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Resumo da Dissertação 

Introdução: a doença de Parkinson (DP) é classicamente descrita pela 

presença de sinais motores. Entretanto, sintomas não-motores são relatados e 

o mais frequente é a disfunção olfatória. A etiologia da hiposmia na DP não 

está clara, mas estudos indicam que este sintoma surja frente a modificações 

nas células do bulbo olfatório (BO). O BO possui grande número de células 

dopaminérgicas e é incerto se a disfunção do mesmo deve-se a sua lesão ou é 

secundária a modificações decorrentes da doença, como denervação 

dopaminérgica. Para estudar a DP, modelos experimentais foram 

desenvolvidos e o mais antigo e largamente utilizado é o da 6-hidroxidopamina 

(6-OHDA). 

Objetivos: avaliar e quantificar a lesão dopaminérgica na substância nigra e 

sua relação com alterações no BO, além de possíveis modificações 

comportamentais sensório-motoras nos animais tratados. 

Material e Métodos: 48 ratos Wistar machos (± 200-250g) foram divididos em 

três grupos. Um de animais tratados com 6-OHDA e outro com salina que 

foram submetidos à estereotaxia para administração das soluções no feixe 

prosencefálico medial direito, além de um grupo controle. A extensão da lesão 

dopaminérgica foi avaliada 21, 28 e 57 dias pós-cirurgia concomitantemente a 

testes de motricidade e discriminação olfatória. Os encéfalos foram 

processados e submetidos à imunoistoquímica contra tirosina hidroxilase (TH). 

Foram realizadas contagem de neurônios TH positivos na SNpc e mensuração 

da imunorreatividade à TH (TH-ir) no BO. 



X
 

Resultados: foi observada importante lesão dopaminérgica na SNpc ipsilateral 

dos animais lesionados, que levou a redução da TH-ir no estriado e a 

apresentação de comportamento rotacional. Não foram observados prejuízo 

motor e disfunção olfatória estatisticamente significativos nos mesmos, bem 

como alterações da TH-ir no BO.  

Conclusão: o modelo experimental que utiliza 6-OHDA possui alta 

reprodutibilidade, sendo útil para a pesquisa da fisiopatologia da DP. A redução 

dopaminérgica observada, após lesão da SNpc, não foi suficiente para induzir 

alteração na discriminação olfatória ou nas células dopaminérgicas dos BOs 

dos animais tratados com 6-OHDA. 

Palavras-chave: doença de Parkinson, sintomas não-motores, disfunção 

olfatória, bulbo olfatório, modelos animais, 6-hidroxidopamina. 
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1. Introdução 

1.1. A doença de Parkinson (DP)  

Primeiramente descrita em 1817 por James Parkinson, em seu trabalho 

An essay on the shaking palsy

neurodegenerativo progressivo e o diagnóstico definitivo é anatomopatológico, 

com a observação de perda de neurônios dopaminérgicos na substância nigra 

e inclusões citoplasmáticas -sinucleína (AS) (Braak e cols., 2003; Barone, 

2010). 

 A DP é a segunda doença neurodegenerativa mais prevalente, após a 

doença de Alzheimer (Parkinson, 2002; Ghavami e cols., 2014). Atualmente, a 

estimativa mundial é de que 10 milhões de pessoas manifestem a doença e 

acredita-se que sejam diagnosticados cerca de 50.000-60.000 novos casos a 

cada ano. A incidência aumenta com a idade, sendo apenas 4% dos casos 

diagnosticados antes dos 50 anos (Goldman, 2014). O envelhecimento é um 

dos mais importantes fatores de risco, com incidência crescente de 2,5 a cada 

100.000 pessoas por ano em indivíduos com 50 anos e de 100 em 100.000 em 

indivíduos com 80 anos (Goldman, 2014). O envelhecimento associado à 

exposição tóxica ou alteração genética favorável pode ser um fator 

potencializador para o desenvolvimento da DP (Bueler, 2009). Além disso, já 

foram observadas algumas diferenças em relação ao gênero, sendo os homens 

mais propensos a desenvolver a doença do que as mulheres, em uma 

frequência de 2:1 (Miller e Cronin-Golomb, 2010). 
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1.1.1. Características clínicas 

 A DP é classicamente descrita por sua clínica, na qual o paciente 

apresenta sinais motores como tremor de repouso, rigidez, bradicinesia e 

instabilidade postural (Parkinson, 2002; Jankovic, 2008). A apresentação deste 

complexo de sinais em um paciente é conhecida como parkinsonismo. O 

aparecimento assimétrico destes sinais motores irá sugerir a presença da DP e 

possibilitar o diagnóstico clínico de probabilidade da doença (Jankovic, 2008). 

 A manifestação dos sinais motores é consequência da degeneração e 

morte dos neurônios dopaminérgicos da substância nigra pars compacta 

(SNpc), que causa a redução da quantidade de dopamina (DA) liberada em 

áreas do sistema nervoso central (SNC) que regulam o movimento, como os 

núcleos da base (NB), em especial o estriado (ST) (Taylor e cols., 2010). As 

projeções dopaminérgicas facilitam o início dos movimentos voluntários, mas 

até que exista uma redução em torno de 70-80% da DA no ST e a morte dos 

neurônios dopaminérgicos atinja cerca de 50-60% na SNpc, os sinais motores 

clássicos da DP apresentam-se pouco evidentes (Braak e cols., 2003; 

Riquelme e cols., 2012; Goldman, 2013). 

 Além do aspecto motor, os NB estão envolvidos com o comportamento 

cognitivo e emocional, e outras regiões encefálicas também estão envolvidas 

na DP (Bear e cols., 2008). Assim, nas últimas décadas, tem sido enfatizado 

que pacientes com DP também podem sofrer com sintomas não-motores, os 

quais podem surgir mesmo antes daqueles motores (Muslimovic e cols., 2005; 

Taylor e cols., 2009). Dentre os sintomas não-motores já foram descritos 

distúrbios do sono, ansiedade, depressão, demência, constipação e disfunção 

olfatória (Doty e cols., 1992; Santin e cols., 2010; Schnabel, 2010). 
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 Estes sintomas não-motores não são exclusivos da DP e sua 

manifestação não define o diagnóstico clínico da doença, que é 

tradicionalmente reconhecida pelos sinais motores e confirmada somente pelo 

exame histopatológico revelando perda de neurônios da SNpc, que expressam 

neuromelanina, e presença dos CL) (Sulzer, 2007). 

Entretanto, os sintomas não-motores podem contribuir para o diagnóstico pré-

clínico. 

Considerando que exista a manifestação de sintomas não-motores e que 

as terapias de reposição de DA normalmente têm pouco ou nenhum efeito 

sobre estes sintomas, é possível inferir que a alteração de outras vias 

neuronais e de neurotransmissores (NTs) também possa exercer influência no 

quadro clínico da doença. Os sintomas não-motores não estão diretamente 

associados a disfunção de vias neuronais específicas, o que se sabe é que, 

para manter as funções motoras e não-motoras, é de grande importância a 

existência de uma circuitaria neuronal complexa, com vários graus de 

interconectividade e utilização de diferentes NTs  incluindo a DA, o glutamato 

-aminobutírico (GABA), entre outros (Barone, 

2010). Portanto, a redução da quantidade de DA liberada no ST é, 

definitivamente, o principal motivo das manifestações motoras, mas a liberação 

deste NT pode sofrer influência e modulação dessas outras vias neuronais. 

Os neurônios serotoninérgicos, por exemplo, estão mais presentes nos 

núcleos da rafe e projetam-se para diferentes regiões do encéfalo, entre elas a 

SNpc e a área tegmental ventral  além de suas áreas de projeção, como o ST 

(Fink e Gothert, 2007; Bear e cols., 2008). A serotonina (5-HT) pode agir em 

heteroreceptores inibitórios, que uma vez localizados em interneurônios 
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também inibitórios, como os gabaérgicos, facilitam a liberação de DA no ST 

(Fink e Gothert, 2007). Quando a concentração de 5-HT nos NB está diminuída 

em pacientes com DP ocorre uma redução na atividade do globo pálido e na 

via motora direta dos NB, resultando em um prejuízo na iniciação de 

movimentos voluntários (Rav-Acha e cols., 2008; Barone, 2010). 

Ainda há a relação da DP com neurônios noradrenérgicos, os quais se 

encontram em considerável número no locus coeruleus (LC) e cujas projeções 

destinam-se a diversas áreas do SNC, dentre elas o bulbo olfatório (BO), o 

cerebelo, os núcleos do tálamo e difusamente para o córtex cerebral (Bear e 

cols., 2008). A região do LC está envolvida com diversas funções, tais como: 

atenção, vigília, aprendizado, memória, ansiedade e humor. Desta forma, a 

redução de noradrenalina (NA) na DP está relacionada com a perda neuronal 

que também ocorre no LC e, conforme descrito em alguns estudos, esta 

redução piora a progressão da doença por aumentar a suscetibilidade dos 

neurônios dopaminérgicos à degeneração e inibir o reparo dos que já 

degeneraram (Fornai e cols., 2007; Perez e cols., 2009). 

