque nas pesquisas,
objetivando-se aumentar o tempo de acdo e a quantidade do NTF liberado. Para o CDNF,
atualmente, 50% dos estudos em modelos animais da DP tem demonstrado seus efeitos
positivos através da abordagem de superexpressio do NTF através da terapia génica (BACK et
al., 2013; CORDERO-LLANA, O. et al., 2015; JIAMING, MEI; NIU, CHAOSHI, 2015;
MEI, J.; NIU, 2015a; NADELLA et al.,2014b; REN, X. etal.,2013; WANG, L. etal., 2017).

Em relacdo ao tratamento crénico, além do presente trabalho, apenas um estudo
avaliou o efeito da proteina CDNFrh na forma ndo vetorial. Nesse estudo, Voutilainen e
colaboradores (2011), utilizaram um sistema de bomba osmética com canulagdo intraestriatal
para infusdo diaria e continua do CDNF, GDNF e MANF (todos na forma da proteina
recombinante humana), 2 semanas apos a indug¢do da lesdo unilateral com a 6-OHDA (2 x 10
ng) no estriado. Dos NTFs avaliados, somente o CDNF apresentou beneficios no tratamento
cronico, utilizando a dose de 1.5, 3 ou 4.5 pg/dia, durante 14 dias. O efeito do tratamento
cronico foi demonstrado no teste de rotagdo com anfetamina de maneira cumulativa até 12
semanas apo6s o inicio da terapia com o CDNFrh (na dose de 3 pg/dia). Bem como na
imunomarcagdo para TH, na SNc (com niveis médios de reducao da TH de 75% nos animais
6-OHDA para cerca de 40%, frente o tratamento com o CDNFrh nas doses de 3 e 4.5 pg/dia) e
no estriado (com niveis médios de reducdo da TH de 35% nos animais 6-OHDA para cerca de
25%, frente o tratamento com o CDNFrh nas doses de 1.5, 3 € 4.5 ug/dia), 12 semanas apos o
inicio da terapia. Assim, o tratamento cronico com o CDNF apresentou beneficios superiores
ao GDNF e MANF no modelo de lesdo parcial da DP. Em especial, Voutilainen e colaboradores
(2011), acrescentam informagdes a respeito da seguranca do tratamento crdnico, diante da
infusdao diariado CDNFrh durante 2 semanas e acompanhamento mantido por até 12 semanas.
Como demonstrado, o tratamento cronico foi bem tolerado e sem nenhum sinal de toxicidade

no decorrer desse periodo (VOUTILAINEN, M. H. etal.,2011). Os resultados da administracao
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cronica do CDNFrh através da bomba osmética para infusdo continua, corroboram e reforcam
a validade dos achados encontrados no presente trabalho com a administragdo em doses
multiplas diarias do CDNFrh por via i.n., durante 15 dias, em um modelo de lesdo total da DP.

Visto o efeito da administragdo cronica i.n. do CDNF em animais lesionados com a 6-
OHDA no MFB, o préximo passo do presente estudo tratou de investigar a relagdo do
tratamento cronico com a L-DOPA sobre os niveis de NTFs; bem como, o efeito da associagao
terapéutica cronica do CDNF i.n. com a L-DOPA v.o. Desde a década de 1960, a L-DOPA ¢ o
farmaco mais utilizado para o tratamento da DP. Sua introducdo na terapia da DP modificou
severamente os escores de mortalidade e morbidade apresentados pelos pacientes
parkinsonianos, aumentando consideravelmente a qualidade de vida, em especial pelo controle
da sintomatologia motora. Até os dias atuais, a L-DOPA permanece como tratamento padrao-
ouro na DP (OLANOW, 2015).

A eficicia da L-DOPA depende de fatores periféricos, como a absor¢do
gastrointestinal, distribuicdo plasmatica, passagem pela BHE e a nivel central, sua conversao
neuronal em DA pela DDC em neuronios pré-sinapticos dopaminérgicos. Todos esses
componentes envolvidos no tratamento por v.o. com a L-DOPA, t€m influéncia consideravel
sobre a meia-vida plasmatica curta da droga, que dura aproximadamente 1 h (CONTIN;
MARTINELLIL, 2010). Tal perfil farmacocinético periférico e central, ¢ traduzido em um
estimulo ndo fisiologico “pulsatil” dos receptores de DA pos-sinapticos. Esse padrao gera a
disfuncdo de genes e receptores, alterando a atividade neuronal e contribuindo para o
desequilibrio de outros sistemas de neurotransmissao, como o glutamatérgico e o
serotoninérgico (MULLER; MOHR, 2019).

