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RESUMO 

A reserpina induz a falha na capacidade de armazenamento das monoaminas nas vesículas 

sinápticas, gerando uma depleção dessas substâncias no nervo terminal e aumento do estresse 

oxidativo (EO). Um grande corpo de evidências mostra que este fármaco causa o aparecimento de 

sintomas motores e não motores semelhantes aos vistos na doença de Parkinson, sendo seu protocolo 

de aplicação comumente executado durante a fase de claro, usando animais noturnos como principal 

modelo experimental.  Alguns estudos, no entanto, sugerem que na fase de claro existe uma menor 

concentração de antioxidantes no organismo desses animais noturnos devido a oscilações diárias na 

produção de enzimas como a catalase e superóxido dismutase, além do neurohormônio melatonina, 

que apresentam picos durante a fase de escuro. Essas oscilações, portanto, podem representar uma 

vulnerabilidade dependente de fase a desordens decorrentes de danos a estrutura do DNA, 

peroxidação de lipídios e oxidação de proteínas. Muitos desses parâmetros de ritmicidade biológica 

não são levadas em conta no momento de padronização de modelos experimentais o que pode 

distanciar os resultados obtidos nesses animais da fisiopatologia de algumas desordens. Tendo em 

vista as interações da maquinaria circadiana e o EO, o objetivo deste trabalho é observar se o modelo 

farmacológico da reserpina em ratos (Santos et al., 2013), quando aplicado durante a fase de escuro,  

apresenta o mesmo efeito de indução dos sintomas motores da DP comparado com seu protocolo 

padrão de aplicação na fase de claro, bem como se ocorre alterações neuroquímicas na via nigro-

estrital. Foram utilizados 41 animais com idade aproximada de 3 meses. Os animais foram submetidos 

à administração da reserpina em duas fases distintas, atividade e repouso; o efeito da droga no 

comportamento foi avaliado através do teste de catalepsia. Os animais também tiveram uma 

avaliação, em grupo, do ritmo de atividade-repouso durante todo o procedimento experimental. 

Posteriormente, foram avaliados parâmetros neuroquímicos relacionados quantificação dos neurônios 

dopaminérgicos. A administração de reserpina não apresentou alterações significativas no periodo de 

atividade/repouso dos grupos. No teste de catalepsia observamos que os animais tratados com a droga 

apresentaram a perda motora esperada ao final do protocolo, no entanto o grupo que recebeu o 

tratamento com reserpina durante a noite teve o início dessa perda motora de maneira mais tardia, em 

relação ao grupo que recebeu o tratamento durante o dia. Já na avaliação neuroquímica, não foi vista 

uma perda neuronal significativa na substância negra parte compacta e substância negra lateral, 

apenas a área tegmentar ventral mostrou uma perda neuronal significativa no grupo que recebeu a 

reserpina durante a noite em relação ao seu grupo controle.  

 

Palavras chave: Reserpina, Estresse oxidativo, Antioxidantes, Ritmos circadianos, Doença 

de Parkinson 
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ABSTRACT 

Reserpine induces a failure in the storage capacity of monoamines in synaptic vesicles, 

generating a depletion of these substances in the terminal nerve and an increase in oxidative stress. A 

large body of evidence shows that this drug causes the appearance of motor and non-motor symptoms 

similar to those seen in Parkinson's disease, with its common application protocol resulting from a 

light phase, using nocturnal animals as the main experimental model. Some studies, however, 

realization that in the light phase there is a lower concentration of antioxidants in the animal body, 

nocturnal animals due to daily fluctuations in the production of enzymes such as catalase and 

superoxide dismutase, in addition to the neurohormone melatonin, which show peaks during the dark. 

These oscillations, therefore, can represent a phase-dependent vulnerability to disorders resulting 

from damage to a DNA structure, lipid peroxidation and protein oxidation. Many parameters of 

biological rhythmicity are not taken into account when standardizing experimental models, which 

can distance the animal results from the pathophysiology of some disorders. In view of the 

interactions of circadian machinery and EO, the objective of this work is to observe whether the 

pharmacological model of reserpine in rats (Santos et al., 2013), when provided during a dark phase, 

has the same effect of inducing symptoms DP engines compared to their standard application protocol 

in the clear phase, as well as neurochemical changes in the nigroestrital pathway. 41 animals were 

used with an approximate age of 3 months. The animals were prepared for the administration of 

reserpine in two distinct phases, activity and rest; the effect of the drug on behavior was assessed 

using the catalepsy test. The animals also have a group assessment of the rest-rest rhythm throughout 

the experimental procedure. Subsequently, neurochemical parameters related to the quantification of 

dopaminergic neurons were adopted. The administration of reserpine does not change changes in the 

activity / rest period of the groups. In catalepsy test we observed that animals treated with the drug 

had the expected motor loss at the end of the protocol, however the group that has received the 

treatment with reserpine during the night had the beginning of this motor loss later, in relation to the 

group that has received the treatment during the day. In the neurochemical evaluation, it was not seen 

a neuronal loss consolidating in the substancia nigra pars compacta (SNpc) and substancia nigra 

lateral (SNL), only a ventral tegmental área (VTA) revealed a meaning neuronal loss in the group 

that includes a reserpine during the night in relation to its control group. 

 

Keywords: Reserpine, Oxidative stress, Antioxidants, Circadian rhythms, Parkinson's disease 
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1. Introdução 

1.1- O estresse oxidativo  

Os processos de oxidação-redução estão presentes em mecanismos bioenergéticos, anabólicos 

e catabólicos sendo, portanto, fundamentais para a vida (Sies, Berndt, & Jones, 2017). O conceito de 

estresse oxidativo (EO) foi primeiro formulado em 1985 como sendo “um distúrbio entre o balanço 

pró-oxidante e antioxidante, em favor do primeiro” (Sies, Cadenas, Symons, & Scott, 1985). 

Atualmente, o entendimento de que contrabalancear a produção de radicais livres (RL), principal 

subproduto metabólico pró-oxidante, pode aumentar a expectativa de vida e atenuar doenças 

cardiovasculares ou neurodegenerativas,  tem aumentado o interesse de cientistas de diversas áreas 

da saúde sobre esse tema (Chen & Zweier, 2014). 

Os RL são átomos ou moléculas que possuem elétrons desemparelhados na sua camada de 

valência. Dessa forma, existe uma tendência desses elétrons atraírem outros elétrons livres ou de 

macromoléculas, como proteínas, lipídios ou DNA, para se estabilizar ao passo que as desestabiliza 

(Slater, 1984). Os principiais tipos de RL são as espécies reativas de oxigênio (ERO) oriundas de 

reações catalisadas por enzimas, como a respiração aeróbica, ou de resposta a exposição de agentes 

estressores exógenos. As ERO englobam uma variada classe de compostos, tais como oxigênio 

singlet, radical superóxido, hidroxila (OH), peróxido de hidrogênio (H2O2), perhidroxil, alcoxil, 

peroxil, hidroperóxido orgânico e carbonila excitada (Helmut Sies, 1991). 

Apesar de serem produzidos no citosol e em qualquer outra organela, a maior fonte geradora de 

ERO ocorre na cadeia transportadora de elétrons das mitocôndrias, em especial no complexo I 

(NADH - desidrogenase) e complexo III (Ubiquinona, citocromo C – redutase) (Murphy, 2009). 