Outras vias de NTs também podem sofrer alteração, como a 

glutamatérgica. O GLU é o NT excitatório mais abundante no SNC e está 

associado tanto à via motora direta quanto à indireta dos NB (Bear e cols., 

2008). Assim, a perda dos neurônios dopaminérgicos é um fator que possibilita 

o aumento da atividade glutamatérgica, podendo resultar em uma considerável 

excitotoxicidade pelo aumento do cálcio intracelular e, consequente, ativação 

de morte celular e vias de apoptose (Aldakheel e cols., 2014). 
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O distúrbio do sono é outro sintoma não-motor observado em pacientes 

com DP e alguns estudos relatam que a redução de sono REM (rapid eye 

movement) nestes pacientes, pela supressão da atividade do receptor 

colinérgico, pode auxiliar na melhora do quadro motor (Barone, 2010). Os NTs 

dopaminérgicos e colinérgicos possuem influência no sono REM, uma vez que 

nesta circunstância há aumento da atividade de receptores colinérgicos e 

redução dos dopaminérgicos (Barone, 2010). Além disto, a redução da 

atividade da enzima colina acetiltransferase, devido à perda de neurônios 

colinérgicos no núcleo basal de Meynert, parece ter papel importante na 

demência em pacientes com DP (Matilla e cols, 2001). 

É possível perceber que a alteração de um sistema de NT pode afetar 

outros. Contudo, alguns autores relatam que há pouca ou nenhuma associação 

entre alterações motoras e não-motoras, sugerindo que as alterações 

neuropatológicas responsáveis, por exemplo, pelo prejuízo cognitivo nos 

estágios iniciais da DP diferenciam-se daquelas responsáveis pela disfunção 

motora (Barone, 2010). É indiscutível que a redução de DA per se tem relação 

direta com o déficit motor; porém, como discutido nesta seção, sua modulação 

ou interação com outros NTs pode, levar a observação pré-clínica de sintomas 

não-motores em pacientes com DP. 

 

1.1.2. Fisiopatologia 

 Através da análise post mortem de encéfalos de pacientes, Braak e cols. 

(2003) sugeriram que a DP apresenta um padrão característico de 

desenvolvimento ao longo do SNC, associado aos depósitos de AS, a saber: as 
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primeiras regiões afetadas seriam o núcleo motor dorsal do vago (décimo nervo 

craniano) e/ou sistema olfatório  com posterior progressão ascendente para 

regiões mais vulneráveis, como a própria SNpc, até atingir áreas corticais 

(Braak e cols., 2003; Doty, 2007; Schnabel, 2010). O envolvimento do córtex 

ocorre inicialmente em áreas límbicas (como córtex transentorrinal e giro do 

cíngulo), avançando para áreas de associação terciária e secundária e 

finalmente áreas corticais primárias. Desta forma, além da degeneração 

neuronal, são observados acúmulos de proteínas, principalmente AS, no 

citoplasma dos neurônios remanescentes da SNpc formando as inclusões 

citoplasmáticas denominadas de CL (Dawson e Dawson, 2003; Masuda-

Suzukake e cols., 2013). Este é um importante marcador histopatológico da 

DP, presente também em outras doenças neurodegenerativas classificadas 

como sinucleinopatias, como a Atrofia de Múltiplos Sistemas e a Demência de 

CL, e que provavelmente contribui para a degeneração e disfunção neuronal 

(Tofaris e cols., 2003). 

Normalmente, a AS sob a forma de monômeros apresenta-se solúvel no 

citoplasma dos neurônios dopaminérgicos, ou seja, na sua conformação 

normal. Porém, existem formas intermediárias entre sua estrutura inicial e final 

que podem interagir entre si e alterar a estrutural normal da proteína (Brundin e 

cols., 2010). Estas formas de cadeias longitudinais, ou também denominada 

filamentosa, são insolúveis, o que facilita sua agregação e deposição no 

citoplasma do neurônio (Cookson, 2009; Bendor e cols., 2013). Estes 

agregados ligam-se ao proteossoma, complexo multienzimático responsável 

pela degradação correta das proteínas, inibindo sua função dependente de 

ubiquitina, molécula que se liga a proteínas que devem ser degradadas, 
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favorecendo o acúmulo de AS e a consequente formação dos CL (Dawson e 

Dawson, 2003; Snyder e Wolozin, 2004). Cookson e cols. (2009) sugerem que 

a presença desses agregados seja capaz de gerar toxicidade celular incluindo 

o bloqueio do transporte de proteínas entre o retículo endoplasmático rugoso e 

o complexo de Golgi, diminuição da liberação de vesículas sinápticas  

consequentemente de NTs  e prejuízo na produção de energia, induzindo a 

apoptose celular. 

 As formas alteradas de AS são tóxicas para a célula, mas pouco é 

sabido sobre a possível forma de dispersão destas ao longo do SNC. 

Recentemente, tem-se discutido sobre a possibilidade de um comportamento 

de disseminação semelhante à proteína priônica, o que facilitaria a passagem 

da proteína alterada ao longo das áreas encefálicas envolvidas na DP. Brundin 

e cols. (2010) propuseram alguns mecanismos pelos quais as formas alteradas 

da proteína seriam liberadas das células a partir de processos de exocitose ou 

morte celular  após o rompimento da membrana celular. Uma vez no espaço 

extracelular, estes compostos insolúveis seriam capazes de atingir os corpos 

neuronais adjacentes  por endocitose ou transporte passivo, ainda não 

estabelecido  ficando retidos ou sendo transportados de forma anterógrada 

através dos axônios. Pode ocorrer também o transporte retrógado, no qual os 

agregados atingiriam o axônio e seriam transportados até o corpo neuronal. 

Destaca-se, ainda, a possibilidade dos agregados fazerem uso de 

componentes do citoesqueleto celular, como moléculas motoras e nanotubos, 

possibilitando sua propagação de célula em célula. Esta hipótese fundamenta-

se no fato de que nas doenças neurodegenerativas, como na DP, são 

necessários anos até o aparecimento dos sinais clínicos, período em que as 
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proteínas alteradas estariam formando-se, aumentando em quantidade, 

agregando e se disseminando (Brundin e cols., 2010; Masuda-Suzukake e 

cols., 2013). Uma correlação interessante que pode ser considerada a partir 

deste mecanismo proposto é o fato de que mesmo pacientes com DP, que 

possuem o início do desenvolvimento da agregação proteica no tronco 

encefálico, podem apresentar alterações de olfato, importante sintoma não-

motor. Desta forma, não aparentaria ser necessário o envolvimento do BO no 

início do desenvolvimento da doença para que haja um comprometimento na 

capacidade olfativa do paciente. Portanto, o acúmulo de AS pode ser um fator 

iniciante na morte dos neurônios dopaminérgicos e, com a progressão da DP, 

esta neurodegeneração e consequente redução na quantidade de DA no SNC 

pode estar envolvida na disfunção olfatória. Até mesmo a redução de inervação 

dopaminérgica fortalece esta hipótese, por alterar a função dos tipos celulares 

encontrados no BO, como será discutido mais adiante. 

 Mesmo sendo importantes marcadores histopatológicos da DP, os CL 

não são específicos do SNC. Desde 1989 já foram descritos depósitos 

semelhantes no sistema nervoso entérico (Wakabayashi e cols., 1989). 

Normalmente, estes depósitos, compostos principalmente de AS, são 

observados nos neurônios dos plexos mioentéricos de Auerbach e Meissner, 

que possuem imunorreatividade para tirosina hidroxilase (TH), assim como 

aqueles da SNpc (Wakabayashi e cols., 1989). Portanto, estes neurônios 

devem compartilhar alguma característica que os torna mais suscetíveis ao 

acúmulo de AS. O envolvimento de outros sistemas na DP, além do motor, 

como o entérico e o olfatório é muito mais complexo e tem sido amplamente 

estudado. Hawkes e cols. (2007) corroboram a probabilidade de um patógeno 
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neurotrópico atingir o SNC através da via nasal e entérica. A própria anatomia 

da cavidade nasal, por sua vez, é conveniente para entrada de tais patógenos, 

que podem alcançar o lobo temporal através de transporte anterógrado 

(Hawkes e cols., 2007; Doty, 2008). Já a via entérica é considerada secundária 

à ingestão das secreções nasais presentes na saliva, que podem conter o 

patógeno capaz de atingir os plexos mioentéricos e, por transmissão 

transsináptica, alcançar os neurônios pré-ganglionares parassimpáticos do 

nervo vago (Hawkes e cols., 2007). Por conseguinte, o patógeno poderá 

ascender até a SNpc através de transporte retrógrado pela medula e iniciar os 

processos envolvidos na morte dos neurônios dopaminérgicos, observados na 

DP (Hawkes e cols., 2007). Estas são algumas informações que podem sugerir 

uma etiologia para a DP, uma vez que até hoje seja possível apenas pontuar e 

compreender alguns mecanismos que estão envolvidos em todo o processo de 

morte dos neurônios dopaminérgicos da SNpc. 

 

1.1.3. Etiologia 

 A etiologia da DP permanece desconhecida, mas é sabido que alguns 

fatores ambientais e genéticos podem ser considerados protetores ou de risco 

para o desenvolvimento da doença, o que leva muitos autores a relatarem a 

possibilidade da doença ter como causa a associação de mais de um desses 

fatores (Sulzer, 2007; Goldman, 2014). Existem alguns genes que foram 

descritos e estão relacionados a formas familiares da DP ou, ainda, que 

predispõe o indivíduo a tal condição. Normalmente, são genes de proteínas 

que desempenham papéis importantes nas funções celulares como as 

proteínas da mitocôndria (PINK1 e DJ-1), as envolvidas com tráfego de 
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moléculas entre organelas e fusão de vesículas (AS e tau), as relacionadas 

com vias de degradação de macromoléculas (parkina e DJ-1) ou ainda aquelas 

que modificam funções antioxidantes (fator de crescimento de fibroblasto-20) 

(Trinh e Farrer, 2013). Normalmente, a penetrância gênica é baixa, como no 

caso da mutação dominante LRRK2, na qual apenas 24% dos indivíduos 

portadores acabam por desenvolver a doença (Klein e Schlossmacher, 2006; 

Sulzer, 2007). 