Até certo ponto, os neurdnios dopaminérgicos estriatais pré-sinapticos ainda podem
compensar essas flutuagdes dos niveis de L-DOPA e DA, especialmente por meio de
autoreceptores pré-sinapticos, que regulam a sintese pré-sindpticae a liberagdo da DA na fenda
sinaptica. No entanto, a progressao da DP com perda emergente de neur6nios dopaminérgicos
pré-sindpticos reduz essa capacidade compensatoria existente. De modo que, a sintese pré-
sinaptica, armazenamento e regulacao da liberagdo de DA para a ativacao do receptor pos-
sinaptico, dependem cada vez mais da reposi¢do dopaminérgica exégena. Por vez, a L-DOPA
em si, também apresentara elevada conversdo em DA por neurdnios serotoninérgicos, que sao
controlados por autoreceptores sensiveis a DA e, em ultima instincia, levam a maior
sensibilidade dos receptores pos-sindpticos dopaminérgicos. Assim, ¢ bem reconhecido que

com a progressao da doenga, avanco da neurodegeneracdo e a necessidade do aumento das
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doses da L-DOPA, culminam com importantes efeitos adversos, como flutuagdes motoras,
encurtamento do tempo de agdo da droga, e as discinesias induzidas pela L-DOPA — LIDs
(THANVI; LO, 2004).

As LIDs representam a principal complicagdo da farmacoterapia da DP. A perda
neurénios dopaminérgicos nigrais induz anormalidades na conectividade entre o cortex motor
e o estriado. De forma que, as LIDs tém sido atribuidas a um desequilibrio entre as vias de
promocao e supressdo do movimento nos ganglios basais, favorecendo a via direta através da
ativacdo de receptores D1 para DA e reduzindo a ativacao da via indireta através de receptores
D2 de DA (FABBRINI et al., 2007). Sobretudo, diversos mecanismos moleculares subjacentes
parecem influenciar para essa resposta final regida pelos ginglios basais no controle do
movimento. Enquanto a utilizagdo da L-DOPA de forma aguda ativa vias de sinalizagdo
intracelular, respostas transcricionais € sinapticas em neuronios dopaminérgicos; a exposi¢ao
continua a L-DOPA causa adaptagcdes moleculares e estruturais persistentes envolvendo tanto
neuronios quanto células nao neuronais (CENCI, M. ANGELA; OHLIN; RYLANDER, 2009).
Além disso, ja foi demonstrado que o tratamento agudo e cronico com a L-DOPA, modulam
um conjunto comum de genes envolvidos na transcri¢do, traducdo, exocitose e transducdo de
sinais. No entanto, um niimero cerca de trés vezes maior de genes ¢ alterado apds o tratamento
cronico com a L-DOPA em comparagdo ao agudo e muitos genes envolvidos no crescimento
de proje¢des neuronais, sinaptogénese e proliferacao celular foram especificamente alterados
nos animais tratados cronicamente com a L-DOPA (EL ATIFI-BOREL et al., 2009). De modo
geral, boa parte desses processos de plasticidade associados aos efeitos do tratamento cronico
com a L-DOPA, estd envolvido também nas atividades moduladas por NTFs. Além disso, ndo
se descarta a possibilidade de atuagao direta dos NTFs sobre a regulacdo da produgao, liberagao
e metabolismo de DA no estriado, melhorando assim o processamento da execucdo motora
(SULLIVAN; TOULOUSE, 2011).

Neste seguimento, a associacdoda L-DOPA a terapia com NTFs poderia ndo somente
ser uma op¢ao de modificar o curso natural da DP, como também exercer um efeito sinérgico
sobre a sintomatologia da DP e/ou atuar sobre os mecanismos envolvidos com o surgimento
dos efeitos adversos advindos do tratamento cronico com a L-DOPA. De fato, evidéncias dos
ensaios clinicos com NTFs em pacientes com a DP, apoiam essa hipotese. Ja no primeiro ensaio
clinico com resultados positivos do GDNF, demonstrou-se que além de um efeito positivo da
terapia com o NTF sobre a escala de avaliacao motora da UPDRS, houve também uma mudanga