Nessa cadeia, o NADH atua como doador de elétrons ao se oxidar em NAD+ através da ação das 

enzimas do complexo I, liberando H+ para o espaço inter-membrana enquanto esses elétrons livres 

se destinam ao complexo III e eventualmente ao complexo IV, onde ocorre a redução das moléculas 

de oxigênio em água, para posteriormente ser gerado ATP no complexo ATP-sintase (Liu et al., 

2002). Em condições de baixa produção de ATP ou aumento exacerbado na razão NADH/NAD+, os 

elétrons doados pelo NADH nos complexos I e III extravasam para a matriz mitocondrial e reduzem 

moléculas de oxigênio, formando o radical superóxido o qual é associado a cascatas metabólicas que 

desencadeiam a formação dos outros ERO  (Fig.1) (Fanjul-Moles & López-Riquelme, 2016; Murphy, 

2009) 
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Figura 1. Mecanismos da produção de ERO pela cadeia transportadora de elétrons das 

mitocôndrias (Kudryavtseva et al., 2016).  

 

É relevante observar que o aumento do EO é uma característica comum ao envelhecimento e 

quadros patológicos como doenças neurodegenerativas. De fato, as primeiras teorias modernas sobre 

o envelhecimento biológico são embasadas na suposição lógica de que quanto mais tempo de 

metabolismo um organismo é submetido, mais RL serão gerados e maior a probabilidade de EO, 

significando danos celulares a longo prazo (Harman, 1956). Atualmente, a relação entre EO e 

envelhecimento não é mais simplesmente caracterizada como “fonte de dano acumulado com o 

tempo”, uma vez que sabe-se que a produção de RL, como H2O2, tem importante função na 

sinalização de vias intracelulares (Pérez et al., 2009). Ainda, a hipótese mitohormética postula que 

estressores crônicos de baixa intensidade, apesar de induzirem a produção de RL, a longo prazo 

favorecem a proteção contra estressores de maior intensidade (Masoro, 2007). A exemplo disso, 

protocolos de restrição calórica podem triplicar a expectativa de vida de nematódeos e aumentar em 

até 50% a de roedores a despeito de seu aumento pró-oxidativo  (Fontana et al., 2010; Guo et al., 

2018). Embora o EO não seja mais considerado o único protagonista no processo de envelhecimento, 

não se nega a interdependência entre esses dois processos uma vez que o EO induz a perda de 

proteostase, disfunções mitocondriais, instabilidade genômica e senescência celular, sintomas chave 

do envelhecimento (López-Otín et al., 2013). 

 

O dano oxidativo gerado pela produção das ERO é inibido ou atenuado por substâncias 

antioxidantes que podem ser tanto exógenas como endógenas e enzimáticas ou não enzimáticas 
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(Birben et al., 2012). Os sistemas enzimáticos de proteção antioxidante consistem de moléculas 

intracelulares, como a superóxido dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase, transferase 

(GST) ou redutase. Essas enzimas têm vias comuns de remoção das ERO. Por exemplo, a SOD atua 

na conversão do radical superóxido em peróxido de hidrogênio, RL mais estável e menos danoso, e 

este por sua vez pode ser eliminado pela via da glutationa peroxidase que o converte em água 

(Rahman, 2007). 

Em comparação, os antioxidantes não enzimáticos em sua maioria são exógenos e podem ser 

divididos em vitaminas lipossolúveis (vitamina A vitamina E ou beta caroteno), hidrossolúveis 

(vitamina C e vitaminas do complexo B) e os oligoelementos (zinco, cobre, selênio e magnésio) 

(Fanjul-Moles & López-Riquelme, 2016). A vitamina C é considerada o principal sistema 

antioxidante hidrossolúvel. Ela atua de forma generalizada na remoção de RL e oxigênio singlet, além 

de regenerar a vitamina E, ou tocoferol, que é um dos principais sistemas antioxidantes lipossolúveis 

das membranas celulares, juntamente com os carotenoides (Fanjul-Moles & López-Riquelme, 2016; 

Rahman, 2007). Outro antioxidante não enzimático importante é a melatonina, neuro-hormônio 

secretado pela glândula pineal de vertebrados (Reiter, 1991). Ela participa na transdução de sinal 

intracelular, padronização da proliferação de morte celular, sequestrando e inibindo a geração de RL, 

bem como estimulando a síntese de outros antioxidantes endógenos, como a SOD, glutationa e 

glutationa peroxidase ou redutase. Além disso, balanceia o funcionamento do complexo I 

mitocondrial  impedindo a formação de ERO oriundos das disfunções da cadeia respiratória (Sun et 

al., 2015).  

 

1.2- Ritmicidade circadiana e a regulação dos mecanismos antioxidantes 

A evolução da maioria ou senão de todos os organismos vivos na terra foi moldada por um ciclo 

claro/escuro que apresenta um período em torno de 24h. Sendo assim, padrões rítmicos de sinalização 

celular, cascatas bioquímicas, expressão gênica, atividade fisiológica e comportamental conferem ao 

organismo vantagem adaptativa ao prover respostas antecipatórias a flutuações ambientais diárias. 

Esses padrões conhecidos como ritmos circadianos são regulados endogenamente e estão presentes 

desde cianobactérias até os eucariotos (Dibner et al., 2010). 

A variação da intensidade luminosa é a principal pista externa (zeitgeber) que atua como agente 

sincronizador dos ritmos circadianos de boa parte dos seres vivos (Wilking et al., 2013). Essa variação 

fótica é captada por um complexo sistema de regiões neurais interligadas, o sistema de temporização 

circadiana (STC) (Cavalcante et al., 2006). Classicamente, o STC é composto por três principais 

componentes: vias de entrada da informação sensorial, um marca-passo central e vias de saída 

conectadas com efetores comportamentais (Morin, 2013). Em mamíferos, o marca passo central é o 
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núcleo supraquiasmático (NSQ) localizado no hipotálamo, cuja via de entrada fótica é fornecida 

diretamente pela retina através do trato retino-hipotalâmico (Hendrickson et al., 1972; Moore & Lenn, 

1972; Welsh et al., 2010). O NSQ por si só é capaz de gerar e modular os ritmos circadianos, porém 

sua função é ajustada pelas aferências modulatórias provenientes do folheto intergeniculado do 

tálamo e dos núcleos serotonérgicos da rafe, majoritariamente relacionados a estímulos não fóticos 

como alerta e novidade ambiental (Hay-Schmidt et al., 2003; Moore & Card, 1994).  

O NSQ tem três principais vias de saída: uma que tem terminação no septum, outra que chega 

ao núcleo paraventricular do tálamo e a maior e mais robusta que inerva as porções periventricular, 

retroquiasmática e subparaventricular do hipotálamo (Morin, 2013). Parte dessas projeções mais 

robustas terminam no núcleo paraventricular do hipotálamo, de onde se projetam neurônios para a 

coluna intermédio lateral da medula espinhal, fazendo sinapse com neurônios do gânglio cervical 

superior, que por sua vez se projeta para a glândula pineal, fornecendo o controle circadiano da 

secreção de melatonina, cujo pico ocorre durante a fase de escuro (Moore, 1995; Reiter et al., 2014). 