 Além dos fatores genéticos, cresce cada vez mais o interesse pelos 

fatores ambientais na etiologia da DP. A exposição a compostos com potencial 

neurotóxico é exemplificada por estudos com trabalhadores de zonas rurais 

expostos constantemente a pesticidas (Goldman, 2014). Van der Mark e cols. 

(2012) observaram que o desenvolvimento da DP está relacionado com a 

exposição a pesticidas, com uma razão de risco de 1,6 para desenvolvimento 

de DP em indivíduos expostos. Embora este seja um fator de risco importante, 

a poluição nas cidades não passou despercebida. Alguns estudos de coorte já 

foram realizados para observar a relação entre a exposição a poluentes do ar 

provenientes de veículos e a DP. Finkelstein e Jerret (2007) sugerem que há 

uma relação positiva e que a exposição a emissões industriais de manganês, 

associada ao envelhecimento, auxilia na progressão da doença. Ainda, 

Calderón-Garcidueñas e cols. (2008) compararam indivíduos que morreram de 

forma repentina e que moravam em áreas do México com altos e baixos 

índices de poluição. Os autores evidenciaram aumento da quantidade de 

proteínas envolvidas com o estresse oxidativo (como a ciclooxigenase-2) e 

presença de material particulado nos neurônios do BO de indivíduos expostos 

a altos índices de poluição (Calderón-Garcidueñas e cols., 2008). Em função 
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dos diversos fatores já relatados e sua inter-relação como predisponentes da 

DP considera-se que esta é uma doença neurodegenerativa multifatorial. 

 

1.2. O olfato e a sua relação com a DP 

 Um dos sintomas não-motores que vem sendo observado na clínica e 

que está relacionado a doenças neurodegenerativas, mas amplamente 

estudado na DP e na doença de Alzheimer, é a disfunção olfatória. 

Significativamente, mais de 96% dos pacientes com DP apresentam perda de 

olfato e, normalmente, só tornam-se conscientes deste fato quando testados 

(Doty, 2012; Haehner e cols., 2009; Attems e cols., 2014). Na DP a perda de 

olfato precede as alterações clássicas motoras e não possui mecanismos 

patológicos bem esclarecidos (Mundinano e cols., 2011). Uma vez que a 

alteração de olfato não é observada em outras formas de parkinsonismo e 

tremor, alguns autores sugerem a utilização deste sintoma como diagnóstico 

diferencial para a DP. Estudos como o de Wenning e cols. (1995) e, mais 

recentemente, Haehner e cols. (2011) relatam ser mais frequente a perda de 

olfato em pacientes com DP que naqueles com atrofia de múltiplos sistemas, 

paralisia supranuclear progressiva ou degeneração corticobasal. Estes estudos 

observaram o desempenho dos pacientes frente a testes de discriminação e 

identificação de odores e valores máximos de saturação frente a algumas 

substâncias odoríferas. Da mesma forma, Santin e cols. (2010) observaram 

que dentre pacientes com DP precoce e tardia, aqueles com início precoce 

obtiveram reduções menos importantes de desempenho nas atividades de 

discriminação e identificação de odores. Portanto, já existem testes validados 
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para avaliação da função olfatória em humanos e que permitem auxiliar no 

diagnóstico da DP. 

Ainda não estão bem estabelecidas quais alterações levam ao 

aparecimento da hiposmia e se esta disfunção tem, ou não, início relacionado à 

degeneração dos neurônios dopaminérgicos da SNpc. Entretanto, estudos 

apontam claramente para alterações histopatológicas no BO (Doty, 2012; 

Mundinano e cols., 2011). No olfato, observamos a interação de diversos NTs 

que uma vez alterados podem comprometer suas inter-relações e causar uma 

disfunção nesta atividade, além de conexões diretas entre estruturas olfatórias 

primárias e a SNpc (Doty, 2008). A partir de um estudo sobre a hiposmia na 

DP, Mundinano e cols. (2011) observaram aumento de células dopaminérgicas 

no BO de pacientes com DP. A partir disto, os autores sugerem que este 

aumento possa ser reflexo de um mecanismo compensatório frente à 

degeneração inicial de outros sistemas de NTs, podendo contribuir para o 

déficit olfatório que é observado em indivíduos com doenças 

neurodegenerativas, como na DP (Mundinano e cols., 2011). Além disto, a DA 

exerce um efeito inibitório entre as células receptoras olfatórias e as mitrais no 

BO, com o número aumentado de células dopaminérgicasno BO de pacientes 

com a doença, este efeito também pode ser responsável pela disfunção 

olfatória (Lelan e cols., 2011). 

 

1.2.1. O BO e a disfunção olfatória na DP 

 O BO é o elemento principal do sistema olfatório e está estruturado em 

camadas de células com funções e morfologias semelhantes: a do nervo 
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olfatório, a glomerular, a plexiforme externa, a de células mitrais, a plexiforme 

interna e a granular (Figura 1) (Duda, 2010). Resumidamente, existem células 

receptoras olfatórias presentes no epitélio olfatório que expressam receptores 

para odor e projetam seus prolongamentos para a camada glomerular. No 

glomérulo, esses prolongamentos encontram dendritos primários de células 

mitrais e em tufo, as quais possuem dendritos secundários que se estendem 

até a camada plexiforme externa, onde realizam sinapse com interneurônios, 

incluindo células periglomerulares (gabaérgicas e dopaminérgicas) e 

granulares (gabaérgicas), as quais são muito numerosas no BO. Como 

principal NT excitatório, o GLU das células receptoras é o primeiro a ativar 

receptores das células mitrais e em tufo no glomérulo. Nas células receptoras 

existem receptores dopaminérgicos e gabaérgicos, os quais permitem a 

modulação destas células pelas células periglomerulares. Os principais NTs 

das células periglomerulares, responsáveis pela modulação das receptoras, 

são o GABA e a DA. Fibras colinérgicas e serotoninérgicas são encontradas na 

camada glomerular  as primeiras modulam a atividade das células 

dopaminérgicas periglomerulares, enquanto as últimas polarizam as 

periglomerularese hiperpolarizam as mitrais. As fibras noradrenérgicas, 

provenientes do LC também atingem o BO pelo feixe prosencefálico medial 

(FPM)  para uma revisão completa da anatomia do BO, vide Doty (2012). 

Portanto, é notável o envolvimento dos diversos NTs do SNC na atividade do 

sistema olfatório. Ainda mais interessante é observar a constante presença da 

DA nos diversos tipos celulares encontrados no BO, o que pode corroborar 

uma possível relação entre a degeneração dos neurônios dopaminérgicos na 

DP e a perda de olfato nos pacientes.  
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 Outra característica relevante do BO é a sua plasticidade, isto é, esta 

estrutura possui frequente reposição de suas células ao longo do tempo (Curtis 

e cols., 2007). Nos mamíferos adultos, existem duas áreas principais de 

neurogênese: o hipocampo e a zona subventricular (ZSV), próxima dos 

ventrículos laterais (Mochizuki, 2011). Consequentemente, as células-tronco 

neurais adultas provenientes da ZSV desempenham o papel de repor as 

células do BO (Curtis e cols., 2007). A necessidade de reposição de células 

granulares e periglomerulares é muito maior nos roedores que nos humanos e, 

além disso, segundo alguns estudos esta capacidade proliferativa encontra-se 

reduzida em indivíduos com DP (Hoglinger e cols., 2004; Mochizuki, 2011). 

Provavelmente, isto se deve ao fato de que a inervação e sinalização 

dopaminérgica na ZSV aumentam consideravelmente a capacidade 

proliferativa nesta região (Curtis e cols., 2007). Como as células que geram 

novos neurônios no BO são provenientes da ZSV, a neurodegeneração 

dopaminérgica que ocorre na DP, mesmo em fases iniciais, pode gerar 

alteração da neurogênese no BO e ter envolvimento na disfunção olfatória. 

Algumas hipóteses sobre a perda de olfato na DP já foram sugeridas, 

entre elas está o acúmulo de agregados proteicos ao longo do sistema 

olfatório, a degeneração de neurônios intrínsecos do BO e o aumento no 

número de neurônios olfatórios dopaminérgicos observado em pacientes com 

doenças neurodegenerativas (Doty, 2012). Esta última possibilidade vem sendo 

associada a um aumento de estímulos inibitórios na região do BO e o aumento 

do número de células dopaminérgicas no BO de pacientes já foi observado em 

diversos estudos (Huisman e cols., 2004; Mundinano e cols., 2011). Mundinano 

-amilóide nos BOs 
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de pacientes com DP e doença de Alzheimer, respectivamente, mas sem 

encontrar alteração de tamanho nos BOs de pacientes com DP.

É sabido que existem projeções do BO que atingem a substância nigra e 

que esta inervação dopaminérgica é importante para a proliferação de 

precursores neurais do BO provenientes da ZSV (Doty, 2008; Curtis e cols., 

2007). Assim, torna-se interessante avaliar a possibilidade de alterações no BO 

serem secundárias ao início da degeneração dopaminérgica que ocorre na DP, 

estando diretamente envolvidas com a presença de sintomas não-motores, 

como a disfunção olfatória (Barone, 2010).

100 m

Figura 1. Fotomicrografia de seção longitudinal de BO de rato. A camada com 

coloração marrom é a periglomerular, onde estão localizados os glomérulos (GL, linha 

tracejada), com células bem marcadas ao seu redor, as periglomerulares. Logo abaixo,

a camada plexiforme externa (Pe), a mitral (MI, linha pontilhada), a plexiforme interna 

(Pint) e a granular (GRA). Técnica de imunoistoquímica contra tirosina hidroxilase e 

contracoloração com hematoxilina, microscopia de luz (200x).