significativa nos escores de gravidade das LIDs, com redugdo de mais de 60% durante a fase
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on e a auséncia de quaisquer AIMs na fase off da medicacao (GILL, STEVEN S. etal., 2003).
De forma semelhante, anos apds utilizando-se o vetor para superexpressao da NRTN,
constatou-se um aumento de 2-3h no tempo sem LIDs durante a fase on (MARKS, W. J. et al.,
2008). E mais recentemente, Whone e colaboradores, demonstraram diferengas, inclusive, na
dose equivalente de L-DOPA utilizada pelos pacientes. A dose de L-DOPA necessaria para o
controle adequado da sintomatologia motora foi significativamente menor 20 meses apds o
inicio do tratamento com o GDNF, do que apds os 10 primeiros meses inicias. Assim como, 0s
pacientes tratados desde o inicio do ensaio clinico com o GDNF, atingiram os 20 meses de
tratamento com o uso de uma menor dose de L-DOPA do que aqueles que comecaram a receber
o tratamento com o GDNF a partir da metade do protocolo clinico (a dose média diéria de L-
DOPA aumentou 36 + 186 mg desde a linha de base no grupo GDNF/GDNF em comparacao
com 160 = 230 mg no grupo placebo/GDNF) (WHONE, ALAN L. et al., 2019). Esses
resultados indicam um possivel efeito sinérgico e antidiscinético da associagdo entre L-DOPA
e GDNF ou NRTN em pacientes com a DP.

Em modelos animais da DP essa condi¢ao tem sido muito pouco explorada. Apesar de
se antever que em ensaios clinicos os pacientes dardo continuidade a terapia padrdo com a L-
DOPA e que muitos deles, provavelmente, ja apresentardo as LIDs; poucos trabalhos pré-
clinicos avaliam o efeito da associagao da L-DOPA com os NTFs. Um desses poucos trabalhos
foi desenvolvido por Iravani e colaboradores no ano de 2001. De maneira inédita, foi
demonstrado que uma Unica administracdo unilateral do GDNF unilateralmente, foi capaz de
atenuar as LIDs em modelo da DP induzido pelo MPTP em primatas ndo-humanos. Quando
pré-administrado em relacao a L-DOPA (12,5 mg/kg), o GDNF (100 pg) levou a uma melhora
na incapacidade motora apds duas semanas, enquanto os escores de LIDs foram reduzidos a
partir da quarta semana. Dado o priming de L-DOPA os animais receberam uma segunda
inje¢do de GDNF (100 ng), o efeito sobre os déficits motores foi mantido, enquanto os escores
de LIDs foram reduzidos somente a partir da quarta semana. Assim, além do GDNF promover
a recupera¢do de neurdnios TH™ na SN e no estriado, foi capaz de gerar um modesto efeito
antidiscinético em primatas nao-humanos lesionados com o MPTP (IRAVANI et al., 2001).
Além dessa, outras duas evidéncias em modelos animais suportam o envolvimento entre as
LIDs e os NTFs.

Atualmente a amantadina trata-se do Unico fAirmaco com eficicia antidiscinética
comprovada sendo amplamente utilizada na pratica clinica didria. Como um antagonista dos

receptores glutamatérgicos do tipo NMDA e o envolvimento direto desse sistema de
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neurotransmissao no desenvolvimento das LIDs, o mecanismo de acdo da amantadina para
reducdo das LIDs foi primeiramente relacionado a essa propriedade. Todavia, ha controvérsias
em relacdo ao seu verdadeiro modo de acdo. Um estudo realizado por Ossola e colaboradores
(2011), indicou que a acdo da amantadina sobre o receptor NMDA ndo ¢é crucial para o seu
efeito antidiscinético e neuroprotetor. Em vez disso, os mecanismos propostos tém relacao,
dentre outros, ao aumento nos niveis de GDNF induzidos pelo tratamento com a amantadina
(OSSOLA et al., 2011).

Por fim, um trabalho recente do grupo, realizado por Speck e colaboradores (2019),
forneceu evidéncias de que o exercicio fisico, também considerado um agente modificador do
curso da DP, levou a redugdo dos escores de discinesias induzidas pela L-DOPA (50 mg/kg)
em camundongos lesionados unilateralmente com a 6-OHDA (10 pg) no estriado. Sobretudo,
propde-se que o exercicio fisico controlado em esteira atenuou as LIDs, pelo menos em parte,
a partir da modulag@o dos niveis estriatais do GDNF, como visualizado pelo aumento desse
NTF no grupo exercitado versus o grupo sedentario (SPECK et al., 2019).

