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RESUMO

A Doenga de Parkinson (DP) ¢ uma doenga neurodegenerativa que acomete
principalmente pessoas com mais de 50 anos. O 1-metil-4-fenil-1,2.3,6-
tetrahidropiridina (MPTP) e a 6-hidroxidopamina (6-OHDA) estdo entre os modelos
animais mais utilizados. Relatos anteriores demonstram que o modelo do MPTP ¢
util para se estudar déficits cognitivos, porém ndo se sabe se este ¢ um modelo
valido para o estudo de problemas motores. J4 o modelo da 6-OHDA ¢ bastante
utilizado para estudar o efeito de possiveis drogas antiparkinsonianas. Estes dois
modelos foram utilizados neste trabalho com a finalidade de avaliar as possiveis
diferengas entre as lesdes unilaterais e bilaterais da SNc¢ sobre o comportamento
exploratério, motor ¢ em testes de memoria operacional. Os efeitos de diferentes
agonistas de receptores dopaminérgicos (DAérgicos), da nicotina e da cafeina foram
estudados no modelo da 6-OHDA e do MPTP. Ratos Wistar machos foram lesados
com MPTP ou 6-OHDA na substancia negra parte compacta (SNc) ou no feixe
prosencefalico medial (FPM) e foram submetidos aos seguintes testes: campo
aberto, memoria operacional no labirinto aquatico, comportamento estereotipado e
comportamento rotatorio induzido por agonistas DAérgicos. Também foram feitas
analises pos-morte como neuroquimica dos estriados direito e esquerdo dos animais
e histologia do mesencéfalo por tirosina hidroxilase. Lesdes bilaterais da SNc ou da
SNc esquerda com MPTP induziram déficits na memoria operacional. Além disso,
observamos que este também ¢ um modelo valido para o estudo de alteragdes
motoras, ja que tanto os ratos com lesdo unilateral induzida por MPTP, como por 6-
OHDA apresentaram comportamento rotatorio quando desafiados com drogas
dopaminérgicas, adenosinérgicas e nicotinicas. Os resultados de HPLC dos estriados
mostraram que ocorreu deplecdo de DA no lado lesado, assim como a analise

histologica mostrou a morte de neurénios da SN¢ do lado lesado.



ABSTRACT

Parkinson’s disease (PD) 1s a neurodegenerative disorder that affect mainly aged
people. Lesions induced by the 6-hydroxydopamine (6-OHDA) and 1-methyl-
4phenyl-1,2 3,6-tetrahydropyridine (MPTP) has been successfully used as rat
models of PD. MPTP and 6-OHDA models are among the most used models to
study PD. Previous studies showed that the MPTP model is useful to study cognitive
deficits of PD, however it 1s not know if this model is valid to study motor
impairments. The unilateral lesion of the rat SN¢ with 6-OHDA 1s a model very
used to study motor impairments. In the present study we compare the differences
between unilateral and bilateral lesions of the SN¢ on motor and working memory
tests. The effect of dopaminergic agonists, nicotine and caffeine were tested in
MPTP or 6-OHDA unilaterally-lesioned rats. Adult male Wistar rats were lesioned
by the infusion of MPTP or 6-OHDA into the substantia nigra pars compacta (SNc)
or the medial forebrain bundle (FPM) and submitted to the open field, water maze,
and turning behavior tests. Also, post mortem analisis of the striatal dopamine and
SNc histology were analyse. The bilateral of left lesion of the SN¢ impaired working
memory. Both MPTP and 6-OHDA unilaterally-lesioned rats presented turning
behavior when challenged with dopaminergic, adenosinergic and nicotinic drugs.
The depletion of striatal dopamine 1s conspicuous in the lesioned side, as well as the

SNc¢ dopaminergic cels.



1. INTRODUCAO

A participagdo do cortex cerebral no comando dos movimentos € conhecida
desde o século XIX quando Eduard Hitzig e Gustav Fritsch utilizando estimulagéo
elétrica na por¢do mais anterior do lobo frontal de cdes, observaram como resposta
discretos movimentos nos olhos desses animais. Estudos posteriores trouxeram
maiores esclarecimentos sobre as areas motoras e também forneceram os critérios
utilizados para classifica-las. Atualmente sabemos que em humanos as areas
motoras sdo classificadas em: area motora primaria, que ocupa o giro pré-central do
lobo frontal e esta relacionada com o comando dos movimentos voluntarios, além de
ser considerada o local do “alto comando motor”; area motora suplementar,
localizada rostral e dorsalmente a area motora primaria;, area pré-motora, situada
rostral e lateralmente a area motora primaria, e area motora cingulada, posicionada
na face medial do cértex, logo acima do corpo caloso (LENT, 2001). Além das areas
corticais, o cerebelo e as estruturas que compode os nucleos da base, também estdo
relacionados com o controle motor, apresentando conexdes com as regides motoras
e, por isso, podem também ser considerados como estruturas motoras
(MIDDLETON & STRICK, 2000). Estas estruturas conectam-se entre si e
participam do sistema funcional de controle motor. Elas permitem que os
movimentos sejam executados com precisdo e refinamento. Consequentemente,
lesdes nessas estruturas prejudicam o movimento, podendo ocasionar tremores,
rigidez e hipocinesia, que ¢ a perda parcial ou total do movimento do corpo

(BHATIA & MARSDEN, 1994).

As estruturas que compde os nucleos da base além de apresentarem conexdes
com o cortex motor primario, se conectam com areas do cortex pré-frontal e pré-
motor. Sendo assim, também podem influenciar diferentes tipos de fungdes
cognitivas € motoras (ALEXANDER, DeLONG & STRICK, 1986). Além disso, os
nucleos da base atuam no comando motor regulando os movimentos, sendo este

controle feito através do sistema de comunicagdo cortex- nucleos da base- talamo-



cortex, onde areas especificas do cortex enviam informagdes através de neuronios
glutamatérgicos (Glu) (SPENCER, 1976, DIVAC, FONNUM & STORM-
MATHISEN, 1977) para determinadas partes do corpo estriado (nucleo caudado,

putdmen e estriado ventral).

Dentre as estruturas que compdes os nucleos da base, a substancia negra
(SN), recebe este nome devido a presenga de neuromelanina, um pigmento presente
em neurdnios catecolaminérgicos (GRAHAN,1978; BOGERTS, 1981). A SN esta
dividida em duas partes: substancia negra reticulada (SNr), que tem em sua maioria
neurénios GABAérgicos e poucas células dopaminérgicas (DAérgicas) quando
comparada substancia negra compacta (SNc) (FALLON & LOUGHLIN, 1985) e a
SNc, também denominada de area A9, que se encontra localizada acima da SNr | e é
formada principalmente por corpos celulares de neurénios dopaminérgicos
(DAérgicos) que projetam seus axonios para o nucleo caudado e putdmen, formando
a via nigroestriatal (FALLON & LOUGHLIN, 1985). A maior parte das projegdes
da via nigroestriatal sdo ipsilaterais, ou seja, do mesmo lado, sendo escassas as
projegdes contra-laterais (FAAS & BUTCHER, 1981; LOUGHLIN & FALLON,
1982), e a maioria (95%) destas proje¢des partem de neurdnios DAérgicos (VAN
der KOOY, COSCINA & HATTORI, 1981).

Do estriado partem duas vias de saida para o talamo: a direta e a indireta. Na
via direta, neurénios que saem do estriado, liberam o neurotransmissor inibitério
acido gama-aminobutirico (GABA) e o neuropeptideo substancia P que vao inibir os
neurénios GABA¢érgicos localizados no globo palido interno (GP1) e na SNr. Com a
mibig¢do destes neurdnios, cessa a inibi¢do de neuronios do talamo, liberando assim
o movimento. Na via indireta, o estriado envia neurénios que contém o GABA e
encefalinas, que sdo peptideos opidides, e que nibirdo o globo palido externo (GPe).
O GPe também possui neurénios GABAérgicos que, ao serem inibidos, permitem
que o nucleo subtaldmico libere o aminoacido excitatorio Glu no GP1 e na SNr

excitando assim os neurénios GABAérgicos que vao inibir os neurdnios do talamo,



impedindo ou cessando o movimento (ALEXANDER & CRUTCHER, 1990) (Fig.
1).
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Fig. 1: Modelo simplificado das vias direta ¢ indireta dos nucleos da base. As vias excitatdrias estdo
representadas em vermelho, enquanto as inibitorias em azul. Em a): funcionamento em individuos
normais, em b): funcionamento em individuos com DP. A espessura das setas indica a intensidade
de sinal transmitido pela sinapse, mostrando o desequilibrio provocado pela falta de dopamina no
paciente parkinsoniano. SNc ¢ SNr - substincia negra compacta e reticulada; GPe ¢ GPi - globo
palido externo ¢ interno; NST - nucleo subtalamico, NPP - nucleo pedanculo pontino; VL —nucleo
ventro-lateral do talamo (OBESO et al., 2000).

Nas vias direta e indireta, os neurénios da SN¢ atuam liberando DA nos
terminais sinapticos do estriado. Na via direta a DA liberada vai atuar
principalmente sobre os receptores DAérgicos do tipo D1 estimulando neur6nios
que liberam GABA e substancia P, que vao inibir o GP1 e a SNr, desinibindo assim
o talamo e liberando movimentos. Ja na via indireta, a DA, liberada no estriado
pelos neurénios da SNc, vai atuar principalmente nos receptores DAérgicos do tipo
D2 provocando a inibigdo de neurdnios que liberam GABA e encefalinas no GPe,
que por sua vez vai inibir o NST, que deixa de estimular o GP1 e a SNr, desinibindo

assim o talamo e os movimentos. Portanto, a estimulagdo da via direta e a mnibigéo



da via indireta pela DA, vai provocar uma facilitagdo na ocorréncia de movimentos

(ALEXANDER & CRUTCHER, 1990).

Os neuronios DAérgicos além de serem encontrados no mesencéfalo, também
podem ser encontrados no diencéfalo e telencéfalo. No mesencéfalo existem trés
principais areas de células DAérgicas: as areas A8, A9 e A10. Os neurdnios da area
AR estdo localizados no feixe retrorrubral, os da area A9 na SN¢ e os da area A10 na
area tegmentar ventral (VTA), originando o sistema mesolimbico. As fibras
DAérgicas que se originam nestes nucleos ascendem ao telencéfalo pelo feixe
prosencefalico medial (FPM), formando a via nigroestriatal que termina no corpo
estriado, a via mesolimbica, que termina em areas limbicas (hipocampo, amigdala,
nucleo do leito da estria terminal, bulbo olfatério, nicleo septal lateral e nucleo
accumbens) e a via mesocortical que termina no cértex frontal (BRANDAO, 2001).
No hipotalamo lateral o FPM une-se ao feixe noradrenégico dorsal, recebendo fibras

noradrenérgicas (NAérgicas), serotonérgicas e colinérgicas (BRANDAO, 2001).

A DA que ¢ o neurotransmissor presente na SNc¢ tém sua sintese iniciada pela
conversdo do aminoacido L-tirosina a dithidroxifenilalanina (L-DOPA) pela agéo da
enzima tirosina hidroxilase (TH). Uma vez formada, a L-DOPA sera convertida a

DA pela agdo da enzima DOPA descarboxilase (RANG e col., 2003) (Fig. 2).
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Fig. 2 — Sintese da DA. (RANG & col., 2003).



Quando liberada na fenda sinaptica, a DA pode ser recaptada por um
transportador especifico de DA ou metabolizada por duas enzimas: a catecol-o-
metiltransferase (COMT) e pela monoamina oxidase (MAO) (DELEU e col., 2002),
sendo o acido diidroxifenilacético (DOPAC) e o acido homovalinico (HVA) os

principais produtos dessa metabolizagdo (RANG e col., 2003) (Fig.3).
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Fig.3 — Principais vias do metabolismo da DA no cérebro. MAO = monoamino-oxidase;

COMT = catecol-orto-metiltransferase. (RANG & col., 2003).

Existem drogas que podem produzir no organismo efeitos semelhantes aos da
DA, e sdo denominadas agonistas dos receptores DAérgicos. Estas drogas podem
ligar-se aos receptores DAérgicos e mimetizar os efeitos da DA, e sdo denominadas
agonistas diretos, sendo um exemplo a apomorfina. Outro tipo de agonista, o
indireto, induz a liberagdo de DA na fenda sinaptica. Outras drogas podem servir de
substrato para a formag@o de DA, como a L-DOPA (DELEU e col., 2002). Existem
drogas que, embora ndo sejam classificadas como agonistas DAérgicos, parecem
induzir a liberagdo de DA, tais como a cafeina e a nicotina.

A apomorfina, uma droga lipofilica que apresenta também alta solubilidade

em agua, pode ser administrada em animais por via subcutanea (s.c.), ja que requer



altas doses e provoca efeitos adversos, como émese, quando administrada por via
oral. Na terapia para Doenga de Parkinson (DP), a apomorfina pode ser administrada
junto com a L-DOPA ou em periodos nos quais a L-DOPA tem seu efeito diminuido
(periodo “off” da levodopaterapia) (DELEU e col., 2002). Esta droga atua sobre os
receptores DAérgicos D1, D2 e, em doses menores, atua principalmente sobre o
receptor DAérgico pré-sinaptico inibindo a recaptagdo de DA (DELEU e col., 2002).
Ja a anfetamina, é um agonista dopaminérgico indireto pois causa a liberagdo
neuronal de catecolaminas. Ela pode provocar varias altera¢des comportamentais,
tals como o comportamento estereotipado, ou seja, atividades normais realizadas
repetidas vezes, tal como cheirar, e também alterages da atividade motora, como
aumento da locomog¢do (RANG e col.,, 2003). A L-DOPA ¢ uma das drogas mais
usadas no tratamento da DP, e até o momento, este € o tratamento mais efetivo para
a bradicinesia, que ¢ a lentiddo dos movimentos corporais e das reag¢des fisicas, e
rigidez, porém ndo ¢ muito efetivo no tratamento do tremor provocado pela DP

(DELEU e col., 2002).