Os mecanismos envolvidos na ritmicidade circadiana englobam oscilações de expressão de 

genes relógio através de alças de retroalimentação transcricionais-traducionais (Fig.2) (Ko & 

Takahashi, 2006). Proteínas que regulam positivamente a transcrição incluem, Brain and muscle 

ARNT-like 1 (BMAL1) e circadian locomotor output cycles kaput (CLOCK) enquanto os que inibem 

incluem as flavoproteínas criptocromo (CRY) e as proteínas período (PER). De modo geral, BMAL1 

e CLOCK se ligam às regiões promotoras do DNA dos genes relógios, interagindo com a sua 

cromatina e favorecendo sua expressão. No entanto, essa ação também favorece a transcrição dos 

genes cry e per acarretando em aumento da expressão das proteínas CRY e PER que por sua vez irão 

causar a inibição do complexo BMAL1 e CLOCK, retroalimentando negativamente o circuito 

(Shearman, 2000). Expressões rítmicas de BMAL1, CLOCK, CRY e PER estão presentes em células 

de praticamente todos os tecidos (Koike et al., 2012). 
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Figura 2. Maquinaria molecular do relógio circadiano composta por alças de 

retroalimentação, reguladas pelas proteínas BMAL1, PER, CRY e CLOCK. (Honma, 2018).  

 

Vários componentes moleculares comuns aos processos de EO e ritmicidade circadiana já 

foram identificados (Hood & Amir, 2017). Já foi mostrado, por exemplo, que a deleção do gene Bmal 

1 em camundongos acarreta na diminuição da expressão do fator de transcrição Nrf2 que tem 

conhecida ação de promover a produção de enzimas antioxidantes, levando a um maior acumulo de 

ERO (Lee et al., 2013; Zhao et al., 2017). Adicionalmente, em outro estudo utilizando camundongos 

nocaute para Bmal 1, foi mostrado que esses  animais apresentavam um prematuro fenótipo de 

envelhecimento, contendo uma acelerada perda da massa óssea e muscular, catarata e redução de 

expectativa de vida, fatores associados a falha na atividade antioxidante e acumulo de ERO, sendo 

eles parcialmente recuperados com a administração do antioxidante N-acetil L cisteina (Kondratov, 

2006; Kondratov et al., 2009). Ademais, a proteína SIRT1 promove a desacetilação das proteínas 

BMAL1 e PER2 com o auxílio do NAD+ como co-fator. Dessa forma, essa proteína regula a razão 

NADH/NAD+ favorecendo o funcionamento normal da cadeia transportadora de elétrons e, 

simultaneamente, favorece a ação de BMAL1 em conjunto com a inibição de PER2-CRY impedindo 

a retroalimentação negativa do relógio molecular (Yang et al., 2017).  

Já foi demonstrado que a expressão de algumas enzimas antioxidantes, como por exemplo a 

catalase, SOD e GST tem expressão circadiana (Fig.3) (Krishnan et al., 2008). Já foi relatado, em rins 



17 
 

e fígado de camundongos, que a catalase apresenta flutuação diária de atividade, tendo um pico no 

meio da fase escura (Patel et al., 2014). Em hamster, também foi demonstrado que ocorre um maior 

nível de produção e atividade de SOD durante a fase de escuro  (Tomas-Zapico et al., 2003). A enzima 

GST em  roedores, apresenta um padrão mais polifásico de expressão, com picos de atividade tanto 

durante a fase de escuro, quanto durante a fase clara (Musiek & FitzGerald, 2013). Essas variações 

nos picos de atividade de enzimas antioxidantes mostram que possivelmente há vulnerabilidade 

dependente de fase a injúrias/ desordens decorrentes de danos a estrutura do DNA, peroxidação de 

lipídios e oxidação de proteínas (Wilking et al., 2013).  

 

 

Figura 3. Componentes relacionados com a reguação do estresse oxidativo demonstram 

padrão oscilatório em seus picos de atividade. Retirado de (Wilking et al., 2013). 

 

1.3- Modelos da doença de Parkinson baseados em estresse oxidativo.  

O sistema nervoso é particularmente vulnerável aos danos do EO uma vez que os neurônios 

possuem altas taxas metabólicas, grande quantidade de ácidos graxos peroxidáveis e metais de 

transição, baixa concentração de antioxidantes e baixa capacidade de regeneração (Franco-Iborra et 

al., 2018). Isso é refletido, por exemplo, na patogenia da doença de Parkinson (DP), onde é visto que 

os neurônios dopaminérgicos do circuito nigroestriatal em cérebros de pacientes com DP apresentam 

uma maior concentração de ferro, metal que intensifica a formação de ERO, quando comparados a 

pacientes controle (Sian-Hülsmann et al., 2011). 

A história da doença de Parkinson (DP) se inicia oficialmente em 1817 quando James 

Parkinson, um médico inglês, inspirado pela observação de várias pessoas que apresentavam sintomas 
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semelhantes nas ruas de Londres, publica uma dissertação intitulada “The Shaking Palsy”, onde é 

caracterizada uma nova doença que apresentava um início insidioso e uma incapacitação progressiva 

(Marsili et al., 2018; Obeso et al., 2017). Mesmo após 200 anos de sua descrição, a DP continua sendo 

amplamente estudada e é a segunda condição neurodegenerativa mais frequente, após a doença de 

Alzheimer (Elbaz et al., 2016). Todo ano 13 em cada 100.000 mil pessoas são diagnosticadas com 

DP, com uma maior prevalência na população idosa onde 2-3% das pessoas acima dos 65 anos são 

afetadas (Williams-Gray & Worth, 2016). Com o aumento da expectativa de vida mundial a DP está 

cada vez mais frequente e é esperado que o seu número de diagnósticos seja dobrado até 2040. Isso 

poderá causar um aumento nos encargos sociais e econômicos (Leal et al., 2016).  

A DP é caracterizada clinicamente pela presença de sintomas motores como tremores, lentidão 

dos movimentos, rigidez e instabilidade postural e por uma fase prodromal com a presença de 

sintomas não motores como a constipação, anosmia (perda olfativa), depressão, psicose, disfunção 

cognitiva, demência e alterações no ritmo de sono – vigília e distúrbios de sono (e.g. síndrome das 

pernas inquietas, distúrbio comportamental do sono REM e sonolência diurna excessiva). Esses 

sintomas não motores podem tanto preceder quanto se desenvolverem em paralelo com os sintomas 

motores (Elbaz et al., 2016; Williams-Gray & Worth, 2016). A mais conhecida característica da DP 

está nos sintomas motores da doença, que são decorrentes de uma perda progressiva de neurônios 

dopaminérgicos imunomarcados por tirosina-hidroxilase (TH) na substância negra, acarretando em 

uma redução do aporte de dopamina para o estriado dorsal. Por outro lado, os sintomas não motores 

estão atrelados ao processo neurodegenerativo de outras regiões dopaminérgicas, assim como 

também de outros sistemas de neurotransmissão como os circuitos noradrenérgicos que partem do 

locus ceruleus e os serotoninérgicos dos núcleos da rafe no tronco encefálico (Leal et al., 2016). Além 

disso, outros mecanismos fisiopatológicos estão envolvidos no início e na progressão da DP, bem 

como disfunções mitocondriais, distúrbios nas vias de liberação de proteínas, agregação anormal da 

proteína alfa-sinucleina (AS) formando corpúsculos de Lewi e estresse oxidativo (Elbaz et al., 2016; 

Maiti et al., 2017).  