Em culturas celulares, por outro lado, ¢ sabido que a DA e¢ a L-DOPA possuem
potencial citotoxico em determinadas condi¢des de meio e concentracdo. O mecanismo
subjacente a toxicidade celular tem relagdo com o dano oxidativo dos produtos de degradagao
das catecolaminas, incluindo derivados de quinona e radicais livres de processos de auto-
oxidagdo e formacdo de conjugados de cisteina, os quais sd3o potencialmente citotdxicos
(CHENG et al., 1996). Neste contexto, Fonseca e colaboradores (2014), demonstraram que a
toxicidade mediada pela L-DOPA (100 — 400 uM) em coculturas de neurdnios estriatais e
células gliais, induziu a liberacao de mediadores soluveis que promovem a expressao € aumento
dos niveis do GDNF (FONSECA et al., 2014). Assim também, a exposi¢do de culturas com
toxicidade mediada pela L-DOPA a diferentes NTFs, como NGF, GDNF, BDNF e o bFGF,
levou ao aumento da viabilidade celular (MENA et al., 1998). Esses trabalhos demonstram que
determinados NTFs podem exercer um papel restaurador especifico no processo de auto-
oxidacao da L-DOPA; o qual, in vivo, pode ocorrer quando a L-DOPA encontra-se em excesso
na fenda sinaptica apos sua liberacao pulsatil como evidenciado nas LIDs.

Em um contexto ndo citotdéxico, a L-DOPA potencializou a resposta do NGF em
culturas celulares. Visto a partir de neuritos tratados com a associacdo, os quais exibiram
tamanho e frequéncia de liberacao de DA duas vezes maior do que as culturas incubadas apenas

com o NGF. Tais resultados demonstram o potencial sinérgico da associacdo, sobre respostas
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morfologicas e fisioldgicas, fornecendo uma base para a potenciagdo pré-sinaptica a longo
prazo da L-DOPA e a¢des terapéuticas (MENA et al., 1998).

Diante de todas essas evidéncias de ensaios clinicos em humanos e ensaios pré-clinicos
em primatas ndo-humanos, roedores e até mesmo em culturas celulares, a proxima etapa do
presente trabalho tratou de avaliar o potencial do CDNF sobre as LIDs. Paraisso, primeiramente
validou-se o protocolo de indugao das LIDs nos animais lesionados com a 6-OHDA (24 pg)
injetada unilateralmente no MFB. Apds 4 semanas da inducdo da lesdo os animais foram
tratados durante 15 dias com a L-DOPA (12,5 mg/kg + 3,125 mg/kg de benserazida, 1 vez ao
dia, v.0.) e durante esse periodo constatou-se o desenvolvimento das LIDs, observadas durante
os dias 1, 4, 7 e 14 apo6s inicio do tratamento. Além disso, verificou-se que o tratamento com a
L-DOPA melhorou a capacidade motora dos animais no teste do cilindro e que a lesdo com a
6-OHDA levou a redugdo de cerca de 95% no imunoconteido de TH estriatal e indugao de
rotagdes contralaterais a lesdo no teste de rotagdo com apomorfina.

Neste momento, contudo, o resultado mais interessante diz respeito a quantificacao
dos niveis estriatais do CDNF e do GDNF, realizada ao final do protocolo. Afinal, o tratamento
cronico com a L-DOPA levou ndo somente ao surgimento das LIDs, como também a uma
reducdo significativa no imunoconteudo de ambos os NTFs avaliados. A reducdo no conteudo
do CDNF e do GDNF frente ao tratamento cronico com a L-DOPA ocorreu de forma
independente a lesdo, indicando uma importante modulacdo nos niveis de NTFs mediante o
tratamento a longo prazo com altas doses de L-DOPA. Esses resultados iniciais, fornecem ainda
mais indicios sobre o potencial efeito positivo da associagdo do CDNF a L-DOPA. Muito
embora, em uma avaliacao adicional realizada a partir de um conjunto de dados de amostras do
estriado € da SN de animais discinéticos € ndo discinéticos, ndo tenham sido evidenciadas
diferencas significativas nos niveis de transcritos de distintos NTFs (CDNF, GDNF, BDNF e
NGF).