Além destas drogas que atuam sobre receptores DAérgicos ou liberando DA,
tem-se também as metilxantinas, tais como a cafeina e a teofilina, que apresentam
efeito estimulante sobre o sistema nervoso central (SNC). Estas drogas atuam
antagonizando os receptores adenosinérgicos do tipo A; e A,, ou seja, impedindo
que o neurotransmissor adenosina ligue-se a estes receptores. A estimulagdo
provocada pela cafeina leva a uma reducdo da fadiga, sem provocar euforia e
estimulagdo motora tal como observado pela agdo da anfetamina (RANG e col,,
2003).

Outra droga que provoca excitagdo neuronal € a nicotina que age sobre os
receptores colinérgicos nicotinicos de neurénios DAérgicos das vias nigroestriatal e
mesolimbica, produzindo a liberagdo de DA (BENWELL, BALFOUR &
KHADRA, 1994; VIZ1 e col., 1995; WONNACOTT, 1997).

Todas estas drogas que atuam sobre circuitos neuronais, provocando

excitagdo ou inibigdo neuronal, podem alterar os processos de memoria. As



memorias podem ser classificadas de acordo com o seu conteudo em memorias
declarativas e procedurais. A memoria declarativa € a que registra fatos, eventos ou
conhecimentos e pode ser dividida em episodica que se refere a eventos aos quais
assistimos ou participamos e semanticas, relacionadas a conhecimentos gerais. A
memoria procedural é aquela na qual capacidades ou habilidades motoras sdo
evocadas automaticamente, de forma inconsciente, o que é chamado de habito

(IZQUIERDO, 2002).

As principais estruturas nervosas responsaveis pelas memorias episodicas e
semanticas sdo o hipocampo e o cortex entorrinal. Estas estruturas trabalham
associadas entre si e comunicam-se com outras regides do cortex, como o cortex
cingulado e o cértex parietal (IZQUIERDO, 2002). Em animais, tarefas que utilizam
memoria espacial sdo usadas como um modelo das memorias dependentes do
hipocampo. O’KEEFE e NADEL, em 1978, propuseram que a formag¢do hipocampal

fornece para o restante do sistema nervoso, um mapa espacial do ambiente.

Na memoria de procedimentos, os circuitos responsaveis envolvem o nucleo
caudado que ¢é aferentado pela SNc e o cerebelo. As memorias ainda podem ser
classificadas de acordo com seu tempo em memorias de longa duragdo, que levam
tempo para serem consolidadas; e em memorias de curta duragdo, que duram no
maximo algumas horas (IZQUIERDO, 2002). Outro tipo de memoria ¢ a memoria
operacional ou de trabalho que mantém por um curto periodo de tempo a informagao
que esta sendo processada naquele momento. Esta memoria é diferente das outras
por ndo produzir tragos bioquimicos e € processada principalmente no cortex pré-
frontal, dependendo da atividade elétrica dos neur6nios desta regido. Alguns
neurdnios do cortex pré-frontal alteram seu padrdo de disparo no inicio, outros no
meio e outros no fim dos processos mentais que usam a memoria de trabalho. O
cortex pré-frontal atua junto com o cortex entorrinal, parietal superior, e cingulado
anterior € com o hipocampo através de conexdes com estas areas (IZQUIERDO,

2002). O cortex pré-frontal recebe axonios de regides vinculadas a regulagdo dos



estados de animo, dos niveis de consciéncia e emogdes. Estes axdnios modulam
intensamente as células do lobo frontal que se encarregam da memoria operacional,
interferindo nesta memoria de acordo com o estado emocional e de atengdo. A
memoria operacional ndo € considerada como um tipo de memoria por muitos, mas
sim como um sistema no qual a informagao fica o tempo suficiente para se saber se
esta € uma informagdo nova, se € Util para o organismo e se deve ser armazenada ou
se ¢ uma informagdo que ja consta em nossa memoria. Para realizar esta busca, a
memoria operacional deve ter acesso rapido as demais memorias. Estas buscas sdo
feitas através de conexdes do cortex pré-frontal com o cértex entorrinal, com o
hipocampo e com as demais areas envolvidas nos processos de memoria

(IZQUIERDO, 2002).

LesGes e doengas que acometam os circuitos que envolvem as memorias
podem provocar déficits cognitivos. Como exemplo poderiamos citar o paciente HM
que apos ter sido submetido a uma cirurgia de retirada do lobo temporal medial com
a finalidade de diminuir as crises convulsivas, ndo conseguia lembrar-se de ja ter
estado em um local previamente apresentado ou de pessoas que conhecera apos esta

lesdo (KANDEL, 2003).

Desordens neurodegenerativas também podem provocar prejuizos motores e
de memoria. Dentre as doengas neurodegenerativas podemos citar a DP, uma doenga
progressiva que afeta principalmente pessoas com mais de 50 anos e € causada pela
morte de neurdnios DAérgicos da SNc¢ e consequiente redugdo de DA no estriado. A
deplecdo de DA no estriado causa um desequilibrio no sistema de transmissdo de
sinais entre os centros do alto comando motor localizado no cértex e os nucleos da

base (YOUDIM & RIEDERER, 2002).

E normal que certa quantidade de neurénios DAérgicos (em tomo de 5% a
cada década) morram durante o processo de envelhecimento (FEARNLEY & LEES,
1991; McGEER e col.,, 1989), porém na DP ocorre uma perda acelerada destes



neurdnios e os sintomas motores surgem quando ocorre uma diminui¢do entre 70 a
80% de DA estriatal e perda de mais de 50% de neuronios DAérgicos da SN¢
(FEARNLEY & LEES, 1991; McGEER e col., 1989), sendo esta perda progressiva
e rapida, podendo ser de 45% dos neurdénios por década (DUNNET &
BJORKLUND, 1994). Os mecanismos que levam a esta grande perda neuronal ndo
foram completamente elucidados, porém pesquisas indicam que o estresse oxidativo,
disfungdes mitocondriais, excitoxicidade, desequilibrio na homeostasia de calcio,
processos inflamatérios, apoptose (DUNNET & BJORKLUND, 1994), fatores
genéticos e ambientais (YOUDIM & RIEDERER, 1997) podem estar envolvidos.

A DP apresenta uma evolugdo progressiva, sendo que disturbios na memoéria
e no processo de aprendizado aparecem cedo. Esta doenga leva o paciente a uma
incapacidade fisica nas fases mais avangadas, com uma combinag¢do de sintomas que
inclui, em diversos graus de intensidade, tremor, rigidez, acinesia, bradicinesia e
perda dos reflexos do ajuste postural, além de alteragdes da motricidade automatica

(MACHADO, 1993; AIRES, 1999).

A postura do individuo parkinsoniano fica alterada, com a cabega e o tronco
fletidos para frente, e o antebraco e o joelho permanecem ligeiramente flexionados.
Devido a estas alteragdes, ocorre um deslocamento do centro de gravidade para
frente ocasionando dificuldade em manter-se de pé e tendéncia a propulsdo durante a
marcha, com aceleragdo dos passos. Esta altera¢do no modo de andar é causada pela
combinagdo da acinesia, rigidez e anormalidade postural. A acinesia, bradicinesia, e
hipocinesia, que ¢ a diminuigdo da atividade motora, descrevem o grau de
incapacidade de realizagdo de movimentos e provoca lentiddo no inicio e na
execugdo dos mesmos, além de indicar uma falta de atos motores automaticos, como
balangar os bragos ao andar (MACHADO, 1993). A acinesia provoca a paralisa¢do
dos movimentos, e, manifesta-se durante a marcha ou como dificuldade de miciar
movimentos ou por paradas bruscas do movimento dos membros inferiores. O

individuo com DP caminha com dificuldade, em pequenos passos e apresenta perda



dos movimentos dos membros superiores. Esta perda de movimentos na qual o
membro superior direito ndo avanga juntamente com o membro inferior esquerdo, e
vice-versa, pode ser o primeiro sinal da doenga que se pode observar (YOUDIN &

RIEDERER, 1997).

Outros sintomas ndo-motores podem surgir antes ou junto com os sintomas
motores, tal como sudorese ou outros disturbios do sistema nervoso auténomo e
quadros psiquiatricos tal como a depressdo em estagios mais avangados da doenga
(YOUDIN & RIEDERER;1997). O tremor ¢ predominantemente o de repouso e
ocorre principalmente nas maos, parando com o0 movimento do membro. Tem 1nicio,

geralmente, em uma das maos ou pés e vai se espalhando gradualmente.

Além dos sintomas motores e psiquiatricos, os pacientes com DP apresentam
déficits cognitivos. Estes déficits sdo observados ja no inicio da doenga, sendo mais
evidentes os disturbios na memoéria de habitos, habilidades e operacional
visoespacial (DUBOIS & PILLON, 1997). Estes déficits cognitivos sdo percebidos
em pessoas que ainda ndo apresentam deméncia (caracterizada principalmente pelo
comprometimento da memoria declarativa) que também pode se manifestar em fases
mais avanc¢adas da DP. A memoria espacial visoespacial encontra-se prejudicada
principalmente pela altera¢do dos processos de “busca” e ndo por uma alteragdo da
fungdo visoespacial propriamente dita. Os déficits de memoria operacional causam
um decréscimo da capacidade de processamento. Porém, a memoria episodica de
longa duragdo pode estar normal, dependendo do que ¢ requerido (DUBOIS &
PILLON, 1997). Porém, em alguns testes de memoria explicita, os portadores de DP
tiveram um desempenho inferior ao de pessoas normais na ordena¢do de materiais
mostrados em seqiiéncia. Os pacientes apresentam diminuigdo do controle interno da
atengdo, o que resulta em dificuldades motoras e de aprendizado (DUBOIS &
PILLON, 1997). Além da memoria operacional, outras fungdes executivas também
aparecem alteradas na DP, sendo estas fung¢des “processos mentais que exigem

elabora¢do do comportamento em resposta a mudangas ambientais” (DUBOIS &
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PILLON, 1997). Temos, portanto um quadro de déficits cognitivos com prejuizos de
diferenciados diferentes tipos de memorias.

Devido a dificuldades impostas pela ética para varios estudos de patologias
como a DP em humanos, modelos animais sdo muito utilizados. Estes modelos
podem ser definidos como preparagdes experimentais desenvolvidas com o
proposito de estudar uma condigdo patoldgica em diferentes espécies. Ainda, ao
desenvolver um modelo animal, o proposito explicito pretendido deve ser
considerado para tal preparagdo, ja que este proposito determina o critério ao qual o

modelo satisfaz e estabelece sua validade.

Dentre os modelos animais que reproduzem alguns dos sintomas observados
na DP, pode-se mencionar o modelo da reserpina, no qual observa-se, apos a
administragdo intraperitoneal (ip) ou sc desta droga, a diminui¢do da concentragdo
de catecolaminas, e conseqiente redugdo da atividade motora e tremor (GERLACH
& RIEDERER, 1996). Este modelo vem sendo usado para o estudo de drogas que

possam ser utilizadas na terapia contra a DP.

Outro modelo ¢ o da indugdo de catalepsia por neurolépticos classicos como
o haloperidol, um antagonista do receptor D2, que produz efeitos similares aos da
reserpina. A catalepsia em ratos ¢ definida por rigidez muscular e inibigdo motora
que pode ser induzida experimentalmente pela inibicdo da neurotransmissao
DAérgica (GERLACH & RIEDERER, 1996). A administragdo de haloperidol em
doses menores pode produzir também acinesia e bradicinesia (GERLACH &

RIEDERER, 1996).

Outro modelo que mimetiza algumas alteragdes que ocorrem na DP é o da
administragdo intracerebral de 6-hidroxidopamina (6-OHDA). Esta substancia
apresenta ag¢do neurotoxica, provocando a destruicdo de neurdnios
catecolaminérgicos (DA e NA), e ¢ um dos modelos mais utilizados de DP. Como a
6-OHDA ndo ultrapassa a barreira hematoencefalica, sua administragdo deve ser

feita direto na estrutura cerebral que se deseja lesar (GERLACH & RIEDERER,
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1996). Para dano mais especifico de neurdnios DAérgicos pode-se administrar um
mibidor de alta afinidade do sistema de transporte de NA. Devido a lesdo provocada
pela 6-OHDA, os animais apresentam comportamento motor assimétrico quando
submetidos a um forte estresse ou com a aplicagdo de agonistas de receptores da DA
(GERLACH & RIEDERER, 1996). Em lesdes mais mediais da SNc, este
comportamento motor € expresso por rotagdes contra-laterais induzidas por
agonistas diretos, como apomorfina, enquanto que agonistas indiretos, tal como a
anfetamina, produzem rotag¢Ses ipsilaterais (GERLACH & RIEDERER, 1996;
HIRSCHHORN e col., 1983).

Outro modelo animal utilizado para mimetizar os sintomas de DP ¢ o modelo
do 1-metil-4-fenil-1,2 3,6-tetrahidropiridina (MPTP). Neste modelo diferentes
espécies apresentam diferentes sensibilidades ao MPTP, por exemplo, a
administragdo sistémica € eficiente em primatas que necessitam de baixas doses para
apresentar sintomas parkinsonianos. J4 em ratos, a administragdo sistémica de
MPTP exige altas doses para que os sintomas de parkinsonismo sejam observados, e
por 1sso a administragdo intracerebral ¢ mais eficiente (GERLACH & RIEDERER,
1996).

O MPTP ao ser metabolizado pela enzima MAO do tipo B nas células da glia,
produz o metabélito 1-metil-4-fenilpiridina (MPP"), um potente agente oxidante. O
MPP" por apresentar afinidade pelos transportadores de DA podera ser captado
pelas células DAérgicas e assim atuar seletivamente nestes neurénios. Os provaveis
mecanismos que podem explicar a morte de neurénios DAérgicos promovida pela
administracdo de MPTP sdo: inibigdo do complexo I mitocondrial; intenso estresse
oxidativo; com conseqilente aumento excitotoxico de Ca®" intracelular que
provocaria excitotoxidade, apoptose e morte neuronal (GERLACH & RIEDERER,
1996).

