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RESUMO

A doencga de Parkinson (DP) é uma desordem neurodegenerativa progressiva que afeta,
predominantemente, os neurdnios dopaminérgicos na substidncia nigra e estd associada a
sintomas motores ¢ ndo motores, incluindo altera¢des no padrao de sono. A privagdao de sono
(PS) pode agravar os sintomas da DP e, por outro lado, a prépria neurodegeneragdo pode
comprometer a qualidade do sono. Este estudo foi desenvolvido para investigar os efeitos
bidirecionais entre a DP e a PS utilizando modelo animal. Este estudo objetivou explorar os
efeitos da combinagdo entre a PS e a DP induzida por 6-hidroxidopamina (6-OHDA), avaliando
suas influéncias mutuas em alteragcdes comportamentais, atividade de complexos mitocondriais,
¢ marcadores de estresse oxidativo em ratos. Para tal fim, foram utilizados ratos Wistar,
divididos igualmente por sexo, submetidos a diferentes condi¢cdes experimentais: 1) controle;
2) PS; 3) DP; 4) PS seguida de DP; e 5) DP seguida de PS. A PS foi induzida pelo método de
plataforma unica, enquanto a DP foi induzida por administragdo de 6-OHDA. Avaliagdes
comportamentais incluiram testes de campo aberto e splash teste para medir a atividade
locomotora e anedonia, respectivamente. Além disso, foi avaliada a atividade dos complexos
mitocondriais I e I1, atividade da succinato desidrogenase, niveis de peroxidagao lipidica, niveis
de carbonil, concentra¢do de nitrito/nitrato, atividade da mieloperoxidase e das enzimas
antioxidantes catalase e superoxido dismutase (SOD) no cérebro. Observou-se que a DP e a PS
impactaram, diferencialmente, as varidveis analisadas. A DP elevou a atividade dos complexos
mitocondriais e aumentou os marcadores de estresse oxidativo. A PS mostrou efeitos variaveis,
dependendo da sequéncia de exposicao e do sexo dos animais, influenciando de forma distinta
a atividade locomotora e o comportamento anedonico. Os marcadores de estresse oxidativo
também variaram, com algumas estruturas cerebrais apresentando maior sensibilidade aos
efeitos combinados de DP e PS. Este estudo confirmou que a DP e a PS possuem efeitos
bidirecionais, influenciando-se mutuamente de maneira complexa. A interacao entre condi¢des
neurodegenerativas e a privacao de sono sugere que a gestdo da qualidade do sono pode ser um
componente crucial no manejo clinico da DP. A resposta diferencial observada entre sexos e
entre estruturas cerebrais especificas destaca a necessidade de abordagens personalizadas e
mais direcionadas, tanto no tratamento quanto na investigacdo futura da DP. Esses achados
enfatizam a importancia de considerar os fatores de estilo de vida, como o sono, na
compreensdo e tratamento da fisiopatologia da DP, indicando caminhos para pesquisas futuras
focadas em intervengdes que modifiquem, tanto aspectos neurodegenerativos quanto
comportamentais associados a doenca.

Palavras chave: doenca de Parkinson; privacdo de sono; estresse oxidativo; metabolismo
energético.



ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is a progressive neurodegenerative disorder that predominantly affects
dopaminergic neurons in the substantia nigra and is associated with motor and non-motor
symptoms, including changes in sleep patterns. Sleep deprivation (SD) has been suggested to
worsen PD symptoms, while neurodegeneration itself may compromise sleep quality. This
study was designed to investigate the effects between PD and SD using an animal model. This
study aimed to explore the bidirectional interactions between SD and PD induced by 6-
hydroxydopamine (6-OHDA), evaluating their mutual influences on behavioral changes,
activity of mitochondrial complexes, and markers of oxidative stress in rats. We used Wistar
rats, divided equally by sex, subjected to different experimental conditions: 1) control, 2) SD,
3) DP, 4) SD followed by PD, and 5) PD followed by SD. SD was induced by the single-
platform method, while PD was induced by injection of 6-OHDA. Behavioral assessments
included open field and splash tests to measure locomotor activity and anhedonia, respectively.
In addition, it was analyzed the activity of mitochondrial complexes I and II, succinate
dehydrogenase, lipid peroxidation, carbonyl levels, nitrite/nitrate  concentration,
myeloperoxidase activity and antioxidant enzymes catalase and superoxide dismutase in the
brain. It was observed that PD and SD had a differential impact on the analyzed variables. PD
increased the activity of mitochondrial complexes and increased markers of oxidative stress.
SD showed variable effects, depending on the sequence of exposure and the sex of the animals,
influencing locomotor activity and anhedonic behaviors differently. Markers of oxidative stress
also varied, with some brain structures showing greater sensitivity to the combined effects of
PD and PS. This study confirmed that PD and SD have bidirectional effects, influencing each
other in a complex way. The interaction between these neurodegenerative conditions and SD
suggests that managing sleep quality may be a crucial component in the clinical management
of PD. The differential response observed between sexes and between specific brain structures
highlights the need for personalized and more targeted approaches in both the treatment and
future research of PD. These findings emphasize the importance of considering lifestyle factors,
such as sleep, in understanding and treating the pathophysiology of PD, indicating avenues for
future research focused on interventions that modify both neurodegenerative and behavioral
aspects associated with the disease.

Keywords: Parkinson's disease; sleep deprivation; oxidative stress; energy metabolism.
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1 INTRODUCAO

1.1 DEFINICAO E EPIDEMIOLOGIA DA DOENCA DE PARKINSON

A doenca de Parkinson (DP) foi descrita, pela primeira vez, por James Parkinson em sua
obra seminal “An Essay on the Shaking Palsy”, publicada em 1817. Nesse ensaio, Parkinson
detalhou as observacdes clinicas de seis individuos do sexo masculino, caracterizando a
condi¢do por sintomas distintos, como tremor em repouso, reducdo da for¢ca muscular e
alteracdes significativas da postura e da marcha (Parkinson, 2002).

A DP ¢ reconhecida como a segunda doenga neurodegenerativa mais prevalente e esta
associada a perda progressiva de neuronios dopaminérgicos na substancia nigra pars compacta
(SNpc) (Sherer et al., 2012). Atualmente, a DP ¢é conceituada como uma doenca
neurodegenerativa multissistémica, evidenciando o envolvimento ndo apenas do sistema
nervoso central (SNC), mas também do sistema nervoso entérico (SNE), do sistema nervoso
autonomo (SNA), do sistema imunoldgico adaptativo, e do trato gastrointestinal (GI). Essa
abordagem ampliada reflete uma compreensdo mais integrada e complexa da DP, destacando
sua natureza sistémica e as multiplas facetas de sua patologia e sintomatologia (Costa et al.,
2023).

A DP apresenta uma heterogeneidade marcante, variando, significativamente, quanto a
idade de inicio, desde a terceira década de vida até a velhice extrema, aumentando a sua
prevaléncia com o envelhecimento da populagdo, com taxas de incidéncia anual medianas
padronizadas por idade de 14 por 100.000 na populagdo geral e de 160 por 100.000 entre
individuos com 65 anos ou mais, em paises de alta renda (Hirtz et al., 2007). Em termos de
distribui¢do por género, a prevaléncia ¢ maior em homens do que em mulheres, com uma
propor¢cdo de 3:2, e embora as mulheres apresentem algumas vantagens, como menor
prevaléncia da doenca, inicio mais tardio dos sintomas € menor duragdo da incapacidade, elas
enfrentam taxas de mortalidade mais altas e uma progressao mais rapida da doenga (Deuschl et
al., 2017; Dorsey et al., 2016; Pringsheim et al., 2014).

A incidéncia e prevaléncia da DP tém apresentado um aumento significativo
globalmente nas ultimas décadas, com proje¢des indicando que o nimero de casos pode
ultrapassar 12 milhdes até 2040 (Dorsey et al., 2018). Esse crescimento € parcialmente atribuido
ao envelhecimento da populacdo mundial e mesmo desconsiderando os fatores etarios, estima-
se que a incidéncia da DP continuaré a crescer, sendo os fatores ambientais, como a exposi¢ao

a pesticidas e outras toxinas, considerados contribuintes significativos para esse aumento
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(Deuschl et al., 2017). Contudo, a maioria dos casos de DP ¢, provavelmente, de etiologia
multifatorial, resultante da interacdo entre fatores ambientais e genéticos, sublinhando a

complexidade da patogénese da doenca (Goldman, 2014).

1.2 ETIOLOGIA E FISIOPATOLOGIA DA DP

1.2.1 Etiologia da DP

A etiologia da DP permanece indeterminada na maioria dos casos, porém, avangos
significativos tém sido feitos na identificagdo de causas genéticas, que sdo responsaveis por
cerca de 5% a 15% dos casos e formam um espectro amplamente complexo e variado,
abrangendo desde formas monogénicas até padrdoes de heranga poligénica, que envolvem
interagdes entre fatores ambientais e genéticos (Lesage; Brice, 2009). Desde os primeiros
indicios de um componente genético na DP, vérios genes foram identificados, contudo, alguns
genes, como SNCA (synuclein alfa), LRRK2 (leucine rich repeat kinase 2), VPS35 (VPS35
retromer complex component), PRKN (parkin RBR E3 ubiquitin protein ligase), PINK1 (PTEN
induced kinase 1), GBA (glucosylceramidase beta 1) e DJ-1 (PARK7 — Parkinsonism associated
deglycase) t€ém mostrado uma associagdo mais robusta com a forma tipica da DP (Bandres-Ciga
et al., 2020).

Muitos dos genes relacionados a DP estdo envolvidos em vias bioldgicas comuns,
sugerindo que multiplas rotas celulares criticas contribuem para o risco da doenga, dentre essas
rotas, destacam-se a alteracdo da fun¢do mitocondrial, as alteragdes nas vias de transporte da
membrana lisossomal e endocitica, e as alteragdes na resposta imunoldgica e neuroinflamacao

(Bandres-Ciga et al., 2019; Satake et al., 2009).

1.2.2 Fisiopatologia da DP

A caracteristica patologica fundamental da DP ¢ a presenca de corpos de Lewy e neuritos
de Lewy, que sdo inclusdes neuronais compostas, principalmente, por agregados da proteina a-
sinucleina (a-Syn), sendo encontradas em regides especificas do cérebro e estdo associadas a
progressiva degeneracdo de neurdnios dopaminérgicos (Simon et al., 2020). Segundo a
caracterizacao neuropatologica proposta por Braak e colaboradores em 2003, a progressao da
DP pode ser dividida em seis estagios (Quadro 1). Esse modelo sugere que a doenga inicia no

tronco encefélico e no bulbo olfatorio, progredindo, posteriormente, para os niicleos da base e
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areas motoras do cérebro. Tal progressao correlaciona-se com o desenvolvimento dos sintomas

motores € ndo motores observados na DP, proporcionando um entendimento abrangente da

evolucdo dos sinais clinicos ao longo do tempo (Braak et al., 2003; Wolters e Braak, 2006).

Estagio

Comprometimento neuropatolégico

Sintomas

1

Acometimento do nucleo motor dorsal dos nervos
glossofaringeo e vago, além da zona reticular
intermediaria e do nucleo olfatdrio anterior.
Comprometimento adicional dos nucleos da rafe,
nucleo reticular gigantocelular e do complexo locus
coeruleus.

Comprometimento da substancia nigra pars
compacta dos nucleos da base e subnucleo central da
amigdala.

Comprometimentos das regides proesencefalicas, do
mesocortex temporal e de areas de associagdo do
neocortex e neocortex pré-frontal respectivamente.

Comprometimento de areas de associagdo do

Hiposmia, constipagao, hipotensao

ortostatica e disfagia.

Dor, alteragdes de sono (insdnia), depressdo

e alteracdes da fungdo executiva.

Disfun¢do autondmica, disfungdo executiva,

alteragdes do sono REM, alteragdes

cognitivas e sintomas motores.
Apatia, apraxia,

agnosia e alteragdes

emocionais

Disfun¢des sensoriomotoras.

neocortex, areas pré-motoras e area motora primaria.

Quadro 1 — Estagios neuropatolégicos da Doenga de Parkinson. Descrigdo dos estagios neuropatologicos, suas
estruturas comprometidas e também os sintomas clinicos que iniciam em cada estagio baseados nos estudos de
Braak et al. (2003) e Wolters e Braak (2006).

A o-Syn, que desempenha importante papel na fisiopatologia da DP, consiste em uma
proteina de aproximadamente 140 aminoécidos, embora seu papel fisioldgico ainda seja
amplamente debatido, ela ¢ predominantemente localizada nos terminais pré-sinapticos,
sugerindo um papel crucial na plasticidade sindptica, além de estar envolvida no
empacotamento e trafego vesicular, aspectos essenciais para a funcionalidade neuronal (Fortin
et al., 2004; Kahle et al., 2000). Em sua forma nativa, a a.-Syn ¢ caracteristicamente encontrada
como monomeros desdobrados, contudo, alteragdes no ambiente celular, mutagdes genéticas e
interagdes com moléculas exdgenas podem induzir a formacao de oligdmeros e fibrilas da a-
Syn e essas formas agregadas sdo consideradas patogénicas e estdo implicadas na disfun¢do
neuronal observada na DP (Bisi et al., 2021).

A formacao de oligdmeros de a-Syn ocorre por meio da ligagdo ndo covalente de varias
dezenas de mondmeros da proteina, resultando em um complexo macromolecular que ¢
heterogéneo, em termos de estrutura e peso molecular (Li et al., 2018). A importancia da a-Syn

na patogénese da DP ¢ enfatizada pela descoberta de mutagdes dominantes no gene SNCA, que
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codifica essa proteina (Spillantini et al., 1997). As variagdes moleculares introduzidas por
diferentes mutagdes no gene SNCA podem influenciar, significativamente, a patologia da DP e
essas mutacdes podem ocorrer tanto no dominio N-terminal quanto no C-terminal da proteina,
alterando as cargas elétricas dessas regides, o que pode tornd-las mais positivas ou mais
negativas e tais mudangas nas cargas elétricas influenciam a tendéncia da o-Syn a formar
protofibrilas e outros agregados, sejam eles maiores ou menores, contribuindo para a progressao
da doenga (Serratos et al., 2022).

A formacgdo de corpos de Lewy e a interagdo inadequada dos oligdmeros de a-Syn com
as membranas celulares podem comprometer a integridade dessas membranas, um processo que
estd intimamente ligado a toxicidade e morte celular. Essas alteragdes sdo especialmente
marcantes na SNpc, uma regido cerebral rica em neurdnios dopaminérgicos que faz parte dos
nucleos da base, estruturas fundamentais na regulagao das fungdes motoras voluntarias, que sao
notoriamente afetadas na DP (Fusco et al., 2017). A DP caracteriza-se pelo desequilibrio na
acdo dopaminérgica, afetando as vias direta e indireta de controle do movimento.
Especificamente, hd uma perturbagdo nas proje¢des neuronais do feixe nigroestriatal, que se
estendem da SNpc ao estriado, outra estrutura critica dos nucleos da base, e esse desequilibrio
contribui para os sintomas motores classicos da DP, como a bradicinesia, rigidez e tremor
(Calabresi et al., 2014; Lashuel et al., 2013).

Um aspecto patognomonico da DP consiste na degenerag@o progressiva dos neurdnios
dopaminérgicos e na concomitante redu¢ao nos niveis de dopamina (DA) na SNpc de pacientes
afetados. A DA, principal neurotransmissor desses neuronios, ¢ implicada na fisiopatologia da
DP por meio de suas interagdes com variaveis genéticas e ambientais, resultando em alteragdes
na biossintese, no armazenamento, no transporte € no metabolismo da DA, contribuindo para a
neurodegeneracdo (Zhou et al., 2023).

A DA manifesta toxicidade por meio de seus metabolitos nocivos, incluindo espécies
reativas de oxigénio (ERO), quinonas de dopamina (DAQs) e 3,4-dihidroxifenilacetaldeido
(DOPAL) (Danielson; Andersen, 2008). As ERO, resultantes da oxidagdao da DA, exacerbam o
estresse oxidativo, conforme evidenciado por estudos post-mortem que demonstram impactos
substanciais e amplos nas modificagcdes oxidativas de acidos nucleicos, lipidios, proteinas e
glutationa (GSH) em individuos com DP (Asanuma et al., 2003; van Laar et al., 2009).
Entretanto, estudos indicam que as DAQs, mais do que as ERO de moléculas pequenas,
representam fatores patologicos mais significativos na degeneragdo de neurdnios
dopaminérgicos, pois podem se ligar de forma irreversivel aos grupos sulfidrila dos residuos de

cisteina, ja o DOPAL tem a capacidade de se ligar covalentemente aos residuos de lisina, e essa
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formacdo de conjugados entre proteinas e DAQ ou DOPAL pode resultar na inativagdo de
proteinas funcionais, no dobramento incorreto de proteinas e na subsequente formacao de
agregados proteicos patogénicos (Zhou et al., 2019).