Da mesma forma que no protocolo de administragdo i.n. cronica do CDNF, utilizou-
se a menor dose efetiva (10 pg) para a associacdo com a L-DOPA v.o. (12,5 mg/kg + 3,125
mg/kg de benserazida). O tratamento diario com o CDNF i.n. precedeu 30min a administragao
da L-DOPA, durante 15 dias e iniciou 4 semanas apos a indu¢do da lesdo com a 6-OHDA no
MFB. A avaliacdo da fungdo motora dos animais, demonstrou um efeito sinérgico da associacao
sobre a assimetria motora dos animais, avaliada no teste do cilindro. Onde o desempenho dos
animais tratados com o CDNF i.n. juntamente a L-DOPA v.o., aumentou cerca de 40% o uso

da pata contralateral a lesdo 15 dias apos o tratamento com a associagdo farmacologica, em
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relacdo ao periodo antecedente ao tratamento. Enquanto a melhora observada nos animais
tratados apenas com L-DOPA v.o. foi significativamente menor, cerca de 10%. Esse mesmo
perfil de resposta ndo foi reproduzido no teste do rotarod, onde ambos os grupos experimentais
apresentaram uma melhora semelhante apds o tratamento cronico. Sobretudo, esses resultados
demonstram de maneira inédita o efeito sinérgico do tratamento com o CDNF e a L-DOPA.

Indiretamente observou-se um desfecho semelhante a partir da associacdo entre o
AAVS-CDNF (2,8 x 101 v.g.) e 0o AAV8-DDC (2,2 x 10" v.g.), respectivamente, o vetor viral
para superexpressdo do CDNF e da enzima conversora da L-DOPA em DA. O tratamento
combinado com ambos os vetores foi realizado 5 semanas apo6s a lesdo com a 6-OHDA (4 ng)
no MFB. A partir do qual comparou-se o efeito do tratamento com cada um dos vetores ou da
associagdo dos vetores CDNF/DDC, o qual foi significativamente superior em varios
parametros. No teste de rotacdo com a anfetamina, o tratamento com associagdo reduziu o
numero de rotagdes ipsilaterais a lesdo em proporgao significativamente maior que o tratamento
com os vetores isoladamente, por até 11 semanas apds a administragdo dos vetores. Apesar da
imunomarcagdo para TH no estriado e na SN ter sido semelhante entre o AAVS8-CDNF e
associagdo AAVE-CDNF/DDC, o aumento nos niveis estriatais de DA ocorreram
exclusivamente mediante o tratamento com a associagdo AAV8-CDNF/DDC, 12 semanas apos
a administragdo dos vetores (WANG, L. et al., 2017). Portanto, juntamente com o estudo de
Wang e colaboradores (2017), o presente trabalho demonstra ser potencialmente benéfica a
associacdo dos tratamentos, CDNF e L-DOPA. A administracdo cronica por via i.n. nesse
cenario, vem para engrandecer ainda mais essas evidéncias do efeito neurorestaurador
combinado.

Diante desse conjunto de resultados, finalmente testou-se o efeito do CDNF i.n. sobre
as LIDs. Todavia, apesar das inimeras evidéncias positivas, o tratamento com o CDNF i.n. ndo
modificou a expressdo das LIDs, como visualizado pelos escores de AIMs, 7 e 14 dias apds o
tratamento cronico do NTF junto a L-DOPA. Assim também, a andlise individual de cada um
dos dias ou dos parametros de AIMs avaliados, ndo demonstra quaisquer diferencas entre os
grupos. Ao final do protocolo, o tecido estriatal dos animais demonstrou que o tratamento
associado levou ao aumento nos niveis do CDNFr, 15 dias ap6s o inicio da terapia com o CDNF
i.n. combinado a L-DOPA. Uma andlise de correlacdo, revelou que os animais tratados com a
associacdao (CDNF+L-DOPA), apresentaram uma relacdo negativa entre a severidade das LIDs
e os niveis estriatais do CDNFr. Ou seja, quanto maior os niveis do CDNFr, menor foram os

escores de LIDs. Contudo, apesar deste resultado de correlagdo estar de acordo com nossa
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hipotese inicial, de que um aumento nos niveis do CDNF endogenos, resultaria em reducao das
LIDs. De forma bastante intrigante, os animais que receberam a monoterapia com a L-DOPA
apresentaram uma correlagdo moderada contraria a do tratamento com o CDNF combinado. Ou
seja, quanto maior o nivel do CDNFr, mais alto foram os escores de LIDs. De qualquer forma,
estes resultados de correlagdo indicam ainda um possivel envolvimento entre essas duas
variaveis: niveis do CDNF e severidade das LIDs, muito embora, o CDNF i.n. ndo tenha
demonstrado efeito antidiscinético nas condigdes testadas.