Uma metodologia bastante utilizada para se discutir essas hipóteses são os modelos animais. 

Tais modelos consistem na administração de fármacos ou no uso de animais transgênicos, que 

induzem alterações neuroquímicas e comportamentais similares as observadas na DP (Jagmag et al., 

2016). Os fármacos mais utilizados para este fim são a 6-hidroxidopamina (6-OHDA), a 1-metil-4-

fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP), rotenona, paraquat e reserpina. Essas drogas atingem o 

sistema dopaminérgico por diferentes vias (Fig.4). A toxina 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina 

(MPTP) é convertida pela micróglia a 1-metil-4-fenilpidina (MPP+), que é retomado pelo 

transportador de dopamina (DAT) pelos neurônios dopaminérgicos. Uma vez dentro dos neurônios, 

MPP+ age inibindo o complexo-I da cadeia respiratória. Já pesticidas (Rotenona e Paraquat) também 
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são capturados por DAT e têm ação direta no complexo-I da cadeia respiratória. A 6-hidróxidopamina 

(6-OHDA), por sua vez, é uma neurotoxina que age igualmente nos neurônios dopaminérgicos e 

noradrenérgicos, entrando nos neurônios via DAT e pelos transportadores noradrenérgicos (NAT), 

respectivamente (Leal et al., 2016).  

 

Figura 4. Representação esquemática dos eventos moleculares nos neurônios dopaminérgicos 

(esquerda), noradrenérgicos (centro) e serotonérgicos (direita) depois da administração das 

principais toxinas (MPTP, 6-OHDA, Pesticida, Reserpina) usada para induzir modelos 

animais da DP. Retirado de (Leal et al., 2016).  

A reserpina é um dos modelos animais mais antigos utilizados nas pesquisas da DP, sendo um 

alcalóide extraido das raizes da Rauwolfia serpetina (Leal et al., 2016). A princípio foi utilizada no 

tratamento para a hipertensão, por diminuir a pressão sanguínea, e para acalmar pacientes com 

ansiedade. Após alguns anos, entretanto, foi observado que uma alta porcentagem dos pacientes que 

receberam esse tratamento desenvolveram parkinsionismo (Fahn, 2015). Esse fármaco atua 

diminuindo a capacidade de armazenamento e concentração de monoaminas, como noradrenalina, 

serotonina (5-HT) e dopamina no cérebro e em órgãos periféricos através da inibição do transportador 

vesicular de monoaminas (VMAT) no sistema nervoso central (Duty & Jenner, 2011; Leão et al., 

2015), afetando diferentes vias dopaminérgicas, como a via nigroestriatal e a mesolimbica, onde a 

primeira está envolvida com o aparecimento dos sintomas motores e o segundo está mais relacionado 

com os sintomas não motores (Klein et al., 2019). Especificamente, a reserpina induz uma perda na 

capacidade de estocagem das monoaminas nas vesiculas sinápticas, depleção de monoaminas no 

nervo terminal e um anormal acúmulo citosólico de monoaminas nos neurônios pré-sinápticos, 

aumentando o EO intracelular (Leal et al., 2016).  
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Em comparação com outros modelos, que causam déficits motores irreversíveis após uma única 

administração, a reserpina produz uma gradual progressão do parkinsionismo em roedores quando 

administrada continuamente e em pequenas doses (0,1 mg/kg), originando alterações motoras severas  

precedidas de alterações cognitivas (Luo et al., 2017; Santos et al., 2013). Alterações não motoras 

também podem ser observadas na administração de uma única dose (1.0 – 5.0 mg/kg), causando 

déficits de memória e comportamentos do tipo ansioso sem o aparecimento dos danos motores 

(Fernandes et al., 2012). Atualmente alguns estudos têm seguido o protocolo de  administração da 

reserpina na fase de descanso dos roedores (08:00 am – 04:00 pm) (Brandão et al., 2017; Fernandes 

et al., 2012; Leão et al., 2017; Massari et al., 2017; Santos et al., 2013). Em adição, estudos com 

Drosophila melanogaster mostram que existem diferenças de taxa de mortalidade referentes ao 

horário de exposição a agentes promotores de EO (Krishnan et al., 2008). Tendo em vista as 

intersecções entre a maquinaria circadiana e o EO, no presente trabalho buscamos observar se o efeito 

da reserpina quando aplicado durante a noite, fase de atividade do animal,  induz os sintomas da DP 

quando em comparação ao protocolo padrão de aplicação na fase de repouso (Santos et al., 2013). 
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2. Justificativa  

Ao longo dos últimos anos, nosso grupo de investigação em colaboração com outros grupos, 

atuou na padronização de modelos farmacológicos para otimização do seu potencial em mimetizar 

doenças neurodegenerativas. Os modelos baseados em indução de um desequilíbrio oxidativo ou 

depleção de dopamina por meio de neurotoxinas são as estratégias mais utilizadas para o estudo da 

DP uma vez que modelos genéticos apresentam as desvantagens de não reproduzirem com fidelidade 

sintomas fisiopatológicos chave e representarem apenas de 5-10% dos casos da DP. Em paralelo, 

temos expertise no estudo de ritmos biológicos e sistema de temporização circadiana, variável muitas 

vezes pouco explorada no estabelecimento de tais modelos e que por vezes trazem discussões 

referentes a fidedignidade dos resultados e sua extrapolação para o que ocorre em humanos.  

Considerando que o modelo de reserpina atua por vias favorecedoras do EO, sendo estas intimamente 

associadas aos mecanismos de ritmicidade biológica, destacamos que a proposta de estudar variações 

fase-dependentes induzidas por reserpina fornece um panorama mais completo do entendimento 

desse modelo e suas aplicações, além de possibilitar a expansão do conhecimento básico sobre EO, 

DP e ritmicidade circadiana. 
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3 – Objetivos 

3.1- Geral 

 

Avaliar os efeitos da aplicação de reserpina levando em consideração duas fases distintas, 

atividade e repouso dos animais.  

 

3.2- Específicos 

 

 Avaliar o ritmo de atividade repouso dos animais durante todo o protocolo experimental;  

 Avaliar a progressão dos déficits motores característicos do protocolo reserpina quando 

comparado aplicações do fármaco em duas diferentes fases do animal, atividade e repouso; 

 Avaliar se existem alterações na quantidade de neurônios dopaminérgicos da via nigro-

estriatal comparando as diferentes fases de aplicação do protocolo reserpina, bem como em dois 

diferentes horários de sacrifício (ZT6 e ZT18). 
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4. Hipóteses 

 H0: A reserpina, quando aplicada no horário de atividade do animal altera as variações 

circadianas na expressão de proteínas e hormônios, alterando a resposta celular ao EO, podem 

afetar a eficácia da droga de acordo com o horário de aplicação. 