Além do comprometimento do sistema dopaminérgico, populagdes de neurénios nao
dopaminérgicas também estdo comprometidas e sdo associadas aos sintomas clinicos nao
motores (Dickson et al., 2009). Em pacientes com DP, observam-se variagdes heterogéneas no
sistema colinérgico em diversas regides enceféalicas associadas a um espectro de manifestacdes
clinicas, tanto motoras quanto ndo motoras. Tais alteragdes podem ser contextualizadas dentro
de um modelo sistémico, no qual os déficits em nodos especificos podem resultar em disfungdes
circuitarias abrangentes que regulam fungdes vitais, incluindo o sono, as capacidades
cognitivas, as fun¢des motoras e as percepgdes visuo-auditivas, além de componentes do
sistema autondmico (Bohnen et al., 2022).

Em estudos sobre DP, observagdes robustas indicam correlacdes significativas entre a
extensdo dos déficits colinérgicos e a gravidade das disfungdes cognitivas, abrangendo todo o
espectro da doenca, desde estados de cognicdo preservada até quadros de deméncia e essas
associagdes persistem, independentemente das perdas terminais observadas no sistema
nigroestriatal (Barret et al., 2021; Bohnen et al., 2015). O sistema noradrenérgico também
apresenta degeneracdo conforme demonstram estudos em modelo animal e estudos post-
mortem (Paredes-Rodriguez et al., 2020). As alteracdes no sistema noradrenérgico, tanto no
SNC quanto na periferia observadas na DP, estdo associadas a um amplo espectro de sintomas
ndo motores que afetam pardmetros autondmicos, comportamentais e cognitivos. Essas
complica¢des ndo motoras, que emergem na fase prodromica da DP, implicam, além de outras
anormalidades nos neurotransmissores, no mau funcionamento dos neuronios do locus
coeruleus (LC) (Paredes-Rodriguez et al., 2020; Schapira et al., 2017). O LC ¢ um pequeno
nucleo situado na regido pontina no tronco encefalico, composto por neurdnios de tamanho
médio, imensamente ramificados, que se projetam por todo o neuroeixo, projegdes estas que
inervam o cortex, o tdlamo, as estruturas limbicas, os nucleos da base, o cerebelo e a medula
espinhal (Schwarz; Luo, 2015).

Estudos em modelo animal de DP utilizando 6-hidroxidopamina (6-OHDA)
demonstram que, embora o nimero de neurdnios do LC ndo seja afetado pela perda de DA, os
niveis de noradrenalina (NA) em diferentes areas de projecdo, como o cortex pré-frontal e o
estriado, s@o reduzidos de forma varidvel ja em modelos bilaterais de 6-OHDA ocorre déficits
de NA mais robustos no cortex e no corpo estriado (Ostock et al., 2018; Vieira et al., 2019). Em

humanos, trabalhos utilizando imagens de tomografia por emissdo de positrons (PET),
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utilizando um antagonista seletivo de receptor de noradrenalina ([ 11C]MeNER), demonstraram
que individuos com DP exibem uma diminui¢ao da ligagdo do [11C]MeNER no LC, tadlamo e
outras regides, sugerindo uma redu¢ao na densidade das sinapses noradrenérgicas. Essa redugcao
sinptica também foi observada em individuos com transtorno idiopatico de sono REM.
Adicionalmente, individuos com DP e hipotensdo ortostatica mostraram uma diminui¢do do
sinal de neuromelanina no LC e baixos niveis plasmaticos de NA. Esses achados sao
compativeis com a neurodegeneragdo presente na fase prodromica da DP, indicando que o dano
noradrenérgico progressivo pode estar envolvido na disfungdo autondémica e no declinio

cognitivo em individuos com DP (Nahimi et al., 2018; Sommerauer et al., 2018).

1.2.2.1 Estresse Oxidativo e Atividade Mitocondrial na DP

O estresse oxidativo resulta da desregulacdo da atividade redox celular, em que a
producdo de ERO/espécies reativas de nitrogénio (ERN) excede a capacidade de depuragdo por
enzimas antioxidantes endogenas (Sies, 2015). As ERO, moléculas extremamente reativas, sao
produzidas como subprodutos em sistemas bioldgicos durante processos fisioldgicos rotineiros,
com as mitocondrias sendo responsaveis por cerca de 90% da geracdo de ERO em condigdes
normais. Além das mitocondrias, as ERO também sdo sintetizadas pelo metabolismo oxidativo
em diversas localizacdes dentro da célula, incluindo lisossomos, peroxissomos, o citosol, o
reticulo endoplasmatico e o nucleo celular (Zaric et al., 2023).

As ERO, como por exemplo, o anion superoxido (0O.*), peréxido de hidrogénio (H>0,)
e radical hidroxila (OH’) sdo formadas pela reducdo parcial do oxigénio e geradas
endogenamente durante o processo de fosforilagdo oxidativa na cadeia transportadora de
elétrons (CTE) mitocondrial, ou entdo, podem ser produzidas por interacdes com fontes
exogenas, como compostos xenobidticos (Aramouni et al., 2023). As ERN como diéxido de
nitrogénio (NOy") e 6xido nitrico (NO") sdo formadas no citoplasma, nas mitocondrias € nas
membranas das células (Hathazi et al., 2018).

Os componentes da CTE, situados na membrana mitocondrial, compreendem o
complexo I (NADH/ubiquinona oxidorredutase), complexo II (succinato desidrogenase),
complexo III (citocromo C redutase), complexo IV (citocromo C oxidase) e a ATP sintase
(também referida como complexo V) (Davies; Daum, 2013). Esses complexos atuam de forma
integrada no processo de fosforilagdo oxidativa para captar energia utilizavel pela célula, em
que os complexos I, III e IV sdo responsaveis pelo bombeamento de protons pela membrana

das cristas mitocondriais, estabelecendo, assim, o gradiente de prétons essencial para
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impulsionar a sintese de ATP que se inicia com o complexo I, que capta elétrons do NADH,
uma molécula transportadora soltivel, e os transfere para um quinol, apds o complexo III,
subsequente na cadeia, recebe elétrons do quinol reduzido e os passa para o citocromo ¢ € o
complexo IV finaliza a transferéncia de elétrons ao transporta-los do citocromo c¢ para o
oxigénio molecular, o que resulta na producao de agua. Ja o complexo II, transfere elétrons do
succinato diretamente para o quinol, mas ndo participa da geracdo do gradiente de prdtons
(Kiihlbrandt, 2019).

Durante o ciclo da CTE, cada molécula de glicose produzird 32 moléculas de ATP
aproximadamente, com o O; sendo transformado em 4gua, a0 mesmo tempo que ions protons
sdo bombeados pela membrana, gerando um gradiente eletroquimico que fornece energia para
a formacdo de ATP (Pizzino et al., 2017). A ATP sintase mitocondrial humana, também
conhecida como complexo V, utiliza a energia gerada pelo gradiente eletroquimico protonico
para catalisar a fosforilagdo do ADP em ATP, um processo que envolve a transferéncia de quatro
protons (H") (Jonckheere et al., 2012). Durante essa atividade metabodlica, uma pequena fragao
dos elétrons escapa e reage com o oxigénio molecular, resultando na formagao de O2°, H2O2 e
OH* como subprodutos em condi¢des fisiologicas normais (Droge, 2002).

Os sistemas de defesa antioxidante, inicialmente identificados contra o dano oxidativo,
incluem aqueles que previnem a formacdo de espécies reativas de oxigénio e aqueles que
neutralizam e capturam os radicais ja formados (Poljsak et al., 2013). Esses sistemas, presentes
tanto nos compartimentos aquosos quanto nos membranares das células, podem ser
categorizados como enzimaticos ou nao enzimaticos, além desses, um componente crucial dos
sistemas antioxidantes celulares envolve os processos de reparo que eliminam biomoléculas
danificadas, impedindo que sua acumulacao afete o metabolismo celular (Pisoschi; Pop, 2015).

O equilibrio redox na matriz mitocondrial ¢ assegurado por um robusto sistema
antioxidante, no qual, 0 O>*, com uma vida util extremamente curta de aproximadamente 1 nano
segundo, pode se dismutar rapidamente, tanto de maneira espontidnea quanto enzimaticamente
(Forman et al., 2010). A dismutacdo enzimatica ¢ facilitada pela superoxido dismutase de
manganés (Mn-SOD), localizada na matriz mitocondrial e pela superdxido dismutase de cobre
e zinco (Cu, Zn-SOD) no espago intermembranar, convertendo o superéxido em H>O» (Zhu et
al., 2014). Esse H>O», que ¢ permeavel, desempenha um papel nas cascatas de sinaliza¢ao
celular e ¢ posteriormente degradado pela enzima catalase, que decompde duas moléculas de
H>0O, em duas moléculas de 4gua e uma molécula de oxigénio (Nandi et al., 2019)

Nos sistemas biolégicos, as ERO desempenham um papel bivalente. Em concentracdes

baixas a moderadas, e funcionam como mediadores essenciais da sinaliza¢ao redox, suportando
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o funcionamento fisioldgico normal das células (Azzi, 2022). Em contrapartida, quando
presentes em concentragdes moderadas a altas, as ERO podem induzir danos significativos a
uma vasta gama de biomoléculas, incluindo proteinas, DNA e lipidios de membrana. Devido a
dificuldade de medicdes diretas in vivo das ERO, em virtude de suas curtas meias-vidas, a
avaliagdo do nivel de estresse oxidativo ¢, geralmente, realizada de maneira indireta, pela
quantificagdo dos niveis de dano ao DNA, peroxidac¢ao lipidica e modificac¢des proteicas (Sies,
2023).

O actimulo de ERO na SNpc ¢ um dos fatores centrais para a morte dos neurdnios
dopaminérgicos na DP e, embora o mecanismo bioquimico especifico ainda ndo esteja
totalmente elucidado, o estresse oxidativo desempenha um papel incontestavel em uma cascata
neurodegenerativa complexa e progressiva em todas as formas de DP (Trist et al., 2019). A
producdo excessiva de ERO na DP ¢ impulsionada por diversos fatores, incluindo mutagdes
genéticas, neuroinflamagio, acimulo de ferro e alteragdes na homeostase de Ca™ (Chang;
Chen, 2020). Esses fatores atuam em conjunto para promover o estresse oxidativo e os danos
neuronais. Os altos niveis de ERO resultam na oxidacdo de proteinas, lipidios e outras
macromoléculas, exacerbando a disfun¢do mitocondrial e amplificando a producao de ERO, o
que estabelece um ciclo vicioso de dano celular (Hwang, 2013; Weng et al., 2018). Estudos
indicam que as ERO ndo s6 causam danos oxidativos, mas também, comprometem o0s
mecanismos de reparo celular nos neuronios, acelerando a neurodegeneragao (Fedorova et al.,
2017).

Em condi¢des fisioldgicas normais, as ERO produzidas como subprodutos do
metabolismo da DA sdo neutralizadas pelo sistema endogeno de defesa antioxidante. No
entanto, o processo de envelhecimento pode reduzir a eficiéncia desse sistema, aumentando a
vulnerabilidade dos neurénios dopaminérgicos ao estresse oxidativo. Além disso, a presenga de
concentragdes elevadas de metais pro-oxidantes, como ferro e cobre no cérebro, intensifica o
estresse oxidativo favorecendo o dobramento incorreto e a agregacdo da a-Syn (Rasool et al.,
2024). Os neurdnios dopaminérgicos do circuito nigroestriatal sdo particularmente vulneraveis
a degeneracdo axonal, devido as suas caracteristicas morfologicas especificas, como axonios
longos, finos, pouco mielinizados e altamente arborizados e essas caracteristicas resultam em
maiores densidades mitocondriais axonais, necessarias para fornecer energia suficiente, ou seja,
taxas mais altas de producdo de ATP para manter potencial de repouso de membrana, propagar
potenciais de a¢do e permitir a transmissao sinaptica (Dionisio et al., 2021; Pacelli et al., 2015).

A disfun¢do mitocondrial também representa um fator critico na patologia da DP, devido

ao seu papel central, tanto como fontes quanto como alvos das ERO (Subramaniam; Chesselet,
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2013). Esse ciclo de disfuncao leva a danos oxidativos significativos e ao comprometimento da
funcdo celular, devido a alteragdes no substrato energético e ao estado redox perturbado, nas
alteracdes na expressdo génica e na perturbagdo da sintese e liberacdo de dopamina (Deus et
al., 2022). Além da exposicao a fatores quimicos ambientais, as mutagdes genéticas associadas
a DP impactam, negativamente, a atividade mitocondrial, principalmente do complexo I e
contribuem para a producdo elevada de ERO, cada uma por diferentes vias moleculares. As
mutacoes relacionadas as formas autossdmicas recessivas de DP, incluindo DJ-1, PINK-1,
PARK2, GBA-1 e ATP13A2, geralmente levam a fragmentagdo mitocondrial e a perda de
atividade do complexo I, consequéncia da perda de fun¢do de seus produtos proteicos (Blesa et
al., 2015; Hayashi et al., 2013) e as muta¢des que conduzem a DP autossomica dominante,
como as no SNCA e LRRK2, estdo associadas a um ganho de funcdo toxica por meio de
produtos proteicos mal dobrados, como a a-Syn, que perturbam a fosforilagdo oxidativa
mitocondrial interagindo com o complexo I, reduzindo a atividade do mesmo (Lau et al., 2023).

A bioenergética mitocondrial disfuncional, em particular as interrup¢des da CTE,
desempenha um papel crucial na etiologia da DP, sendo o dano ao complexo I um fator
significativo que contribui para o estresse oxidativo e a subsequente neurodegeneragdo em
neurdnios dopaminérgicos (Tryphena et al., 2023). Além disso, a modulacdo redox de proteinas
mitocondriais, incluindo as do complexo II, pode ser um fator contribuinte para a DP induzida
por agentes toxicos, destacando a necessidade de uma compreensdo abrangente das alteragdes
proteicas mitocondriais envolvidas na neurodegeneracdo, o que refor¢a o papel das
mitocondrias como centrais energéticas cruciais nos neurdnios dopaminérgicos, € essa conexao
sugere que uma melhor compreensdo da fun¢do e da disfungdo mitocondrial pode ser chave
para o desenvolvimento de terapias mais eficazes para combater a progressao da DP (Kaur et

al., 2021; Trinh et al., 2021).

1.3 CARACTERISTICAS CLINICAS, SINTOMAS E DIAGNOSTICO DA DP

A DP ¢ caracterizada por uma gama de alteragdes, tanto motoras quanto ndo motoras
(Quadro 2). Individuos diagnosticados com DP, frequentemente, experienciam o
desenvolvimento gradual de sintomas ndo motores durante varios anos, antes do surgimento
dos sintomas motores. No entanto, esses sintomas ndo motores, muitas vezes, permanecem nao
relatados, a menos que sejam especificamente questionados durante avaliagdes médicas, devido

a sua natureza nao especifica para a DP (Armstrong; Okun, 2020).
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Sintomas ou sinais

Definiciao ou Caracteristicas chave

MOTOR

Bradicinesia

Tremor de repouso

Rigidez

Instabilidade postural

NAO MOTOR
Perda olfatoria

Alteracdes de sono

Disfun¢des autonomicas

Transtornos
psiquidtricos

Déficits cognitivos

Outros

Lentiddo ¢ movimentos progressivamente menores (hipocinesia) a medida que
um individuo repete uma tarefa (por exemplo, bater o dedo indicador e o polegar,
abrir e fechar o punho) varias vezes seguidas

Tremor de 4 a 6 Hz em um membro totalmente em repouso, que desaparece
temporariamente quando o membro ¢ mantido estendido e depois retorna (tremor
reemergente) € nao esta presente durante o movimento.

Resisténcia involuntaria ¢ independente da velocidade de uma articulagdo ao
movimento passivo (por exemplo, cotovelo, punho) por um examinador, com ou
sem fenomeno de roda dentada.

Comprometimento do equilibrio que afeta a capacidade de uma pessoa de mudar

ou manter posturas, como caminhar ou ficar em pé.

Sentido de olfato diminuido (hiposmia)ou ausente (anosmia)
Sintomas de distarbio comportamental do sono de movimento rapido dos olhos
(REM — Rapid Eyes Moviment), sonoléncia diurna e insonia.
Constipacao, retardo no esvaziamento gastrico, urgéncia ¢ frequéncia urinaria,

disfungao erétil, hipotensao ortostatica, variabilidade da pressao arterial.