A auséncia de efeitos do CDNF sobre o desenvolvimento das discinesias, foi
demonstrado também, no Unico trabalho presente na literatura atualmente que relacionou a
terapia com o CDNF a um possivel efeito antidiscinético. Huotarinen e colaboradores (2018),
utilizaram o protocolo de discinesias associada a estimulagdo de alta frequéncia no nucleo
subtalamico (STN HFS). A STN-HFS reduz os sintomas motores parkinsonianos e
indiretamente melhora a discinesia ao diminuir a necessidade de L-DOPA. No entanto, a
estimulagdo inadequada também pode desencadear movimentos discinéticos em pacientes com
DP e modelos animais, gerando discinesias semelhantes as induzidas pela L-DOPA. A dose do
CDNF utilizada neste trabalho foi a mesma que utilizamos do CDNF i.n., 10 pg; com a
diferenca de administragcdo intraestriatal. Quanto a lesdo dopaminérgica, da mesma forma,
injetou-se unilateralmente a 6-OHDA no MFB, contudo em menor dose do que a utilizada no
presente trabalho (10 pg vs. 24 pg). Infelizmente, o desfecho observado nos dois trabalhos foi
0 mesmo, ambos ndo observaram um efeito antidiscinético associado ao tratamento com o
CDNF, durante as 8 semanas de avaliacdo (HUOTARINEN, A. et al., 2018).

Por ora, concluimos que estudos adicionais sdo necessarios para certificar-se do exato
papel do CDNF sobre as LIDs. Em contrapartida, a combinagdo do tratamento cronico do
CDNF i.n. a L-DOPA v.o., apresentou resultados positivos sobre a fungdo motora, sustentando
a estratégia de associagdo terap€utica com fins paliativos e curativos, ainda que ndo seja
comprovado potencial antidiscinético do CDNF.

Além de observar a modulagdo exercida pela L-DOPA sobre os niveis de NTFs, o
principal objetivo nesse sentido, tratou-se de investigar se o envelhecimento, bem como, a lesdo
dopaminérgica em modelos ou pacientes com a DP, alteraria os niveis de NTFs. Nesse sentido,
diversas outras pesquisas t€ém sido feitas investigando esse mesmo topico.

Afinal, as doengas neurodegenerativas compartilham um fator predisponente comum,
o envelhecimento do cérebro. O envelhecimento € um processo fisioldgico acompanhado da

desregulacdo de processos celulares e sinapticos, além da reducdo natural de determinadas
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populagdes neuronais. Uma questdo importante ¢ como o envelhecimento normal do cérebro
transita para o envelhecimento patoldgico, dando origem a doencas neurodegenerativas
(YANKNER; LU; LOERCH, 2008). Assim, uma questdo em pauta, ¢ se os NTFs poderiam
estar envolvidos nesse processo de transi¢ao do fisiologico para o patoldgico, dado suas
propriedades celulares. Além da gama de evidéncias que suportam que um aumento nos niveis
dos NTFs no SNC tem potencial protetor em diversos modelos e doengas (DIOGO etal., 2017).

Contudo, os trabalhos que avaliaram os niveis e expressao de diferentes NTFs, frente
ao envelhecimento per se ou associado a modelos animais e pacientes com a DP, apresentam
resultados bastante conflitantes. Trata-se de pelo menos uma dezena de trabalhos, ora
demonstrando aumento de determinado NTF, em determinada regido cerebral, sob determinado
grau de degeneracdo dopaminérgica e estdgio da DP. Por exemplo, as evidéncias derivadas de
estudos post-mortem demonstram niveis ou expressdo reduzidos do BDNF (CHAUHAN;
SIEGEL; LEE, 2001; MOGI et al., 1999), NGF (MOGI et al., 1999), GDNF (CHAUHAN et
al., 2001) e CNTF (CHAUHAN et al., 2001) na SN de pacientes idosos com DP. Bem como,
niveis circulantes de NGF (LORIGADOS PEDRE etal., 2002) e BDNF (SCALZO etal., 2010;
WANG, Y. etal., 2017) também foram encontrados alterados na circulacdao de pacientes com
DP. Enquanto, o mais recente trabalho analisando os niveis de BDNF, NGF, NT-3, NT-4 ¢
GDNF, ndo encontrou quaisquer modificagdes nos niveis de todos esses NTFs em pacientes
com DP (ROCHA et al., 2018). Além de uma enormidade de evidéncias em roedores, onde os
resultados mais frequentes referem-se a reducdo do GDNF e BDNF no cérebro idoso
(CALABRESE et al.,2013; CONNOR et al., 1999; KATOH-SEMBA et al., 1998; YUREK;
FLETCHER-TURNER, 2001).