GL
MI
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1.3. Modelos animais de DP 

 Como a etiologia e a fisiopatologia da DP não estão bem estabelecidas 

torna-se imprescindível desenvolver e aprimorar modelos experimentais que 

mimetizem a doença (Le e cols., 2014). Os animais não manifestam os sinais e 

sintomas da DP, como é observado nos seres humanos, sendo necessária a 

manipulação genética e/ou administração de agentes neurotóxicos que sejam 

capazes de induzir suas características clínicas e patológicas (Bezard e 

Przedborski, 2011). O modelo animal ideal para a DP deveria apresentar perda 

progressiva de neurônios dopaminérgicos, presença de inclusões proteicas 

semelhantes aos CL e distúrbios motores responsivos a terapia atual, no caso, 

a levodopa (Uversky, 2004; Beeler e cols., 2010). Modelos animais 

transgênicos knockout e knockin, associados ou não a agentes neurotóxicos 

têm sido amplamente utilizados e outros têm sido propostos, mas não há um 

que satisfaça todos os critérios clínicos e/ou histológicos da DP (Orth e Tabrizi, 

2003; Meredith e Kang, 2006). Em geral, os modelos utilizam diferentes 

espécies animais e associam manipulação genética e exposição a agentes 

neurotóxicos. Dentre as principais substâncias tóxicas utilizadas, as mais bem 

estabelecidas são a 6-hidroxidopamina (6-OHDA) (Allbutt e Henderson, 2007; 

Branchi e cols., 2010), o 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP) 

(Emborg, 2004; Perry e cols., 2005; Prediger e cols., 2010), os pesticidas e 

herbicidas, tais como o paraquat, o maneb e a rotenona (Emborg, 2004; 

Uversky, 2004), e os inibidores do sistema ubiquitina-proteossoma (Mcnaught e 

cols., 2004). Os modelos com pesticidas e/ou herbicidas foram baseados em 

estudos epidemiológicos que associaram risco aumentado de DP com as 

atividades laborais em ambiente rural (Ren, 2009). 
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 Embora esses modelos não sejam ideais, por induzir rapidamente a 

lesão celular, os mesmos têm sido de grande auxílio no esclarecimento de 

muitas questões referentes à fisiopatologia e ao tratamento da DP, 

relacionados principalmente ao déficit de DA. A crescente necessidade de 

estabelecer e desenvolver um modelo animal ideal de DP tem sido o principal 

objetivo de muitos pesquisadores que trabalham com doenças 

neurodegenerativas, com o intuito de promover avanços nas áreas diagnóstica 

e terapêutica, para melhorar a qualidade de vida dos pacientes que sofrem com 

a DP. 

 

1.4. O modelo de 6-OHDA e suas limitações 

 Entre os primeiros modelos experimentais de DP desenvolvidos e 

estudados, aquele que ganhou destaque entre os pesquisadores foi o que 

utilizava a neurotoxina 6-OHDA. Assim, na década de 80, este era o modelo 

que estava mais bem validado e que era capaz de causar danos nos neurônios 

catecolaminérgicos em diversas espécies como ratos, camundongos, gato, 

cães e macacos (Bezard e Przedborski, 2011). A capacidade da 6-OHDA de 

mimetizar as alterações histopatológicas e comportamentais que ocorrem na 

DP deve-se ao fato desta neurotoxina gerar espécies reativas de oxigênio 

(EROS) e, consequentemente, causar dano mitocondrial (Blum e cols., 2001). 

A 6-OHDA é um análogo hidroxilado da DA, logo esta toxina tem preferência 

pelas inervações catecolaminérgicas, possuindo grande afinidade pelos 

transportadores de DA e NA (Schober, 2004). Porter e cols. (1963) foram os 

primeiros a relatar a redução de NA nas inervações simpáticas do coração 

induzida pela 6-OHDA. O efeito tóxico da 6-OHDA baseia-se na formação de 
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radicais livres, como quinonas, peróxido de hidrogênio, radicais superóxido e 

hidroxila (Schober, 2004). A formação destes compostos tóxicos ocorre através 

da oxidação da 6-OHDA pela enzima monoaminoxidase, da auto-oxidação da 

molécula ou, ainda, via reação intracelular na presença de ferro (Bove e Perier, 

2012). Além disso, a neurotoxina é capaz de causar inibição do complexo I e IV 

da cadeia respiratória da mitocôndria, embora este não seja o principal 

mecanismo da sua toxicidade (Deumens e cols., 2002). Com a produção de 

EROS e o dano mitocondrial ocorre lesão de membranas celulares e de 

organelas, causando a morte celular. Alterações nas vesículas de DA também 

são relatadas, aumentando a quantidade deste NT  que possui relevante 

potencial oxidativo  no citoplasma dos neurônios dopaminérgicos (Blum e 

cols., 2001). 

 Alguns estudos como os de Andrew e cols. (1993) e Curtius e cols. 

(1974) relataram a presença de 6-OHDA no núcleo caudado e na urina de 

pacientes com DP tratados com levodopa, sendo proposta a presença da 6-

OHDA no organismo de pacientes com DP como um metabólito endógeno 

hidroxilado da DA. Dentre esses mecanismos de ação da 6-OHDA descritos, 

mesmo que ainda não muito bem estabelecidos, todos são capazes de causar 

a morte dos neurônios dopaminérgicos. 

 Para que seja produzida a lesão neuronal, a 6-OHDA deve ser 

administrada diretamente no SNC, pois esta toxina não tem capacidade de 

ultrapassar a barreira hematoencefálica (Blum e cols., 2001). A maioria dos 

estudos que utiliza a 6-OHDA realiza a sua administração em áreas cerebrais 

como no FPM, na SNpc ou no ST (Blum e cols., 2001; Ferro e cols., 2005; 

Winner e cols., 2006). Quando administrada no FPM, os neurônios 
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dopaminérgicos da SNpc começam a degenerar em um período de 24 horas e 

não apresentam morfologia apoptótica (Bove e Perier, 2012). Entretanto, 

quando a neurotoxina é injetada no ST é capaz de produzir uma lesão 

retrógrada prolongada que leva de uma a três semanas para se completar 

(Bezard e Przedborski, 2011). Ainda, neste tipo de lesão é possível observar 

uma morfologia neuronal heterogênea  com presença de aspectos 

morfológicos de apoptose (Bove e Perier, 2012; Marti e cols., 2002). Além do 

local de administração, o tipo de lesão também deve ser estudado e vários 

fatores devem ser levados em consideração. Apesar de ser possível utilizar 

modelos animais tratados bilateralmente com 6-OHDA, estudos discutem que 

desta forma há uma maior chance de perda de animais, devido a quadros de 

afagia, adipsia e convulsões (Bezard e Przedborski, 2011). Desta forma, a 

administração unilateral é a forma mais utilizada. 

 No modelo animal de microinjeção intraestriatal, a administração única 

de 6-OHDA produz uma redução dose-dependente de DA no próprio ST e do 

número de neurônios dopaminérgicos na SNpc. Enquanto a administração no 

FPM gera uma lesão mais severa em um curto prazo de tempo, sendo este um 

modelo mais apropriado para o estudo da consequência da degeneração 

dopaminérgica e avaliação de estratégias terapêuticas para a DP (Bove e 

Perier, 2012). 

 A 6-OHDA é muito tóxica e a preparação da solução de 6-OHDA 

também exige cuidados, pois é uma toxina com alta capacidade oxidativas. 

Assim, com a utilização de uma substância antioxidante (como o ácido 

ascórbico, convencionalmente utilizado nos protocolos deste modelo 

experimental) a solução de 6-OHDA conserva seu poder neurotóxico (Ferro e 
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cols., 2005; Maia e cols., 2012). De forma geral, a indução de alterações 

semelhantes a da DP em modelos experimentais por meio de neurotoxinas 

causa uma lesão dopaminérgica com progressão muito mais rápida do que a 

observada na patologia propriamente dita. Ou seja, a fase ativa da 

degeneração neuronal que levaria anos ocorre em poucos dias (Przedborski e 

cols., 2001). Assim, estas são algumas limitações que devem ser consideradas 

ao trabalhar com o modelo experimental e ao comparar os resultados obtidos 

com o que é realmente observado na clínica de pacientes com DP. 

 

1.4.1. Características comportamentais 

O modelo experimental de 6-OHDA é caracterizado por apresentar 

comportamento rotacional ipsilateral  lado em que foi administrada a 

neurotoxina e realizada a lesão  frente a estímulo de liberadores de DA, sendo 

este um comportamento relacionado ao grau da lesão nigroestriatal 

(Ungerstedt e Arbuthnott, 1970). Silvestrin e cols. (2009) propuseram a 

avaliação deste comportamento rotacional sem a utilização de drogas, isto é, 

induzindo somente pelo contexto do teste comportamental. Isso porque, muitas 

vezes, a utilização de drogas pode provocar alterações moleculares e 

comportamentais significativas, além de requerer um longo tempo de execução 

do teste para cada animal (Silvestrin e cols., 2009). Os autores deste estudo 

observaram que o teste de motricidade sobre a grade  o contexto indutor de 

atividade rotacional  é capaz de detectar animais lesionados com 

especificidade para lesões neuronais maiores que 50%. Outros testes ainda 

podem ser utilizados para avaliação do modelo de DP induzido por 6-OHDA 

unilateral como campo aberto e teste do cilindro, nos quais a alteração da 
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motricidade pode ser avaliada (Olsson e cols., 1995; Vercammen e cols., 

2006). No campo aberto também pode ser observada atividade rotacional, mas 

com menor especificidade que o teste de motricidade sobre a grade (Silvestrin 

e cols., 2009). Para avaliação da bradicinesia e a dificuldade de iniciar o 

movimento, normalmente, utiliza-se o stepping test (Olsson e cols., 1995). 