Depressao, ansiedade, apatia e psicose

Comprometimento cognitivo leve ou deméncia, muitas vezes afetando

inicialmente a atengdo, as fungdes executivas e visuoespaciais.

Fadiga, hipofonia (suavizacdo da voz), sialorreia, dificuldade para engolir

(disfagia)

Quadro 2 — Sintomas motores, ndo motores e sinais da doenga de Parkinson. Legenda: Descri¢ao dos sintomas
motores e dos sintomas ndo motores da doenga de Parkinson e suas defini¢des adaptado de Armstrong e Okun

(2020).

Historicamente, a DP foi, predominantemente, reconhecida como uma doenga do

movimento, no entanto, os sintomas nao motores (NMS — Non Motor Symptoms) tém ganhado

reconhecimento como componentes significativos do quadro clinico da DP (Balestrino;

Schapira, 2020). Embora os sintomas ndo motores ndo sejam exclusivos da DP, sua ocorréncia

concomitante aumenta, significativamente, a probabilidade de um diagndstico subsequente da

doenga, particularmente o distirbio comportamental do sono REM (Rapid Eye Movement), que,
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quando identificado por meio de polissonografia, estd fortemente associado a um risco
aumentado de diagndstico subsequente de DP (Heinzel et al., 2019). Essa associagdo ressalta a
importancia de uma avaliacdo abrangente dos sintomas ndo motores em pacientes em risco,
proporcionando uma oportunidade para diagndstico e intervencdo precoce (Fifel; Videnovic,
2021).

As manifestagdes motoras fundamentais da DP incluem bradicinesia, rigidez e tremor,
sendo esses sintomas os sinais cardinais da doenga, dentre eles, a bradicinesia destaca-se como
um sintoma motor universalmente presente em todos os individuos diagnosticados com DP
(Jankovic, 2008). A bradicinesia esta associada a uma deficiéncia no recrutamento de neurdnios
motores corticais durante a execu¢ao de tarefas intencionais, tornando-se mais evidente quanto
mais complexa for a agdo realizada, facilitando sua detec¢do em contextos clinicos, enfatizando,
contudo, a necessidade de avaliagcdes detalhadas do desempenho motor em pacientes com DP,
particularmente em atividades que exigem coordenagdo e precisdo (Rodriguez-Oroz et al.,
2009; Simonet et al., 2021).

A variabilidade nas manifestagdes da DP tem impulsionado esforgos para desenvolver
sistemas de subtipagem, visando categorizar os pacientes com base em caracteristicas clinicas,
que incluem sintomas motores e ndo motores. Uma das abordagens propostas para a subtipagem
da DP identifica trés grupos distintos (Fereshtehnejad et al., 2017; Pablo-Fernandez et al.,
2019): 1) predominancia motora leve, caracterizada por uma idade mais jovem de inicio,
sintomas motores e ndo motores leves, uma progressao lenta da doenca e uma resposta positiva
a medicagdo. Esse subtipo sugere uma trajetoria mais branda da doenga com um manejo
terapéutico eficaz; 2) intermediario, esse grupo apresenta uma idade de inicio e sintomatologia
de gravidade intermediaria, com uma resposta de moderada a boa a terapia farmacoldgica. Esse
subtipo representa um espectro médio de manifestagdes da DP; e 3) maligno difuso, esse
subtipo ¢ marcado por sintomas motores basais severos, disturbio comportamental do sono
REM, comprometimento cognitivo leve, hipotensdo ortostatica, uma resposta subdtima aos
medicamentos ¢ uma progressdo rapida da doenga (Fereshtehnejad et al., 2017; Pablo-
Fernandez et al., 2019).

O diagnéstico da DP apresenta desafios substanciais, especialmente devido a
sobreposi¢ao de suas caracteristicas clinicas com outras condi¢des neurodegenerativas e a falta
de testes diagnosticos ou biomarcadores especificos que permitam um diagndstico definitivo
nos estagios iniciais, complica, ainda mais, a identificagdo precisa da DP (Rajput; Rajput,
2014). Uma das maiores dificuldades reside na diferenciagdo da DP de disturbios

parkinsonianos atipicos como a Atrofia de Multiplos Sistemas (AMS), a Paralisia Supranuclear
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Progressiva e a Degeneragdo Corticobasal, exemplos de parkinsonismos atipicos, que, apesar
de compartilharem alguns sinais motores com a DP, apresentam trajetorias clinicas e respostas
terapéuticas distintas, dificultando o manejo adequado e o prognoéstico dos pacientes afetados
(Levin et al., 2016).

O diagnéstico da DP, atualmente, ¢ conduzido de acordo com os critérios estabelecidos
pela Sociedade Internacional de Parkinson e Distirbios do Movimento (I/nternational
Parkinson and Movement Disorder Society — MDS). Clinicamente, o diagnostico ¢
fundamentado na identificacdo de caracteristicas motoras cléssicas, exigindo a presenca de
bradicinesia acompanhada de, pelo menos, uma outra caracteristica motora cardinal (rigidez ou
tremor de repouso), além disso, sdo consideradas medidas de suporte e caracteristicas
excludentes para auxiliar na determinagdo diagnéstica. Os distirbios posturais, incluindo
posturas flexionadas do tronco e dos membros, bem como instabilidade postural, sdo sintomas
que, geralmente, se manifestam em estagios mais avancados da DP, que historicamente, eram
consideradas caracteristicas diagnosticas significativas, mas de acordo com os estudos, como o
de Lang e Obeso (2004), eles ndo sdo mais vistos como essenciais para o diagnostico inicial da
DP.

Os critérios da MDS estruturam dois niveis de certeza diagnostica para a DP:
“clinicamente estabelecida”; e “clinicamente provavel”. O primeiro nivel, “clinicamente
estabelecida”, ¢ delineado de modo a maximizar a especificidade do diagndstico,
potencialmente as custas da sensibilidade. Isso significa que os critérios sdo rigorosos para
assegurar que os pacientes classificados nessa categoria, tenham alta probabilidade de possuir
DP, minimizando a chance de diagndsticos falsos positivos. Em contraste, os critérios para
“clinicamente provavel” sdo projetados para serem mais sensiveis, facilitando a inclusdo de
pacientes que apresentam muitos dos sintomas tipicos da DP, mas que podem nao atender a
todos os critérios rigidos do primeiro nivel, permitindo a identificagdo precoce e o tratamento

da doenca, mesmo na presenga de alguma incerteza diagnostica (Tolosa et al., 2021).

1.3.1 Sintomas nao Motores da DP

1.3.1.1 Sono e DP

Os ciclos circadianos, que englobam fendmenos fisiologicos e comportamentais,

ocorrem com uma periodicidade aproximada de 24 horas e sdo originados pelo relogio

bioldgico enddgeno, situado no nucleo supraquiasmatico (NSQ) e localizado na porgao anterior
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do hipotalamo (Dijk; Lockley, 2002; Ralph et al., 1990). Esses ritmos desempenham fungdes
essenciais na regulagdo de multiplas atividades bioldgicas e na manuten¢do da homeostase
(Hastings et al., 2007). Variagdes nos ciclos circadianos, que podem ser induzidas por processos
como o envelhecimento ou por patologias neurodegenerativas, tais como a Doenga de
Alzheimer e a DP, frequentemente resultam em alteragdes na amplitude e na duracdo desses
ciclos (Duffy et al., 2002; Harper et al., 2005; Hofman, 2000; Touitou; Haus, 2000; Whitehead
et al., 2008).

A complexidade e as implicagdes da cronobiologia na DP ainda sdo pouco
compreendidas, contudo, evidéncias acumuladas na ultima década sugerem que perturbagdes
na fung¢do circadiana na DP podem exacerbar os sintomas primarios e influenciar diretamente a
patogénese neurodegenerativa associada a essa condi¢cdo (Videnovic; Willis, 2016). Na DP,
observa-se uma varia¢do diurna na intensidade e frequéncia das manifestacdes, tanto motoras
quanto ndo motoras, incluindo interrupcdes das atividades de repouso, oscilagdes nos ritmos
cardiacos e na pressdo arterial, mudancas de humor e comportamento, e distirbios do sono e
do estado de alerta (van Hilten et al., 1993, 1994).

Estudos indicam que o desempenho motor degrada-se progressivamente ao longo do
dia, um fendmeno que ocorre independentemente da administracdo de farmacos
dopaminérgicos. Tal padrdo sugere uma conexao mais profunda com a regulagao circadiana dos
sistemas dopaminérgicos, o que implica que os ritmos circadianos podem exercer influéncia
significativa sobre a funcionalidade motora na DP (Bonuccelli et al., 2000; Nyholm et al.,
2010).

O ciclo sono-vigilia, intimamente integrado a regulagdo circadiana, sofre alteragdes
significativas na DP, afetando aproximadamente 90% dos pacientes em algum momento da
progressdo da doenca (Placidi et al., 2008). Distirbios como fragmentac¢ao do sono, sonoléncia
diurna excessiva e distirbios do sono de movimentos rdpidos dos olhos (REM) sao
manifestagdes ndo motoras prevalentes. Avaliacdes objetivas da qualidade do sono em pacientes
na fase inicial da DP revelam perturbagdes significativas nestes ciclos de sono-vigilia (Stack;
Ashburn, 2006). Adicionalmente, a interrup¢do do sono e os disturbios do sono REM estao
associados a um aumento triplicado no risco de desenvolvimento da DP, destacando a
importancia de monitorar e manejar essas disfungdes para mitigar o avango da doenga (Abbott

et al., 2005).
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1.3.1.2 O sono REM e a DP

O disturbio comportamental do sono REM (RBD — REM Behavior Disorder) manifesta-
se por comportamentos anormais durante o sono REM, caracterizados frequentemente por
sonhos vividos que sdo fisicamente atuados, acompanhados de um aumento anormal do tonus
muscular e espasmos musculares fasicos (Sateia, 2014). A essencial falta de atonia muscular,
que ¢ a relaxacdo muscular tipica desse estdgio do sono, ndo ocorre adequadamente em
individuos com RBD, resultando em um fendmeno conhecido como sono REM sem atonia
(RSWA). Essa condi¢do representa a principal caracteristica clinica do RBD, destacando a
necessidade de compreensdo detalhada de seus mecanismos para melhorar a gestdo e o
tratamento desse disturbio (Frauscher et al., 2012; Schenck et al., 2018).

O RBD ¢ classificado em duas categorias principais: idiopatica (iIRBD) e sintomatica,
também conhecida como RBD secundaria. O RBD idiopatico ocorre independentemente de
outras condigdes médicas conhecidas, enquanto o RBD sintomatico estd frequentemente
associado a doengas neurodegenerativas relacionadas a proteina a-Syn, como a DP, a DLB e
MSA. Além disso, o RBD pode estar vinculado a outros distirbios neuroldgicos,
particularmente a narcolepsia tipo 1, que geralmente apresenta uma severidade menos intensa
em comparacdo com o RBD associado a a-sinucleinopatias. Essa diferenciagdo ¢ crucial para
o diagnostico preciso e a abordagem terapéutica adequada aos pacientes afetados por essas
condigoes (Boeve, 2010; Olson et al., 2000).

Em um estudo longitudinal que envolveu 2.930 homens idosos, inicialmente sem
diagnoéstico de DP, observou-se que o risco de desenvolvimento de DP incidente estava,
significativamente, correlacionado com a diminui¢do da amplitude ou robustez dos ritmos
circadianos. Os participantes que apresentaram valores mais baixos nessas medidas
demonstraram um risco aproximadamente trés vezes maior de desenvolver a DP, em
comparagdo com aqueles que mantiveram valores mais altos de robustez circadiana. Esse
estudo sublinha a importancia dos ritmos circadianos como um fator potencialmente modulavel
na prevencao do desenvolvimento da DP em populacdes de risco (Leng et al., 2020).

O RBD ¢ reconhecido como um marcador prodromico significativo das a-
sinucleinopatias. Estudos retrospectivos tém mostrado que o RBD pode manifestar-se até¢ 50
anos antes do aparecimento evidente de neurodegeneracdo, indicando que as alteragdes
patologicas associadas a proteina a-sinucleina podem iniciar muito antes da emergéncia dos
sintomas neuroldgicos. Assim, o RBD serve como um indicativo precoce do potencial

progressao para neurodegeneracdo (Claassen et al., 2010). Dados longitudinais revelam que,
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inicialmente, 38% dos individuos com RBD desenvolveram DP em cerca de quatro anos apos
o diagnostico de RBD e 13 anos apo6s o inicio dos sintomas. Esse percentual aumenta para 81%
apos 14 anos, desde o inicio dos sintomas de RBD (Schenck et al., 1996, 2013).

Estudos subsequentes, como os conduzidos por Iranzo e colaboradores, corroboram
esses achados, demonstrando que 45% dos pacientes desenvolveram neurodegeneragdo ou
comprometimento cognitivo leve em cinco anos ap6s o diagndstico de RBD, aumentando para
91% em cerca de 14 anos ap6s o diagnostico. Essas evidéncias destacam a importancia do RBD
como um marcador preditivo de condi¢des neurodegenerativas, enfatizando a necessidade de
vigilancia e intervencao precoce nos individuos afetados (Iranzo et al., 2006, 2014, 2017).

O aumento do risco de neurodegeneragdo em pacientes com disturbio comportamental
do sono REM idiopatico (iRBD) foi corroborado por um estudo multicéntrico conduzido pelo
International RBD Study Group, que integrou dados de 12 centros de sono. Esse estudo
evidenciou um risco anual médio de desenvolvimento de neurodegeneracdo em torno de 8%,
um achado que se alinha com os resultados obtidos em estudos anteriores realizados em centros
isolados (Rolinski et al., 2014; Schenck et al., 2013) Esse dado reforga a relevancia do iRBD
como um indicador preditivo significativo de progressdo para condigdes neurodegenerativas,
destacando a importancia de monitoramento e intervengdes precoces em populagdes de risco
(Postuma et al., 2015).

Em estudos de Sampedro et al. (2021) e Stokholm et al. (2018) sobre o iRBD, observou-
se que a degeneragdo dopaminérgica precede a conversdo para neurodegeneracdo em
aproximadamente seis anos, seguida por uma expansdo gradual de regides cerebrais com
anormalidades. Uma analise utilizando a técnica de dose dupla de dopamina revelou que a area
sob a curva ¢ um preditor eficaz da conversdo iminente para condi¢des neurodegenerativas
(Feng et al., 2023).

Os disturbios do sono desempenham um papel significativo na DP, impactando
diretamente a progressao da doenca e a qualidade de vida dos pacientes. Esses disturbios, nao
apenas surgem como consequéncias da DP, mas também, podem representar fatores de risco
para o desenvolvimento e agravamento da doenca, indicando uma relagdo bidirecional entre a
qualidade do sono e a DP (Minakawa, 2022). Uma qualidade de sono inadequada esta ligada a
exacerbagdo dos sintomas da DP, tanto motores quanto ndo motores, além disso, a privacdo de
sono pode contribuir para um aumento no comprometimento cognitivo, alteragdes de humor,
como depressdo, e diminuicao da capacidade de atenc¢do, complicando, ainda mais, o manejo
clinico da doenga (Mao et al., 2017; Yi et al., 2022). Dada a interconexdo entre sono ¢ DP, é

fundamental compreender essa dindmica para desenvolver estratégias terapluticas e
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preventivas mais eficazes. Otimizar o padrdo de sono dos pacientes pode ndo apenas melhorar
diretamente seus sintomas, mas também, retardar a progressao da DP, portanto, a abordagem
dos disturbios do sono deve ser uma componente essencial no tratamento abrangente da DP,
visando ndo apenas a melhora dos sintomas da doenga, mas também, o bem-estar geral dos

pacientes (Loddo et al., 2017; Suzuki, 2021).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos da combinagdo da PS e DP em parametros comportamentais e

neuroquimicos de ratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar pardmetros comportamentais de atividade locomotora (crossings e rearings)
e anedonia em ratos submetidos a privacao de sono e, posteriormente, a inducao de
DP por 6-OHDA, ou submetidos a privacdo de sono precedida por indugdao de DP
por 6-OHDA, ou submetidos apenas a priva¢do do sono ou somente a indugdo de
DP por 6-OHDA;

avaliar a atividade dos complexos mitocondriais I e II e atividade da succinato
desidrogenase em hipocampo, de ratos submetidos a privagdo de sono e,
posteriormente, a indu¢do de DP por 6-OHDA, ou submetidos a privagdo de sono
precedida por indug¢do de DP por 6-OHDA, ou submetidos apenas a privagdo do
sono ou somente a inducdo de DP por 6-OHDA; e

avaliar parametros de EO (TBARS, nitrito/nitrato, atividade da MPO, e enzimas
antioxidantes (CAT e SOD)) em estruturas cerebrais: estriado, coértex pré-frontal
(CPF), tronco encefalico e hipocampo de ratos submetidos a privagdo de sono e,
posteriormente, a indu¢do de DP por 6-OHDA, ou submetidos a privagdo de sono
precedida por indug¢do de DP por 6-OHDA, ou submetidos apenas a privagdo do
sono ou somente a indu¢do de DP por 6-OHDA.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS E ASPECTOS ETICOS

Esta pesquisa utilizou 100 ratos Wistar machos e fémeas (50 machos e 50 fémeas) de
60 dias com aproximadamente 230 gramas provenientes do biotério da Universidade do
Extremo Sul Catarinense (Unesc). Os animais ficaram alojados no Biotério da Universidade em
local fresco e arejado, cinco por gaiola, onde ficaram mantidos em um ciclo 12 horas
claro/escuro, a uma temperatura de 23°C +/— 1°C, com alimento e dgua sempre disponiveis.
Todos os procedimentos foram realizados apos a aprovagdo do Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Unesc e de acordo com as recomendacdes éticas para o uso de animais de

laboratério sob o protocolo n° 050/2022 (Apéndice A).