O presente trabalho acrescenta informagdes nesse seguimento, a quantificagdo dos
niveis proteicos do GDNF em animais jovens (3-4 meses de idade) e idosos (20-22 meses de
idade), SHAM ou lesionados com a 6-OHDA (24 pg) no MFB, demostraram uma reducao
significativa do GDNF estriatal em relacdo a lesdo com a 6-OHDA e uma reducdo ainda maior
em relagdo ao envelhecimento dos animais. Entretanto, na SN ndo foram encontradas diferencas
significativas na analise dos niveis de GDNF pela técnica de Western Blotting. Inclusive, em
uma analise do perfil de expressao diferencial de animais lesionados com a 6-OHDA, mostrou-
se um aumento transitorio de GDNF 4 semanas apo6s a lesdo, cerca de 14%. Em pacientes com
a DP, a andlise da expressao de transcritos a partir de um conjunto de dados obtidos da literatura,
demonstrou uma redugdo significativa e transitoria, em pequena propor¢ao (apenas 9%) na SN

de pacientes com a DP moderada (Braak = 3 — 4). De forma que para o GDNF, as maiores
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diferencas encontradas foram a nivel estriatal, com redu¢do de seus niveis em decorréncia do
envelhecimento e da lesdo dopaminérgica com a 6-OHDA no MFB.

O BDNF foi analisado em dois conjuntos de dados a partir do perfil de expressao
diferencial de seus transcritos. Em roedores lesionados com a 6-OHDA, foi encontrado uma
reducdo transitoria de cerca de 23 e 33% na expressio dos transcritos do BDNF,
respectivamente 2 ¢ 4 semanas apos a lesdo. Todavia, um dos resultados mais expressivos
durante a analise dos niveis de NTFs, diz respeito a redugdo pronunciada do BDNF na SN de
pacientes com a DP. Os niveis de transcritos de BDNF foram encontrados reduzidos em 72, 57
e 107% nos pacientes com DP leve, moderada e avancada, respectivamente. O NGF por vez,
analisado em ambos os conjuntos de dados, ndo apresentou diferengas significativas no nivel
de seus transcritos em roedores ou pacientes com a DP. Em linhas gerais, os resultados obtidos
no presente estudo, com o GDNF (a nivel estriatal) e o BDNF (a nivel nigral), corroboram com
dados da literatura que indicam sua reducdo em modelos animais e pacientes com a DP.

Sobretudo, de maneira pioneira, demonstramos o efeito do envelhecimento ¢ de um
modelo da DP avangada sobre os niveis do CDNF. Em relacdo ao fator idade, foi evidenciada
uma redugdo significativa nos niveis estriatais do CDNF de ratos idosos (20-22 meses) quando
comparado a animais jovens SHAM. Este perfil ndo foi evidenciado em decorréncia da lesao
coma 6-OHDA (24 ng) no MFB, indicando que o modelo de lesdo da DP avancada ndo pareceu
ter influéncia sobre os niveis estriatais do CDNF. Portanto, a atividade benéfica evidenciada
com a administracdo i.n. do CDNF, avaliada nos mais diversos aspectos no presente estudo,
ndo parece ser em decorréncia da reposi¢ao de um suprimento troéfico limitado do CDNF.