Ja se sabe que lesOes bilaterais da SN¢ com MPTP produzem, em ratos,

efeitos na memoria qualitativamente semelhantes aos observados na DP em
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humanos (Da CUNHA e col., 2001, GEVAERD e col ., 2001 a, 2002 b; MYIOSHI ¢
col., 2002). Ratos com lesdo bilateral da SNc apresentam deficiéncias de memoria
operacional e para aprender a tarefa do labirinto aquatico de Morris com dica visual,

mas ndo apresentam deficiéncia para aprender tarefas espaciais (MIYOSHI e col.,

2002).

Neste trabalho serdo utilizados dois modelos de DP em ratos: o modelo de
lesdo por MPTP e o modelo de lesdo por 6-OHDA. O modelo do MPTP ja foi
validado para o estudo de déficits cognitivos em ratos e vem sendo usado em nosso
laboratorio para este fim (Da CUNHA e col., 2001, GEVAERD e col., 2001 a, 2002
b; MYIOSHI e col., 2002).

Porém, existem davidas se o MPTP é um modelo valido também para o
estudo de alteragGes motoras associadas a DP. Para valida-lo como tal, foram
testadas drogas que induzem rotagGes em ratos com lesdo unilateral por 6-OHDA,
como apomorfina e anfetamina. Estas drogas foram administradas em ratos com
lesdo unilateral da SNc¢ induzida por MPTP para se avaliar o comportamento
rotatorio dos ratos. Também estudamos os efeitos de drogas como nicotina e cafeina
no modelo da 6-OHDA para testar seus efeitos sobre lesdes unilaterais. Além disso,
sdo estudadas as possiveis diferengas produzidas pela lesdo da SN¢ esquerda, direita
e bilateral da SNc¢ sobre a memoria operacional e comportamento motor de ratos.
Sabe-se que lesGes bilaterais na SN¢ provocam déficits na memoria operacional,
porém ndo se sabe se lesdes unilaterais podem afetar a memoria do mesmo modo.
As diferengas que existem nos dois hemisférios cerebrais ndo foram elucidadas
completamente, sendo que estudos como este envolvendo regides que projetam
separadamente para um ou outro hemisfério cerebral que auxiliem esta compreensao
sdo mmportantes. Com a observagdo do comportamento dos ratos nos testes
aplicados, pode-se gerar conhecimentos que venham auxiliar na compreensdo dos

mecanismos dos déficits motores e de memoria na DP.
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2. OBJETIVOS

v Comparar as possiveis diferengas entre as lesdes unilaterais e bilaterais
da SNc¢ induzidas por MPTP sobre o comportamento exploratorio no
teste do campo aberto, motor assimétrico no teste de rotagdes
induzidas por agonistas dos receptores DAérgicos, € no teste de

memoéria operacional no labirinto aquatico de Morris;

v Avaliar o efeito de diferentes agonistas de receptores DAérgicos no

modelo de lesdo unilateral por MPTP e 6-OHDA,

v' Avaliar os efeitos da nicotina e cafeina sobre o comportamento
rotatorio de ratos no modelo da 6-OHDA, que ¢ um modelo bem

caracterizado para estudar este comportamento;

v Comparar o efeito de diferentes concentragdes de 6-OHDA no teste de

rotagdo induzida por agonistas dos receptores DAérgicos;

v' Avaliar os efeitos da administragdo de MPTP na SNc¢ sobre a
quantidade de DA estriatal;

v Avaliar os efeitos da administragdo de MPTP na SN¢ e 6-OHDA no

FPM sobre a sobrevivéncia de neurdonios na SNc.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Para este trabalho foram utilizados ratos machos Wistar albinos com 280 g a
320 g no comego do experimento. Os animais foram mantidos a temperatura
constante (22 = 2°C) e ciclo claro/escuro de 12 h, iniciando as 7:00 horas, com
alimento e agua a vontade. Os testes comportamentais de memoria operacional e
campo aberto foram realizados no periodo da manhd, enquanto que os testes de

rotagdo foram realizados durante todo o dia.

Para os testes de memoria operacional, campo aberto, rotagdes induzidas por
apomorfina e dosagem de DA, os animais receberam inje¢do intranigral de salina ou

1 umol de MPTP e foram divididos em 4 grupos:

v’ lesdo bilateral: ratos que receberam MPTP na SN¢ dos dois hemisférios. N = 14;
v’ lesdo do lado direito: ratos que receberam de MPTP somente na SNc¢ do
hemisfério direito. N = 15;

v’ lesdo do lado esquerdo: ratos que receberam de MPTP somente na SNc¢ do

hemisfério esquerdo. N =15;

v’ sham: ratos que passaram por todo o processo cirurgico, porém ndo receberam

MPTP bilateralmente. N = 15.

Para os testes de rotagdo com agonistas diretos e indiretos dos receptores
DA¢érgicos os ratos receberam mnjeg¢des de MPTP (1 pumol) ou de 6-OHDA (1, 8 ou

20 pug) na SNc¢ ou no FPM e foram divididos nos seguintes grupos e sub-grupos:

v' lesfo unilateral direita por MPTP: ratos que receberam a inje¢do de MPTP na

SNe:

2

v" Salina: N =10;
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v' Anfetamina: 1,0 mg/kg: N = 9; 5,0 mg/kg: N = 8; 7.5 mg/kg: N = 10; 10,0
mg/kg: N=9;

v' Apomorfina : 0,25 mg/kg: N = 10; 0,5 mg/kg: N = 10; 1,0 mg/kg: N = 8; 2,0
mg/kg: N =10;

v" L-DOPA 100 mg/kg: N = 10;
v Nicotina: 0,1 mg/kg: N =10; 0,25 mg/kg: N =10; 0,5 mg/kg: N = 10;

v" leso unilateral direita por MPTP: ratos que receberam a inje¢do de MPTP no

FPM do lado direito:
v" Apomorfina 1 mg/kg: N = 10.

v' leso unilateral direita por 6-OHDA: ratos que receberam a injecio de 6-OHDA
(1 ou 20 pg) na SNc¢ e foram desafiados com 1,0 mg/kg de apomorfina:

v 1 pugde 6-OHDA: N=9,
v' 20 ug de 6-OHDA: N = 10;

v' leso unilateral direita por 6-OHDA: ratos que receberam a injecio de 6-OHDA
(1 ou 20 pg) no FPM do lado direito;

v' 1 pg de 6-OHDA: N =9;
v' 20 ug de 6-OHDA: N = 10,

v" leso unilateral esquerda: ratos que receberam a inje¢do de 6-OHDA (8 ug) no

FPM do lado esquerdo;

v" Salina: N =10;

v Nicotina 0,5 mg/kg: N = 8;

v' Anfetamina: 0,5 mg/kg: N =10; 1,0 mg/kg: N = 10,
v

Anfetamina 0,5 mg/kg + Nicotina: 0,5 mg/kg: N=11; 1,0 mg/kg: N=09;
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v" Anfetamina 1,0 mg/kg + Nicotina: 0,1 mg/kg: N = 8; 0,25 mg/kg: N =10, 0,5
mg/kg: N=9; 1,0 mg/kg: N=9;

v Cafeina 0,3 mg/kg: N = 10;
v' Anfetamina 1,0 mg/kg + Cafeina 1,0 mg/kg: N = 10;

v Anfetamina 1,0 mg/kg + Nicotina 1,0 mg/kg + Cafeina: 0,3 mg/kg: N =10; 1,0
mg/kg: N =10;

v controle: ratos que ndo foram submetidos ao procedimento cirurgico.

O grupo com lesdo esquerda pela administragdo de 6-OHDA no FPM foi

submetido a analise histologica para se verificar o local e a extensdo da lesdo.

3.2 CIRURGIAS

Previamente a cirurgia estereotaxica, os animais receberam sulfato de
atropina (0,4 mg/kg) com objetivo de suprimir a salivagdo e o agente anestésico
equitesin (1 g de tiopental; 4,25 g de hidrato de cloral; 42,8 ml de propileno glicol;
11,5 ml de alcool 90%; 45,7 ml de agua destilada; e 2,13 g de sulfato de magnésio)
ambos administrados por via intraperitoneal (1.p.). Os ratos anestesiados foram

submetidos a tricotomia da parte superior da cabega, assepsia com alcool 1odado e

5

=T

Fig. 4 - Rato anestesiado, fixado ao aparelho estereotaxico.
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Com um bisturi fo1 feita uma incisdo na regido superior da cabec¢a do animal,
afastando-se os musculos expondo-se 0 0sso. Através do Atlas neuroanatémico de
PAXINOS e WATSON (1986) foram definidas as seguintes coordenadas
estereotaxicas para a SNc: anteroposterior (AP), -5,0 mm do bregma; latero-lateral
(LL) £ 2,1 mm da linha média; dorsoventral (DV), - 7,7 mm do osso, e para o FPM
AP, -1,9 mm do bregma; LL -1,9 mm da linha média; DV, - 7,2 mm do cranio. Apos
a localizagdo das medidas das coordenadas, o cranio foi perfurado com uma broca
dentaria e uma agulha de 30 gauge fo1 introduzida na SNc¢ ou no FPM. A agulha
estava ligada a um tubo de polietileno conectado a uma seringa Hamilton de 10 pl
cuyjo embolo era impulsionado por uma bomba de microinfusdo (Harvard
Apparatus). O MPTP (1 pumol) fo1 injetado em 1 pl de solugdo salina com um fluxo
de 0,333 ul/min durante 3 minutos, aguardando-se dois minutos apds o término da
infusdo antes de se retirar a agulha para se evitar refluxo. A 6-OHDA foi
administrada nas concentragdes de 1, 8 ou 20 ug de 6-OHDA em 1 pl de solugéo
salina (NaCl 0,9%) com um fluxo de 0,25 pl/min durante 4 minutos. Apds a inje¢éo
aguardou-se quatro minutos antes de se retirar a agulha. A perfuragdo 6ssea foi
fechada com cera de osso, e em seguida a pele fo1 suturada. O rato recebeu ainda 1
ml de bicarbonato de sodio para acelerar a eliminagdo do anestésico, permitindo
assim, uma recupera¢do mais rapida. Apos estes procedimentos, o animal foi
retirado do estereotaxico, e colocado individualmente em uma caixa-moradia, e
levado para o biotério. Os animais do grupo sham foram submetidos aos mesmos
procedimentos porém 1l de solugdo salina foi infundido em lugar da neurotoxina.

Durante cinco dias apds a cirurgia, o animal recebeu em lugar da dieta solida
padrdo, uma dieta liquida composta de farelo de ragdo com agua. Ao final dos cinco

dias de dieta os animais foram reagrupados em caixas contendo cinco animais.
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3.3 TESTE DO CAMPO ABERTO

O Campo Aberto (Fig.5) consiste de uma arena circular branca com 100 cm
de diametro, formado por trés circulos concéntricos e 12 raios entre o circulo mais
externo e o do meio e seis raios entre o circulo do meio e o central, e era cercado por
cortinas para evitar que os movimentos do observador interferissem no
comportamento do rato. Este teste foi realizado, pela manha do 16° dia apos a
cirurgia.

O rato testado era retirado de sua gaiola e colocado no centro do Campo
Aberto de costas para o experimentador e observado por 5 min., avaliando-se os
seguintes parametros: numero de vezes que o rato cruzou as linhas do campo aberto
(ambulagdo), nimero de vezes que o animal se levantou e ficou apoiado nas duas
patas traseiras para explorar visualmente a arena (levantar), tempo parado, nimero

de bolos fecais e se o animal urinou ou ndo (XAVIER, 1999).

Fig. 5 — Fotografia ilustrando o piso do campo aberto.
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3.4 LABIRINTO AQUATICO DE MORRIS - VERSAO MEMORIA
OPERACIONAL

O teste de memoria operacional no labirinto aquatico de Morris fo1 realizado
ap6s 21 dias da cirurgia com os animais pertencentes aos seguintes grupos: sham,
lesdo bilateral, lesdo unilateral direita e lesdo unilateral esquerda por administragdo

de MPTP na SNec.

O labirinto aquatico € um tanque com 70 cm de profundidade e 170 cm de
diametro. Este tanque era dividido imaginariamente em quatro quadrantes que
passavam pelos pontos cardinais: norte, sul, leste e oeste, conforme representado na
figura 6. No centro de um destes quadrantes era colocada uma plataforma de acrilico
transparente com 11 cm de largura por 14 cm de comprimento, submersa dois cm
em relagdo a superficie da agua e na sala onde estava localizado o labirinto aquatico
foram colocadas dicas visuais nas paredes para auxiliar o rato a localizar a

plataforma em cada dia de treino.

A prova consistia em submeter os animais, por um periodo de cinco dias
consecutivos, a quatro tentativas consecutivas para achar a plataforma. Os animais
em teste eram colocados de frente para a parede do tanque, em um dos vértices
destes quadrantes, que variavam pseudo-randomicamente a cada tentativa. Apods
serem soltos de um destes vértices, os ratos nadavam livremente até achar a
plataforma. Caso o animal ndo encontrasse a plataforma em até 60 s, ele era
conduzido gentilmente até a mesma e la permanecia por 20 segundos, sendo entdo
era solto de outro vértice até completar as quatro tentativas. A cada dia de treino a
plataforma permanecia no mesmo quadrante durante as tentativas de cada dia (Fig.
6). Os ratos eram liberados de posigdes que variavam entre perto e longe da
plataforma de forma pseudorandéomica. Com i1sso o rato ndo podia utilizar a
memoria formada para a localizagdo da plataforma no dia anterior, sendo necessaria

a utilizagdo, para cada dia de treino, de sua memoria operacional. O teste fo1 filmado
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e as laténcias e distancias percorridas para achar a plataforma, a velocidade de
natagdo e digitalizagdo dos percursos percorridos até a plataforma foram analisadas
por um programa de analise de imagens (CEFET, Curitiba, Brasil). Os animais
foram considerados tigmotaxicos se durante todas a sessdes permaneciam nadando

préximos (até 10 cm ) da borda da piscina.