3.2 DESENHO EXPERIMENTAL

Para a avaliagdo da existéncia de associacdo bidirecional entre a privacao de sono (PS)
e DP em modelo induzido por 6-OHDA, 100 animais de 60 dias, foram divididos em cinco
grupos, cada grupo com 20 animais, sendo 10 machos e 10 fémeas por grupo. Os animais foram
agrupados da seguinte forma:
— Grupo | — Controle — os animais deste grupo ndo foram submetidos a nenhum tipo
de intervengdo, somente aos testes comportamentais e analises bioquimicas (Figura
1);
— Grupo 2 — PS — os animais deste subgrupo foram submetidos somente a PS como
intervencdo e, posteriormente, aos testes comportamentais e analises bioquimicas
(Figura 1);
— Grupo 3 — DP — os animais deste subgrupo foram submetidos somente & DP como
intervengdo e, posteriormente, aos testes comportamentais e analises bioquimicas
(Figura 1);
— Grupo 4 — PS seguida de DP — os animais deste grupo foram submetidos primeiro a
privacdo de sono e, posteriormente, a cirurgia (DP), foram submetidos aos testes

comportamentais e analises bioquimicas; e
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— Grupo 5 — DP seguida de PS — os animais deste grupo foram submetidos primeiro a
cirurgia (DP), posteriormente foram submetidos aos testes comportamentais e

analises bioquimicas (Figura 1).

Controle (Sem intervencé&o)-

Grupo 1
Cirurgia —
Privagdo de sono Doengca de Parkinson
Grupos 2 ¢ 4 Grupo 4

. .

G
@ C(_:? Cf_{? @ @\? C(;? @ @ 68 dias

60 dias 61 dias 62 dias 63 dias 64 dias 65 dias 66 dias 67dias

m

% Morte

Cirurgia — Privagdo de sono ¢ separagao
Doenga de Parkinson Grupo 5 Testes das estruturas
Grupos 3 e 5 comportamentais

Figura 1 — Representagdo dos grupos

3.3 PRIVACAO DE SONO

Para a os, foi utilizado o método de plataforma tnica, no qual os animais foram
colocados, individualmente, em uma plataforma circular (6,5 cm de didmetro) dentro de um
tanque (23 x 23 x 35 cm) enchido com 4gua até 1 cm abaixo da superficie da plataforma, por
24 horas. Quando o animal apresenta um episodio de sono REM, perde o tonus muscular e cai
na agua, sendo despertado. A utilizagdo de plataformas desse tamanho elimina, completamente,
o sono REM. Ao longo do estudo, a sala experimental foi mantida em condi¢des controladas
(22 +£2 °C, ciclo claro/escuro de 12/12 h, luzes as 7h e desligado as 19h). Comida e agua foram
fornecidas ad libitum, colocando pellets de ragdo em um dispensador posicionado dentro da
gaiola e as garrafas de 4gua em uma grade localizada na parte superior do tanque (Machado et

al., 2004; Rodrigues et al., 2014).

3.4 PROCEDIMENTO CIRURGICO E INDUCAO DA DP

A indugdo de DP foi feita pelo modelo induzido por 6-OHDA. Para o procedimento, os

animais foram submetidos a anestesia geral intraperitoneal com cetamina na dose de 80 mg/kg
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e xilazina na dose de 10 mg/kg, e imobilizados em aparelho estereotaxico. Receberam, também,
injecdo subcutanea de solucdo de lidocaina 2% com norepinefrina, visando formagao de papula
com efeito anestésico local. Foram removidos a pele e o couro cabeludo do rato na regido do
cranio, iniciando pela realizacdo de tricotomia para facilitar o procedimento e evitar possiveis
complicacdes. Apos assepsia com alcool iodado (70%), foi feita uma incisdo cutanea mediana
com lamina bisturi para exposi¢@o da calota craniana, ap6s foi realizada a limpeza com solugao
com nanoprata e, posteriormente, foi realizada a perfura¢do do cranio. Em seguida, os animais
dos grupos DP receberam administracdo de 6-OHDA (20 pg em 4 pL resultando em uma
solucdo de 5 pg/pL dissolvida em solugao salina 0,9% contendo 0,2 mg / mL de 4cido ascorbico
(Sigma, St. Louis, MO, EUA). A infusdo de 6-OHDA foi feita no corpo estriado direito usando
uma microsseringa Hamilton, seguindo as coordenadas: anterior (5,0 mm bregma), médio-
lateral (2,1 mm da linha média) e dorsoventral (-7,7 mm do cranio) adaptado por Paxinos e
Watson (2006). A taxa de injecao foi de um pL / minuto. Apos a injecdo, a seringa foi mantida
no local por 5 minutos antes de ser retirada lentamente para evitar o refluxo (Hernandez-
Baltazar et al., 2017; Paxinos; Watson, 2006).

Ap0s a cirurgia, cada animal foi colocado em caixa proximo a aquecedores elétricos
para a recuperacdo, a fim de evitar a hipotermia consequente da anestesia geral e,
posteriormente, realocado em sua caixa original. Além disso, foi usado Butorfanol 2 mg/kg
subcutaneo no primeiro dia pos-operatorio de 6 em 6 horas e no segundo e terceiro dia pos-

operatério, uma vez ao dia.

3.5 TESTES COMPORTAMENTAIS

Os testes comportamentais foram realizados nos animais de todos os grupos
experimentais nos dias 66 e 67 de vida. Para a avaliacdo de atividade locomotora e

comportamento anedonico foram realizados os testes de campo aberto e splash teste.

3.5.1 Campo Aberto

O teste de campo aberto avalia a atividade locomotora espontanea, que foi executada
em uma caixa de 40 x 60 cm, cercada por paredes de 50 cm de altura feitas de madeira
compensada, com uma parede de vidro frontal e assoalho dividido em nove retangulos iguais
por linhas pretas. Os animais foram colocados delicadamente no quadrante posterior esquerdo,

para explorar a arena por 5 minutos, em que foram contados os 24 cruzamentos entre as linhas
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pretas (“crossings”) e a quantidade de vezes em que o rato ficou apoiado nas patas traseiras, a

fim de explorar o ambiente (“rearings”) (Kraeuter et al., 2019).

3.5.2 Splash Teste

Este teste foi utilizado para avaliar o comportamento aneddnico dos ratos e foi realizado
24h apos o teste de campo aberto. Uma solucdo de sacarose (10%) foi esguichada na pelagem
dorsal dos ratos que foram colocados na arena do campo aberto. O tempo total de groomings
foi registrado durante 5 minutos apds a vaporizacdo da solucdo de sacarose (Smolinsky et al.,

2009; Yalcin et al., 2005).

3.6 ANALISES BIOQUIMICAS

Ap6s a conclusdo dos testes comportamentais, os animais foram mortos por decapitagao
e os cranios foram removidos. Todo o cérebro foi removido e colocado em uma placa Petre
coberta com papel filtro sobre gelo e, entdo, o cortex pré-frontal (PFC), hipocampo, estriado e
tronco encefélico foram rapidamente isolados por dissecacdo manual usando uma lupa, uma
espatula e um pincel fino por um pesquisador qualificado. Além disso, a dissec¢do foi baseada
nas distingdes histologicas descritas por Paxinos e Watson (2006). Apds a retirada das
estruturas, elas foram colocadas em microtubo Eppendorf e armazenadas em freezer a —80°C,

para posterior analise bioquimica.

3.6.1 Atividade dos Complexos Mitocondriais

O tecido do hipocampo foi homogeneizado com tampao SETH (250 mM sacarose, 2
mM EDTA, 10 mM Trisma base, 50 IU/ml heparina), pH 7,4. O homogenato foi centrifugado
a 3000 RPM por 10 minutos e o sobrenadante foi mantido a -80°C até a realizacdo das analises

(Cassina; Radi, 1996).
3.6.1.1 Determinagdo da Atividade do Complexo I
Ao meio, contendo tampao fosfato de potassio (100 mM, pH 7,4) e proteinas do

homogeneizado, foram adicionados NADH 14mM, rotenona 1,0 mM e ferrocianeto (FeCN 10

mM). As absorbancias foram registradas por 3 minutos a 420nm a 25°C. A atividade do
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complexo I foi medida por meio da taxa de NADH-dependente da redugdo do ferrocianeto, que

pode ser observada pela diminui¢cdo da absorbancia (Cassina; Radi, 1996).

3.6.1.2 Determinacgdo da Atividade do Complexo II

O meio de incubacao foi constituido de fosfato de potassio (40 mM, pH 7,4), succinato
de s6dio (16 mM) e 2,6-dicloroindofenol (DCIP) (8 uM) e as proteinas do homogeneizado
incubados a 30°C por 20 minutos. Depois, foi adicionado ao meio 4 mM de azida sédica e 7
mM de rotenona e a reacao iniciou com adi¢do de 40 mM de DCIP. As absorbancias foram
registradas por 5 minutos a 600 nm. A atividade do complexo II foi medida pela diminui¢ao da

absorbancia causada pela reducdo do DCIP (Fischer et al., 1985).

3.6.1.3 Determinacdo da Atividade da Succinato Desidrogenase

O meio de reacdo, constituido de fosfato de potassio (40 mM, pH 7,4), contendo
succinato de so6dio (16 mM), foi pré-incubado com proteinas do homogeneizado a 30°C por 30
minutos. Em seguida, foi adicionado 4 mM de azida so6dica e 7mM de rotenona e a reacdo se
iniciou pela adi¢do de 0,6 pg/mL de citocromo c e as absorbancias foram registradas por 5
minutos a 550 nm. A atividade da succinato desidrogenase foi medida pelo aumento da

absorbancia causado pela redugdo do citocromo c (Fischer et al., 1985).

3.6.2 Analise do Estresse Oxidativo

Para a observagdo dos parametros do estresse oxidativo foram avaliados os niveis de
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), concentragdes de nitrito e nitrato,
atividade da mieloperoxidase (MPO) e das enzimas antioxidantes: catalase (CAT) e superdxido

dismutase (SOD).

3.6.2.1 TBARS

A peroxidacdo lipidica foi medida por meio da formacdo de TBARS, conforme
Esterbauer e Cheeseman (1990). O CPF, o hipocampo, o estriado e o tronco encefalico foram
lavados com PBS, colhidos e lisados. Espécies reativas tiobarbitlricas, obtidas por hidrélise

acida de 1,1,3,3-tetra-etoxi-propano (TEP), foram usadas como padrdo para quantificar
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TBARS. TBA 0,67% foram adicionados a cada tubo, e os tubos foram agitados (movimentados
em vortice). A mistura de reacdo foi incubada a 90°C por 20 min, e a reagdo foi interrompida
colocando as amostras em gelo. A Optica densidade de cada solugdo foi medida em um
espectrofotometro em 535nm. Os dados foram expressos como nmol de malondialdeido (MDA)

equivalentes por mg de proteina (Esterbauer; Cheeseman, 1990).

3.6.2.2 Nitrito e Nitrato

As concentragdes totais de nitrito foram medidas nas estruturas, usando a reagdo de
Griess adicionando 100 pL de Griess reagente 0,1% (p/v) dicloridrato de naftil etilenodiamina
em H>O e sulfanilamida a 1% (p/v) em H3PO4 concentrado a 5% (v/v), vol. para a amostra de
18 / 100 pL. A absorbancia foi registrada em um espectrofotometro a 550 nm. Os dados foram

expressos como nmol de nitrito concentragdo por mg de proteina (Green et al., 1982).

3.6.2.3 Atividade da MPO

As estruturas foram homogeneizadas (50 mg/mL) em 0,5 % de brometo de
hexadeciltrimetilamonio e centrifugadas a 15.000 x g por 40 min. A suspensdo foi entdo
sonicada trés vezes por 30 s. Uma aliquota do sobrenadante foi misturada com uma solugao de
1,6 mM de tetrametilbenzidina ¢ um mM de H;O.. A atividade foi medida
espectrofotometricamente como a mudanga na absorbancia a 650 nm a 37°C. Os dados foram

expressos como mU por mg de proteina (De Young et al., 1989).

3.6.2.4 Atividade de Enzimas Antioxidantes

Para a determinacdo da atividade da catalase nas estruturas, foram sonicados em tampao
fosfato 50 mM, e a suspensao resultante foi centrifugada a 3000 g por 10 min. O sobrenadante
foi utilizado para o ensaio enzimatico. A atividade da CAT foi medida pela taxa de diminui¢ao
da absorvéncia de H>O> a 240 nm, e os resultados foram expressos como atividade de CAT
(U/mg de proteina) (Aebi, 1984). A atividade SOD foi testada medindo a inibi¢cdo da auto-
oxida¢ao da adrenalina, conforme descrito anteriormente por Bannister e Calabrese (1987). Os
resultados foram expressos como atividade de SOD (U/mg de proteina) (Bannister; Calabrese,

1987).
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3.7 ANALISE ESTATISTICA

As diferencas entre os grupos experimentais na avaliacdo dos testes comportamentais e
de todos os ensaios bioquimicos foram determinadas por analise de variancia de uma via
(ANOVA). Quando o valor de F foi significativo, foi realizado o teste post hoc de Tukey. A

significancia estatistica foi considerada para valores de p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 EFEITOS DO MODELO ANIMAL DA DP VS. PS E PS VS. DP FEMEAS E MACHOS
SOBRE OS PARAMETROS COMPORTAMENTAIS

As Figuras 2 e 3 ilustram os efeitos da DP vs. PS sobre pardmetros comportamentais em
ratos fémeas e machos. Em fémeas foi demonstrado um aumento no nimero de rearings do
grupo DP combinado a PS comparado ao grupo PS (F = 5.653; p = 0,002). J4 no nimero de
crossings € no tempo de grooming, nao foi observado diferencas entre os grupos (p > 0,05;
Figura 2A e B). Em machos foi encontrado uma diminui¢do no numero de rearings em todos
os grupos, comparado ao grupo controle (F = 13,278; p < 0,0001; Figura 3A). No nimero de
crossings nao foi encontrado diferengas entre os grupos (F = 1,594; p = 0,206). O tempo de
grooming foi diminuido nos machos dos grupos DP e DP combinado a PS, comparado ao grupo

controle (F = 7,249; p = 0,001; Figura 3B).
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Figura 2 — Efeitos da DP vs. PS sobre parametros comportamentais em ratos fémeas, sobre atividade motora
espontanea (A) e tempo de grooming (B) em ratos fémeas. A Figura mostra a média £ EPM. de 10 animais em
cada grupo. ** p <0,05 vs. Privacdo de sono, de acordo com ANOVA seguido de post hoc Tukey. Fonte: Da Autora
(2024).
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Figura 3 — Efeitos da DP vs. PS sobre pardmetros comportamentais em ratos machos, sobre atividade motora
espontanea (A) e tempo de grooming (B) em ratos fémeas. A Figura mostra a média £ EPM. de 10 animais em
cada grupo. * p <0,05 vs. Controle, de acordo com ANOVA seguido de post hoc Tukey. Fonte: Da Autora (2024).