 H1: A reserpina, quando aplicada no horário de atividade do animal não altera as 

variações circadianas na expressão de proteínas e hormônios, alterando a resposta celular ao 

EO, podem afetar a eficácia da droga de acordo com o horário de aplicação. 
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5. Metodologia 

 

5.1 - Animais 

Foram utilizados um total de 41 ratos (Rattus novergicus) Wistar machos com 3 meses de idade. 

Todos os animais foram abrigados no biotério de experimentação do laboratório de estudos 

neuroquímicos (Lenq), em grupos de 4 por caixa (32cm x 39cm x 16,5cm) com acesso a água e 

comida a vontade, condições controladas de temperatura (23 ± 1º C) e de fluxo de ar e sob ciclo 

claro/escuro de 12h/12h (luzes acendem as 6:30h AM). Todos os experimentos aqui executados foram 

autorizados pelo comitê de ética em uso animal, sob o número de protocolo 008/2019, certificado nº 

155.008/2019 (em anexo) seguindo os direcionamentos exigidos pelo órgão fiscalizador (Concea). 

5.2 - Design experimental  

Os animais passaram por um período de manipulação para uma melhor habituação ao 

experimentador, onde foram manuseados diariamente por 10 min durante 5 dias antes do começo do 

experimento. Logo após esse manuseio, os ratos foram aleatoriamente direcionados para um dos 4 

grupos: Controle (ZT6) (CTR/ZT6: n=8), Reserpina (ZT6) (RES/ZT6: n=11), Controle (ZT18) 

(CTR/ZT18: n=10) e Reserpina (ZT18) (RES/ZT18: n=12). Todos os animais passaram por um 

registro de atividade basal de 14 dias, com sensores de movimento, e permaneceu durante todo o 

protocolo de administração da reserpina. Os animais do grupo CTR (ZT6) e CTR (ZT18) foram 

administrados com solução salina subcutâneas (s.c) em seus respectivos ZT´s e em dias alternados. 

Os do grupo RES (ZT6) e RES (ZT18) passaram pelo procedimento de aplicação, em seus respectivos 

ZT´s e em dias alternados, de 10 injeções (s.c) de solução 0,1 mg/kg de reserpina. Em todos os grupos, 

o n total de 41 animais foi dividido em 2 subgrupos de injeções em distintas horas de zeitgebers (ZTs), 

onde o ZT 12 é definido como o momento de apagar das luzes do biotério, sendo estas realizadas no 

ZT 6 (n = 19), fase de claro, ou ZT 18 (n = 22), fase de escuro. Os animais foram submetidos a testes 

comportamentais para comportamento de catalepsia diariamente. Contando o tempo de habituação, 

registro de atividade e administração, foram um total de 40 dias de experimentação. Os ratos de todos 

os grupos foram sacrificados 48h após a última injeção. Os animais correspondentes a cada subgrupo 

de ZT de administração foram sacrificados e perfundidos nos mesmos ZTs de injeção (ZT6 e ZT18), 

podendo ser no seu mesmo ZT ou no ZT invertido. Os encéfalos dos animais perfundidos foram então 

submetidos a procedimentos de imunoistoquímica para análises morfométricas (Fig.5). 
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Figura 5. Desenho experimental da pesquisa 

 

5.3  Procedimentos experimentais  

5.3.1  Registro de atividade e repouso 

Antes do período de habituação de 5 dias, todos os animais foram divididos em caixas com 4 

indivíduos e para um registro basal de 14 dias da atividade desses animais, antes de começar o 

protocolo de reserpina e no decorrer do mesmo. Esse registro foi continuamente medido por um 

programa caseiro de computador Software Sap (software de acionamento programado), usando 

sensores de movimento (HC-SR501) que foram colocados 10 cm acima da caixa dos animais.  

 

 

Figura 6. Aparato experimental para o registro dos ritmos de atividade e repouso, através de 

sensores 
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5.3.2  Teste de catalepsia 

Todos os animais foram submetidos a este teste antes da 1ª injeção e sucessivamente por todos 

os 21 dias de experimentação. O comportamento de catalepsia foi avaliado colocando-se as patas 

dianteiras do animal sobre uma barra de vidro horizontal elevada a 9,0 cm da superfície na qual está 

apoiada suas patas traseiras. O tempo que cada animal fica nessa posição é quantificado em segundos, 

até um limite de 180s. É utilizado o valor da média de três exposições consecutivas. 

 

Figura 7. Aparato experimental para o teste de Catalepsia. Foto retirada de (Diógenes et al., 

2017 - dados não publicados) 

5.3.3 - Perfusão e microtomia 

Ao final do tratamento e teste comportamental, todos os ratos de cada grupo de injeção foram 

divididos aleatoriamente entre os ZT6 e ZT18 e anestesiados via intraperitoneal utilizando tiopental 

na dose de 90 mg/kg do peso do animal. Em seguida foram perfundidos transcardiacamente com 

infusão de solução salina 0,9% em tampão fosfato 0,1M (pH 7,4), com o objetivo de prevenir a 

formação de coágulos e possibilitar uma melhor penetração do fixador nos tecidos. Logo após é feita 

a infusão de solução fixadora (paraformaldeido a 4% em tampão fosfato 0,1M pH 7,4) através de uma 

bomba peristáltica. Os encéfalos foram coletados por craniotomia e pós-fixados na solução fixadora 

com a adição de 30% de sacarose por 24h e então a solução é trocada por outra de sacarose a 30% 

em tampão fosfato 0,1M pH 7,4 para crioproteção. Foram feitas secções frontais de 50μm distribuídas 

em 5 poços contendo solução anticongelante a base de etilenoglicol e tampão fosfato 0,1M pH 7,4. 
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Cada um desses poços 1 de 5 secções, de modo que as secções tenham uma distância de 

aproximadamente 250μm. Após esse processo, os cortes foram armazenados a 4°C até o 

procedimento de imunoistoquimica. 

5.3.4 - Imunoistoquímica  

As secções passaram pelo processo de imunoistoquimica utilizando o protocolo do complexo 

avidina-biotina peroxidase (ABC). Primeiramente, os cortes passaram por uma série de 5 lavagens de 

8 minutos em tampão fosfato 0,1M, pH 7,4 (TF 0,1M) sob agitação automática e, em seguida, pré-

tratadas com peróxido de hidrogênio a 0,3% em PBS por 20 minutos para inativação das peroxidases 

endógenas. Após esse processo, os cortes foram novamente lavados em uma nova série de 5 x 5 

minutos em TF 0,1M. Logo após, foram incubados em solução de anticorpos primários específicos 

para TH obtido em coelho [1:5000], diluídos em TF 0,1M contendo 0,4% de solução Triton-X 100/TF 

e 2% de albumina bovina durante um período de 18h a 25°C. Posteriormente, as secções passaram 

por outra série de lavagens 5 x 5 minutos em TF 0,1M e foram incubados em solução com anticorpo 

secundário biotinilado anti-coelho, diluído em Triton-X 100 a 0,4% por 2 horas. Concluída esta etapa, 

as secções passarão por uma nova etapa de lavagens 5 x 5 minutos TF 0,1M e foram incubadas em 

solução de avidina-biotina (0,5%) previamente diluída (30 minutos antes) em TF 0,1M com 0,4% de 

Triton-X 100/NaCl por 2 horas. Na última etapa, as secções passaram por nova série de lavagens de 

5 x 5 minutos TF 0,1M e incubadas em solução a 0,05% de 3,3’ diaminobenzidina (DAB) (Sigma 

Company, EUA) por 5 minutos para a deposição do cromógeno. Após serem montados em lâmina, 

as secções foram submetidas a uma bateria de desidratação álcoois 70%, 80%, 90% e 100% e xileno, 

por um minuto cada. Logo depois as lâminas são cobertas por lamínulas em meio de inclusão 

(Entellan, Merck) para então serem visualizadas em microscópio óptico (Olympus BX-41). As 

imagens foram digitalizadas usando a câmera (Nikon, DMX-1200), para a análise morfométrica de 

densidade celular utilizamos o Image J para a contagem e delimitação das áreas a serem contadas. 