Q"“@ﬁ_ %&

-~ == Posig¢oes de partida

N

) S Plataforma

et

Fig. 6: Labirinto aquatico de Morris, com plataforma submersa. As setas indicam diferentes pontos
de partida.

3.5 COMPORTAMENTO ESTEREOTIPADO

Para o teste de comportamento estereotipado induzido pela administragdo de
apomorfina na dose de 1 mg/kg por injecdo s.c. foram utilizados 32 ratos divididos
em dois grupos: com lesdo por MPTP da SNc direita e controle. O comportamento
estereotipado fo1 avaliado 10 min ap6s a inje¢do de apomorfina e mensurado a cada
10 min por um periodo total de 100 min. Apods as inje¢des os ratos foram colocados
em gaiolas (15 x 31 x 26 cm) que permitiam observa-los completamente. Os animais
comegaram a ter seu comportamento estereotipado medido 10 min apos a injegdo e
este comportamento era mensurado a cada 10 min. durante 100 min. Para a

mensuragdo o animal fo1 avaliado segundo a escala proposta por Setler e col. (1976).
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Nesta escala a cada tipo de comportamento atribuia-se um valor que variava entre 0

e 6, tal como representado na tabela 1:

Tabela 1: Representacdo dos valores da escala para a mensuragdo de comportamentos

estereotipados proposta por Setler ¢ col. (1976).

Valor Comportamento

0 Adormecido ou parado;
1 ativo;
2 Predominantemente ativo, mas com curtos de farejar e/ou levantar estereotipado;

3 Atividade estereotipada constante tal como farejar, levantar ou balangar a cabega, mas com

atividade locomotora ainda presente;
4 Atividade estercotipada constante realizada em um s6 local;

5 Atividade estereotipada constante, mas com periodos curtos de lamber e/ou roer ¢ morder as

barras da gaiola;

6 Lamber e/ou roer e morder as barras da gaiola.

3.6 COMPORTAMENTO ROTATORIO

3.6.1 Rotagdes Induzidas por Apomorfina em Ratos com Lesdo por MPTP

Sete dias apds a cirurgia no FPM do hemisfério direito ou 28 dias apos lesdo
bilateral, unilateral direita e unilateral esquerda por MPTP na SNc, os ratos foram
desafiados com apomorfina (1 mg/kg s.c.), e iciaram-se os testes de rotagdo

induzida.

Apo6s 15 min. da inje¢do, os ratos foram colocados em um recipiente de vidro
redondo com 28 c¢cm de diametro e as rotagSes no sentido horario ou anti-horario

foram contadas pelos proximos 15 min. (HIEMKE e col., 2002; STANFORD e col,



2002). Neste teste fo1 analisado o niimero de rotagdes ipsilaterais a lesdo (no mesmo

sentido da lesdo) e contra-laterais a lesdo (no sentido oposto a lesdo).

3.6.2 Rotagdes Induzidas por Agonistas Diretos e Indiretos dos Receptores

da DA apés a Administragdo de MPTP na Regido Central da SNc

Para o teste de rotagdes induzidas por agonistas diretos e indiretos dos
receptores de DA, os ratos dos grupos controle e lesdo unilateral direita com MPTP
receberam uma das seguintes drogas:

Apomorfina —doses: 0,25; 0,5; 1,0 e 2 mg/kg, s.c.;

Nicotina —doses: 0,1; 0,25 ¢ 0,5 mg/kg, s.c.;

Anfetamina - doses: 1,0; 5,0; 7,5 ¢ 10,0 mg/kg, s.c.;

L-DOPA - dose: 100 mg/kg, 1.p..

Apenas os animais que receberam L-DOPA foram testados 30 min. E 75 min
apos injecdo desta droga, e o numero de rotagdes foi contado durante 15 minutos
apos cada tempo de espera. Para as demais drogas foram utilizados os mesmos

parametros utilizados para o desafio com apomorfina.

3.6.3 Rotagbes Induzidas por Agonistas Indiretos dos Receptores de DA ap6s
a Administragdo de 6-OHDA no FPM

Os ratos dos grupos controle e lesdo unilateral esquerda do FPM com 6-
OHDA foram submetidos a este teste de rotagdo induzida recebendo salina ou uma
das drogas e doses mencionadas, ou a combinagdo de duas (anfetamina + nicotina
ou anfetamina + cafeina) ou trés dessas drogas:

Anfetamina (doses: 0,5 e 1,0 mg/kg, s.c.),

Nicotina (doses: 0,1; 0,25; 0,5 e 1,0 mg/kg, s.c.),
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Cafeina (doses: 0,3 e 1,0 mg/kg, s.c.)

3.6.4 Rotagoes Induzidas por Agonistas Diretos dos Receptores da DA apods
a Administragdo de 1 ou 20 ug de 6-OHDA no FPM ou na SN¢

Os ratos foram testados com um agonista direto apos 7 dias da realizagdo da
cirurgia estereotaxica. Os animais receberam 1 mg/kg apomorfina s.c., e foram
submetidos ao teste de rotagdo apos 15 minutos, e a quantidade de rotagdes contra e

ipsilaterais foram contadas durante o mesmo periodo de tempo.

3.7 IMUNOHISTOQUIMICA PARA TH

Apos os testes comportamentais os ratos foram sacrificados por decaptagéo e
os estriados foram removidos e armazenados em freezer -70°C até a realizagdo da
analise neuroquimica. O mesencéfalo de cada animal foi acondicionado
individualmente em recipientes contendo solu¢do de formalina a 4%. Esta solugdo
fo1 trocada a cada trés dias, pelo periodo de uma semana. Apods este periodo os
mesencéfalos foram colocados em solugdo crioprotetora composta de formalina 4%

e sacarose a 25%.

Para a analise imunohistoquimica, o0 mesencéfalo, fixado e crioprotegido, fo1
colocado em um microtomo de congelamento e foram feitas quatro séries de sec¢des
sagitais com 30 um de espessura. Em uma das séries foi realizada
imunohistoquimica para TH com um anticorpo monoclonal anti-TH produzido em
camundongos (Incstar) na diluigdo de 1:5000. O anti-soro primario foi localizado
usando uma variagdo do complexo avidina-biotina com um kit comercial (ABC Elite

kit, Vector Laboratories).
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3.8 DOSAGEM DE DA

Para a dosagem de DA os estriados previamente removidos foram
processados em solug¢do contendo 0,1 M de acido perclorico, 147 ng/ml de acido
3,4-di-hidroxibenzoico (DHBA, Sigma) como padrdo interno e 0,02% de dissulfito
de sodio. Esta solugdo fo1 adicionada aos tecidos na quantidade de 15 pl/mg de
tecido umido. As amostras contendo os tecidos em solu¢do de homogeneizagdo
foram mantidas a 4 °C durante toda a noite, para que houvesse uma boa precipitagdo
de proteinas e com 1sso, uma melhor purificagdo das amostras. No dia seguinte as
amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm., por 40 min, a 4°C, sendo o
sobrenadante retirado e injetado no cromatografo. O cromatografo utilizado para a
dosagem foi um cromatografo de fase liquida de alta pressdo (HPLC), acoplado a
um detector eletroquimico (marca Varian modelo 9080), com potencial de oxidagdo
fixado em + 0,85 V, injetor de 20 pul e uma bomba Varian modelo 90120. A coluna
utilizada fo1 uma C18 de fase reversa com 5 um de tamanho de particula e medindo

150 x 4,6 mm (Varian).

3.9 ANALISE ESTATISTICA

As diferencas entre os grupos em relagdo aos niveis de DA estriatal,
velocidade de natagdo, distancia percorrida e laténcia para achar a plataforma,
ambulagdo, tempo parado, levantar e bolos fecais, e escores de comportamento
rotatorio foram analisados com o teste ANOVA seguida do teste de Duncan. As
medidas repetidas foram consideradas um fator em testes de duas vias. As diferengas
nos escores de comportamento estereotipado foram analisados pelo teste U de
Mann-Whitney. Diferengas na freqiiéncia de micgdo e tigmotaxismo foi analisado

pelos testes de y* e Fisher, respectivamente.
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4. RESULTADOS

4.1 EFEITO DA LESAO DA SN¢ COM MPTP SOBRE O TESTE DO
CAMPO ABERTO

Como pode ser visto na figura 8, os animais com lesdo bilateral apresentaram
maior atividade ambulatéria no teste do campo aberto - maior namero de
cruzamentos quando comparados ao grupo sham (F (3,50) = 2,76, p = 0,05 ANOVA
de uma via;, p < 0,01 teste post-hoc de Duncan). Os grupos com hemilesdo ndo
apresentaram diferencas entre si, nem em relagdo ao grupo com lesdo bilateral e
sham. Os demais parametros avaliados neste teste ndo apresentaram diferengas
significantes entre os grupos: tempo parado (F (3,51) = 1,46, p = 0,23); levantar (F
(3,51) = 0,28, p = 0,83); numero de bolos fecais (F (3,52) = 0,45, p = 0,71), e urina
(teste x>, p > 0,28) (Fig. 8).

200
[] sSHAM
* SNc DIREITA
160 [ SNec ESQUERD/
[1] BILATERAL
120
80
40
0 =1 ||||||l -glmm—
CRUZAMENTOS TEMPO PARADO URINA (%)

LEVANTAR BOLOS FECAIS

Fig. 8. Efeito da administragdo de 1 pmol MPTP na SNc direita ou esquerda ou bilateral no
niumero de cruzamentos, de levantar, de bolos fecais, no tempo parado e na presenga de micg¢éo
durante o teste do campo aberto. Os ratos de todos os grupos foram testados durante cinco
minutos ¢ um unico treino. Os resultados estdo expressos pela média. * p < 0,05.



Tabela 2: Resumo dos resultados obtidos no teste do campo aberto com os animais dos grupos com

lesdo unilateral direita ou esquerda e bilateral.

27

Lesdo Ambulagéo Tempo parado Levantar Bolos fecais Urina

Direita - - - - -
Esquerda - - - - -
Bilateral 0 - - - -

Onde: T = aumento significante do pardmetro avaliado no teste do campo aberto; (-) = sem
diferenga entre parametros avaliados. Os resultados de cada grupo foram comparados ao grupo

sham; p < 0,05.

4.2 EFEITO DA LESAO DA SNc¢c COM MPTP SOBRE O DESEMPENHO
DOS ANIMAIS NO LABIRINTO AQUATICO DE MORRIS - VERSAO
MEMORIA OPERACIONAL

Trés semanas apos a cirurgia, os ratos nadaram sem apresentar distarbios
motores graves, que poderiam afetar seu desempenho na tarefa de memoria
operacional do labirinto aquatico. Estudos anteriores (Da CUNHA e col., 2001)
mostraram que os ratos ndo se mostraram afagicos. Nao houve diferenga significante
na velocidade inicial de natagdo entre os grupos como mostra a tabela 3 (F(3,53) =
0,59, p = 0,60, ANOVA de uma via). Em uma ANOVA de duas vias, considerando-
se as 20 tentativas como medida repetida, ndo se observaram diferengas significantes
na velocidade de natagdo entre os grupos em relagdo ao fator tratamento (F(3,52) =
0,46, p = 0,72) ou ao fator tentativa (F(19,88) = 0,83, p = 0,66). Além disso, a
laténcia de fuga na primeira tentativa para encontrar a plataforma submersa também
ndo diferiu entre os grupos (F(3,53) = 1,04; p = 0,38, ANOVA de uma via) (Fig.
8A).
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Tabela 3: Média das velocidades obtidas no teste do labirinto aquatico — versdo memoria operacional, com os
animais dos grupos com lesdo bilateral, unilateral direita ou esquerda.

Grupos Meédia + erro padréo (cm/s)
Sham 28.88 £ 0,98
SNc esquerda 26,18 £1,70
SNc direita 25,10+ 1,61
SNc¢ bilateral 28.68 +3,03

Meédia da velocidade de natagdo dos ratos dos grupos sham, lesdo bilateral, lesdo unilateral direita e
lesdo unilateral esquerda por administragdo de MPTP na SNc¢ no primeiro dia de treino no labirinto
aquatico de Morris.

Todos os animais lesados com MPTP na SNc¢ apresentaram diferengas
significantes quando comparados ao grupo sham, assim como os animais dos grupos
unilaterais (direita ou esquerda) em relagdo aos do grupo bilateral. Porém, ndo foram
observadas diferengas significantes entre os grupos com lesdo unilateral (direita ou

esquerda) (p < 0,01, pds-teste de Duncan).

Os ratos com lesdo bilateral demoraram mais tempo para encontrar a
plataforma quando comparados com o grupo sham (F(3,54) = 11,39, p < 0,001
ANOVA de duas vias com medidas repetidas). Uma ANOVA de duas vias
considerando as 20 tentativas como medidas repetidas mostrou um efeito
significante do tratamento da lesdo (F(3,54) = 11,39, p < 0,001), efeito significante
do fator tentativa (F(19,1026) = 15,56, p < 0,001) e significancia da interagdo entre
tratamento e tentativa (F(57,1026) = 1,37, p <0,05).

A analise da laténcia nas primeiras tentativas indica que os grupos com lesao
direita e bilateral apresentaram diferengas quando comparados ao grupo sham

(F(3,54)=5,40, p<0,005, ANOV A de duas vias; p < 0,05, teste de Duncan) (Fig. 8B).