As Figuras 4 e 5 demonstram os efeitos da PS vs. DP sobre pardmetros comportamentais
de ratos fémeas e machos. Nas fémeas nao foi encontrado diferengas entre os grupos, tanto na
atividade motora espontanea (p > 0,05; Figura 4A) quanto no tempo de grooming (p > 0,05;
Figura 4B). Nos machos nao houve diferenga no niumero de crossings, porém, o numero de
rearings foi reduzido no grupo DP, comparado ao grupo controle e ao grupo PS (F = 6,034; p

= 0,002; Figura 5A). O tempo de grooming nao foi diferente estatisticamente nos machos (p >
0,05; Figura 5B).
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Figura 4 — Efeitos da PS vs. DP sobre pardmetros comportamentais de ratos fémeas. Atividade motora espontanea
(A) e tempo de grooming (B) em ratos fémeas. A Figura mostra a média = EPM. de 10 animais em cada grupo.

Fonte: Da Autora (2024).
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Figura 5 — Efeitos da PS vs. DP sobre pardmetros comportamentais de ratos machos. Atividade motora espontanea
(A) e tempo de grooming (B) em ratos machos. A Figura mostra a média + EPM. de 10 animais em cada grupo. *
p < 0,05 vs. Controle; ** p < 0,05 vs. PS, *** p <0,05 DP vs. todos os grupos de acordo com ANOVA seguido de

post hoc Tukey. Fonte: Da Autora (2024).
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4.2 EFEITOS DA DP VS. PS E PS VS. DP SOBRE PARAMETROS DE METABOLISMO
ENERGETICO EM HIPOCAMPO DE RATOS FEMEAS E MACHOS

As Figuras 6 e 7 demonstram os efeitos da DP vs. PS sobre parametros de metabolismo
energético em hipocampo de ratos fémeas e machos. Em ratos fémeas nio foi encontrada
diferenga entre os grupos na atividade do complexo I (F = 1,078; p = 0,383; Figura 6A). Na
atividade do complexo II das fémeas houve um aumento no grupo PS, comparado ao grupo
controle e ao grupo DP (F = 4,837; p = 0,012; Figura 6B). Nas fémeas também ocorreu um
aumento da atividade da succinato desidrogenase no grupo PS, comparado ao grupo controle
(F=7,842; p=0,001; Figura 6C). Nos machos ndo foram observadas diferencas entre os grupos
nas atividades do complexo I e da succinato desidrogenase (p > 0,05; Figura 7C). A atividade
do complexo II dos machos foi reduzida nos grupos DP e DP vs. PS, comparado ao grupo

controle (F = 5,885; p = 0,005; Figura 7B).
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Figura 6 — Efeitos da DP vs. PS sobre pardmetros de metabolismo energético em hipocampo de ratos fémeas.
Legenda: A figura A mostra a atividade do complexo I, a figura B mostra a atividade do complexo II e a figura C
mostra a atividade da succinato desidrogenase no hipocampo. A Figura mostra a média + EPM. do hipocampo de
4 animais em cada grupo. * p < 0,05 vs. Controle; # p < 0,05 vs. DP, de acordo com ANOVA seguido de post hoc
Tukey. Fonte: Da Autora (2024).
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Figura 7 — Efeitos da DP vs. PS sobre parametros de metabolismo energético em hipocampo de ratos machos.
Legenda: A figura A mostra a atividade do complexo I, a figura B mostra a atividade do complexo II e a figura C
mostra a atividade da succinato desidrogenase no hipocampo. A Figura mostra a média + EPM. do hipocampo de
4 animais em cada grupo. * p < 0,05 vs. Controle, de acordo com ANOVA seguido de post hoc Tukey. Fonte: Da
Autora (2024).

As Figuras 8 e 9 demonstram os efeitos da PS vs. DP sobre parametros de metabolismo
energético em hipocampo de ratos fémeas e machos. Em fémeas, a atividade do complexo I foi
reduzida no grupo PS, comparado ao grupo controle (F = 3,794; p = 0,031; Figura 8A). A
atividade do complexo II nas fémeas foi diminuida no grupo PS combinado a DP, comparado
ao grupo controle e ao grupo DP (F =5,387; p = 0,009; Figura 8B). Ja a atividade da succinato
desidrogenase nas fémeas aumentou no grupo DP, comparado a todos os outros grupos (F =
5,813; p=0,007; Figura 8C).

Nos machos, a atividade do complexo I aumentou no grupo PS combinado a DP,
comparado ao grupo controle (F = 7,521; p = 0,002; Figura 9A). Na atividade do complexo II
ndo foram observadas diferencas entre os grupos (F = 1,531; p =0,243; Figura 9B). A atividade
da succinato desidrogenase reduziu no grupo PS combinado a DP, comparado ao grupo PS e ao

grupo controle (F = 3,384; p = 0,042; Figura 9C).
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Figura 8 — Efeitos da PS vs. DP sobre pardmetros de metabolismo energético em hipocampo de ratos fémeas.
Legenda: A figura A mostra a atividade do complexo I, a figura B mostra a atividade do complexo II e a figura C
mostra a atividade da succinato desidrogenase no hipocampo. A Figura mostra a média + EPM. do hipocampo de
4 animais em cada grupo. * p <0,05 vs. Controle; ** p <0,05 vs. PS; #p <0,05 vs. DP; +p <0,05 vs. PS combinada
com DP de acordo com ANOVA seguido de post hoc Tukey. Fonte: Da Autora (2024).
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Figura 9 — Efeitos da PS vs. DP sobre pardmetros de metabolismo energético em hipocampo de ratos fémeas e
machos. Legenda: A figura A mostra a atividade do complexo I, a figura B mostra a atividade do complexo Il e a
figura C mostra a atividade da succinato desidrogenase no hipocampo. A Figura mostra a média + EPM. do
hipocampo de 4 animais em cada grupo. * p < 0,05 vs. Controle; ** p < 0,05 vs. PS de acordo com ANOVA
seguido de post hoc Tukey. Fonte: Da Autora (2024).

4.3 EFEITOS DA DOENCA DA DP VS. PS E DS VS. DP SOBRE PARAMETROS DE
ESTRESSE OXIDATIVO EM CPF, HIPOCAMPO, ESTRIADO E TRONCO DE RATOS
FEMEAS E MACHOS

As Figuras 10 e 11 demonstram os efeitos da doenga da DP vs. PS sobre parametros de
estresse oxidativo em CPF, hipocampo, estriado e tronco de ratos fémeas e machos. Nas fémeas
os niveis de TBARS foram aumentados no CPF (F =4,326; p = 0,022) do grupo DP combinado
a PS e no hipocampo (F = 3,762; p = 0,034) do grupo PS, comparado ao grupo controle. No
estriado de fémeas ndo houve diferenga significativa entre os grupos nos niveis de TBARS (p
> 0,05). No tronco de fémeas ocorreu um aumento nos niveis de TBARS do grupo DP
combinado a PS, comparado a todos os outros grupos (F = 8,648; p = 0,001; Figura 10A). A
concentragdo de nitrito/nitrato ndo foi diferente entre os grupos no estriado e no hipocampo de
fémeas (p > 0,05). Porém, houve um aumento na concentracao de nitrito/nitrato no CPF (F =
4,491; p =0,019) do grupo DP comparado com controle e no tronco (F = 7,010; p = 0,004) do
grupo DP combinado a PS, comparado a todos os outros grupos (Figura 10B). Na atividade da
MPO nao foram encontradas diferengas significativas entre os grupos nas fémeas (p > 0,05;
Figura 10C). Nas fémeas a atividade da CAT aumentou no estriado do grupo somente DP,
comparado ao grupo controle (F =4,486; p = 0,025; Figura 10D). Na atividade da SOD ocorreu
um aumento no tronco do grupo DP combinado a PS, comparado ao grupo controle e ao grupo
somente DP (F = 7,967; P = 0,003) e no estriado houve uma diminui¢do em todos os grupos,
comparado ao grupo controle (F = 14,269; p < 0,0001; Figura 10E).

Em machos, os niveis de TBARS foram aumentados no hipocampo (F =3,090; p = 0,05)
e no estriado (F = 3,131; p = 0,05) do grupo DP combinado a PS e no tronco (F = 7,999; p =
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0,002) dos grupos somente PS e somente DP, comparado ao grupo controle (Figura 11A). A
concentragdo de nitrito/nitrato dos machos aumentou nos grupos DP no CPF (F = 8,834; p =
0,001) comparado a todos os outros grupos e no hipocampo (F = 6,114; p = 0,006), comparado
ao grupo controle e ao grupo DP combinado a PS. No estriado e no tronco ndo houve diferenca
na concentracao de nitrito/nitrato nos machos (p > 0,05; Figura 11B). Em machos, a atividade
da MPO aumentou no grupo PS no estriado (F =4,492; p=0,018), comparado ao grupo controle
e no tronco (F=9,670; p=0,001), comparado a todos os outros grupos; no CPF e no hipocampo
ndo houve diferenga na atividade da MPO nos machos (p > 0,05; Figura 11C). Na atividade da
CAT nao foi observada diferenga entre os grupos (p > 0,05; Figura 11D). Nos machos, a
atividade da SOD aumentou no grupo DP combinado a PS no CPF (F = 4,787; p = 0,014),
comparado ao grupo controle e no hipocampo (F = 7,717; p = 0,002), comparado a todos os

outros grupos (Figura 11E).
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Figura 10 — Efeitos da doenga da DP vs. PS sobre parametros de estresse oxidativo em cortex pré-frontal (CPF),
hipocampo, estriado e tronco de ratos fémeas. Legenda: A Figura A mostra os niveis de espécies reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS), a Figura B mostra a concentragdo de nitrito/nitrato, a Figura C mostra a atividade da
mieloperoxidase (MPO), a Figura D mostra a atividade da enzima catalase (CAT) e a Figura E mostra a atividade
da enzima superéxido dismutase (SOD). A Figura mostra a média += EPM. do cortex pré-frontal (CPF), hipocampo,
estriado e tronco de 4 animais em cada grupo. * p < 0,05 vs. Controle; ** p < 0,05 vs. Priva¢ao do sono; # p < 0,05
vs. Parkinson de acordo com ANOVA seguido de post hoc Tukey. Fonte: Da Autora (2024).
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Figura 11 — Efeitos da doenca da DP vs. PS sobre parametros de estresse oxidativo em cortex pré-frontal (CPF),
hipocampo, estriado e tronco de ratos machos. Legenda: A Figura A mostra os niveis de espécies reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS), a Figura B mostra a concentragdo de nitrito/nitrato, a Figura C mostra a atividade da
mieloperoxidase (MPO), a Figura D mostra a atividade da enzima catalase (CAT) e a Figura E mostra a atividade
da enzima superoxido dismutase (SOD). A Figura mostra a média += EPM. do cortex pré-frontal (CPF), hipocampo,
estriado e tronco de 4 animais em cada grupo. * p < 0,05 vs. Controle; ** p < 0,05 vs. PS; # p < 0,05 vs. DP; + p
< 0,05 vs. DP seguida de PS de acordo com ANOVA seguido de post hoc Tukey. Fonte: Da Autora (2024).

As Figuras 12 e 13 demonstram os efeitos da PS vs. DP sobre parametros de estresse
oxidativo em CPF, hipocampo, estriado e tronco de ratos fémeas e machos. Os niveis de TBARS
aumentaram no CPF de fémeas do grupo PS combinado a DP, comparado ao grupo controle (F
=4,124; p = 0,027). No hipocampo e estriado de fémeas ndo houve diferenca entre os grupos
(p > 0,05). No tronco ocorreu um aumento nos niveis de TBARS de fémeas nos grupos PS e PS
combinado a DP, e uma redu¢do no grupo somente DP, comparado ao grupo controle (F =
10,305; p = 0,001; Figura 12). A concentra¢do de nitrito/nitrato nas fémeas nao foi diferente no
CPF, estriado e tronco (p > 0,05), porém, aumentou no hipocampo do grupo PS combinado a
DP, comparado aos grupos controle e DP sozinha (F = 4,240; p = 0,025; Figura 12B). A
atividade da MPO nas fémeas aumentou no CPF do grupo PS (F = 3,603; p = 0,041). No
hipocampo, no estriado e no tronco nao houve diferenca entre os grupos (p > 0,05; Figura 12C).

Nas fémeas e nos machos, a atividade da CAT ndo diferiu entre os grupos em nenhuma das
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estruturas analisadas (p > 0,05; Figura 12D e 13D). A atividade da SOD reduziu nas fémeas no
CPF (F = 35,288; p < 0,0001) e no estriado (F = 21,389; p <0,0001) em todos os grupos, € no
hipocampo (F = 1,503; p = 0,015) os grupos DP e PS combinada a DP, comparado ao grupo
controle. No tronco, a atividade da SOD nao foi diferente entre os grupos nos ratos fémeas (p
> 0,05; Figura 12E).

Nos machos, os niveis de TBARS aumentaram no grupo somente DP no CPF
comparado aos grupos controle e somente PS (F = 11,222; p <0,0001), no estriado comparado
a todos os outros grupos (F =9,561; p =0,001) e no tronco comparado ao grupo controle (F =
5,771; p = 0,009). No hipocampo ndo houve diferencas entre os grupos (p > 0,05; Figura 13).
A concentragdo de nitrito/nitrato nos machos aumentou no estriado do grupo DP, comparado ao
grupo PS (F =9,561; p = 0,001). Nas outras estruturas analisadas ndo houve diferenga entre os
grupos na concentra¢ao de nitrito/nitrato de machos (p > 0,05; Figura 13B). A atividade da MPO
no grupo DP foi aumentada no CPF comparado ao grupo controle (F = 3,821; p = 0,031), no
hipocampo comparado aos grupos controle e PS (F = §,184; p = 0,002) e foi diminuida no
tronco comparado ao grupo PS (F = 3,533; p = 0,043). No estriado ndo houve diferenca entre
os grupos (p > 0,05; Figura 13C). Na atividade da CAT nao foi encontrada diferenca entre os
grupos experimentais nos machos (p > 0,05; Figura 13D). Nos machos, a atividade da SOD no
grupo PS aumentou no pré-frontal (F = 5,082; p = 0,013) e no hipocampo (F = 11,066; p <
0,0001), comparado a todos os outros grupos e no tronco (F = 4,134; p = 0,027) comparado ao
grupo PS combinado a DP; por outro lado, diminuiu no estriado com relagdo ao grupo controle

(F=3,471; p=0,037; Figura 13E).
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Figura 12 — Efeitos da PS vs. DP sobre pardmetros de estresse oxidativo em cortex pré-frontal (CPF), hipocampo,
estriado e tronco de ratos fémeas. Legenda: A Figura A mostra os niveis de espécies reativas ao acido tiobarbitarico
(TBARS), a Figura B mostra a concentragdo de nitrito/nitrato, a Figura C mostra a atividade da mieloperoxidase
(MPO), a Figura D mostra a atividade da enzima catalase (CAT) e a Figura E mostra a atividade da enzima
superoxido dismutase (SOD). A Figura mostra a média + EPM. do pré-frontal (CPF), hipocampo, estriado e tronco
de 4 animais em cada grupo. * p < 0,05 vs. Controle; # p < 0,05 vs. DP de acordo com ANOVA seguido de pos¢
hoc Tukey. Fonte: Da Autora (2024).
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Figura 13 — Efeitos da PS vs. DP sobre pardmetros de estresse oxidativo em cortex pré-frontal (CPF), hipocampo,
estriado e tronco de ratos machos. Legenda: A Figura A mostra os niveis de espécies reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS), a Figura B mostra a concentragdo de nitrito/nitrato, a Figura C mostra a atividade da mieloperoxidase
(MPO), a Figura D mostra a atividade da enzima catalase (CAT) e a Figura E mostra a atividade da enzima
superoxido dismutase (SOD). A Figura mostra a média + EPM. do pré-frontal (CPF), hipocampo, estriado e tronco
de 4 animais em cada grupo. * p < 0,05 vs. Controle; ** p < 0,05 vs. PS; # p <0,05 vs. DP; + p <0,05 vs. PS
combinada a DP *** p<(,05 DP vs. todos os grupos de acordo com ANOVA seguido de post hoc Tukey. Fonte:
Da Autora (2024).
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5 DISCUSSAO

A PS entre outros distirbios do sono sdo aspectos significativos entre os sintomas nao
motores da DP e os modelos animais desempenham um papel crucial na investigacao dessas
questdes e modelos de roedores, especialmente aqueles induzidos por manipulagdes genéticas
ou neurotoxicas, tém sido desenvolvidos para replicar as anormalidades do sono observadas em
pacientes com DP (Summa et al., 2024). A precisdo na modelagem das disfungdes do sono e
dos ritmos circadianos em modelos de DP ¢ vital e tém sido fundamentais para explorar os
sintomas ndo motores da DP, revelando que os distirbios do sono na doenga podem, também,
estar associados a sistemas ndo dopaminérgicos, incluindo os sistemas de NA, serotonina e
orexina (Ekimova et al., 2021; Medeiros et al., 2019).