Existem também outros mais completos, como o teste do corredor descrito por 

Dowd e Dunnett (2005) que, ao avaliar o modelo de administração unilateral de 

6-OHDA no FPM, relata a dificuldade dos animais tratados em utilizar o lado 

contralateral frente a estímulos visuais, olfatórios e táteis. Portanto, estudos 

que utilizam esta neurotoxina relatam que ratos tratados com 6-OHDA 

apresentam aparentes e robustas alterações motoras (Ferro e cols., 2005). 

 

1.4.2. Histopatologia 

 Associada a avaliação comportamental está a avaliação histopatológica. 

É considerada mais fidedigna, quando executada corretamente, por indicar a 

extensão da lesão no modelo animal após a administração da neurotoxina e 

em um período de tempo estabelecido pelo pesquisador. A principal forma de 

avaliação da extensão da lesão dopaminérgica dá-se pela realização da 

técnica de imunoistoquímica (IH) contra TH, a enzima limitante da rota de 

biossíntese da DA (Figura 2) (Berger e cols., 1991; Olsson e cols., 1995; 

Vercammen e cols., 2006; Silvestrin e cols., 2009). Maia e cols. (2012), por 

exemplo, ao administrar 6-OHDA em ratos observaram uma maior redução de 

imunorreatividade a TH no ST e na SNpc desses animais quando comparados 

aos animais controles aos 21 dias após o tratamento com a neurotoxina. 
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Além da lesão dopaminérgica, outra importante característica histológica 

da DP é a presença dos CL. Entretanto, é difícil encontrar estas estruturas em 

modelo animal de DP em roedores submetidos à administração de 6-OHDA e 

MPTP, sendo relatada a presença dos CL somente em estudos que utilizam 

pesticidas e herbicidas (Sherer e cols., 2003; Bove e Perier, 2011).

Estudos relatam que a AS está presente nos terminais sinápticos, onde 

esta proteína está associada às membranas sinápticas ou no citoplasma dos 

neurônios (Lotharius e Brundin, 2002). Sendo assim, uma importante função da 

AS pode estar envolvida com a formação das vesículas sinápticas a partir dos 

endossomos. Já foi relatado aumento da imunorreatividade a AS na SNpc de 

camundongos tratados com MPTP e paraquat (Bove e Perier, 2011).

Figura 2. Lesão dopaminérgica na SNpc de rato submetido a injeção unilateral de 6-

OHDA no FPM direito. Esta seção coronal do encéfalo de rato foi submetida à técnica 

IH contra TH. A região indicada pela seta corresponde aos neurônios dopaminérgicos 

remanescentes no lado contralateral a administração da neurotoxina, uma vez que do 

lado lesionado (ipsilateral) restaram poucas células. Técnica de IH contra TH.

3 mm
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1.5. Alterações no BO de modelos animais de DP 

 Poucos são os estudos que avaliam a disfunção olfatória nos modelos 

experimentais de DP. A própria avaliação deste sintoma não-motor é mais 

complexa de ser realizada nos modelos animais do que em humanos. Existem 

protocolos que utilizam diferentes odores, que são reconhecidos pelos animais, 

como o próprio odor do animal, leite de coco e cereais doces (Prediger e cols. 

2006; Lelan e cols., 2011). Ainda, podem ser utilizados diferentes estímulos, 

como reconhecimento de objetos ou descoberta de objetos ou comida 

enterrados nas suas gaiolas (Fleming e cols., 2008; Bichler e cols., 2013).  

 Ao pensarmos em avaliação da função olfatória, a utilização de 

substâncias odoríferas que sejam atrativos para os animais é necessária. Ao 

realizar um teste de discriminação olfatória utilizando o odor dos próprios 

animais, Prediger e cols. (2006) observaram que animais tratados com MPTP 

via intranasal não foram capazes de discriminar o seu próprio odor após 1, 7 e 

14 dias do tratamento com a neurotoxina. Por sua vez, Lelan e cols. (2011) 

descreveram que o leite de coco é muito atrativo para o rato. Assim, em seu 

trabalho utilizando ratos transgênicos como modelo de DP, os autores relatam 

que, em comparação com o grupo controle, os animais transgênicos não 

mostraram preferência pelo leite de coco, indicando uma perda da capacidade 

olfativa (Lelan e cols., 2011). Até o presente momento, não foram encontrados 

estudos e protocolos na literatura que avaliaram a função olfatória em ratos 

tratados com 6-OHDA. 

 A estrutura do BO dos roedores é semelhante à dos seres humanos, 

porém naqueles o olfato é mais desenvolvido. As células das camadas do BO, 

como as periglomerulares e granulares, também são repostas pelas células-
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tronco neurais adultas provenientes da ZSV (Curtis e cols., 2007). Hoglinger e 

cols. (2004), estudando camundongos, concluiu que, de forma semelhante aos 

seres humanos, a atividade proliferativa na ZSV dos roedores possui inervação 

dopaminérgica e que qualquer alteração nesta via pode ser responsável pela 

redução de precursores neurais. Divergente desta hipótese, frente à alteração 

na via dopaminérgica, alguns estudos com modelos de DP induzidos por 

neurotoxina, já reportaram aumento destas células precursoras neurais 

(Mochizuki, 2011). Em um modelo de 6-OHDA administrada na via 

nigroestriatal de ratos, Liu e cols. (2006) observaram um aumento importante 

da proliferação celular na ZSV ipsilateral. 

 Ao avaliar o processo de neurogênese no BO de ratos submetidos à 

denervação estriatal, Winner e cols. (2006) relataram um aumento de novas 

células na camada glomerular e uma redução na camada granular do BO. 

Frente às alterações observadas, os autores sugerem que sem a inervação 

dopaminérgica na ZSV pode ter ocorrido uma compensação através da 

neurogênese na camada glomerular do BO dos animais tratados, ou seja, de 

células periglomerulares que são dopaminérgicas (Winner e cols., 2006). 

Em modelo de intoxicação aguda utilizando MPTP também já foi 

observado aumento da neurogênese dopaminérgica no BO dos animais 

tratados, enquanto que o mesmo estudo não encontrou alteração na 

neurogênese de células não dopaminérgicas (Yamada e cols., 2004; 

Mochizuki, 2011). Apesar do importante envolvimento da DA, Taylor e cols. 

(2009) relataram alterações nos sistemas neuronais de monoaminas como 5-

HT e NA em animais que tiveram sua expressão de transportadores de 

monoamina vesicular reduzida em 95%. Os mesmos autores relataram déficits 



35
 

na discriminação olfatória de animais com total deficiência na expressão do 

mesmo transportador, o que pode indicar o envolvimento da alteração de 

outros NTs com o aparecimento de sintomas não-motores em modelo de DP 

(Taylor e cols., 2009). 

Após todas as considerações realizadas, é possível concluir que muito já 

se avançou na pesquisa sobre a DP. Porém, tópicos cruciais como a etiologia e 

o início de sintomas pré-clínicos, como os não-motores, continuam 

desconhecidos. Os modelos animais representam uma excelente opção para 

esclarecer estas dúvidas acerca da fisiopatologia da DP e, cada vez mais, 

oferecer uma melhor qualidade de vida para os pacientes. 

 

2. Objetivos 

2.1. Geral 

Avaliar e quantificar a lesão retrógrada na SNpc, após microinjeção de 6-

OHDA no FPM de ratos, e suas possíveis consequências em estruturas 

olfatórias neste modelo animal. 

2.2. Específicos 

a) Avaliar e quantificar alterações comportamentais na motricidade e 

discriminação olfatória em diferentes tempos após o tratamento com 6-OHDA, 

comparando efeitos iniciais e tardios. 

b) Avaliar e quantificar alterações histopatológicas, especialmente em 

células dopaminérgicas (TH positivas) no ST, SNpc e BO, em diferentes 
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tempos após o tratamento com 6-OHDA, também comparando efeitos iniciais e 

tardios. 

c) correlacionar as alterações comportamentais e histopatológicas no 

presente modelo experimental. 
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ABSTRACT

The 

the presence of non-motor symptoms has been discussed. The most prevalent non-motor symptom 

(occurring in more than 96% of patients) is the lack of olfaction or hyposmia. The real cause of hyposmia 

is not known, but most studies indicate that it may occur due to modifications in the olfactory bulb cells. 

Therefore, experimental models can be used to elucidate some questions concerning the disease 

pathophysiology and one of the most validated and widely used is the 6-hydroxidopamine hemi-

parkinsonian model. In this study, we observed that the microinjection of the neurotoxin in the medial 

forebrain bundle of rats caused a significant dopaminergic lesion in the substantia nigra pars compacta. 

Beside neuronal loss, we performed a discriminatory task to evaluate if rats treated with the neurotoxin 

exhibited olfactory impairment. We did not detect olfactory dysfunction or any significant alterations in 

the amount of tyrosine hydroxylase positive cells in the glomerular layer of the olfactory bulb of lesioned 

rats. In this study, we did not observed influence of dopaminergic denervation in the olfactory parameters 

investigated. 

-motor symptoms, hyposmia, 

olfactory bulb, 6-hydroxydopamine. 

 

1. INTRODUCTION 

isease (PD) is the second most frequent neurodegenerative disease reported in 

elderly individuals (Ghavami 2014). The classical signs as resting tremor, rigidity, bradikinesia and 

postural instability enable its clinical diagnosis (Parkinson 2002). The motor deficit occurs due to the loss 

of dopaminergic neurons in the substantia nigra pars compacta (SNpc) that leads to a reduction of 

released dopamine (DA) in the striatum (ST)  which is related to movement control (Taylor 2010). 