Na segunda tentativa de cada dia de treino, os grupos com lesdo na SNc¢
esquerda e bilateral apresentaram maior tempo de laténcia quando comparados ao
grupo sham (F(3,54) = 9,78, p < 0,001, ANOVA de duas vias; p < 0,05, teste de
Duncan) (Fig. 8C). Contudo, na terceira (F(3,54) = 7,39, p < 0,001, ANOVA de
duas vias) e quarta (F(3,54) = 7,42, p < 0,001, ANOVA de duas vias) tentativas,
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todos os grupos com lesdo diferiram significantemente em relagdo ao grupo sham (p

< 0,05, teste de Duncan) (Fig. 8 D e E).
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Fig. 8. Efeito da administragdo de 1 pmol MPTP na SNc¢ direita ou esquerda ou bilateral no tempo
para encontrar a plataforma submersa na versdo de memoria operacional do labirinto aquatico. A
plataforma permaneceu no mesmo local durante as quatro tentativas de cada dia, mas era colocada
em outro local a cada dia de treino. Os resultados estdo expressos pela média. A. Laténcia para
encontrar a plataforma de todas as quatro tentativas dos cinco dias de treino. B. Laténcia para
encontrar a plataforma nas primeiras tentativas dos cinco dias. C. Segundas tentativas dos cinco
dias. D. terceiras tentativas dos cinco dias. E. quartas tentativas dos cinco dias.



A figura 9 mostra as distancias percorridas pelos ratos para achar a
plataforma. Em uma ANOVA de duas vias, considerando-se todas as tentativas
como medidas repetidas, verificou-se significancia do efeito da lesdo (F (3,52) =
3,56, p < 0,05, ANOVA de duas vias com medida repetida), e no efeito do fator
tremo (F (19,988) = 10,62, p < 0,001), porém ndo houve interagdo significante entre
lesdo e treino (F (57,988) = 1,11, p = 0,27).

O teste de Duncan mostrou uma diferenga significante entre a distancia
percorrida pelo grupo com lesdo bilateral e o grupo sham (p < 0,01) e valores
préximos ao critico para os grupos com lesdo unilateral esquerda (p = 0,06) e direita

(p =0,09) quando comparados ao grupo sham.

Os resultados de cada dia de treino foram analisados separadamente no teste

ANOVA de duas vias, considerando o dia de treino como medida repetida.

Como se observa na figura 9 B ndo ha efeito significativo da lesdo por MPTP
nas primeiras tentativas (F(3,52) = 1,70, p = 0,17). Na segunda tentativa os grupos
com lesdo na SNc esquerda e bilateral apresentaram diferencas significantes em
relagdo ao grupo sham (F(3,52) = 4,74, p < 0,001, ANOVA; p < 0,001, teste de
Duncan) (Fig. 9 C). Porém, na terceira tentativa apenas o grupo com lesdo bilateral
apresentou diferengas em relagdo ao grupo sham (F(3,52) = 2,81, p < 0,05,
ANOVA; p < 0,05 teste de Duncan) (Fig. 9 D) e na quarta tentativa ndo foi
observada diferenga entre os grupos com lesdo e o grupo sham (F(3,52) = 1,70, p =

0,17) (Fig. 9 E).
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Fig. 9. Efeito da administragdo de 1 pmol MPTP na SNc direita ou esquerda ou bilateral na
distancia de escape percorrida para encontrar a plataforma submersa na versdo de memoria
operacional do labirinto aquatico. A plataforma permaneceu no mesmo local durante as quatro
tentativas de cada dia, mas era colocada em outro local a cada dia de treino. Os resultados estdo
expressos pela média. A. Distancia percorrida durante todas as quatro tentativas dos cinco dias de
treino. B. Distancia percorrida nas primeiras tentativas dos cinco dias. C. Segundas tentativas dos

cinco dias. D. terceiras tentativas dos cinco dias. E. quartas tentativas dos cinco dias.



As figuras 10 e 11 1lustram o caminho percorrido por um rato representante
de cada grupo, este foi escolhido randomicamente e demonstra a real representagao

da trajetoria percorrida por cada grupo de animais.

No terceiro dia de treino, os animais do grupo sham nadaram diretamente
para a plataforma enquanto que os ratos com lesdo unilateral ou bilateral nadaram
por caminhos erraticos antes de encontrar a plataforma. Entretanto, estes ratos ndo
apresentaram tigmotaxismo ou natagdo lateralizada. O comportamento tigmotaxico
foi observado somente no primeiro dia de treino para a maioria dos ratos, contudo
um namero maior de ratos com lesdo bilateral continuou apresentando este

comportamento durante os demais dias de treino (tabela 4).

O caminho percorrido pelos ratos com lesdo unilateral no segundo treino do

segundo dia e do quinto dia de treino encontra-se na figura 11.

Sham

SNc¢ Direita SN¢ Bilateral

Fig 10. Representagdo dos caminhos percorridos durante a natagdo de ratos sham, com lesdo unilateral
esquerda, direita ¢ lesdo bilateral da SNc¢ na ultima tentativa do ultimo dia de treino no labirinto
aquatico. 1. Posicdo de saida. 2. Posigdo final na qual o rato encontrou a plataforma.
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Fig. 11. Representacdo dos caminhos percorridos durante a natagdo de ratos com lesdo unilateral na
segunda tentativa do segundo ao quinto dia de treino no labirinto aquatico. Os ratos eram colocados em
posigdes de saida diferentes no labirinto aquatico e a posigdo da plataforma permanecia a mesma durante
o mesmo dia de treino, variando a cada dia. 1. Posigdo de saida. 2. Posigdo final na qual o rato encontrou
a plataforma.

Tabela 4: Observacdo do comportamento tigmotaxico no teste do labirinto aquatico — versdo memdoria

operacional, com os animais dos grupos sham, lesdo bilateral, unilateral direita ou esquerda.

Ocorréncia/N
Grupo Tigmotaxico Perseveranca
Sham 0/15 2/15
SNc esquerda 2/14 2/14
SNc direita 1/15 7/15
5/14%* 3/14

SNc bilateral

Efeito das lesGes unilaterais direita ¢ esquerda ¢ lesdo bilateral por injecdo de MPTP na SNc¢ no
comportamento tigmotaxico e na perseveranga durante o teste de memoria operacional no labirinto
aquatico de Morris. O comportamento tigmotaxico ¢ expresso como o numero de animais
tigmotaxicos durante todos os dias de treino no labirinto aquatico. A preservagdo é expressa pelo
niumero de animais que levaram mais tempo explorando o quadrante no qual a plataforma estava no
dia de treino anterior na primeira tentativa do quinto dia de treino. N = numero de animais de cada
grupo. ¥ p < 0,05 (teste de Fisher).

A posi¢do de partida ndo afetou a eficiéncia do animal em encontrar a
plataforma, como pode ser observado nas figuras 10, 9 A e 8 A que demonstram os

caminhos, as distancias e as laténcias respectivamente.
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Tabela 5: Resumo dos resultados obtidos no teste do labirinto aquatico — versdo memoria operacional, com os

animais dos grupos com lesdo bilateral, unilateral direita ou esquerda.

Leséo Lat Lat1 Lat2 Lat3 Lat4 Dist Dist 1 Dist 2 Dist 3 Dist 4

Dircita - 0 - - - - - - - .
Esquerda - - 0 - - - - 0 - -
Bilateral 0 0 0 - - 0 - 0 0 .

Onde: Lat = laténcia geral (média da laténcia de todas as tentativas); Lat 1 a 4 = laténcias para encontrar a
plataforma das tentativas de 1 a 4; Dist = distancia geral (média da distancia de todas as tentativas); Dist 1 a 4
= distancia das tentativas de 1 a 4; T = aumento significante em relagio ao grupo sham; (-) sem diferenca

significante em relagdo ao grupo sham.

43 EFEITO DA LESAO DA SN¢ COM MPTP SOBRE O
COMPORTAMENTO ESTEREOTIPADO

Como mostrado na Figura 12, os ratos que receberam inje¢do de MPTP na
SNc do hemisfério direito ndo apresentaram diferencas significantes no padrdo de
comportamento estereotipado ao serem desafiados com apomorfina quando
comparados aos animais pertencentes ao grupo controle ao serem desafiados com

apomorfina (p = 0,22, teste de Mann-Whitney).
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Fig. 12 — Valores do comportamento estereotipado da escala proposta por Setler e col. (1976) durante 100

min. apés 10 min. da administragédo s.c. de 1 mg/kg de apomorfina em ratos do grupo controle e com leséo

por MPTP na SNc¢ do hemisfério direito. Os valores estdo expressos pela mediana ¢ intervalos de

mterquartis. p = 0,224154, teste de Mann-Whitney.

44 EFEITO DA LESAO DA SNc¢ COM MPTP SOBRE O
COMPORTAMENTO ROTATORIO

4.4.1 Rotagdes Induzidas por Apomorfina

Quando desafiados com apomorfina (1,0 mg/kg), os animais com lesdo na
SNc direita apresentaram um comportamento rotatorio ipsilateral (sentido horario),
sendo este diferente em relagdo aos demais grupos (F (3,48) = 9,54, p < 0,001
ANOVA; p < 0,01, teste de Duncan) (Fig. 13). Os animais com lesdo na SNc do
lado esquerdo também apresentaram um comportamento rotatorio ipsilateral a lesdo
(no sentido anti-horario) significante quando comparado aos demais grupos (F
(3,45) =9,03, p <0,001; p < 0,01, teste de Duncan) (Fig.13). Por outro lado, os ratos
com lesdo bilateral ndo apresentaram alteragdes significantes no comportamento

rotatério, tanto horario como anti-horario, em relagdo ao grupo sham (p > 0,20, teste
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de Duncan). Portanto, observamos que a lesdo com MPTP induziu rotagdes

ipsilaterais a lesdo quando os animais foram desafiados com apomorfina.

Porém, os ratos que receberam MPTP no FPM direito, ao serem desafiados

com apomorfina (1 mg/kg, s.c.) ndo apresentaram alteragdes significantes em

relagdo ao grupo sham no ntimero de rotagdes ipsilaterais (F(1,16) = 0,27, p =0,61)

e contra-laterais (F(1,16) = 0,26, p=0,61) alesdo (Fig. 14 e 15).
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Fig. 13 — Efeito da lesdo da SN¢ com MPTP sobre o comportamento rotatorio induzido com
apomorfina em ratos com lesdo bilateral, unilateral direita ou esquerda. Os valores estio
representados pela média = EPM. * p < 0,01, ANOVA de uma via seguida do teste de Duncan,.
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Fig. 14 - Efeito da administragdo de apomorfina (1,0 mg/kg) em ratos apds a infusdo unilateral MPTP no
FPM direito, no numero de rotagGes ipsilaterais. Os ratos receberam a injegdo s.c. 15 min. antes do teste.
Os valores estdo representados pela média = erro padrdo da média.
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Fig. 15 - Efeito da administracdo de apomorfina (1,0 mg/kg) em ratos lesados unilateralmente com
MPTP no FPM, no namero de rotagdes no sentido anti-horario. Os ratos receberam a injegéo s.c. 15
min. antes do teste. Os valores estdo representados pela média + EPM.

Tabela 6: Resumo dos resultados obtidos no teste de rotacdo induzida por apomorfina com os

animais dos grupos com lesdo unilateral direita ou esquerda ¢ bilateral.

Lesdo Rotacéo horaria Rotacdo anti-horaria
SNc direita 0 -
SNc esquerda - 0
SNc¢ Bilateral - -
FPM direito - -

Onde: T = aumento significante do namero de rotagdes; (-) = sem diferenga significante em relagdo
ao grupo sham.

442 Rotagdes Induzidas por Agonistas Diretos e Indiretos do Receptor

DAérgico ap6s a Administragdo de MPTP na Regido Central da SNc¢ Direita

Os animais lesados com MPTP quando desafiados com anfetamina
apresentaram um  comportamento  rotatério  ipsilateral = dose-dependente
(F(4,57)=22,71, ANOVA de uma via, p< 0,05, p < 0,001 poés-teste de Duncan) (Fig.

16). Em todas as doses testadas ndo foram observadas alteragdes significantes no
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numero de rotagdes contra-laterais quando comparado aos animais que receberam

salina (F(4,57)= 0,2469, ANOVA de uma via, p=0,9103) (Fig. 17).
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Fig. 16 - Efeito da administragdo de anfetamina em ratos com infusdo unilateral de MPTP na SNc, no
numero de rotagdes ipsilaterais. Os ratos receberam uma inje¢do s.c. 15 min. antes do teste. Os valores
estdo representados pela média = EPM. * p < 0,05, em relagdo aos animais que receberam salina. + p<
0,05, em relagdo aos grupos que receberam anfetamina (1,0 ¢ 5,0 mg/kg).
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Fig. 17 - Efeito da administragdo de anfetamina (1,0 a 10,0 mg/kg) em ratos com infusdo unilateral de

MPTP na SNc, no nimero de rotagdes contra-laterais. Os ratos receberam uma injegdo s.c. 15 min.
antes do teste. Os valores estdo representados pela média = EPM.

Os ratos do grupo controle que foram desafiados com anfetamina nas doses
de 7,5 mg/kg e 10 mg/kg apresentaram um numero significantemente maior de
rotagdes no sentido horario em relagdo ao grupo salina (F(4,52) = 5,43, ANOVA de

uma via, p < 0,01, teste de Duncan) (Fig. 18). Os ratos do grupo controle que
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receberam anfetamina na dose de 1 mg/kg apresentaram maior nimero de rotagdes
no sentido anti-horario em relagdo ao grupo salina (F(4,52) = 3,25, ANOVA de uma
via, p < 0,05, teste de Duncan) (Fig.19), enquanto que os demais grupos ndo
apresentaram diferengas entre si (F(4,52) = 3,2502, p > 0,10, teste de Duncan).

120+

-

o

o
1

00}
o
1

Rotag¢des/15 min
N [e)}
T 2

N
?

* *
e =0
Salina 1,0 50 7,5 10,0

Anfetamina (mg/kg)

Fig. 18 - Efeito da administragdo de anfetamina em ratos ndo lesados, no niimero de rotagdes no sentido
horario. Os ratos receberam uma injecdo s.c. 15 min. antes do teste. Os valores estdo representados pela

média = EPM * p < 0.05.
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Fig. 19 - Efeito da administragdo de anfetamina em ratos ndo lesados, no nimero de rotagdes no
sentido anti-horario. Os ratos receberam uma injecdo s.c. 15 min. antes do teste. Os valores estdo
representados pela média = EPM.