O estudo desses modelos proporciona uma visdo mais aprofundada da complexa
etiologia dos distrbios do sono relacionados a DP. A neurotoxina 6-OHDA ¢, frequentemente,
empregada como ferramenta para modelar a DP em estudos com animais, devido a sua
capacidade de induzir neurodegeneracao seletiva na via nigroestriatal (Sokouti et al., 2022). Os
efeitos da 6-OHDA no sono tém sido extensivamente estudados, revelando que, em modelos de
roedores, essa neurotoxina provoca tanto déficits motores quanto ndo motores, incluindo
notaveis disturbios do sono, caracterizados por uma maior fragmentacdo do sono, com
mudangas de estado mais frequentes, periodos de vigilia prolongados e episddios reduzidos de
sono ndo REM (NREM) nos estagios prodromico e avangado da DP (Requejo et al., 2020).
Adicionalmente, a administracdo de 6-OHDA na regido do estriado de ratos também foi
associada a danos no tronco cerebral, essa degeneragdo ¢ significativa, pois o tronco cerebral
desempenha um papel crucial na regulagdo das fungdes respiratorias, € seu comprometimento
pode exacerbar ainda mais os distirbios do sono (Falquetto, 2023).

Neste estudo, avaliou-se os efeitos da DP combinada com a PS sobre o comportamento
locomotor de ratos, medidos pelo nimero de crossings e rearings. Em fémeas, observou-se um
aumento significativo no nimero de rearings no grupo submetido a DP e, posteriormente, a PS,
em comparag¢do com o grupo que foi submetido somente a PS. Por outro lado, nos machos,
houve uma reducdo no numero de rearings em todos os grupos experimentais, quando
comparados ao grupo controle, sem diferencas notaveis no namero de crossings entre 0s grupos
de ambos os sexos. Além disso, quando os animais foram expostos primeiro a PS e depois a
DP, ndo se notaram diferengas significativas entre os grupos femininos em nenhum dos
parametros avaliados. Contudo, entre os machos, embora ndo tenha havido alteragdes no

namero de crossings, o nimero de rearings foi, significativamente, menor no grupo DP em
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compara¢do com o grupo controle e o grupo submetido apenas a PS. Estudo de Ahmadian et al.
(2018) que estudou os efeitos da PS em ratos machos submetidos a DP, embora ndo tenha
estudado separadamente o nimero de crossings e rearings, observou que 0s animais que
combinaram DP e PS apresentavam menos atividade locomotora, comparados aos que nao
foram privados de sono durante o teste de campo aberto, diferentemente deste estudo, que nao
observou esse efeito tanto no grupo que combinou DP e PS, como no grupo PS e DP (Ahmadian
et al., 2018). Corroborando os resultados deste estudo, os resultados Baier et al. (2006), que
analisaram a atividade locomotora durante o ciclo circadiano com relagao a distancia percorrida
e o numero de rearings € os periodos de movimento e descanso, observaram que os animais
submetidos a DP apresentaram propor¢ao menor de distdncia percorrida e rearings entre as
fases de repouso e ativa em comparacdo com os ratos controle, demonstrando que a DP pode
interferir nos padrdes de atividade motora, e na capacidade dos animais de manter ritmos
circadianos normais (Baier et al., 2006).

O estudo conduzido por Metz et al. (2005) avaliou os efeitos de uma lesdo unilateral
induzida por 6-OHDA em ratos, utilizando-se de eletromiografia para medir a atividade
muscular. O estudo revelou que os ratos submetidos a essa condi¢do experimental apresentaram
uma marcha caracteristicamente arrastada e passos mais curtos. Esse padrdo de marcha nado
apenas reflete a perda de fun¢ao motora tipica na DP, mas também, destaca a influéncia da perda
unilateral de DA sobre a coordenagdo motora. Além disso, foi observado um comportamento
de rotacdo ou giro espontaneo dos ratos para o lado da lesdo, evidenciando uma manifestagao
notavel da disfun¢do motora induzida pela lesdo. Essa tendéncia ao giro, ressalta a assimetria
induzida na atividade dopaminérgica entre os hemisférios do cérebro, ilustrando como um
desequilibrio na liberacdo de neurotransmissores pode afetar de maneira profunda a
coordenagao e o controle dos movimentos (Metz et al., 2005).

Os efeitos estimulantes da PS em modelos animais de DP observados nos estudos de
Andrade et al. (1987), que submeteram animais a 72h de PS e Fagotti et al. (2019) que
submeteram os animais a 6 horas de PS durante 21 dias, refor¢am a ideia de que a privagdo de
sono pode ativar mecanismos compensatorios que temporariamente melhoram a motricidade,
podendo ser devido a uma resposta adaptativa do SNC, em que a falta de descanso adequado
leva a um estado de alerta aumentado, compensando temporariamente os déficits motores
observados em modelos de DP, semelhante ao que foi observado em fémeas neste estudo que
apresentaram o nimero de rearings aumentados em relagdo ao grupo somente PS (Andrade et
al., 1987; Fagotti et al., 2019). O modelo de Mitsumoto et al. (2020), que utilizaram

camundongos submetidos a PS por 20 horas durante 3 dias e, posteriormente, a DP, também
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observaram que a atividade locomotora dos animais foi aumentada em relacdo ao grupo
controle, diferente dos resultados deste estudo, que quando os animais foram submetidos
anteriormente a PS e depois DP, ndo apresentaram diferencas entre os grupos (Mitsumoto et al.,
2020).

No estudo conduzido por Xu et al. (2019), foi investigado o impacto da PS na locomogao
de camundongos C57BL/6J, machos, particularmente apds a administracdo de injecdes de
MPTP durante um periodo de quatro semanas. A interrup¢do do sono foi provocada por um
agitador orbital ao longo de oito semanas. Os resultados obtidos indicaram que o MPTP
comprometeu, significativamente, a habilidade de locomog¢ao dos camundongos, observando-
se uma desacelera¢do mais rapida e um tempo reduzido na fase de frenagem. Isso sugere que a
neurotoxina provocou alteragdes motoras caracteristicas da DP. Por outro lado, a PS
isoladamente ndo replicou o impacto significativo observado com o MPTP sobre a capacidade
motora dos animais e quando a PS foi combinada com o MPTP, a funcdo motora dos
camundongos pareceu melhorar em comparagdo com apenas o MPTP, tornando sua caminhada
mais parecida com a do grupo controle, oferecendo pistas sobre mecanismos compensatorios
que poderiam ser explorados para atenuar os sintomas motores em modelos de DP (Xu et al.,
2019).

Estudos que exploraram a interagdo entre a DP e os padrdes de sono, especialmente
considerando o sistema colinérgico, como o estudo realizado por Ciric et al. (2018), que
empregou neurotoxinas especificas para afetar os neurdnios colinérgicos, simulando a
degeneracdo caracteristica da DP. Por meio da utilizagdo de técnicas de eletroencefalograma e
eletromiograma, os pesquisadores monitoraram meticulosamente os ciclos de sono-vigilia dos
ratos, incluindo a duracdo do sono e as transi¢des entre os estdgios do sono. Foi mostrada uma
correlacdo marcante entre a gravidade dos disturbios do sono e o aumento dos déficits
locomotores, sugerindo que alteragdes nos padrdes de sono podem servir como indicadores
precoces de progressao da DP. De forma complementar, o trabalho de Petrovic et al. (2021),
focou na interacdo entre o hemiparkinsonismo e a colinopatia, e buscou simular tanto os
sintomas motores quanto cognitivos da DP, examinando como a coexisténcia desses dois fatores
afeta os padrdes de sono e a atividade locomotora em campo aberto. Os resultados revelaram
que a combinagdo de hemiparkinsonismo e colinopatia produziu efeitos mais severos do que
quando cada condi¢do era apresentada isoladamente, ilustrando como o comprometimento
colinérgico pode exacerbar os sintomas motores provocados pelo hemiparkinsonismo (Ciric et

al., 2018; Petrovic et al., 2021).
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Neste estudo foi observada uma auséncia de diferengas no tempo de grooming em
fémeas, independentemente do grupo, contrastando com a redugdo significativa deste
comportamento nos machos dos grupos somente DP e DP combinada com PS, em comparagao
ao grupo controle, indicativo de um possivel impacto negativo da DP isolada e da DP
combinada com a PS sobre o autocuidado nesse género. O tempo de grooming nao foi diferente,
estatisticamente nas fémeas e nos machos, quando os animais foram submetidos primeiramente
a PS e depois a DP, independente dos grupos. A diminui¢do observada no tempo de grooming
em machos pode refletir um prejuizo na capacidade dos ratos de manter comportamentos
normais de higiene, o que pode ser atribuido a exacerbacdo dos sintomas motores ou
neurologicos causados pela DP e agravados pela PS. Esse achado ¢ consistente com o estudo
de Pelosi et al (2015), que encontraram uma reducdo na capacidade de completar sessdes de
grooming em camundongos com lesdes induzidas por 6-OHDA, um modelo cléssico de DP
(Pelosi et al., 2015). Estudos focados, exclusivamente na PS, como os de Atrooz et al. (2022) e
Lakshmi et al. (2012), mostram que a PS pode diminuir significativamente o comportamento
de grooming, sugerindo que a PS, por si s0, ¢ suficiente para alterar atividades essenciais de
autocuidado, o que ndo foi observado neste estudo, uma vez que o grupo PS ndo apresentou
diferenca significativa no tempo de grooming (Atrooz et al., 2022; Lakshmi et al., 2012). Os
efeitos da PS sobre os comportamentos de grooming em contextos de DP podem variar de
acordo com o modelo experimental e o género dos animais. O estudo de Pires et al. (2013)
mostrou que a PS pode aumentar a frequéncia e duragdo do grooming em ratos submetidos a
privacdo de sono paradoxal, indicando uma possivel resposta comportamental a um estado
aumentado de estresse ou ansiedade (Pires et al., 2013).

Os resultados deste estudo sobre os efeitos bidirecionais da DP e PS revelam diferencas
significativas nas respostas mitocondriais entre machos e fémeas, assim como variagdes
dependendo da sequéncia de exposi¢do aos estressores. Nos grupos de fémeas, quando
submetidas primeiro a DP e em seguida a PS, a atividade do complexo II e da succinato
desidrogenase aumentou no grupo somente PS, em relagdo aos grupos controle e somente DP.
Curiosamente, em fémeas que primeiro passaram pela PS antes da DP, a redugdo na atividade
do complexo I e II sugere que a PS pode ter um impacto depressor sobre a funcionalidade
mitocondrial, que ¢ exacerbado pela subsequente indugdo de DP. Por outro lado, os machos
demonstraram uma resposta diferente. Aqueles expostos primeiro & DP e depois a PS
apresentaram uma reducdo na atividade do complexo II, exclusivamente em contextos
combinados ou isolados de DP, sugerindo uma vulnerabilidade maior a disfungdo mitocondrial

induzida pela DP antes da PS. Interessantemente, quando a PS precedeu a DP, observou-se um
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aumento na atividade do complexo I, mas uma redugdo na succinato desidrogenase, indicando
que a PS apresenta efeitos diversos sobre o metabolismo energético.

A grande maioria dos estudos, de maneira geral, relaciona a atividade do complexo
mitocondrial I com a DP, estudos avaliando o complexo II e a succinato desidrogenase sdo mais
escassos na literatura, bem como estudos que avaliem a associacdo da DP com a PS baseados
nos parametros de metabolismo energético em hipocampo. Na literatura, a disfuncdo do
complexo I da CTE na patogénese da DP ja ¢ bem documentada e sua atividade é&,
significativamente, impactada em vérios modelos animais de DP. Estudos como os de
Gonzalez-Rodriguez et al. (2021) e Cornejo-Olivas et al. (2022) demonstraram que a
interrup¢do do gene NADH:Ubiquinone Oxidoreductase Core Subunit S2 (Ndufs2), um gene
fundamental para o funcionamento do complexo I, em neurdnios dopaminérgicos de
camundongos levou ao parkinsonismo progressivo. Esses estudos mostraram que os neurdnios
afetados deixaram de produzir ATP para consumir ATP, indicando uma mudanga significativa
em sua atividade metabdlica e que as mitocondrias nos neurdnios afetados mostraram mudancas
estruturais modestas, que sdo alteragdes pequenas, mas perceptiveis em sua forma e func¢ao.
Além disso, foram encontradas mudancas na forma como a DA foi liberada na SNpc, refor¢cando
a teoria de que a disfung¢@o do complexo I nos neurdnios dopaminérgicos da SNpc pode induzir
parkinsonismo progressivo. A disfun¢do do complexo mitocondrial I causada pelo acimulo de
a-Syn em cultura de células humanas, nas quais foi adicionado uma forma mutante da proteina
ligada a DP familiar, levou a diminuicao da produ¢@o de energia e ao aumento da producgdo de
ERO e esse estresse oxidativo pode danificar os neurdnios cerebrais, exacerbando a
neurodegeneragdo observada na DP (Devi et al., 2008).

Os estudos de Morales-Martinez et al. (2022) e Soliz et al. (2020) ressaltam a reducao
significativa na atividade dos complexos I e Il em modelos de camundongos com DP, sugerindo
uma deficiéncia generalizada na capacidade mitocondrial de sustentar a demanda energética
neuronal, o que ¢ crucial para a manutencao das fungdes celulares normais e para a prevengao
do acimulo de ERO. Essa deficiéncia energética e o subsequente estresse oxidativo estdo
intrinsecamente ligados ao dano neuronal observado na DP, corroborando em partes com o
resultado deste estudo, que observou a redugdo da atividade do complexo II em machos nos
grupo DP isolados e combinado com PS. Em contraste, o estudo realizado por Hoglinger et al.
(2003), indica para um impacto diferenciado da disfun¢do mitocondrial em diferentes regides
cerebrais, com o hipocampo, cerebelo e cortex cerebral mostrando danos leves a moderados,
comparados com regides mais tradicionalmente associadas a DP, como a SNpc.

Adicionalmente, Gongalves et al. (2019) demonstram que, no hipocampo, a exposi¢do a 6-
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OHDA aumenta a produ¢do de EROs sem uma resposta adaptativa correspondente, sugerindo
uma susceptibilidade particular dessa regido ao dano oxidativo que pode facilitar as disfungdes
cognitivas na DP. Esse resultado ¢ complementado pelo estudo de Belloso-Iguerategui et al.
(2023), que observa disfung¢do hipocampal precoce no parkinsonismo experimental, associada
a comprometimentos na plasticidade sinaptica.

O estudo de Cavalheiro (2022) adiciona uma comorbidade de obesidade a DP,
demonstrando que essa situacdo pode exacerbar as alteragdes metabdlicas no hipocampo,
sugerindo que fatores sistémicos adicionais podem influenciar a progressdo da patologia
mitocondrial e, por extensdo, a severidade da DP. Por fim, o trabalho de Ahn et al. (2021), que
investigou os efeitos de dele¢do genética no complexo II, refor¢a o papel dessa unidade
mitocondrial na modulag@o dos niveis de ERO e na manifestagdo de distiirbios motores na DP.
A redugdo funcional do complexo II, como mostrado neste estudo, pode ser um gatilho para um
aumento nos niveis de ERO, exacerbando o estresse oxidativo e contribuindo para a
neurodegeneragdo na DP.

O estudo de Kuter et al. (2019), que investigou os efeitos na SNpc do dano aos astrécitos
em conjunto com a DP induzida por 6-OHDA, destacou que os tratamentos combinados
diminuiram, significativamente, a fungdo do Complexo I, apds uma semana e continuaram
diminuidos apos quatro semanas. A persisténcia da diminui¢cdo do Complexo I indica para um
comprometimento sustentado da fun¢do mitocondrial que pode contribuir para a progressao da
DP. A morte de astrocitos e neuronios, resultou em uma diminui¢do marcante na visibilidade do
Complexo II, evidenciando uma degradag¢do da funcionalidade mitocondrial decorrente da
perda celular. Com o decorrer do tempo, especificamente apos quatro semanas, notou-se que a
atividade do Complexo II apresentou aumento, sugerindo uma adaptacdo mitocondrial ao dano
prolongado. Intrigantemente, os niveis da proteina succinato desidrogenase aumentaram no
inicio, especialmente sob condig¢des de estresse, mas essa tendéncia inverteu-se apds quatro
semanas, com uma diminui¢do nos niveis de succinato desidrogenase A, enquanto a atividade
do Complexo II mostrou-se aumentada, destacando uma complexa resposta adaptativa das
mitocondrias, frente ao estresse metabodlico e celular. Além disso, o estudo de Griinewald et al.
(2016) revelou que a deficiéncia nos complexos I e II ¢ notadamente pronunciada nos neurdnios
dopaminérgicos da SNpc, que ja possuem alta demanda metabolica. Esse estudo sugere que a
vulnerabilidade dos neurdnios dopaminérgicos na DP pode ser exacerbada por um ambiente
mitocondrial comprometido, que ¢ inadequado para sustentar suas altas necessidades
energéticas, especialmente sob condigdes de estresse adicional como a PS (Griinewald et al.,

2016; Kuter et al., 2019).
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Ao se considerar a PS isoladamente, um estudo conduzido por Ren et al. (2016),
apresenta resultados interessantes sobre a adaptagcdo bioquimica do cérebro a PS, explorando
especificamente a regulacdo das proteinas envolvidas no metabolismo energético em
camundongos C57BL/6N machos. Este estudo distingue-se por sua analise global do cérebro,
em contraste com pesquisas que se concentram em regides cerebrais especificas,
proporcionando uma compreensdo abrangente das respostas metabodlicas ao estresse induzido
pela PS. Os resultados revelaram uma regulacdo positiva de proteinas-chave relacionadas a
producdo de energia e ao manejo de pequenas moléculas, indicando uma intensificagdo dos
processos metabolicos para lidar com as demandas energéticas elevadas durante periodos de
PS, dentre estas proteinas, a Ndufv2, sugerindo que, no curto prazo, diante da PS, o cérebro
tenta compensar o estresse celular aumentando a capacidade de suas vias de transporte de
elétrons, potencialmente para sustentar a producdo de ATP e combater o déficit energético
causado pela falta de repouso adequado (Ren et al., 2016).