Para cada animal, foram analisadas 4 secções coletadas sistematicamente ao longo do eixo 

rostrocaudal. Ao final normalizamos o tamanho das áreas e pudemos observar a média da quantidade 

células por mm² de cada animal. 

 

5.4 - Analise estatística  

O teste comportamental de catalepsia foi comparado entre os grupos através de uma ANOVA 

de 2 vias com múltiplas comparações, seguido do teste de Tukey. A contagem de células foi 

submetida a uma mensuração das suas áreas e calculado a quantidade de células por mm² se tinha 

nessa área, posteriormente foi realizada uma análise de variância (ANOVA de uma via) seguido do 
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teste de Tukey. Os resultados do registro de atividade foram analisados através de um ANOVA de 

duas vias. Os resultados foram expressos como média ± S.E.M. com p < 0,05 denotando resultados 

significativamente diferentes. As analises estatísticas foram realizadas através do programa Graphpad 

prism versão 6.01. 
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6. Resultados 

6.1 - Registro de atividade - repouso  

Os dados abaixo estão plotados em actograma duplo de 48 horas. Os actogramas mostram a 

análise do ritmo de atividade repouso de 4 animais, representantes de cada um dos grupos 

experimentais durante um período de 35 dias (figura 8). É possível observar que comparativamente 

não há alteração no padrão de expressão do ritmo de atividade repouso, independente da ZT (6 ou 

18), bem como do protocolo (CTR ou RES). (Fig 6). A seta indica o fim do período basal e início do 

protocolo da reserpina 

 

 
 

Comentado [RE1]: Precisa fazer um check list nas fuguras, 
veja que essa estava com a indicação errada.  
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Figura 8. Actograma duplo para o registro de atividade dos animais dos grupos: A) CTR ZT6, 

B) RES ZT6, C) CTR ZT18, D) RES ZT 18. 

Na análise dos periodogramas do qui-quadrado, foi observado que os ritmos de atividade de 

todas as caixas foram sincronizados por um período de cerca de 24h (1440 min) (figura 9), 

confirmando as análises dos comportamentos expressos nos actogramas. Na ANOVA de duas vias, 

foi observado que não há variação no período de atividade-repouso do animal entre o período basal e 

tratamento [F (3, 6) = 0,9951, P > 0,05], também não foi visto efeitos de interação entre esses dois 

momentos [F (3, 6) = 1,997, P > 0,05] e apresentou uma variação no percentual de variância ao longo 

do tempo [F (1, 6) = 31,05, P < 0,05]. 
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Figura 9. Periodogramas dos grupos (A) CTR ZT6, (B) CTR ZT18, (C) RES ZT6 e (D) RES 

ZT18. Linha pontilhada horizontal representa 30%V, valor no qual consideramos o limite 

inferior da robustez do ritmo. Linha vertical equivale ao periodo de 1440 min (24h). 

 

6.2- Comportamento de catalepsia  

Em uma ANOVA de 2 vias foi revelado que existem diferenças significativas no tempo [F (10, 

360) = 25,35, P< 0,05], tratamento (CTR ZT6, CTR ZT18, RES ZT6 e RES ZT18) [F (3, 36) = 9,715, 

P < 0,05] e efeito de interação tempo x tratamento [F (30, 360) = 8,432, P < 0,05]. Já em uma ANOVA 

de duas vias com múltiplas comparações, podemos ver que a administração crônica de baixas doses 

de reserpina causou um aumento de maneira gradual no tempo de permanência na barra de catalepsia 

no grupo RES ZT6 e no grupo RES ZT18, tendo uma resposta mais tardia neste último. Estes grupos 

apresentaram diferenças significativas entre eles no período do 7º ao 9º dia de tratamento (P < 0,05). 

Em relação as diferenças com os grupos CTR, o RES ZT6 apresentou uma diferença significativa a 

partir do 7º dia de tratamento (P < 0,05), enquanto que o RES ZT18 só apresentou esta diferença a 

partir do 8º dia de tratamento (P < 0,05). Já no 10ª dia de tratamento, os grupos RES ZT6 e ZT 18 

deixam de apresentar diferenças significativas entre si (P < 0,05), mas continuam a apresentar 

diferenças significativas com os grupos CTR ZT6 e ZT18 (P < 0,05). 
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Figura 10. Efeito (Média ± D.P) do tratamento utilizando reserpina 0,1 mg/kg (grupo RES 

ZT6 – n=11 e grupo RES ZT 18 – n=12) ou controle (CTR ZT6 – n=8 e CTR ZT18 – n =10) 

no teste de catalepsia. No eixo X, os dias de tratamento indicam a aplicação de reserpina ou 

veículo. As diferenças significativas foram determinadas por ANOVA de 2 vias para múltiplas 

comparações, seguida por post hoc com teste de tukey. *p<0,05 com relação a RES ZT6x 

RES Z18; #p<0,05 com relação ao grupo controle de mesmo ZT (RES ZT6 x CTR ZT6 e RES 

ZT18 x CTR ZT18). 

 

 

6.3- Imunoistoquimica  

Para a contagem de células de TH+, foi feita uma ANOVA de uma via que revelou não existir 

diferenças significativas no número de células de TH+ da SNPC entre os grupos RES (ZT6 e ZT18) 

quando comparados com os grupos CTR (ZT6 e ZT18) [F (3, 20) = 2,335, P > 0,05] (figura 11 – C), 

enquanto no SNL foi vista uma diferença na ANOVA [F (3,20) = 3,159, P < 0,05] (figura 11 – B), 

mas quando realizada a análise com múltiplas comparações essa diferença desaparece. Já no VTA, 

foi visto uma diferença significativa no número de células TH+ no grupo RES ZT18 [F (3, 18) = 

9,619, P < 0,05] (figura 11 – A), onde o grupo apresenta uma diminuição no número dessas células 

em relação ao grupo CTR ZT18, essas análises foram baseadas nos dados encontrados na tabela1. 

Em uma análise qualitativa é possível notar uma diminuição da marcação de células TH+ nas áreas 

observadas (SNpc, SNL e VTA), quando examinados caso a caso, como visto nas Figs. 14 e 15.  