However, none of these signs is noticed until cell death in the SNpc reaches 50-60% and loss of DA in ST 

rises to 70-80% (Riquelme et al. 2012; Goldman 2014). Beyond cell loss, intracitosolyc accumulation of 

misfolded insoluble -synuclein (AS) protein is also observed and form structures named Lewy Body 

(LB), another hallmark of PD (Sulzer 2007; Cookson 2009). Patients also experience non-motor 

symptoms, which have been frequently observed in neurodegenerative diseases. Among non-motor 

symptoms, some as sleep disturbances, anxiety, depression, dementia, constipation and olfactory 

dysfunction, have been described (Neikrug et al. 2014; Takeda et al. 2014). 

According to Hahener et al. (2011), the most prevalent non-motor symptom (occurring in more 

than 95% of patients) is the lack of olfaction or hyposmia. Although the cause of hyposmia is not known, 

most studies indicate that it may occur due to modifications in the olfactory bulb (OB) cells. Among 

described alterations are accumulation of protein aggregates along olfactory system, degeneration of OB 

intrinsic neurons and increase in the number of dopaminergic olfactory neurons  observed in 

neurodegeneratives diseases patients (Huisman et al. 2004; Doty 2012; Attems et al. 2014). In this 

manner, experimental models can be used to elucidate some questions concerning PD pathophysiology. 

One of the most validated and widely used animal models is the 6-hydroxidopamine (6-OHDA) model 

(Blandini et al. 2008; Bezard and Przedborski 2011). The neurotoxin has great affinity to catecholamine 
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transporters, so its toxicity is highly selective and causes dopaminergic cell death leading to some motor 

disturbances (Blum et al. 2001; Simola et al. 2007). Until now, few data concerning evaluation of 

olfactory system alterations in 6-OHDA treated animals has been published, but olfactory impairment has 

already been seen and described in transgenic and intranasal 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-

tetrahydropyridine (MPTP) models (Prediger et al. 2006; Lelan et al. 2011). 

The aim of this study was to evaluate the reproducibility and consequences of the dopaminergic 

lesion induced by 6-OHDA, a well establish PD experimental model. We intended to add more 

information concerning olfaction impairment and dopaminergic disruption, investigating not only motor 

but also non-motor alterations. Among non-motor symptoms, we evaluated the olfactory discrimination 

ability and possible histopathological alterations in the OB of 6-OHDA treated animals.  

 

2. MATERIAL AND METHODS 

2.1. ANIMALS 

Forty-eight adult male Wistar rats weighing 200-250g were housed in cages with a 12h 

light/dark cycle and free access to food and water. The animals were divided into three groups: (1) 6-

OHDA lesioned rats (6-OHDA group), (2) ascorbic acid solution treated rats (sham-operated group) and 

(3) a group without any procedure (control group). Groups 1 and 2 were submitted to stereotaxic surgery 

for intracerebral microinjection of the 6-OHDA neurotoxin and ascorbic acid solutions. The extension of 

the lesion in the central nervous system was evaluated at 21, 28 and 57 days after surgery. All 

experiments were approved by UFCSPA Ethics Committee on the Use of Animals (protocol 087/12, 

approval 144/12). 

 

2.2. STEREOTAXIC SURGERY 

Rats were anesthetized with phentobarbithale intraperitoneal (i.p.) and placed on a stereotaxic 

apparatus. After the skull was exposed and small holes were made, the coordinates were taken and 6-

OHDA was administered. Lesions were made in the right medial forebrain bundle (MFB) at coordinates 

AP = -4.4 mm, LL = -1.8 mm, DV = -8.8 mm from bregma, according to Paxinos e Watson (2005). A 

total of 12 g of 6-OHDA hydrobromide (Sigma-Aldrich Co.) diluted in 3 L of ascorbic acid solution 

were injected in the right MFB of each animal (4 g L-1 in 0,1% asco

syringe. In order to obtain a proper diffusion of the 6-OHDA solution, the syringe was left in place for 5 

minutes after injection. This is a well-described procedure used in other studies with a similar or equal 

objective (Silvestrin et al. 2009; Maia et al. 2012). Animals from sham-operated group were submitted to 

the same procedure, but it was administered 0.1% ascorbic acid solution instead. Control animals were 

not submitted to any surgical procedure. This surgical procedure requires full attention, since even a 

unilateral 6-OHDA lesion could cause loss of animals, as we observed during our experiment. 

 

2.3. BEHAVIORAL ASSESSMENT 

As reported previously, we evaluated the dopaminergic lesion in all animals at 21, 28 and 57 

days after 6-OHDA microinjection. During each period, rats were submitted to behavior tasks as 
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indicated in the Fig. 1. In order to enable a better comprehension of results and discussion we will refer 

them as 21, 28d and 57d groups. 

 
2.3.1. Rotational behavior 

Animals submitted to unilateral microinjection of 6-OHDA in the MFB exhibit an asymmetric 

rotational behavior. This asymmetry occurs due to a disproportion in the DA activity between both ST 

(Deumens et al. 2002). Usually, amphetamine is used to induce the rotations, but we otherwise used the 

context of the test (an elevated grid) to induce rotation in treated animals. The rotational activity was 

observed on a 70 cm elevated grid (80x60 cm, with 3x3 cm opening) during 3 minutes, as described by 

Silvestrin et al. (2009). The number of rotations was counted. 

 

2.3.2. Spontaneous locomotor activity 

The evaluation of 6-OHDA administration effects on locomotor activity was observed using the 

open field task. The apparatus consisted in a white floor of 100x100 cm divided in 25 squares with 40 

cm-high walls. Animals were placed in the center of open field apparatus and allowed to explore for 5 

minutes. The number of squares crossed with both limbs (crossing) and rearing behavior were noted. 

 

2.4. OLFACTORY FUNCTION 

2.4.1. Coconut milk task 

This test was described by Lelan et al. (2011). Animals were placed in a similar but smaller 

apparatus than the one described in the open field (60x60x40 cm), divided into four squares. In one corner 

a filter paper (with 70x30 mm dimensions) soaked with fresh coconut milk were placed at a height of 10 

cm and in the opposite site an identical paper but soaked in distilled water instead was placed. The rat was 

able to explore the apparatus and odors during 5 minutes, and the time spent in both corners was recorded 

and divided giving an odor/H2O ratio. Two days before test animals were habituated in the same 

apparatus without any filter paper. 

 

2.5. TISSUE PREPARATION 

At 21, 28 and 57 days after 6-OHDA microinjection animals were deeply anesthetized (ketamine 

100 mg/kg and xylazin 10 mg/kg) and transcardially perfused with 4% paraformaldehyde in phosphate 

buffered pH 7.4. Brains were removed entirely, immersed in the same fixative solution for 24 hours and 

then replaced by 70% ethanol. The cerebellum was discarded and a coronal cut was made in the optical 

chiasm to divide the brain. OBs were separated from the rest of the brain and divided in left and right. 

After that, each brain portion was embedded in paraffin and cut into a serial 4 m-thick sagittal sections 

(OB) or coronal sections (SNpc and ST). The SNpc was cut between -3.06 mm and -6.72 mm from 

bregma coordinates and approximately 60 sections with 50 m interval were collected. Twenty sections 

with 100 m interval were cut for ST, from bregma 2.16 mm to 0.00 mm. For OBs, approximately 60 

sagittal sections with 50 m interval were obtained, cutting almost all the structure. For the identification 

of all regions and homogeneity of samples, Paxinos and Watson (2005) atlas was used. Sections were 

obtained with microtome and used for immunohistochemistry. 
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2.6. IMMUNOHISTOCHEMISTRY 

The primary antibody used was anti-TH (polyclonal antibody anti-rat denatured tyrosine 

hydroxylase, Chemicon AB152), diluted in 1:4000. Dewaxed brain sections were boiled in 10mM citrate 

buffer, ph 6.0, for 40 min, at 98°C, for antigen retrieval. Then washed in PBS and endogenous peroxidase 

activity was blocked with H2O2 5% methanol. Slices were washed again and incubated in bovine serum 

1% solution, for 1 h, in order to block unspecific protein binding. Sections were washed again, incubated 

with primary antibody solution and put in refrigerator at 4°C overnight. Next day, all sections were 

incubated with secondary and tertiary antibodies solutions, for 40 min each. For each brain region, we had 

a negative and positive control section. Immunoreaction was revealed with 3,3 -diaminobenzidine 

tetrahydrochloride (DAB, Sigma-Aldrich Co.) for optical detection. We did not use hematoxilin 

counterstaining, since optical density (OD) does not require this procedure and dopaminergic cells at 

SNpc have high specificity for TH antibody. However, for all areas of each animal one slice was 

counterstained. In addition, the first and last slices were stained with hematoxilin and eosin for 

localization and histopathological evaluation. 

 

2.7. IMAGE CAPTURING 

All sections were captured using a digital camera (Olympus DP72, 12 bits). We captured right 

and left SNpc in separate images (optical microscopy, 100x) and the same procedure was performed for 

ST region but with a minor magnification (optical microscopy, 40x). For OBs images, we also captured 

right and left separately (optical microscopy, 200x). Capture and OD were performed using Image Pro 

Plus 6.3.0.512 software and, for cell counting, we used Image J 1.47v software. 

 

2.8. QUANTIFICATION PROCEDURE 

2.8.1. Cell counting 

For each animal, we analyzed 30 from 60 sections of SNpc region cut in order to perform cell 

counting without considering the same cell more than one time. We considered positive neurons for TH 

immunostaining when we could observe its cell body totally marked and the nucleus. The number of TH 

positive neurons in SNpc was counted manually on ipsi- and contralateral sides and a percentage was 

calculated comparing both of them. Treated animals that did not show SNpc lesion were excluded from 

behavior and histological statistical comparisons between groups. 