Na avalia¢@o dos niveis de TBARS em CPF, hipocampo, estriado e tronco encefélico,
em fémeas apods a sequéncia de DP seguida de PS, houve um aumento significativo nos niveis
de TBARS no CPF e no tronco, indicando um elevado estresse oxidativo nessas areas.
Interessantemente, quando a sequéncia foi invertida (PS seguido de DP), os aumentos foram
notados nos mesmos locais, sugerindo que a ordem de exposicdo pode ndo alterar
significativamente o estresse oxidativo no CPF e no tronco em fémeas. Os machos mostraram
aumentos similares nos niveis de TBARS no hipocampo e tronco quando expostos primeiro a
DP e, subsequentemente, a PS. Contudo, quando a PS precedeu a DP, observou-se aumento no
CPF e estriado, sugerindo que a sequéncia de exposi¢cdo pode afetar, diferentemente, o estresse
oxidativo, dependendo da regido cerebral em machos. Ao se levar em consideracdo as estruturas
cerebrais, o hipocampo e CPF mostraram variagdes no aumento dos niveis de TBARS de acordo
com o sexo e a sequéncia de exposi¢do. Isso pode refletir diferencas na vulnerabilidade regional
ao estresse oxidativo, induzido por distirbios neurodegenerativos e PS. De fato, quando
analisado o estriado e tronco, em machos, o estriado apenas mostrou alteracdes quando PS
precedeu a DP, o que pode indicar uma sensibilidade especifica do estriado a ordem de
exposicao aos estressores em machos.

Os niveis de TBARS sdo um marcador crucial para o estresse oxidativo, que estd
significativamente implicado na patogénese da DP. Em estudo de Nikam et al. (2009) com
modelo animal de DP, foram observados niveis elevados de TBARS, indicando aumento da
peroxidagdo lipidica, refletindo danos oxidativos as células neuronais. Ja o presente estudo,

observou que, independentemente da ordem de exposi¢do, fémeas exibem aumentos
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significativos nos niveis de TBARS no CPF e no tronco. Em contraste, a sequéncia de exposi¢ao
influencia diferencialmente a resposta nos machos, com aumentos notaveis no CPF e estriado
quando a PS precede a DP. A especificidade regional da resposta de dano a lipidios ¢ ainda mais
evidenciada pelo estudo de Lopes-Silva et al. (2024), que examinou os efeitos da PS associada
ao tratamento com reserpina, um modelo de DP. Aqui, o hipocampo, uma regido-chave para a
memoria e aprendizagem, mostrou-se particularmente vulneravel ao estresse oxidativo, quando
a PS foi combinada com o tratamento com reserpina, destacando o impacto exacerbado da
combinacdo de estressores sobre a vulnerabilidade do hipocampo, em contraste com o estriado,
que ndo mostrou alteracdes significativas nos niveis de TBARS, sugerindo uma possivel
resiliéncia dessa regido ou diferentes mecanismos de resposta ao estresse oxidativo (Lopes-
Silva et al., 2024).

A comparagdo dos resultados deste estudo com estudos que examinaram apenas a PS
revela que a PS, por si s0, também apresenta resultados diversos nos niveis de lipoperoxidag¢ao
lipidica em varias estruturas cerebrais. No estudo de Sahin et al. (2021) ndo foram encontradas
diferengas significativas nos niveis de malondialdeido entre os grupos controle, exercicio, PS e
exercicio combinado com PS. Esse resultado sugere que a PS, mesmo quando combinada com
exercicio fisico, ndo induziu alteragdes detectaveis na lipoperoxidagdo lipidica no hipocampo
dos ratos. Por outro lado, Aboul Ezz et al. (2021) observaram um aumento significativo nos
niveis de TBARS no hipocampo em ratos submetidos, tanto a PS quanto a combinagao de PS e
epilepsia. Esse aumento contrastante em relagdo ao grupo que sofreu apenas de epilepsia e o
grupo controle implica que a PS pode exacerbar o estresse oxidativo em condigdes patoldgicas,
potencializando os danos celulares (Aboul Ezz et al., 2021; Sahin et al., 2021).

Os estudos de Ahmad et al. (2020), Turan et al. (2021) e Vosahlikova et al. (2020)
contribuem para um entendimento mais profundo dos impactos da PS e de intervengdes
farmacolodgicas na lipoperoxidacdo lipidica em diferentes regides cerebrais e contextos
experimentais. Estes estudos, ao utilizarem modelos variados e tratamentos especificos,
demonstraram a complexidade das respostas neuronais ao estresse induzido por PS.
Vosahlikova et al. (2020) focaram no papel do litio como uma possivel intervengao
neuroprotetora em ratos submetidos a PS. O aumento da lipoperoxidagdo lipidica no cortex e
no hipocampo, em animais nao tratados com litio, sugere uma suscetibilidade acentuada dessas
regides ao dano oxidativo induzido pela PS. No entanto, o efeito protetor do litio foi
notadamente mais eficaz no cortex do que no hipocampo, o que ressalta a variabilidade regional
na resposta ao tratamento. Por outro lado, Turan et al. (2021) investigaram o exenatido, um

peptideo 1 (GLP-1), agonista do receptor do tipo glucagon, enfocando seus efeitos nos niveis
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de lipoperoxidacdo em vdrias regides cerebrais incluindo o hipocampo, cortex pré-frontal,
cerebelo e tronco encefalico apds privacao de sono REM. A auséncia de alteracdes nos niveis
de TBARS sugerindo que a duragdo e a modalidade de PS (REM) aplicada ndo foram
suficientemente disruptivas para causar alteragdes detectaveis pelo método empregado. Ahmad
et al. (2020) exploraram os efeitos neuroprotetores do extrato de Cajanus cajan em ratos
submetidos a PS por cinco dias. Os resultados indicam que a PS intensa sem interveng¢ao resulta
em aumento da lipoperoxidacdo em todo o cérebro (Ahmad et al., 2020; Turan et al., 2021;
Vosahlikova et al., 2020).

Ao se considerar a DP, varios estudos como os de Andreeva-Gateva et al. (2020),
Hovsepyan et al. (2017), Lin et al. (2023) e Romuk et al. (2017) e exploram a complexidade da
relag@o entre peroxidacdo lipidica, DP e diferentes intervengdes ou estressores, demonstrando
como essas interagdes afetam a patologia da DP. Esses trabalhos corroboram com os dados do
presente estudo, destacando o papel central da peroxidagao lipidica como um marcador de dano
oxidativo em contextos de neurodegeneracdo. O estudo de Lin et al. (2023) demonstrou que o
estresse psicoldgico exacerba a peroxidacgdo lipidica em um modelo animal de DP, aumentando
a susceptibilidade a danos neurais. Esse achado ¢ consistente com a hipdtese de que o estresse
adicional, seja bioquimico ou ambiental, pode acelerar ou intensificar os processos patoldgicos
da DP. Por outro lado, o estudo de Romuk et al. (2017) destaca a variabilidade regional da
peroxidacdo lipidica dentro do cérebro em modelos de DP induzida por 6-OHDA, em que areas
como o estriado e o hipocampo mostraram maior suscetibilidade ao estresse oxidativo. Isso
sugere uma distribuicdo heterogénea do estresse oxidativo que pode refletir diferengas na
densidade de dopamina ou na atividade metabolica entre as regides cerebrais. Adicionalmente,
Andreeva-Gateva et al. (2020) fornecem informagdes sobre a temporalidade do estresse
oxidativo e a eficacia de intervencdes antioxidantes como o acido alfa-lipdico. O aumento dos
niveis de TBARS com o tempo ilustra a progressdo do estresse oxidativo e a necessidade de
intervengdes precoces e sustentadas, o que corrobora com o entendimento de que a progressao
da DP pode ser influenciada positivamente por terapias antioxidantes. Além disso, o estudo de
Hovsepyan et al. (2017) real¢a o papel dos tratamentos moduladores de estresse oxidativo,
como o sal de litio, sugerindo que intervencdes que modulam a resposta ao estresse celular
podem ser potenciais estratégias terapéuticas na DP.

A andlise da concentragdo de nitrito/nitrato como marcadores de estresse oxidativo em
contextos da DP e PS revela a dindmica neurobiologica associada a essas condigdes. A variagao
nas concentragdes desses biomarcadores nas diferentes regides cerebrais e entre os sexos, sob

diferentes sequéncias de exposi¢do a DP e PS, ilustra a complexa interagdo entre o estresse
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metabolico e os fatores neuroanatdmicos e de género. Nas fémeas (exposicdo DP seguida de
PS) no CPF e tronco levou a um aumento significativo na concentra¢do no CPF, exclusivamente
no grupo DP e no tronco no grupo DP combinado a PS. Isso sugere uma resposta regional
especifica ao estresse oxidativo induzido pela DP, que parece ser exacerbada pela subsequente
exposicao a PS. No hipocampo e estriado ndo houve diferencas significativas, indicando uma
possivel resisténcia ou adaptacdo dessas dareas ao estresse oxidativo sob as condi¢des
experimentais impostas. Ao se inverter a exposi¢do (PS seguida de DP) houve aumento na
concentragdo de nitrito/nitrato, apenas no grupo PS combinado a DP, indicando que a PS inicial
pode predispor ao aumento do estresse nitrosativo quando seguida pela DP. Na exposi¢ao DP
seguida de PS, nos machos houve aumento da concentragio no CPF e hipocampo,
especialmente quando expostos somente a DP, o que pode refletir uma maior sensibilidade ou
menor capacidade de compensagdo ao estresse oxidativo nesses locais em comparagdo com as
fémeas, ja4 no estriado e tronco a estabilidade nos niveis sugere uma menor influéncia da
sequéncia de DP e PS nessas regides para machos. Quando os animais foram submetidos a PS
e depois a DP, as concentragdes aumentadas foram observadas somente no estriado, e somente
no grupo DP, indicando que, para os machos, a DP tem um impacto mais pronunciado no
estriado.

A interacdo entre a DP e a PS desencadeia uma cascata complexa de eventos no
metabolismo cerebral, especialmente relacionados ao estresse nitrosativo, como demonstrado
pela variagdo nos niveis de nitrito e nitrato em diversas regides cerebrais. Trabalhos que
focaram exclusivamente em modelos de DP, sem a complicag@o adicional da PS, ja indicavam
um aumento na producdo de ERN, como nitrito e nitrato, que sdo produtos da sintese de 6xido
nitrico (NO) pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS). Esse aumento estd vinculado tanto a
neurodegeneragdo quanto a neuroinflamagdo, componentes centrais na patogénese da DP
(Stykel; Ryan, 2022).

Este estudo demonstrou que a sequéncia de exposicdo a DP e PS altera a dinamica desses
biomarcadores. Por exemplo, nas fémeas, a sequéncia de DP seguida de PS exacerbou a
produgdo de nitritos e nitratos no CPF e no tronco, enquanto em machos, alteragdes
significativas foram notadas no CPF e hipocampo, sugerindo uma sensibilidade diferenciada
baseada em sexo e na sequéncia de estresse. Isso pode implicar que os mecanismos
compensatorios ou a magnitude do dano neuronal variam significativamente, ndo s6 pela regido
cerebral, mas também, pelo sexo dos individuos expostos a esses estressores. J4 na sequéncia
de exposicdo PS e DP houve um aumento dos niveis nos machos somente no estriado.

Relacionando esses achados com estudos focados unicamente em modelos de DP, como os
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conduzidos por Gupta et al. (2010) e Singh et al. (2005), observa-se uma coeréncia nos padrdes
de aumento dos niveis de nitrito e nitrato. Esses estudos destacaram o papel crucial do NO na
progressdao da DP por meio do estresse oxidativo, corroborando com a hipdtese de que a DP
eleva os niveis de ERN, exacerbando danos celulares, especialmente o estudo de Gupta et al.
(2010) observou niveis aumentados no estriado, assim como outros estudos (Gupta et al., 2010;
Singh et al., 2005).

Estudos em humanos, como os de Santos-Lobato et al. (2022) e Taskiran et al. (2003)
também ressaltam o papel dos niveis elevados de nitritos e nitratos no liquido cefalorraquidiano
de pacientes com DP, associando esses aumentos com manifestagdes clinicas como as
discinesias induzidas por levodopa. Essas observagcdes em humanos sdo particularmente
valiosas, pois sugerem que os biomarcadores de estresse nitrosativo podem ser indicativos nao
apenas de presenca da doenga, mas também, de suas complicacdes terapéuticas. O estudo de
Taskiran et al. (2003) também observou que esses niveis de nitrito e nitrato foram mais elevados
em homens em comparagdo com mulheres, enquanto nestas o estudo sugeriu uma correlagao
entre a idade e os metabolitos do NO, que ndo foi observado nos homens, enfatizando a
importancia de considerar as diferencas especificas do sexo nos niveis de nitrito e nitrato em
relacdo aos sintomas de Parkinson (Santos-Lobato et al., 2022; Taskiran et al., 2003).

A analise dos efeitos da PS sobre a atividade neuronal 6xido nitrico sintase (nNOS) e os
niveis de nitrito/nitrato oferece dados sobre as interagdes complexas entre estresse
neurodegenerativo e perturbagdes no sono e apresentam variabilidade em seus resultados, assim
como este estudo. Embora alguns estudos ndo tenham avaliado especificamente os niveis de
nitrito e nitrato, a avaliagdo dos niveis de NOS e NO reflete os niveis desses compostos, ja que
a produgdo de NO esta intimamente relacionada ao nitrito e nitrato. Estudos como os de Chittora
et al. (2022) e Kalinchuk et al. (2006) ressaltam como a PS pode exacerbar os processos
neurodegenerativos e alterar, significativamente, a quimica cerebral relacionada ao NO, um
mediador crucial em vérias fun¢des neuronais e processos patoldgicos. Chittora et al. (2022)
observaram um aumento na expressdo de nNOS em vdrias regides cerebrais criticas, como o
hipocampo, o cortex pré-frontal e os nicleos amigdaldides resultado da PS, sugerindo que esta
pode amplificar os processos neurodegenerativos, possivelmente pela maior produgdo de NO,
que em excesso pode contribuir para danos neuronais por meio de mecanismos de estresse
oxidativo. Esse achado ¢ complementado pelo estudo de Kalinchuk et al. (2006) que
demonstrou um aumento nos niveis de nitrito/nitrato durante a PS, indicando uma produ¢ao
elevada de NO que poderia estar envolvida na regulacdao do sono de recuperacdo, um aspecto

critico para a manuten¢do da homeostase neuronal.
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Contrastando com esses achados, Hsu et al. (2003) encontraram uma reducdo na
expressao de enzimas sintetizadoras de NO no hipocampo, apds privagdo de sono prolongada,
indicando uma resposta adaptativa ou uma exaustdo dos mecanismos neuronais, devido ao
estresse metabolico prolongado. Essa redugdo pode refletir uma tentativa de proteger neurdnios
contra o excesso de NO, que ¢ conhecido por suas propriedades neurotoxicas quando produzido
em grandes quantidades. O estudo de Chiem et al. (2021) traz a tona implicagdes cruciais sobre
a dinamica da NOS em resposta ao estresse e a PS, especialmente em relagdo ao género em
camundongos. Esta pesquisa detalha como a atividade da NOS ¢ diferentemente regulada entre
0s sexos e entre regides especificas do cérebro que estdo envolvidas na modula¢do do sono e
no processamento do estresse, como o septo medial (MS), a banda diagonal vertical (VDB) e o
nucleo dorsal da rafe (DRN). A descoberta de que a privagao total de sono (TSD) e o estresse
de contencdo diminuem a atividade da NOS no septo medial, exclusivamente em fémeas de
camundongos, enquanto em machos essa atividade se mantém inalterada, sugere uma
sensibilidade maior das fémeas a esses tipos de estresse neuroldgico, a0 menos nessa regiao
cerebral especifica. Isso pode indicar que as fémeas tém mecanismos de resposta ao estresse e
recuperagdo de sono que sdo distintos dos machos, possivelmente devido a diferencas
hormonais ou de expressdo génica ligadas ao sexo. Essas informac¢des demonstram que ha
variabilidade nas respostas do sistema nitrérgico e que isso pode ter implicagcdes para o
entendimento de como intervengdes leves ou moderadas na qualidade ou quantidade de sono
impactam nesse sistema e, por extensao, nos processos neurobiologicos relacionados ao estresse
e a neurodegeneracdo (Chiem et al., 2021; Hsu et al., 2003).