 



33 
 

 

Figura 11. Análise imunoistoquimica de células TH+ nas regiões do VTA, SNPc e SNL dos 

grupos CTR e RES em diferentes ZTs de aplicação da reserpina (ZT6 e ZT18). As células de 

TH+ da (A) área tegmentar ventral, (B) Substância negra parte compacta e (C) Substância 

negra lateral foram plotadas como média ± S.E.M. 
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Núcleo ZT Tratamento 

  RES CTR 

VTA 

6 192,3 ± 20,21 218 ± 57,70 

18 155,8 ± 27,13 273,8 ± 37,75 

SNPc 

6 180,4 ± 22,57 150,4 ± 28,27 

18 149,8 ± 27,60 145,4 ± 23,38 

SNL 

6 52 ± 9,67 73 ± 22,56 

18 68 ± 6,05 53 ± 12,90 

Tabela 1. Contagem de células TH+ dos grupos submetidos ao protocolo de reserpina. Dados 

expressos como média ± desvio padrão.  

 

Figura 12. Fotomicrografia em campo claro de secções coronais do encefálo do rato, 

mostrando a imunoistoquimica para células TH+ nas regiões da substância negra parte 

compacta (SNpc) em azul e lateral (SNL) em preto. A) Grupo CTR ZT6, B) Grupo RES ZT6, 

C) Grupo CTR ZT18, D) Grupo RES ZT18. 
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Figura 13. Fotomicrografia em campo claro de secções coronais do encefálo do rato, 

mostrando a imunoistoquimica para células TH + na região tegmentar ventral (VTA). A) 

Grupo CTR ZT6, B) Grupo RES ZT6, C) Grupo CTR ZT18, D) Grupo RES ZT18.  
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Figura 14. Fotomicrografia em campo claro de secções coronais do encéfalo do rato, 

mostrando a imunoistoquimica para células TH + na região do SNpc (azul) e SNL (preto). A) 

CTR ZT6, B) RES ZT6, C) CTR ZT18, D) RES ZT18.  
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Figura 15. Fotomicrografia em campo claro de secções coronais do encéfalo do rato, 

mostrando a imunoistoquimica para células TH + na região tegmentar ventral (VTA). A) 

CTR ZT6, B) RES ZT6, C) CTR ZT18, D) RES ZT18. 
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7. Discussão 

Nesta pesquisa, nós avaliamos e comparamos os efeitos motores clássicos, o rítmo de atividade-

repouso e alteração neuroquímica da administração de reserpina, em um dos poucos modelos crônicos 

bem consolidado da DP (Santos et al., 2013), em 2 fases distintas de aplicação do fármaco (claro - 

ZT 6 / escuro - ZT 18), a fim de avaliar a diferença da resposta oxidativa dos animais em cada um 

desses momentos. Hoje já se sabe que boa parte das nossas respostas fisiológicas funcionam de forma 

rítmica, levando em consideração o genótipo animal (Ko & Takahashi, 2006). Dentre essas, as 

respostas ao estresse oxidativo, têm se mostrado como uma função rítmica ótima na luta contra 

diversos danos que podem resultar em desordens neurodegenerativas (Hood & Amir, 2017). Um 

exemplo entre essas desordens e devido sua proporcionalidade de aparecimento, a DP tem sido 

efetivamente pesquisada, principalmente pelo fato de um de seus disparadores estarem ligados ao 

acumulo de radicais livres (Maiti et al., 2017). Essa desordem neurodegenerativa tem apresentações 

clássicas com sintomas motores e cognitivos e não clássicas com alterações autonômicas e de ritmos 

circadianos, o que torna ainda mais complexa a sua fisiopatologia (Elbaz et al., 2016).  

Similiar ao que é mostrado por Santos et al., 2013, foi visto que que a reserpina causa déficits 

motores significativos, avaliados por meio do teste de catalepsia, a partir da sétima (7ª) dose de 

administração na fase de claro do animal (animais reserpina- claro; RES-ZT6). Já na fase de escuro 

(animais reserpina-escuro; RES-ZT 18) o déficit também é crescente de acordo com o número de 

doses, no entanto, os sintomas motores só são vistos a partir da oitava (8ª) dose de reserpina e com 

uma amplitude relativamente menor, quando comparado ao déficit apresentado pelos animais RES-

ZT6, conforme observado na figura 8. O que demonstra um status de resposta de proteção oxidativa, 

quando levada em consideração o cronotipo do animal para aplicação do fármaco. Na análise do ritmo 

de atividade repouso dos grupos não foi vista nenhuma alteração no período de atividade e repouso 

do animal, mas foi apresentada uma variação nas curvas ao longo do tempo (Fig. 7), mas ao realizar 

a comparação múltipla não foi visto aonde exatamente estava a diferença. Com relação a análise 

Imunoistoquimica para TH, foi visto uma diferença significativa apenas entre o grupo RES ZT18 em 

relação ao seu controle na região do VTA (Fig. 9 - A). Usando a ANOVA de uma via foi visto uma 

diferença na região da SNL (Fig.9 – C), porém quando realizada a comparação múltipla não foi visto 

onde se encontrava essa diferença, o que não está de acordo com os estudos anteriores, os quais os 

animais tratados com reserpina apresentam perda de células TH positivas na SNpc e VTA.  

A reserpina atua inibindo o transportador vesicular de monoaminas (VMAT), ocasionando um 

acumulo dessas monoaminas (noradrenalina, serotonina e dopamina) (Duty & Jenner, 2011; Leão et 

al., 2015) no neurônio pré-sináptico, esse acúmulo que acontece pela não estocagem e liberação 

dessas monoaminas, que nesta situação pode ter um efeito tóxico para a célula, e em consequência 
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disto o EO intracelular é ampliado, podendo ocasionar a morte neuronal dopaminérgica (Leal et al., 

2016) e em decorrência da perda dos neurônios dopaminérgicos da SNpc o influxo de dopamina no 

estriado é diminuído, originando os sintomas motores da DP (Elbaz et al., 2016; Williams-Gray & 

Worth, 2016) . Esses danos celulares causados pelo EO, podem ser evitados pela ação dos agentes 

antioxidantes (Birben et al., 2012), como a SOD, catalase, GST, vitaminas, zinco, cobre entre outros 

(Rahman, 2007). Já foi visto que a ação desses antioxidantes possuem padrões rítmicos de expressão 

e em alguns casos, esse pico de expressão ocorre no período de atividade do roedor (Wilking et al., 

2013), como exemplo podemos citar a SOD que possui um maior nível de expressão na fase de escuro, 

em hamsters (Tomas-Zapico et al., 2003) e atua convertendo o superóxido em moléculas mais 

estáveis e menos danosas que podem ser eliminadas, na forma de água, pela via da glutationa 

peroxidase (Rahman, 2007). Essa flutuação nos picos de expressão de alguns antioxidantes nos 

mostram que pode haver uma maior vulnerabilidade do animal ao EO na fase de claro do que na fase 

de escuro. Essa fase de maior atividade dos agentes antioxidantes na fase de atividade do animal pode 

caracterizar o efeito visto em nosso trabalho, com o retardo do aparecimento do déficit motor no 

grupo RES-ZT18, bem como, a diminuição da amplitude desse efeito.   