 

2.8.2. TH immunoreactivity in the OB 

From the 60 section cut, we captured and analyzed 30 of each OB. For an accurate analysis, we 

captured three different images from the glomerular layer, where TH positive cells are found. We defined 

three random locations for capturing: one image form the anterior portion and other two images from 

ventral and dorsal portions.  Fig. 2a and 2b elucidate the specificity of TH immunochemistry reaction in 

this layer, also is possible to identify the OB layers in a counterstained section (Fig. 2a). Then, we 

analyzed the OD of each one and performed the mean per animal for statistical comparison. The OD of all 

images was obtained using the protocol described by Leder et al. (2005) and Image J 1.47v user guide 
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(both protocols used the same formula). For OD calibration of black level an image was captured with a 

random object blocking the incident light from an optical microscope and calibration for incident level 

were obtained by capturing an image of incident light only (as described in the software user guide). 

 

2.9. STATISTICAL ANALYSIS 

Comparisons among groups for spontaneous locomotor activity and olfactory discrimination 

were performed with two-way ANOVA. The number (percentage) of TH positive cells in the SNpc and 

OD in OB was also carried out with two-way ANOVA comparing treatment groups or the ipsi- and 

contralateral sides. Two-way ANOVA was followed by Tukey post-hoc, always considering statistical 

differences when p<0.05. The correlation between number of rotations in lesioned animals and the 

 

 

3. RESULTS 

3.1. EFFECT OF 6-OHDA MICROINJECTION ON SPONTANEOUS LOCOMOTOR ACTIVITY 

AND OLFACTORY FUNCTION 

3.1.1. Rotational behavior 

Since we observed a wide range of 90% in the amount of remaining dopaminergic cells, some of 

the 6-OHDA treated animals that exhibited dopaminergic lesion did not rotate in this task. In order to 

verify if there was any association between the number of TH positive cells and rotations, we performed 

-significant, negative correlation (p= 0.33, Fig. 3).  

 

3.1.2. Spontaneous locomotor activity 

Animals treated with 6-OHDA displayed a tendency of reduction in crossing frequency when 

compared to 21d and 28d sham-operated and control groups (p=0.09). However, animals from 6-OHDA 

57d group seemed to show a recovering in locomotor activity (as seen in Fig. 4a), although two-way 

ANOVA did not revealed any statistical differences for treatment [F(2,39) = 0.60; p =0.56] and time 

[F(2,39) = 0.50; p = 0.61] factors, neither for interaction of factors [F(4,39) = 2.12; p = 0.09]. The 

frequency of rearing was also non-significant for all factors (data not shown) and showed the same 

tendency as the crossing frequency. Interestingly, we could also observe rotational behavior of 6-OHDA 

lesioned animals during open field test. 

 

3.1.3. Coconut milk task 

Statistical analysis did not reveal statistical differences between groups for treatment [F(2,6) = 

3.52; p = 0.09] and time [F(1,6) = 0.07; p = 0.80] factors, and neither for interaction of both [F(2,6) = 

1.41; p = 0.31]. However, means of odor/H2O ratio in all 6-OHDA groups are almost 1, indicating that 6-

OHDA treated animals spent the same time exploring both corners (water and coconut milk odor). On the 

other hand, control and sham-operated animals seemed to prefer the coconut odor, since their means of 

odor/H2O ratio are higher than 1 (Fig. 4b). 

 

3.2. HISTOPATHOLOGICAL FINDINGS 
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In our first observations at optical microscope, we analyzed all hematoxilin and eosin colored 

slices to identify major alterations. In the SNpc we could easily observe cell loss, differently from OB. 

Analyzing immunostained slices, we observed a great reduction of TH immunorreactivity in 

SNpc of 6-OHDA treated animals (Fig. 5a). The dopaminergic degeneration in the SNpc was followed by 

a clear reduction of TH immunoreactivity in the ST (Fig 5b). No great differences could be observed in 

the TH immunorreactivity of OB glomerular layer under optical microscopy, so we analyzed the OD in 

this region. 

 

3.2.1. Extension of 6-OHDA lesion in the SNpc 

The TH-positive cell counting performed in the ipsilateral SNpc of all groups by time is 

displayed in Fig. 6a. All 6-OHDA groups of each time period exhibited a similar reduction of 

dopaminergic neurons in this region when compared to control and sham-operated groups (p<0.001) with 

a mean reduction of approximately 73%. Two-way ANOVA revealed a significant effect only for 

treatment factor [F(2,38) = 25.53; p <0.001] and no differences were found for time factor [F(2,38) = 

2.46; p = 0.10] and interaction of them [F(4,38) = 0.97; p = 0.434]. 

  

3.2.2. OD in the glomerular layer of OB 

Neither increased nor decreased of the OD was observed in the glomerular layer of OB (Fig. 6b). 

Also statistical analysis comparing OD in the ipsilateral OB showed no significant effects for treatment 

[F(2,17) = 1.41; p = 0.27] and time [F(2,17) = 0.77; p = 0.48] factors and for the interaction of both 

[F(4,17) = 0.80; p = 0.54] (data not shown). When comparing ipsi- and contralateral OBs also no 

difference was found for treatment [F(2,46) = 1.35; p = 0.27] and side factor [F(1,46) = 0.24; p = 0.63], 

neither for interaction of factors [F(2,46) = 0.22; p = 0.80]. Both comparisons were performed by two-

way ANOVA. 

 

4. DISCUSSION 

The main outcome of our study is an important and extended lesion observed in the SNpc of the 

animals treated with the neurotoxin 6-OHDA injected in right FPM. The 6-OHDA unilateral injection is a 

golden standard among experimental models of PD leading to a marked reduction in TH 

immunoreactivity in the ipsilateral ST. Dopaminergic lesion could be seen at 21, 28 and 57 days after 6-

OHDA microinjection in treated animals, however no differences in its extension were observed among 

time period groups. Thus, the dopaminergic lesion was not progressive, as expected for a 6-OHDA model 

(Winner et al. 2006). The results will be discussed regarding differences among treatment groups. 

Since the neurotoxin causes an important dopaminergic neurodegeneration in the ipsilateral side 

of the unilateral model, it is common to observe significant motor disturbances and a typical rotational 

behavior. The rotational behavior is a remarkable characteristic of 6-OHDA unilateral model and it is 

usually induced under pharmacological effect, for example, with amphetamine administration (Robinson 

e Becker 1983; Tronci et al. 2012). In the present study, we used a validated drug-free test that is less 
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we observed different levels of lesion (with a range of approximately 90%) and no drug was used to 

induce rotation, 6-OHDA injected animals exhibit a minor number of rotations. 

Although we observe an important loss of dopaminergic cells in the SNpc of 6-OHDA treated 

animals (about 75% in the injected side when compared to the intact one), our 6-OHDA model did not 

exhibit significant motor impairment. We believe that it may be related to compensatory mechanisms, 

and, since we did not performed a total and bilateral lesion, some dopaminergic fibers remained intact and 

could contribute for dopaminergic compensation. It has been described that unilateral lesion of substantia 

nigra led to a sprouting of dopaminergic fibers into parts of the ST, but it would take 4 to 7 months after 

lesion (Deumens et al. 2002). However, other compensatory responses might be responsible for the 

recovering of functions. Pifl e Hornykiewicz (2006) described an increase of 3,4-dihydroxyphenylacetic 

acid (DOPAC), an important intraneuronal DA metabolite, in the ST of MPTP-treated monkeys (also 

observed in transgenic rats by Koprich et al. 2011). The authors suggested that the increased DOPAC/DA 

ratios observed after partial denervation of ST indicated an enhanced of presynaptic DA turnover, which 

is a physiologic response to modulate the stimulation of postsynaptic receptors. In MPTP-treated 

monkeys, this response is related to maintenance and maybe recovering of normal motor function during 

the initial PD stages (Perez et al. 2008). Also, Zigmond et al. (1984) reported an upregulation of striatal 

TH enzyme activity in 6-OHDA rat model of PD due to the neurodegeneration in the SNpc and, 

consequently, DA loss. 

Experimental model of PD do not reproduce exactly the same pathophysiological mechanism 

already observed in humans. The lesion in neurotoxin models occurs in a very rapid way and still remains 

in doubt their ability in reproducing the dorsoventral gradient of striatal denervation (Potashkin et al. 

2010). The reproducibility of the lesion depends mainly on the type of administration and in which brain 

area the toxin is injected (Tieu 2011). Here we performed a unilateral microinjection since bilateral 

administration of 6-OHDA usually leads to adipsia, aphagia and seizures, resulting in the loss of treated 

animals (Bové and Perier 2011). Another important fact to consider is that in PD many neurotransmitter 

systems are involved, but neurotoxin models cannot mimic such complexity, and few experimental 

models with rodents can reproduce the LB, an important hallmark of PD. Until now these 

intracytoplasmatic inclusion are only described in rotenone and transgenic animal models (Decressac et 

al. 2012; Xiong 2012).  