A andlise da atividade da MPO baseada em sexo e sequéncia de exposicdo, nas fémeas
expostas a DP seguida de os ndo mostrou mudangas significativas na atividade da MPO nas
fémeas, indicando uma possivel resiliéncia ou mecanismos compensatorios mais eficazes em
resposta ao estresse oxidativo induzido por DP e subsequente os. J4 quando expostas a PS
seguida de DP, o aumento significativo da MPO no pré-frontal apds PS sugere que a PS inicial
pode predispor ao estresse inflamatério nessa regido, que ¢ exacerbado pela subsequente
exposi¢do a DP. Em machos em que a DP foi seguida de PS, no estriado e tronco observou-se
um aumento na atividade da MPO, indicando uma resposta inflamatoria localizada nesses
tecidos quando expostos primeiro a DP e entdo a PS. Isso pode refletir uma vulnerabilidade
regional ao estresse oxidativo induzido por DP seguido de PS e, na PS seguida de DP, o aumento
da atividade da MPO no CPF e hipocampo sugere que a PS inicial pode amplificar a resposta

inflamatoria subsequente a exposicao a DP, com um efeito notdvel no CPF e no hipocampo.
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Os resultados deste estudo demonstraram que, em fémeas, a sequéncia de DP seguida
de PS nao alterou significativamente a atividade da MPO, sugerindo uma possivel resiliéncia
ou eficacia de mecanismos compensatdrios, ante o estresse oxidativo induzido. Por outro lado,
a inversdo dessa sequéncia (PS seguida de DP) aumentou a atividade da MPO no CPF,
sugerindo que a PS pode preparar o terreno para uma inflamacao exacerbada, quando seguida
pela DP. Em contraste, os machos demonstraram um aumento na atividade da MPO,
principalmente, no estriado e tronco quando a DP precedeu a PS, refletindo uma possivel maior
susceptibilidade ou menor capacidade de resposta adaptativa nessas regides, quando expostas
primeiro a DP. Ao analisar os dados sob a otica da DP somente, Choi et al. (2005) reforcam a
relevancia da MPO na neurodegeneracao associada a DP, indicando que a MPO ¢ regulada
positivamente no mesencéfalo ventral, que abrange o estriado e SNpc em modelos de
camundongos da PD induzida por MPTP. Esse achado, da mesma forma que o resultado deste
estudo, apoia a ideia de que a MPO contribui diretamente para a patologia da DP, assim como
o estudo de Sampaio et al. (2017), que observaram um aumento da atividade da MPO no
estriado em camundongos tratados com MPTP, reafirmando a contribui¢do dessa enzima para
o estresse oxidativo no contexto da DP. No trabalho de Gellhaar et al. (2017), o aumento de
células imunorreativas 8 MPO em areas cerebrais criticas para a DP, como o mesencéfalo,
caudado e putamen (que formam o estriado) em pacientes, contrasta com a falta de indugdo da
MPO em modelos animais. Isso pode indicar diferengas na expressio da MPO e sua
contribui¢do para a patogénese entre humanos e modelos animais, ou variabilidade na indugao
dependente do modelo de doenga utilizado (Choi et al., 2005; Gellhaar et al., 2017; Sampaio et
al., 2017).

Os estudos em humanos de Fernandez-Espejo et al. (2022) e Maki et al. (2019) reforcam
o papel da MPO na DP, destacando a complexidade da relagdo entre biomarcadores
inflamatorios e caracteristicas clinicas da DP, bem como as diferencas patoldgicas nos tecidos
cerebrais afetados pela doenca. A andlise de Fernandez-Espejo et al. (2022) explorou a
concentracdo e atividade de MPO no LCR de pacientes com DP idiopatica, comparando-os com
controles saudaveis. Curiosamente, enquanto as concentracdes gerais de MPO ndo diferiram
significativamente entre pacientes e controles, houve uma distin¢ao notavel baseada no género
e na duracdo da doenga nos pacientes. Os homens com DP de longa durac¢ao exibiram niveis
mais altos de MPO no LCR, o que sugere uma possivel intensifica¢do do estresse oxidativo ou
inflamatorio associado com a progressdo da doenca. Essa observagao ressalta a importancia de
considerar, tanto a duracdo da doenca quanto as diferencas de género, ao avaliar os

biomarcadores de DP. O estudo de Maki et al. (2019) demonstrou que a mieloperoxidase
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humana (hMPO) ¢ expressa em neurdnios da SNpc de pacientes com DP, mas ndo em
individuos idosos sem a doenga. A presenga de hMPO nos neurdnios da SNpc estd implicada
na oxidacdo e agregacdo de a-sinucleina, processos que sdo centrais na patogénese da DP
(Fernandez-Espejo et al., 2022; Maki et al., 2019).

A investigagdo sobre a atividade das enzimas antioxidantes CAT e SOD em contextos
de DP e PS demonstra informagdes valiosas sobre as respostas neurobioldgicas a esses
estressores. Os padrdes observados de atividade enzimatica variam, significativamente,
dependendo do sexo, da sequéncia de exposicdo e das estruturas cerebrais envolvidas,
ilustrando a complexa interacdo entre fatores neurodegenerativos e PS. Com relacdo aos niveis
da CAT, em fémeas, um aumento significativo da sua atividade foi observado no estriado,
somente no grupo exposto primeiramente a DP, sugerindo uma resposta antioxidante
intensificada para combater o estresse oxidativo induzido por essa condigdo.
Surpreendentemente, ndo foram observadas mudancas significativas na atividade da CAT em
outras estruturas ou sequéncias, o que pode indicar que a DP, mais do que a PS, ¢ um fator
determinante para a ativacdo da CAT, especialmente no estriado, que ¢ uma regido crucial para
o controle motor afetado pela DP. Nos machos, a atividade da CAT permaneceu estavel,
independentemente da sequéncia de exposi¢ao ou estrutura cerebral, sugerindo uma possivel
resiliéncia ou um mecanismo regulatério que mantém a atividade dessa enzima antioxidante
constante, frente aos estressores aplicados. Com relacdo a atividade da SOD, houve um aumento
no tronco nos grupos de f€émeas expostas a DP seguida de PS, indicando uma resposta adaptativa
ao estresse oxidativo sistémico. No entanto, uma reduc¢do na atividade da SOD no estriado
sugere uma possivel exaustdo dos mecanismos antioxidantes ou um dano mais irreversivel,
exacerbado pela combinacdo de DP e PS, enquanto nos machos, observou-se um aumento na
atividade da SOD no CPF e no hipocampo, especialmente quando a DP precedeu a PS,
ressaltando uma maior demanda por defesa antioxidante nessas areas.

Nos estudos que investigaram a atividade da SOD em animais submetidos a PS como o
de Singh et al. (2008) foi observado um aumento da atividade da SOD no coértex e tronco apos
privacdo paradoxal do sono, o que pode refletir em uma tentativa de frear o aumento do estresse
oxidativo nessas areas, enquanto a diminui¢ao no hipocampo, tdlamo e hipotdlamo indica para
uma vulnerabilidade nessas regides. Ramanathan et al. (2002) observaram uma reducdo da
atividade da SOD no hipocampo e tronco apds privacdo prolongada do sono, ao contrario dos
achados deste estudo, sugerindo que a exposicdo prolongada ao estresse (seja por DP ou PS)
pode comprometer de maneira diversa a defesa antioxidante nesses locais criticos. Ao ampliar

o olhar para um evento sistémico, os estudos Hao et al. (2019) e Zhang et al. (2017) avaliaram
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os niveis de SOD no soro de animais privados de sono e observaram que estes niveis estavam
diminuidos em relagdo aos controles, sugerindo que a OS apresenta efeitos sist€émicos e nao
somente localizados (Hao et al., 2019; Ramanathan et al., 2002; Singh et al., 2008; Zhang et
al., 2017). Ao avaliarem os niveis de SOD e CAT, Ahmad et al. (2017) e Suganya et al. (2020),
destacaram que a PS prolongada, uma semana e cinco dias, respectivamente em ratos Wistar,
levou a uma redug@o nos niveis de SOD e CAT no cortex em geral e ndo em estruturas isoladas,
confirmando que a PS pode causar um aumento no estresse oxidativo, um fator contribuinte
para a patologia da DP. Ja os estudos Chang et al. (2021) e Tang et al. (2020) demonstraram
uma diminuicao nos niveis de SOD e CAT no cortex e no hipocampo, apds longos periodos de
PS, indicando que é&reas cerebrais criticas para fungdes cognitivas ¢ de memoria sdo
particularmente vulneraveis ao estresse oxidativo decorrente da falta de sono, o que ndo foi
observado neste estudo (Ahmad et al., 2020; Chang et al., 2021; Suganya et al., 2020; Tang et
al., 2020).

A investigacao da atividade das enzimas antioxidantes como SOD e CAT em modelos
de DP revela nuances importantes no papel dessas enzimas na neuroprotecdo € no estresse
oxidativo associado a DP. Romuk et al. (2017) demonstram em um modelo animal de DP, uma
diminui¢ao significativa da atividade de SOD no hipocampo assim como neste estudo, além de
um aumento no estriado. Esse padrdo contrastante pode indicar uma resposta regional
diferenciada ao estresse oxidativo, induzido pela DP. A diminui¢do no hipocampo e o aumento
no estriado sugerem uma possivel sobrecompensacdo no estriado, que ¢ uma regido
crucialmente afetada pela DP. J4 no hipocampo, a diminui¢do da atividade da SOD poderia
contribuir para as defici€éncias cognitivas observadas na DP. Kuruvilla et al. (2013) refor¢am
que a diminuicdo das atividades da SOD e da CAT no estriado de ratos induzidos a DP e que
intervengdes terapéuticas com neurotransmissores e células da medula dssea, indicam caminhos
potenciais para a neuroprotecdo e a restaura¢do da homeostase redox. Nos estudos humanos,
Medeiros et al. (2016) e Zhou et al. (2015) fornecem um panorama sobre as discrepancias nos
niveis dessas enzimas no soro de pacientes com DP. Enquanto Zhou et al. (2015) observaram
uma diminui¢do nos niveis, indicando redu¢do nos mecanismos defensivos contra o estresse
oxidativo, Medeiros et al. (2016) ndo encontraram diferengas significativas. Essas variagdes
podem refletir diferengas metodologicas ou estdgios variados da doencga entre os participantes
dos estudos (Kuruvilla et al., 2013; Medeiros et al., 2016; Romuk et al., 2017; Zhou et al.,
2015).

A integragdo dos dados derivados deste estudo sobre a atividade locomotora, anedonia,

fun¢do mitocondrial e parametros de estresse oxidativo em modelos animais de DP e PS
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apresenta dados importantes, mas também, revela limitagdes inerentes aos modelos
experimentais e abordagens metodoldgicas adotadas. Primeiramente, enquanto os modelos
animais, como os utilizados nestes estudos, sdo essenciais para desvendar mecanismos
patofisiologicos da DP e os efeitos da PS, eles também possuem limitagdes significativas na
translacionalidade dos achados para o contexto humano. A indu¢ao de DP por meio de agentes
neurotoxicos como a 6-OHDA ou MPTP, apesar de bem estabelecida, ndo replica
completamente a progressdo gradual e o espectro completo de caracteristicas patologicas
observadas em pacientes humanos com DP (Strzelec et al., 2023; Thirugnanam; Santhakumar,
2022). Além disso, a PS, frequentemente induzida por métodos como a privagdo total de sono
ou plataformas de dgua, pode ndo mimetizar fielmente o padrdo de interrup¢do do sono
observado clinicamente, o que pode resultar em variagdes na interpretagdo dos impactos sobre
aneurodegeneragao e fungdes mitocondriais (Zamore; Veasey, 2022). Além disso, a escolha das
estruturas cerebrais estudadas e a extensdo dos parametros avaliados podem influenciar
significativamente a interpretacdo dos dados. Por exemplo, enquanto muitos estudos focam no
estriado e na SNpc devido ao seu envolvimento direto na DP, outras regides como o cortex € o
hipocampo também sdo criticas para a compreensdo completa dos efeitos cognitivos e
emocionais da DP e da PS. A variabilidade nas respostas enzimaticas antioxidantes e nas
atividades dos complexos mitocondriais entre essas regides pode sugerir diferencas regionais
na vulnerabilidade ao estresse oxidativo e danos, que sdo cruciais para estratégias terapéuticas,
mas muitas vezes sdo subestimadas ou ndo totalmente exploradas nos modelos animais
(Pingale; Gupta, 2020).

Finalmente, a andlise dos resultados ¢ frequentemente complicada pela falta de
homogeneidade nos protocolos experimentais ¢ nas medidas de resultados, especialmente
quando sdo consideradas variaveis como sexo e idade dos animais, que podem influenciar tanto
na progressao da DP quanto nas consequéncias da PS. A auséncia de padronizacdo nessas
variaveis pode levar a conclusdes conflitantes ou limitadas, restringindo a aplicabilidade dos

achados ao tratamento ou manejo clinico da DP e dos disturbios do sono em pacientes humanos.



71

6 CONCLUSAO

Este estudo abrangente investigou a intera¢do entre a DP e a PS em modelos animais,
explorando seu impacto nos pardmetros comportamentais e bioquimicos. Notavelmente, as
alteracdes observadas nas atividades dos complexos mitocondriais € nos marcadores de estresse
oxidativo fornecem importantes dados sobre como essas condi¢des estressantes podem
influenciar a fisiologia cerebral e a fun¢do mitocondrial. Os resultados indicaram que tanto o
sexo dos animais quanto a sequéncia de exposicao as condic¢des de estresse (DP seguida de PS
ou vice-versa) desempenham papéis cruciais na modulacdo das respostas bioquimicas e
comportamentais.

Foi observado que a exposi¢do a DP antes da PS apresentou diferengas entre sexos,
podendo refletir variacdes na vulnerabilidade ou na capacidade adaptativa dos sexos em
resposta ao estresse neurodegenerativo e a PS. A ordem de exposi¢do aos estressores parece
influenciar significativamente esses resultados, com implicagdes importantes para a
compreensdo da progressdo da DP e o desenvolvimento de estratégias terapéuticas.

Os achados deste estudo podem indicar mecanismos compensatdrios nos neuronios para
manter a produ¢do de energia sob estresse neurodegenerativo, os quais podem ser influenciados
pelo sexo. Perspectivas futuras para esse campo de pesquisa devem incluir estudos longitudinais
para monitorar as alteragdes progressivas nos parametros bioquimicos e comportamentais em
resposta a multiplos ciclos de DP e PS. Além disso, a exploragdo de intervencdes terapéuticas
que possam mitigar os efeitos da DP e da PS sobre o metabolismo energético e o estresse
oxidativo pode oferecer novas abordagens para o tratamento da DP.

Investigar o papel dos sexos nas respostas a essas condi¢des também poderia levar ao
desenvolvimento de estratégias personalizadas, potencialmente aumentando a eficacia dos
tratamentos para DP em homens e mulheres. Este estudo destaca a complexidade das interagdes
entre a DP e a PS e seus efeitos no comportamento e na fisiologia celular. Além disso, abre
novas perspectivas para o entendimento de como os distirbios do sono e as condi¢des
neurodegenerativas como a DP, interagem, potencialmente, exacerbando-se mutuamente, e
como essas interagdes podem ser contidas para melhorar a qualidade de vida dos pacientes. Sao
necessarios mais estudos para um entendimento mais aprofundado e claro sobre a agdo da DP

em relagdo a PS e da PS em relag@o a DP, ndo s6 em modelo animal, mas em humanos também.
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