Ao serem desafiados com apomorfina nas doses de 0,25, 0,5, 1,0 e 2,0 mg/kg,
os ratos lesados com MPTP na SNc¢ direita apresentaram um aumento dose-

dependente de rotagdes ipsilaterais a lesdo, sendo este nimero significantemente
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maior que o numero de rotagdes do grupo salina (F(4,59) = 13,05, ANOVA de uma
via, p < 0,001, péds-teste de Duncan) (Fig. 20). Com relagdo ao numero de rotagdes
contra-laterais, os ratos lesados ndo apresentaram uma diferenga significante quando
desafiados com as diferentes doses de apomorfina utilizadas neste trabalho quando
comparadas ao grupo salina (F(4,59) = 0,86, ANOVA de uma via, p = 0,49) (Fig.
21).
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Fig. 20 - Efeito da administragdo de apomorfina em ratos que receberam infusdo unilateral de MPTP na
SNc, no numero de rotagdes ipsilaterais. Os ratos receberam uma injegdo s.c. 15 min. antes do teste. Os
valores estdo representados pela média £ EPM. * p <0,05.
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Fig. 21 - Efeito da administragdo de apomorfina em ratos com infusdo unilateral de MPTP na SNc, no
nimero de rotagdes contra-laterais. Os ratos receberam uma injecdo s.c. 15 min. antes do teste. Os

valores estdo representados pela média = EPM.
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Os animais do grupo controle ndo apresentaram diferengas significantes em
relagdo as doses de 0,25 e 1,0 mg/kg nas rotagdes de sentido horario (F(4,58) =
35,05, ANOVA de uma via, p > 0,15, pds-teste de Duncan), porém quando
desafiados com as doses de 0,5 e 2 mg/kg os ratos apresentaram maior numero de
rotagdes em relagdo aos demais grupos (F(4,58) = 35,05, ANOVA de uma via, p <
0,001) (Fig. 22). No sentido anti-horario os ratos ndo lesados ndo apresentaram
diferengas entre as doses (F(4,58) = 2,53, ANOVA de uma via, p = 0,050031) (Fig.

23).
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Fig. 22 - Efeito da administragdo de apomorfina (0,1 a 2,0 mg/kg) em ratos ndo lesados, no nimero
de rotagdes no sentido horario. Os ratos receberam uma injecdo s.c. 15 min. antes do teste. Os
valores estdo representados pela média = EPM. *p < 0,05.
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Fig. 23 - Efeito da administracdo de apomorfina em ratos ndo lesados, no niimero de rotagSes no
sentido anti-horario. Os ratos receberam uma injecdo s.c. 15 min. antes do teste. Os valores estdo
representados pela média £ EPM.
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Quando desafiados com L-DOPA (100 mg/kg, 1.p.) os ratos lesados com
MPTP néo diferiram no numero de rotagdes ipsilaterais em relagdo ao grupo que
recebeu salina: F(1,60)= 0,16, ANOVA de uma via, p = 0,89) (Fig. 24). O niimero
de rotagdes contra-laterais também ndo diferiu entre os grupos salina e L-DOPA
(F(1,60)= 0,82, ANOVA de uma via, p = 0,36) (Fig. 25).
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Fig. 24 — Efeito da administragdo de L-DOPA em ratos com infusdo unilateral de MPTP na SNc, no
numero de rotagdes ipsilaterais. Os ratos receberam uma inje¢do s.c. 15 min. antes do teste. Os valores

estdo representados pela média = EPM.
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Fig. 25 - Efeito da administragdo de L-DOPA em ratos com infusdo unilateral de MPTP na SNc, no
nimero de rotagdes contra-laterais. Os ratos receberam uma injecdo s.c. 15 min. antes do teste. Os

valores estdo representados pela média = EPM.
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Os ratos de ambos os grupos, MPTP e controle, quando desafiados com
nicotina ndo apresentaram diferengas significantes no numero de rotagGes horarias
em relagdo ao grupo salina (F(3,52) = 0,98, p = 0,40 e F(3,52) = 0,27, ANOVA de
uma via, p = 0,84) e anti-horarias (F(3,52) = 0,17, p = 0,91 e F(3,52) = 0,86, p =

0,46) (Fig. 26 - 29).
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Fig. 26 - Efeito da administragdo de nicotina em ratos com infusdo unilateral de MPTP na SNc, no
numero de rotagdes ipsilaterais. Os ratos receberam uma inje¢do s.c. 15 min. antes do teste. Os valores
estdo representados pela média = EPM.
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Fig. 27 — Efeito da administragfio de nicotina em ratos com infuséo unilateral de MPTP na SN¢, no
numero de rotages contra-laterais. Os ratos receberam uma injegdo s.c. 15 min. antes do teste. Os

valores estdo representados pela média = EPM.
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Fig. 28 - Efeito da administragdo de nicotina em ratos ndo lesados, no nimero de rotagles no
sentido horario. Os ratos receberam uma injegdo s.c. 15 min. antes do teste. Os valores estdo
representados pela média £ EPM.
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Fig. 29 - Efeito da administragdo de nicotina (0,1 a 0,5 mg/kg) em ratos ndo lesados, no niimero de
rota¢des no sentido anti-horario. Os ratos receberam uma inje¢do s.c. 15 min. antes do teste. Os
valores estio representados pela média = EPM.

Tabela 7: Resumo dos resultados obtidos no teste de rotagdo induzida por agonistas dos receptores
DAérgicos com os animais do grupo com lesio unilateral da SNc direita induzida por MPTP.

Sentido de rotacgéo Anfetamina Apomorfina L-DOPA Nicotina

Ipsilateral 0 0 - -

Contra-lateral - - - R

Onde: T = aumento do nimero de rotagdes; (-) = sem diferenga no numero de rotacdes. Os
resultados de cada grupo foram comparados aos animais que receberam salina; p < 0,05.
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443 Rotagdes Induzidas por Agonistas Indiretos do Receptor DAérgico
ap6s a Administragdo de 6-OHDA no FPM

Os ratos lesados unilateralmente com 8 ug de 6-OHDA, quando desafiados

com nicotina, apresentaram maior numero de rotagdes anti-horario quando
comparados ao grupo controle (F(1,16)= 25,32 ANOVA, p < 0,001) (Fig. 30).
Porém, ndo houve diferenca entre estes grupos no numero de rotagdes no sentido

horario (F(1,16)= 1,354, ANOVA, p = 0,26) (Fig. 31).
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Fig. 30 — Efeito da administragdo de nicotina em ratos com infusdo unilateral de 6-OHDA no FPM, no
numero de rotagdes ipsilaterais. Os ratos receberam uma inje¢do s.c. 15 min. antes do teste. Os valores

estdo representados pela média = EPM. *p < 0,05.
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Fig. 31 - Efeito da administragéo de nicotina em ratos com infusdo unilateral de 6-OHDA no FPM, no
nimero de rotagdes contra-laterais. Os ratos receberam uma injecdo s.c. 15 min. antes do teste. Os
valores estdo representados pela média = EPM.
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A administragdo de anfetamina em ratos lesados com 6-OHDA no FPM
provocou o aumento dose-dependente do nimero de rotagdes ipsilaterais a lesdo de
forma dose-dependente (F(2,26)= 19,31, ANOVA, p < 0,05, pos-teste de Duncan)
(Fig. 32), enquanto que as mesmas doses de anfetamina ndo provocaram alteragdes
no numero de rotagdes horarias em relagdo ao grupo controle F(2,26) = 2,01, p =
0,15 (Fig. 33).
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Fig. 32 — Efeito da administragdo de anfetamina em ratos com infusdo unilateral de 6-OHDA no FPM,
no numero de rotagdes ipsilaterais. Os ratos receberam uma injegdo s.c. 15 min. antes do teste. Os
valores estdo representados pela média = EPM. *p < 0,05.
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Fig. 33 — Efeito da administragdo de anfetamina em ratos com infusdo unilateral de 6-OHDA no FPM,
no nimero de rotagdes contra-laterais. Os ratos receberam uma injecdo s.c. 15 min. antes do teste. Os

valores estdo representados pela média = EPM.
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A administragdo de anfetamina (0,5 mg/kg, s.c.) mais nicotina nas doses de
0,5 mg/kg e 1 mg/kg ndo induziram aumento no nimero de rotagdes ipsilaterais a
lesdo em relagdo aos animais que receberam somente anfetamina, porém estes
grupos diferiram dos animais do grupo que recebeu salina (F (3,36) = 16,16,
ANOVA, p < 0,01, pos teste de Duncan) (Fig. 34). Nao houve diferencas
significantes entre os grupos no numero de rotagdes contra-laterais (F(3,36) = 0,97,

ANOVA, p = 0,41) (Fig. 35).
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Fig. 34 - Efeito da administragdo de anfetamina (0,5 mg/kg) mais nicotina (0,5 ¢ 1,0 mg/kg) em
ratos com infusdo unilateral de 6-OHDA no FPM, no numero de rotagdes ipsilaterais. Os ratos
receberam uma injegdo s.c. 15 min. antes do teste. Os valores estdo representados pela média = EPM.

*p <0,03.
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Fig. 35 — Efeito da administracdo de anfetamina (0,5 mg/kg) mais nicotina (0,5 ¢ 1,0 mg/kg) em
ratos com infusdo unilateral de 6-OHDA no FPM, no nimero de rotagdes contra-laterais. Os ratos
receberam uma injegdo s.c. 15 min. antes do teste. Os valores estdo representados pela média = EPM.
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Os animais dos grupos que receberam anfetamina (1 mg/kg) ou anfetamina
mais nicotina (0,1; 0,25; 0,5 ou 1,0 mg/kg) apresentaram diferengas significantes no
numero de rotagdes ipsilaterais a lesdo quando comparados aos animais do grupo
que recebeu salina, porém ndo apresentaram diferengas entre si (F(5,49) = 15,195,
ANOVA, p <0,01, pos-teste de Duncan) (Fig. 36). Quanto ao niimero de rotagdes
no contra-laterais, ndo houve diferenca entre os grupos (F(5,49) = 1,38, ANOVA, p
=0,25) (Fig. 37).
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Fig. 36 - Efeito da administragdo de anfetamina (1,0 mg/kg) mais nicotina (0,1 a 1,0 mg/kg) em
ratos com infusdo unilateral de 6-OHDA no FPM, no numero de rotagdes ipsilaterais. Os ratos
receberam uma injegdo s.c. 15 min. antes do teste. Os valores estdo representados pela média = EPM.
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p <0,05.

120+

—_

o

o
1

80+

60+

40-

Rotac6es/15 min

20+

0 ==
Salina Anf 1,0 Nic0,1 Nic0,25 Nic0,5 Nic1,0
+ Anfetamina (1,0mg/kg)
Fig. 37 - Efeito da administragdo de anfetamina (1,0 mg/kg) mais nicotina (0,1 a 1,0 mg/kg) em
ratos com infusdo unilateral de 6-OHDA no FPM, no numero de rotagdes ipsilaterais. Os ratos
receberam uma injegdo s.c. 15 min. antes do teste. Os valores estdo representados pela média = EPM.
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Os ratos com lesdo unilateral por 6-OHDA infundida no FPM apresentaram
maior namero de rotagOes ipsilaterais em relagdo ao grupo controle quando
desafiados com cafeina (0,3, sc) (F(1,18)= 5,17, ANOVA, p = 0,03) (Fig. 38). Jaem
relagdo as rotagGes contra-laterais os grupos ndo diferiram significantemente

(F(1,18) = 3,00, ANOVA, p = 0,59) (Fig. 39).
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Fig. 38 - Efeito da administracdo de cafeina (0,3 mg/kg) em ratos com infusdo unilateral de 6-OHDA
no FPM, no nimero de rotagdes ipsilaterais. Os ratos receberam uma injegdo s.c. 15 min. antes do teste.
Os valores estdo representados pela média = EPM. *p < 0,05.
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Fig. 39 - Efeito da administragdo de cafeina (0,3 mg/kg) em ratos com infusédo unilateral de 6-OHDA no
FPM, no numero de rotagdes contra-laterais. Os ratos receberam uma injegdo s.c. 15 min. antes do teste.
Os valores estdo representados pela média £ EPM.
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A administragdo de anfetamina 1 mg/kg mais cafeina 1 mg/kg ndo alterou o
numero de rotagdes no sentido ipsilateral a lesdo em relagdo aos animais do grupo
que recebeu anfetamina, mas, assim como o grupo que recebeu anfetamina
apresentaram diferengas significantes em relagdo aos animais grupo que recebeu
apenas salina (F(2,26) = 25,87, ANOVA, p < 0,01, pos-teste de Duncan) (Fig. 40).
Ja no numero de rotagdes contra-laterais, os grupos ndo apresentaram diferengas

entre s1 (F(2,26) = 0,66, ANOVA, p=0,52 (Fig. 41).
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Fig. 40 - Efeito da administragdo de anfetamina (1,0 mg/kg) mais cafeina (1,0 mg/kg) em ratos com
infusdo unilateral de 6-OHDA no FPM, no numero de rotagoes ipsilaterais. Os ratos receberam uma

injecdo s.c. 15 min. antes do teste. Os valores estdo representados pela média = EPM. * p <0,05.
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Fig. 41 - Efeito da administragdo de anfetamina (1,0 mg/kg) mais cafeina (1,0 mg/kg) em ratos com
infusdo unilateral de 6-OHDA no FPM, no numero de rotagoes ipsilaterais. Os ratos receberam uma
imjecdo s.c. 15 min. antes do teste. Os valores estdo representados pela média = EPM.
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Os ratos que receberam anfetamina (1 mg/kg, sc) mais nicotina (1 mg/kg, sc)
mais cafeina (0,3 mg/kg ou 1 mg/kg) ndo apresentaram diferengas no nimero de
rotagOes nos sentidos ipsilateral a lesdo quando comparados aos ratos que receberam
anfetamina. Os animais que receberam (F(2,26) = 1,407, ANOVA, p = 0,26) e
contra-lateral (F(2,26) = 0,84, ANOVA, p = 0,91) a lesdo em relagdo aos animais

que receberam somente anfetamina (Fig. 42 e 43).
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Fig. 42 - Efeito da administragdo de anfetamina (1,0 mg/kg) mais nicotina (1,0 mg/kg) mais cafeina (0,3 ou 1,0
mg/kg) em ratos com infusdo unilateral de 6-OHDA no FPM, no nimero de rotagdes ipsilaterais. Os ratos
receberam uma injegdo s.c. 15 min. antes do teste. Os valores estdo representados pela média = EPM. * p < 0,05.
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Fig. 43 - Efeito da administra¢do de anfetamina (1,0 mg/kg) mais nicotina (1,0 mg/kg) mais cafeina
(0,3 ou 1,0 mg/kg) em ratos com infusdo unilateral de 6-OHDA no FPM, no numero de rotagdes
ipsilaterais. Os ratos receberam uma injegdo s.c. 15 min. antes do teste. Os valores estdo representados
pela média = EPM.
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Tabela 8: Resumo dos resultados obtidos no teste de rotagdo induzida por agonistas dos receptores DAérgicos com os
animais do grupo com lesdo unilateral esquerda por 6-OHDA .