The most prevalent is the hyposmia, but the mechanisms of its occurrence are not well 

understood and must be studied. It is still not clear if smell loss occurs due to the PD pathological process 

or secondary to substantia nigra dopaminergic depletion. Alterations in the OB such as accumulation of 

protein aggregates, degeneration of intrinsic neurons and increase in the number of dopaminergic 

olfactory neurons have been related to this symptom (Doty 2012). The OB is the main structure of the 

olfactory system and it is divided into layers of cells with similar function and morphology: glomerular, 

external plexiforme, mitral cell, internal plexiforme e granular layers. The first synaptic transmission 

between odorant stimulus (periphery) and central nervous system occurs in the glomerulus, more 
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specifically in the glomerular layer of the OB (Duda 2010). In this layer, we can find periglomerular cells 

that show TH imunorreactivity. These cells act as inhibitory neurons between olfactory receptors and 

mitral cells, decreasing synaptic transmission, which could be responsible for an olfactory deficit (Lelan 

et al. 2011). It is also known that there are projections from OB that reach many brain areas such as the 

substantia nigra, which highlights the possibility of any alterations in the OB could be secondary to the 

dopaminergic neurodegeneration through retrograde or anterograde axonal transport (Doty 2008). Bohnen 

et al. (2007) showed a correlation between de cits in olfactory discrimination and abnormalities in 

dopamine transporter binding in the substantia nigra and ST, but authors could not de ne the 

dopaminergic neurodegeneration as a significant cause for hyposmia in PD patients. 

Regarding evaluation of olfactory function in PD patients, smell tests are performed for odor 

threshold, discrimination and identification in PD patients 

. Haehner et al. 

(2009) identified that over 96% of PD patient exhibit olfactory dysfunction when compared to healthy 

patients. Interestingly, authors also found no correlation between olfactory loss and both duration of 

disease and the clinical severity of PD. Once olfactory dysfunction is established as a relevant non-motor 

symptom of PD, it is important to know how to evaluate it in an experimental model since animals, 

especially rodents, have smell sense much more developed than humans.  

Until now, few olfactory tests were described for rats. Authors have tried rats own odor (of its 

own cage) or different odors (coconut milk, sweetened cereal) and stimulus (buried food pellets, objects 

recognition) (Prediger et al. 2006; Fleming et al. 2008; Lelan et al. 2011; Bichler et al. 2013). However, 

some protocols have low reproducibility, since room environment factors must be standardized for each 

test and subtle olfactory impairments are difficult to identify. It is known that intact rats could 

differentiate or prefer some specific odors, but we should consider that a rat with its olfactory sense 

impaired does not necessarily prefer a non-odorant stimulus or object. Therefore, a rat that exhibit 

olfactory dysfunction could behave and explore the odor or stimulus just like an intact rat during olfactory 

discrimination tasks. 

An interesting possibility is to use a different and interesting odor for rats. Lelan et al. (2011) 

investigated olfactory impairment in an AS transgenic rat model of PD using coconut milk that is known 

to be a very attractive odor for the rat. At 6, 9 and 14 months form birth during the olfactory test 

transgenic rats spent significantly less time exploring coconut milk odor, differently from wild-type rats, 

indicating that transgenic animals presented olfactory impairment. However, the AS transgenic model 

reproduced only the AS pathology but not selective loss of DA neurons and ST denervation (Lelan et al. 

2001). We used the same test, but could not find statistical differences between 6-OHDA treated animals 

and controls, although it seems that control and sham-operated animals spent more time exploring 

coconut milk odor, since the odor/H2O mean ratio in those groups were higher than 1. It is important to 

point out that we performed a unilateral lesion in our model and is possible that, with one intact OB, 

animals do not develop the same reduction in their olfactory ability, reflecting in no statistically 

significant difference. Bilateral lesions with 6-OHDA would have caused high mortality rate. 



54
 

Regarding the histological alterations in the OB in neurotoxin models, some studies report a 

decrease in the neural stem cells that get to OB from the subventricular zone (SVZ), while others have 

found an increase in this number (Hoglinger et al. 2004; Winner et al. 2006). It is known that any 

impairment in dopaminergic innervation of SVZ could be responsible for the reduction in the number of 

adult neural stem cells (Hoglinger et al. 2004). However, Winner et al. (2006) examined the OB 

neurogenesis in animals submitted to dopaminergic denervation, by two 6-OHDA microinjections in the 

FPM, and described an increase of newly generated neurons in the glomerular layer. This observation 

contrasted with a transient decrease in the granular layer of the OB, suggesting that the loss of 

dopaminergic input to the SVZ led to a compensatory mechanism through neurogenesis of periglomerular 

cells. In addition, there is recent evidence supporting that the number of TH positive cells may neither be 

diminished nor enhanced, Chiu et al. (2014) showed that mice treated with 6-OHDA in the substantia 

nigra had proportionally more TH positive periglomerular newborn cells among total newborn cells when 

compared to control animals. We did not use neurogenesis markers to evaluate the number of new cells in 

the periglomerular layer, but we did not observe statistically significant difference in the TH 

immunoreactivity in the OB glomerular layer between the 6-OHDA treated group and controls. 

In our study, we could not observe straight relationship between olfactory dysfunction and 

dopaminergic cell loss in the SNpc, since we found neither olfactory discrimination impairment nor 

reduction in OB TH immunoreactivity in the 6-OHDA lesioned animals. It is still possible that other 

mechanisms or neurotransmitter dysfunction (such as noradrenaline, glutamate or GABA) are involved. 

Doty et al. (1988), using rats injected with 6-OHDA in the OB, found a reduction in the content of 

noradrenaline (NA) in the treated animal OB without influence on odor detection task, suggesting that 

this neurotransmitter may not be involved on modulation of olfactory sensitivity. No alteration in DA 

levels was found in these animals. 

In conclusion, 6-OHDA is a potent neurotoxin that causes a significant lesion in the SNpc of 

treated animals. This experimental model still represents a very useful tool in PD pathophysiology 

research, regarding DA denervation. In this study, OB alterations could not be observed, differently from 

human data that indicate that OB from PD patients appears to exhibit an increase of TH positive cells in 

the glomerular layer (Huisman et al. 2004; Mundinano et al. 2011). Further investigations are needed 

about the relation among neurodegeneration of dopaminergic cells, other neurotransmitter systems and 

olfactory impairment. 
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Fig. 1 Diagram showing the behavioral assessment schedule. During each period of days (21, 28 and 57) 

tests were distributed and in the end of the experiment all animals were submitted to transcardiac 

perfusion. Animals from the first period of time (21 days) were not submitted to coconut milk task.
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Fig. 2 TH immunoreactivity in the glomerular layer of the OB. (a) represents a counterstained slice with 

more defined cell layers of the OB. In the glomerular layer it is possible to observe the glomerulus 

(dashed circles, GL) and above this layer there is the external plexiform (ExtP), mitral cell (dashed line, 

MitC), internal plexiform (IntP) and granular (Gra) layers. (b) shows the specificity of the TH 

immunochemistry in the glomerulus and periglomerular cells. Immunochemistry for TH, optical

microscopy, 200x.
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Fig. 3 Negative correlation between the percentage of remaining dopaminergic neurons (TH positive 

cells) in the SNpc of lesioned animals and the number of ipsilateral rotations, a hallmark of the hemi-

parkisonian 6-

(r = -0.66 and p = 0.33). 
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Fig. 4 Effect of 6-OHDA microinjection in spontaneous locomotor activity (n=5-6 animals per group)

and olfactory discrimination ability (n=3-4 animals in each group) of rats. Data is shown as mean ± 

S.E.M of total number of crossing (a) and ratio (odor or destilled water) between time spent each corner 

of the apparatus (b), respectively. No stastistical differences observed for both tasks.
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Fig. 5 TH immunoreactivity of the remaining dopaminergic neurons in the SNpc (dashed circled area in 

A) and fibers in the ST (dashed circled area in B) of 6-OHDA lesioned animals. Also intact SNpc ipsi-

and contralateral in control and sham-operated groups (below a). Brain sections obtained from all 

treatment groups at 21 days after stereotaxic surgery (immunochemistry for TH).
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Fig. 6 Percentage of TH positive cells in all groups when SNpc ipsilateral is compared to contralateral (a). 

Data expressed by mean of percentage of TH positive cells ± S.E.M. (*p<0.001 when each 6-OHDA 

group is compared to control and sham-operated groups, n of approximately 8 per group). OD in the OB 

in the ipsi- and contralateral sides after 6-OHDA microinjection (b). No statistical differences were found

in the OD of the glomerular layer in the OBs, data expressed by mean ± S.E.M (n of approximately 9 per 

group).
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4. Considerações finais 
 

 O presente estudo possibilitou a implementação de um modelo 

experimental para futuros estudos na área das doenças neurodegenerativas, 

mais especificamente da DP. Assim, o próximo passo será aprimorar as formas 

de avaliação do modelo, tanto do ponto de vista comportamental, quanto do 

histopatológico. Cabe ressaltar a necessidade de estabelecer protocolos mais 

eficazes e de alta reprodutibilidade acerca da discriminação olfatória dos 

modelos experimentais. 

Quanto às perspectivas, novos trabalhos poderão ser realizados 

utilizando este modelo para avaliar o envolvimento secundário de outros 

neurotransmissores após lesão dopaminérgica. Estes dados são importantes 

para o melhor entendimento dos sintomas não-motores, incluindo a hiposmia. 

Como ainda não se sabe qual a real etiologia da DP, novos estudos sobre os 

mecanismos moleculares envolvidos na vulnerabilidade e morte dos neurônios 

dopaminérgicos e sobre as proteínas alteradas devem ser realizados até que 

esta questão esteja esclarecida. 

Até o presente momento, o tratamento para a DP também não se 

encontra definido; porém, a levodopa é o padrão-ouro para a reposição de 

dopamina. Neste contexto, o modelo animal é de grande valia e pode ser 

incluído para que se possa melhorar a qualidade de vida dos pacientes. 
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5. Anexos 

ANEXO I - Parecer de aprovação do Comitê de Ética no Uso de Animais 

CEUA)  
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ANEXO II - Normas para submissão na revista: Neurotoxicity Research 
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