Em conjunto, os resultados obtidos no presente trabalho constituem uma base de
referéncias solidas que demonstram, de maneira inédita: o efeito positivo do CDNF i.n. sobre
sintomas motores e ndo motores, com restauracao parcial dos neurénios da SNc¢ dorsal apos 8
meses da administragdo i.n. do NTF; o efeito positivo do tratamento cronico com uma dose
subefetiva do CDNF i.n. sobre parametros da fungdo motora e niveis estriatais do NTF; o efeito
positivo do tratamento cronico com o CDNF i.n. associado a L-DOPA v.o. sobre parametros da
funcdo motora e niveis estriatais do NTF; além da inferéncia que a atividade do CDNF 1i.n.
possa estar relacionada a modulacdo da atividade do NTF e/ou do microambiente neuronal
afetado pelos mecanismos elementares da DP e ndo, necessariamente, em decorréncia de um
suprimento troéfico limitado do CDNF. Todos esses achados a partir de uma abordagem
neurorestauradora, em um modelo que simula o estadgio avancado da DP e com administragdo

do NTF por uma via ndo-invasiva.
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8 CONCLUSOES

E evidente o crescente interesse em explorar o uso da via de administragdo i.n. no
tratamento de doengas neuroldgicas, como a DP. A conjuntura a qual foi testado o CDNF por
viai.n. torna ainda mais relevante os efeitos observados com o método de entrega do NTF. Seu
potencial em reverter prejuizos motores, cognitivos e de emocionalidade em um modelo que se
relaciona as fases avangadas da DP, sobressai-se as varias das estratégias até entdo utilizadas
na pesquisa com o CDNF. Ainda mais, considerando um efeito neurorestaurador do CDNF i.n.
até 8 meses apods sua administracdo. Além disso, no presente estudo foram apresentados indicios
de que a L-DOPA, administrada cronicamente, pode modular os niveis do CDNF — achado este,
que abre portas para futuras investigagdes. A citar, a abordagem de associagdo de ambas as
drogas, como uma alternativa com propriedades curativas e ndo somente paliativas, obtida
através do efeito sinérgico do CDNF i.n. a L-DOPA. Atesta-se, por fim, que o presente trabalho
fornece uma prova de conceito quanto a utilizagao da via de administragdo i.n. parao CDNF —
como reflexo de uma estratégia de entrega segura e eficaz; sendo capaz de oferecer beneficios
em um modelo da DP avancada. Esses achados trazem consigo a bagagem de um campo repleto

de perspectivas positivas para o futuro das terapias baseadas em NTFs na DP.
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APENDICE 1

Categorizagao de trabalhos presentes na literatura relacionados ao CDNF.

Publicagoes com CDNF 2007 ‘ 2008 | 2009 ‘ 2010 | 2011 ‘ 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 ‘ 2018 ‘ 2019 ‘ Total
Em modelos da DP 1 1 1 2 2 5 1 2 1 1 17
Relacionados a DP 1 1 3 5
Em outras doencas 1 1 1 1 2 1 2 1 4 3 17
Estrutura, mecanismo e fungao 1 1 1 2 3 3 2 3 3 5 24
Trabalhos de revisao | 1 1 | 1 2 2 3 4 4 20
Outros 2 1 3 2 2 1 11
Total de publicacées 4 1 3 4 4 7 6 10 10 5 11 13 13 94

Legenda: O estudo de revisdo da literatura foi realizado no site PubMed, com as seguintes chaves de busca: “CDNF” e “cerebral dopamine neurotrophic factor”. De acordo
com seu escopo, os artigos encontrados foram alocados em 6 diferentes classes de publicagdes: “Em modelos da DP”; “Relacionados a DP”’; “Em outras doengas™; “Estrutura,
mecanismo e fungdo”; “Trabalhos de revisdao” e “Outros” (trabalhos encontrados comas palavras-chave de busca, mas que ndo possuiam relagdo como CNDF). Como resultado
foram encontrados 94 trabalhos, entre artigos originais ¢ de revisdo.
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APENDICE I

Curva de proteina com CDNF.

CDNF

Empresa: Sigma-Aldrich — PRS4343
Diluicao do anticorpo: 1:1000

Gel SDS-PAGE 15%

Curva de proteina

0.1 ug CDNF
0.5 ug CDNF
1.0 ng CDNF
2.5 ug CDNF

25 kDa =P
22 kDa=P |

1TKDa ™ [ e S .

11 kDa=> h ne

Legenda: Utilizou-se atécnica de Western blotting para verificar a integridade proteica estrutural do CDNF (18,5
kDa), antes de prosseguir com sua administragdo intranasal. Uma curva com concentragdes crescentes de proteina
foi injetadaem um gel SDS-PAGE 15% para realizagdo da eletroforese, posteriormente amembrana foi incubada
overnight com anticorpo anti-CDNF (1:1000) e relevada sua imunorreatividade com kit ABC (do complexo
de biotina avidina). Na imagem podemos ver as bandas da imunodetec¢do de CDNF.
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