*A 1 *A 1
*A 0,5 *A 05 *Al *A 1 *Al + +
Sentidode  #A 0.5 #A 1 #N 0,5 #C 0,3 + + + + + Cc0,3 Cl
rotagdo NO,5 N1 NO,5 N1 Cl1 + +
N1 N1
Ipsilateral T T 0 0 - - - - - - }
Contra- - - - - - - - - - R -
lateral

Onde: T = aumento do nimero de rotagdes; (-) = sem diferenca no namero de rotagdes. A0,5 ¢ Al = anfetamina nas
doses de 0,5 ¢ 1 mg/kg; NO,5 ¢ N1 = nicotina nas doses de 0,5 ¢ 1 mg/kg; C0,3 ¢ C1 = cafeina nas doses de 0.3 ¢ 1
mg/kg; (#) = resultados comparados aos animais controle; (*) = resultados comparados aos animais que receberam
anfetamina;

4.4 4 Rotagdes Induzidas por Agonistas Diretos do Receptor DAérgico apos
a Administragdo de 1 ou 20 pg de 6-OHDA no FPM

Ao serem desafiados com 1 mg/kg de apomorfina, os ratos lesados com 1ug e
20 pg de 6-OHDA no FPM, ndo apresentaram diferengas no numero de rotagdes no
sentido ipsilateral a lesdo em relagdo ao grupo sham (F(2,24) = 2,36, ANOVA, p =
0,11) (Fig. 44) Porém, no sentido contra-lateral, os ratos que receberam 20 pg de 6-
OHDA no FPM apresentaram maior numero de rotagdes quando comparados com
os grupos sham e o grupo que recebeu 1ug de 6-OHDA (F(2,24) = 11,19, ANOVA,
p < 0,001, pés-teste de Duncan), enquanto que o grupo sham ndo diferiu do grupo

que recebeu 1ug de 6-OHDA (p = 0,87, pds-teste de Duncan) (Fig. 45).
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Fig. 44 - Efeito da administragdo de apomorfina (1,0 mg/kg) em ratos lesados unilateralmente com
6-OHDA no FPM direito, no nimero de rotagdes ipsilaterais. Os ratos receberam a injegéo s.c. 15
min. antes do teste. Os valores estdo representados pela média £ EPM.
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Fig. 45 - Efeito da administragdo de apomorfina (1,0 mg/kg) em ratos lesados unilateralmente com
6-OHDA no FPM direito, no nimero de rotagSes no contra-laterais. Os ratos receberam a injegéo
s.c. 15 min. antes do teste. Os valores estdo representados pela média £ EPM. * p < 0,05.

Tabela 9: Resumo dos resultados obtidos no teste de rotacdo induzida por apomorfina com os

animais do grupo com lesdo unilateral esquerda por 6-OHDA no FPM.

Sentido de rotagéo 6-OHDA 6-OHDA
lug 20 ng
Horario - -
Anti-horario - 0

Onde: T = aumento do nimero de rotagdes; (-) = sem diferenga no numero de rotacdes. Os

resultados de cada grupo foram comparados ao grupo sham.
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4.4.5 Rotagoes Induzidas por Agonistas Diretos do Receptor DAérgico apos
a Administragdo de 1ug ou 20 pg de 6-OHDA na Regido Central da SNc

Os ratos com lesdo da SNc¢ por 6-OHDA ao serem desafiados com
apomorfina 1 mg/kg ndo apresentaram diferengas no nimero de rotagdes ipsilaterais
a lesdo (F(2,23) = 1,70, ANOVA, p = 0,20) (Fig. 46). Quanto as rotagdes contra-
laterais os animais também ndo apresentaram diferencas significantes entre os

grupos (F(2,23) = 1,59, ANOVA, p =0,22) (Fig. 47).
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Fig. 46 - Efeito da administragdo de apomorfina (1,0 mg/kg) em ratos lesados unilateralmente com
6-OHDA na regido central da SNc direita, no namero de rotacdes ipsilaterais. Os ratos receberam a
mjegdo s.c. 15 min. antes do teste. Os valores estdo representados pela média + EPM.
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Fig. 47 - Efeito da administracdo de apomorfina (1,0 mg/kg) em ratos lesados unilateralmente com 6-
OHDA na regido central da SNc direita, no numero de rotagdes contra-laterais. Os ratos receberam a
mjecdo s.c. 15 min. antes do teste. Os valores estdo representados pela média = EPM.
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45 ALTERACOES NOS NIVEIS DE DA NO ESTRIADO DE RATOS
COM LESAO DA SN¢

A figura 48 demonstra que o tratamento com MPTP na SNc¢ provocou um
decréscimo de até 80% na concentragdo de DA estriatal no grupo com lesdo bilateral
quando comparado ao grupo sham. Os animais com lesdo unilateral direita ou
esquerda também apresentaram um decréscimo quando comparados ao grupo sham
ou quando se compara o lado lesado com o lado ndo lesado (F(7,99) = 5.95, p <

0,001, ANOVA de uma via, p < 0,05, teste de Duncan).

7500- ESTRIADO ESQUERDO
= I 1 ESTRIADO DIREITO
=]
§ 5000+
(=)
) *
£
< 2500+ *+ T
< .

SHAM ESQUERDA DIREITA BILATERAL
LESAO SNc

Fig. 48 - Efeito da administrag@o de 1 pmol MPTP na SNc do rato na concentragdo de DA estriatal.
As barras representam a média = EPM. * p =0,05 comparado com o grupo sham, + p =0,05
comparado com o lado oposto, pds-teste de Duncan.

4.6 ANALISE HISTOLOGICA DAS LESOES

A administragdo de MPTP intranigral provocou diminuigdo de neurdnios
imunorreativos a TH nesta area, sendo que esta administragdo provocou uma lesdo

mais centrada préxima ao sitio de inje¢do, sem atingir as areas vizinhas (Fig. 49A).



Enquanto que a administragdo de 6-OHDA no FPM esquerdo provocou lesdo
completa de neurdnios imunorreativos & TH em todo mesencéfalo esquerdo do rato

lesionado, atingindo a VTA e a SNr (Fig. 49B).

Fig. 49. Micrografia de campo claro representativa de uma fatia do mesencéfalo rato imunorreativo
para tirosina hidroxilase. A - O animal recebeu uma microinfusdo de 1 umol de MPTP na SNc¢
direita. B - O animal recebeu uma microinfusio de 8 mg de 6-OHDA no FPM esquerdo.
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5. DISCUSSAO

Neste trabalho foram comparados dois modelos animais da DP: o modelo de
lesdo da via nigroestriatal com MPTP, ja validado em nosso laboratério para estudos
de déficits cognitivos (Da CUNHA e col., 2001), e o modelo de lesdo da via
nigroestriatal com 6-OHDA, mais utilizado como modelo de alteragdes motoras e
para o estudo da ag¢do de drogas antiparkinsonianas. Além disso, neste trabalho
foram administrados MPTP e 6-OHDA na SNc¢ e no FPM para se avaliar o efeito de
cada uma destas drogas nestes diferentes sitios. Embora a administrag¢do tenha sido
feita em locais diferentes estas vias estdo interligadas, visto que o FPM envia
projecdes para a SNc e, portanto, a administragdo 6-OHDA no FPM também
promove lesdo da SNc e da VTA (Fig. 49B).

Varios estudos tém demonstrado que animais com lesdo da via nigroestriatal
por MPTP provocam déficits na memoria operacional de ratos (Da CUNHA e col.,
2001, GEVAERD e col., 2002a; 2002b; MIYOSHI e col., 2002), de camundongos
(TANILA e col., 1998) e de macacos (SCHNEIDER & KOVELOWSKI, 1990).

Em relagdo as alteragdes produzidas na memoria, nossos resultados vao de
encontro com os dados da literatura, visto que os ratos com lesdo na SN¢ esquerda
ou bilateral apresentaram prejuizos na memoria operacional. Este resultado sugere
que a SN¢ tem um papel importante na memoria operacional, como ja demostrado

em estudos anteriores.

Como a SNc envia muitas aferéncias DAérgicas para o estriado dorsal, era de
se esperar que lesOes nesta estrutura provocassem déficits cognitivos em testes de
memoria operacional. Porém, no estudo realizado por PACKARD e WHITE (1990)
com ratos em um labirinto radial de 8 bragos fo1 demonstrado que os animais nao
apresentavam dificuldade em lembrar dos bragos ja visitados, o que sugere que nao
apresentaram um déficit de memoria operacional. Em outro estudo utilizando ratos

com lesdo no estriado dorsomedial e dorsolateral, para o teste do labirinto radial de
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oito bragos, MAIR e col. (2002) também ndo observaram déficits na memoria
operacional. Estes dados aparentemente contraditérios podem ser devido a
diferencas na natureza dos testes do labirinto radial e do labirinto aquatico, que

exigem diferentes participagdes do estriado dorsal e da SNc.

No labirinto radial de oito bragos os ratos sdo liberados de uma arena central
e, associam diferentes dicas visuais para cada brago, assim se utilizando uma
memoria mais dependente de dicas visuais (WHITE & McDONALD, 2002). J4 no
teste de memoria operacional no labirinto aquatico, os ratos comegavam a nadar de
lugares diferentes do tanque a cada tentativa. Porém, nas sessdes conduzidas no
mesmo dia, a plataforma estava no mesmo lugar, sendo que o animal precisa
associar diferentes dicas para encontrar a plataforma. Outra diferenga é que os
bragos do labirinto radial permaneceram no mesmo lugar ao longo dos dias de
treino, e no teste de memoria operacional no labirinto aquatico, a posi¢do da
plataforma variava a cada dia de treino, permanecendo na mesma posi¢do apenas
durante as 4 tentativas de cada dia. Ou seja, a cada dia de treino no labirinto aquatico
0s animais precisavam remapear o labirinto para achar a nova posigdo da
plataforma, usando informagdes espaciais. Enquanto que no labirinto radial os
animais podiam utilizar a memoria dos dias anteriores para prever em qual brago
estava a comida, reduzindo a dependéncia da utilizagdo da memoria operacional,

utilizando informag¢des ndo necessariamente espaciais.

Outras interpretagdes podem ser dadas para explicar a maior dificuldade dos
ratos com lesdo da SN¢ por MPTP em encontrar a plataforma, tais como: problemas
motores e/ou comportamento rotatorio; tigmotaxia; dificuldade em aprender que
existe uma plataforma no labirinto aquatico que muda de lugar a cada dia, ou seja,
dificuldade em aprender a regra “win-shift”; dificuldade para aprender que durante
as quatro tentativas de cada dia a plataforma permanece no mesmo lugar, ou seja,
dificuldade para aprender a regra “win-stay”; déficit atencional, negligéncia

sensorial; dificuldade de organizar uma representagcdo mental do espago.
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Pacientes na fase inicial da DP apresentam déficits de memoria operacional,
mesmo antes de apresentar problemas motores (DUBOIS & PILLON, 1997). A
lesdo com MPTP da SNc de ratos mimetiza os sintomas desta fase micial da DP,
visto que os animais lesados apresentam déficits na memoria operacional sem
alteragdes motoras (Da CUNHA e col., 2001; MIYOSHI e col., 2002; Da CUNHA e
col, 2003). Os resultados apresentados neste trabalho mostraram que os ratos
lesados com MPTP nadaram na mesma velocidade que os animais controle e ndo
apresentaram anormalidades no modo de natagdo ou de locomogdo. Ainda, se a
hipocinesia tivesse afetado os ratos lesados, estes ndo teriam apresentado no teste do
campo aberto uma ambula¢do maior, assim como os ratos com lesdo bilateral ou

1gual ao do grupo sham, como os ratos com lesdo unilateral.

No modelo animal de lesdo unilateral da SNc¢ induzida por 6-OHDA, os
animais geralmente apresentam comportamento rotatérios quando desafiados com
agonistas DAérgicos (SCHWARTING & HOUSTON, 1996). Pode ocorrer também,
comportamento rotatorio espontaneo quando a deplecao estriatal for superior a 92%
(SCHWARTING, BONATZ, CAREY & HOUSTON, 1991). Os resultados deste
trabalho mostraram que a deplec¢do de DA provocada pelo MPTP nédo ultrapassou os
80%, e o comportamento rotatério espontaneo ndo foi observado em ratos com leséo
unilateral. Rotages s6 foram observadas quando estes animais foram desafiados
com drogas DAérgicas. Portanto podemos descartar a possibilidade de que um
comportamento rotatério estivesse mascarando o desempenho no teste de memoria

operacional nestes ratos.