Os sintomas não-motores da DP também tem mostrado interesse de pesquisa devido alguns 

estudos evidenciarem que eles precedem os sintomas motores em até uma década (Williams-Gray & 

Worth, 2016), e por isso, podem servir como um possível preditor dessa desordem. Dentre esses 

sintomas, as mudanças relacionadas com análises de ritmos biológicos, parece possuir uma das mais 

fortes correlações com o aparecimento da DP (Videnovic & Golombek, 2017). Em um estudo de 

nosso laboratório utilizando o mesmo protocolo crônico de reserpina de nosso trabalho, Montenegro 

et al., (2016- Dados não publicados) conseguiu encontrar uma significativa mudança rítmica 

precedente a alteração motora com sintomas como avanços de fase e fragmentação do sono. Neste 

trabalho, apesar das semelhanças entre os protocolos, os resultados obtidos não corroboram com o 

trabalho anterior, pois não foi vista nenhuma alteração do sono nos animais tratados. Essa diferença 

pode ter acontecido pelo fato da nossa análise de ritmo do animal ter sido feita em grupos de quatro 

animais por caixa, enquanto o costumeiro é usar apenas um animal por caixa. 

A análise dos sintomas motores são classicamente utilizadas para que seja confirmado a 

consolidação do modelo de DP utilizando pequenas doses de reserpina conforme Santos et al., 2013. 

Essa análise é feita utilizando o teste de  catalepsia, a qual nos permite avaliar o aumento gradual da 

dificuldade do animal em iniciar o seu movimento (bradicinesia), sintoma que o animal adquire ao 

longo do tratamento e se inicia no 8º dia de tratamento, como mostrado em diversos estudos 

(Fernandes et al., 2012; Leão et al., 2017; Santos et al., 2013). Nossos resultados de catalepsia 

corroboram com esses estudos quando observamos os animais que receberam as injeções de reserpina 
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durante a fase de claro, próximo ao horário em que ocorreram as injeções feitas em algumas 

publicações (Fernandes et al., 2012; Leão et al., 2017; Santos et al., 2013). De modo adicional, nosso 

trabalho indica que possa existir uma maior resistência em atingir esses déficits motores quando a 

droga é injetada na fase de atividade do animal e de maior expressão de moléculas antioxidantes do 

animal (ZT 18), visto que a sua curva de perda locomotora apresenta um crescimento tardio. 

Sugerindo assim a importância de se levar em conta a fase de atividade do animal nos diversos 

protocolos para a indução da DP e principalmente que possa existir uma pequena janela de resistência 

ao crescimento do EO, mas que ela é rapidamente superada e ao final do tratamento o resultado da 

perda locomotora é semelhante ao grupo que recebeu o tratamento em sua fase de descanso (ZT6). 

A perda de neurônios dopaminérgicos é um dos principais fatores que levam a perda locomotora 

observada no modelo da DP utilizando pequenas doses de reserpina, como visto em Santos et al., 

2013. Essa perda neuronal é causa dos déficits motores quando atinge uma redução de 60-80% dos 

neurônios dopaminérgicos em roedores (Abercrombie et al., 1995) e humanos (Hornvkiewicz, 1998),. 

Essa perda afeta principalmente a SNpc e VTA o que leva a uma diminuição na concentração de 

dopamina no estriado dorsal (Elbaz et al., 2016; Leal et al., 2016). Nas análises imunoistoquimicas 

para células TH+ dos animais tratados na SNpc e VTA, como feito nos trabalhos anteriores (Brandão 

et al., 2017; Santos et al., 2013) é observada que existe uma perda no número dessas células na SNpc 

e no VTA. No entanto, os resultados obtidos neste trabalho não afirmam completamente o que é 

encontrado nos trabalhos anteriores, pois foi visto diminuição de células TH+ somente nos animais 

tratados na fase de escuro (ZT18) quando comparados ao seu controle e também uma diferença na 

ANOVA na SNL, mas quando realizado a análise com múltiplas comparações essa diferença não 

existe, ademais na SNpc não é vista nenhuma diferença significativa. Mas quando analisado caso a 

caso, essa diferença nos neurônios dopaminérgicos nas regiões da SNpc, VTA e SNL está presente 

em parte considerável dos casos, como demonstrado nas figuras 14 - 17. Essa diferença também pode 

indicar que existe uma grande diferença individual, ao tratamento com reserpina, entre os animais 

estudados. 

Essa não concordância desses nossos resultados imunoistoquimicos com os trabalhos 

anteriores, podem estar atrelados a alguns erros metodológicos que podem ter ocorrido ao longo do 

processo, droga conservada em local inapropriado, erros no protocolo de imunoistoquimica ou até 

mesmo na contagem de células. Outra possibilidade para o aparecimento da perda motora sem perda 

de neurônios dopaminérgicos é que a reserpina atuou por outras vias que favorecem a perda motora 

e que não foram analisadas neste trabalho. 

 



41 
 

 

8. Conclusões 

 O teste de avaliação motora (catalepsia) confirma a promoção do déficit motor com o 

protocolo crônico de pequenas doses (0,1 mg/Kg) de reserpina. 

 Os animais do grupo ZT 6, fase de repouso do animal, apresentam os déficits motores 

mais cedo que os animais ZT18, fase de atividade do animal. 

 O processo de resposta oxidativa deve estar diretamente relacionada a diferença 

encontrada entre os grupos no teste de catalepsia.  

 Não houve diferença significativa no número de células de TH+ da Substância Negra 

entre os grupos RES e CTR 

 Já no VTA, foi visto uma diminuição significativa no número de células TH+ no grupo 

RES ZT18  

 Os dados imunoistoquímico não corroboram os dados comportamentais encontrados e 

nem o que é visto na literatura.  
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9. Considerações finais  

 

Podemos ver que parte de nossos dados são congruentes com o que se encontra na literatura, bem 

como com as hipóteses levantadas nesse trabalho. O nosso principal desafio nos resultados 

encontrados, foi tentar entender a não perda de TH+ nos animais RES ZT6 (principalmente) e 

nos ZT18. Esse resultado de perda de neurônios já é bem consolidado na literatura, assim como 

em nosso laboratório, em trabalhos anteriores que utilizaram o mesmo protocolo de injeção de 

reserpina. Acreditamos que possa ter ocorrido uma falha metodológica, durante o processo de 

imunoistoquímica, é possível que o anticorpo primário não tenha entrado diretamente em contato 

com alguns cortes, o que diminuiu a sua marcação após revelação.  

Além disso, nosso trabalho está muito relacionado a comprovação de atividade anti-oxidante, a 

partir da caracterização do ritmo do animal, como um agente que pode criar falsos positivos e/ou 

negativos durante o estabelecimento de um protocolo de intervenção animal. Tínhamos pensado 

em fazer análises imunoistoquímicas que pudessem comprovar, de forma indireta, esse efeito de 

resposta oxidativa nos grupos. Para isso, fizemos imunoistoquímica para os marcadores de 

resposta inflamatória, Iba I e GFAP. No entanto, devido a pandemia do COVID 19, não foi 

possível ser feito as fotografias e as análises desses marcadores. No entanto, temos o 

compromisso de mesmo após defesa, fazer análise desses marcadores e com o material restante, 

se for possível, de outros marcadores.  
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