As diferengas no padrdo comportamental observado no primeiro dia de treino
podem ser atribuidas ao comportamento tigmotaxico dos animais. Comportamento
semelhante foi relatado por DEVAN e colaboradores (1999), no qual ratos com
lesdo no estriado dorsomedial apresentavam o comportamento tigmotaxico no
primeiro dia de treino, porém este comportamento se extinguia apds 10 dias de

treino. Neste trabalho observamos que o comportamento tigmotaxico ndo esteve
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presente nos ultimos dias de treino para a maioria dos animais com lesdo unilateral.
Porém, um maior nimero de animais do grupo com lesdo bilateral apresentaram este
comportamento durante os cinco dias de treino. Este comportamento poderia ter
contribuido para a pior performance de memoria operacional do grupo bilateral,
porém, uma analise mais apurada, onde foram excluidos os dados dos animais
tigmotaxicos (dados ndo mostrados) ndo demonstrou diferenga qualitativa da analise

estatistica apresentada na qual todos os ratos foram computados.

Os diferentes déficits de memoria apresentados pelos ratos com lesdo da SN¢
direita ou esquerda por MPTP podem indicar particularidades destas estruturas
cerebrais envolvidas no processo de memoria. Os ratos com lesdo da SN¢ direita
demoraram mais tempo para encontrar a plataforma na primeira tentativa, enquanto
que os ratos com lesdo da SN¢ esquerda demoraram mais na segunda tentativa. Nas
demais tentativas os animais com hemilesdo compensaram seus déficits devido a
integridade do lado ndo lesado. Esta interpretagdo explica porque os ratos com lesdo

bilateral demoraram mais tempo para encontrar a plataforma em todas as tentativas.

Quando se utilizou a distdncia percorrida para achar a plataforma como
critério para medir a eficiéncia dos animais, os grupos com lesdo bilateral e
unilateral esquerda da SNc¢ mostraram um déficit para encontrar a plataforma na
segunda tentativa dos treinos. Na terceira tentativa, apenas o grupo com lesdo

bilateral apresentou déficit quando avaliado pela distancia percorrida.

A dificuldade dos animais em encontrar a plataforma na primeira tentativa
pode ter sido devida a um aprendizado deficiente da regra “win-shift”, ou seja, pelo
fato da plataforma ter mudado de posigdo a cada dia de treino ou, pode refletir uma
deficiéncia em ter aprendido que havia uma plataforma no tanque e que ela estava

no centro de um dos quadrantes.

Os ratos com lesdo unilateral direita da SNc¢, mas ndo aqueles com lesdo
esquerda, apresentaram dificuldades em achar a plataforma na primeira tentativa do

segundo ao quinto dia de treino. Estes dados sugerem que a SNc direita pode
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desempenhar um papel importante no aprendizado de que existe uma plataforma em
um dos quadrantes ou no aprendizado da regra de “win-shift”. Porém, quando se
comparam as distancias percorridas pelos ratos para encontrar a plataforma, este

déficit ndo é observado.

Os ratos com lesdo da SNc¢ esquerda, mas ndo os ratos com lesdo da SN¢
direita, apresentaram déficits para encontrar a plataforma na primeira tentativa do
segundo ao quinto dia de treino. O tempo que os animais levaram para encontrar a
plataforma na segunda tentativa ¢ a melhor medida de memoria operacional. Este
resultado sugere de forma consistente que a SNc esquerda é importante para a
memoria operacional espacial. Esta interpretagdo € coerente com relatos de
deficiéncias de memoria operacional espacial observada em paciente com DP
(CARBON & MARIE, 2003; COSTA e col., 2003; CRUCIAN & OKUN, 2003;
DUBOIS & PILLON, 1997; HODGSON e col., 1999; OWEN e col., 1997).

Outra explicagdo para o déficit observado apos a lesdo na SN¢ esquerda € que
a lesdo prejudica os animais no aprendizado da regra de win-stay, sendo necessario
que o animal se lembre deste lugar para acha-la. Entretanto esta regra parece ser
facilmente aprendida pelos ratos dos grupos sham e com lesdo da SNc direita, ja que
nenhuma melhora fo1 observada apos o segundo dia de treino. Isto sugere que este
tipo de memoria é mediado pelo sistema hipocampal e ndo pelo sistema
nigroestriatal, que supostamente esté relacionado com um aprendizado mais lento e
gradual (WHITE & McDONALD, 2002). Além disso, esta explicagdo alternativa
ndo € coerente com o fato de que o rato gasta menos tempo para achar a plataforma
na terceira e quarta tentativas. Como eles poderiam néo ter aprendido a regra do
“win-stay”? Uma possivel explica¢do seria que apos os animais terem aprendido a
regra “win-stay”, seria possivel que o déficit apresentado pelo grupo com lesdo
unilateral da SNc direita por MPTP tenha sido achar a plataforma na primeira
tentativa do dia seguinte, quando a plataforma mudou de lugar. Contudo, os

resultados demonstraram que este fato ocorreu com 7 dos 15 animais deste grupo e
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este fato pode ndo ter sido observado no grupo com lesdo bilateral da SNc devido a
alta incidéncia de tigmotaxismo. Esse fendmeno pode ter refletido a tendéncia de
ratos com lesdo na SNc em localizar objetos mais facilmente por coordenadas

espaciais do que por dicas visuais (Da CUNHA e col., 2003).

Outro fato importante é extraido da observac¢do de que ratos com lesdo do
estriado dorsolateral mostrou que estes apresentavam maior preferéncia pelo
comportamento orientado por coordenadas espaciais do que por uma resposta do
tipo “virar a direita” ou “virar a esquerda”. Este fato é importante para dar suporte a
teoria de que o sistema de memoria estriatal esta relacionado com associagdes
estimulo-resposta (S-R) enquanto que o sistema de memoria hipocampal esta
relacionado a associagdo de multiplos estimulos, como um mapa espacial (WHITE

& McDONALD, 2002).

Estudos anteriores mostraram que ratos com lesdo bilateral da SNc podem
aprender, da mesma maneira que os animais do grupo controle, como achar uma
plataforma escondida no labirinto aquatico caso ela seja mantida no mesmo lugar
durante todos dias de treino (MIYOSHI e col., 2002; Da CUNHA e col., 2003). Este
¢ um bom argumento para descartar a possibilidade de que lesées na SN¢ podem
diminuir a habilidade do rato em utilizar dicas externas ao labirinto aquatico para
formar um mapa espacial e achar a plataforma. Entretanto, o déficit diferencial
observado em ratos com lesdo unilateral da SNc também pode ser explicado por
déficits que afetaram a representa¢do do campo visual do rato contra-lateral a lesdo.
Uma aparente negligéncia do campo visual contra-lateral e de outras modalidade de
estimulos sensoriais tem sido observada em animais com lesdo unilateral da via
DAérgica nigroestriatal (DUNNETT & IVERSEN, 1982; FAIRLEY &
MARSHALL, 1986; LJUNGBERG & UNGERSTEDT, 1976; MARSHALL,
BERRIOS & SAWYER, 1980, SCHNEIDER, MCLAUGHLIN & ROELTGEN,
1992). No presente estudo, se houvesse ocorrido uma negligéncia sensorial que

afetasse a representagdo mental do campo visual contra-lateral a lesdo do rato,
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seriam esperados desempenhos piores para encontrar a plataforma quando esta
estivesse posicionada contra-lateralmente a lesdo da SNc. Como ndo foram
encontradas diferengas significantes para o rato encontrar a plataforma quando esta
estava posicionada contra ou ipsilateralmente a lesdo, estes resultados ndo podem

explicar a teoria da negligéncia da representagdo sensorial contra-lateral.

Portanto, este estudo sugere que a SNc¢ esquerda tem um importante papel na
memoria espacial operacional em ratos. Enquanto que a SNc¢ direita pode ser
importante para o aprendizado da regra “win-shift” e outras regras implicitas na
versdo da memoria operacional no teste do labirinto aquatico. Além disso, nosso
estudo apresenta evidéncias para rejeitar a possibilidade que um déficit motor ou a
teoria da negligéncia da representa¢do sensorial contra-lateral que pudessem estar
afetando a performance de ratos com lesdo da SN¢ no teste do labirinto aquatico.

Animais lesados com 6-OHDA apresentam comportamento motor
assimétrico quando submetidos a aplicagcdo de agonistas de receptores da DA ou a
um forte estresse (GERLACH & RIEDERER, 1996), e mais raramente,
comportamento rotatorio espontdneo (GERLACH & RIEDERER, 1996;
SCHWARTING & HUSTON, 1996). Este comportamento rotatério espontaneo
ocorre em ratos que apresentam lesdes unilaterais que promovam diminuig¢do de
grande nimero neurénios DAérgicos, e pode ou ndo se extinguir, apds determinado
periodo (GERLARCH & RIEDERER, 1996).

Neste trabalho, fo1 observado comportamento rotatério espontaneo em ratos
com lesdo por 6-OHDA (20u) no FPM durante os primeiros dias apods a cirurgia.
Este comportamento rotatorio, ipsilateral a lesdo, que dura pouco tempo, pode
ocorrer também quando sdo feitas lesdes na parte anterior da SNc¢ ou na VTA
(GERLARCH & RIEDERER, 1996). Enquanto que um comportamento rotatorio
ipsilateral persistente ocorre quando a 6-OHDA ¢ administrada no hipotalamo
medial (no FPM), provavelmente provocado uma perda de todos os neurdnios
DAérgicos mesencefalicos e uma, deple¢do total nos niveis de DA neoestriatal

(SCHWARTING & HUSTON, 1996).
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A lesdo induzida por 6-OHDA no FPM em nosso trabalho, produziu lesdo
total na SNc e na VTA, o que explicaria este comportamento rotatorio espontaneo.
Porém, de acordo com outros trabalhos da literatura, o comportamento rotatério
espontaneo cessou no periodo de cinco dias apos a cirurgia. Nos demais grupos
lesados que receberam infusdo unilateral de outras doses de 6-OHDA ou MPTP no
FPM ou na SNc¢, este comportamento rotatério espontaneo nao ocorreu.

Os animais com lesdes unilaterais menores, que ndo apresentavam este
comportamento, a administra¢do de drogas que atuam diretamente nos receptores
DAérgicos e induzem rotagdes contra-laterais a lesdo (UNGERSTED &
ARBUTHNOTT, 1970, UNGERSTED, 1971; DIAZ-VELIZ e col.,2002; METZ &
WHISHAW, 2002; NICHOLS e col., 2002), ou na indugdo da liberagdo de DA
podem induzir rotagdes ipsilaterais a lesdo (GERLACH & RIEDERER, 1996;
METZ & WHISAW, 2002).

Sabe-se que lesdes feitas pela administragdo de 6-OHDA no estriado
(ANDEN e col., 1966, UNGERSTED & ARBUTHNOTT, 1970; PRZEDBORSKI,
1995), na SNc¢ (DURING e col.,1992; van OOSTEN & COOLS, 2002), na parte
rostral da VTA e no hipotalamo lateral (UNGERSTED, 1971) ou ainda no FPM
(HENRY e col., 1998; RUSKIN e col., 1999; DELFINO e col., 2004) de ratos
também causam comportamento rotatério quando eles sdo desafiados com agonistas
dos receptores DAérgicos. Uma explicagdo para este fato é que fibras eferentes do
estriado inibem a atividade motora ipsilateral e esta influéncia nibitoria € diminuida
pela ativagdo dos receptores DAérgicos do estriado, ou seja, a estimulagdo destes
receptores aumenta a atividade motora (GERLACH & RIEDERER, 1996). Assim, a
administracdo de agonistas diretos produzira resposta aumentada, visto que os
receptores DAérgicos estardo supersensibilizados no lado lesado e poderdo induzir
rotagOes contra-laterais a lesdo, enquanto que, agonistas indiretos produzirdo seu
efeito principalmente do lado ndo lesado, onde ha mais terminagdes nervosas para
liberar DA, induzindo assim rotagdes ipsilaterais (GERLACH & RIEDERER,
1996).
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Neste trabalho, observamos comportamento rotatério ipsilateral a lesdo em
ratos com lesdo induzida pela administragdo de 6-OHDA no FPM. Como ja citado
na literatura, estes animais, ao serem desafiados com anfetamina, apresentaram
rotagdes 1psilaterais a lesdo, e também observamos que este comportamento ocorre
de forma dose-dependente. As rotagdes ipsilaterais podem ser explicadas pela maior
liberagdo de DA no lado ndo lesado, visto que este apresenta mais terminais
DAérgicos que o lado lesado (GERLACH & RIEDERER, 1996, HIRSCHHORN e
col,, 1983).

As doses maiores de 6-OHDA no FPM produziram ainda, lesGes totais no
mesencéfalo (Fig. 49b) e maior intensidade de rotagdes. Além disso, a administragdo
de apomorfina em ratos com lesdo unilateral direita por 6-OHDA (20 pg) no FPM
induziu rotagdes contra-laterais, como também observado na literatura
(UNGERSTED & ARBUTHNOTT, 1970, UNGERSTED, 1971, DIAZ-VELIZ e

col,, 2002; METZ & WHISHAW, 2002, NICHOLS e col, 2002). Este

comportamento rotatério contra-lateral a lesdo pode ser explicado pela
hiperexpressdo dos receptores DAérgicos na por¢ao lesada do estriado. Ou seja, os
receptores do lado lesado estariam mais sensiveis aos agonistas dos receptores
DAérgicos que aqueles do lado ndo lesado, sendo que agonistas diretos estariam
liberando o movimento (GERLACH & RIEDERER, 1996). Ja a menor dose de 6-
OHDA néo induziu rotagdes, provavelmente devido ao tamanho reduzido da lesao,
pois € citado que diferentes tamanhos (SCHWARTING & HUSTON, 1996) e locais
de lesdo (HIRSCHHORN e col., 1983) podem influenciar a intensidade e o sentido

da rotagdo.

Valendo-se do fato de que o modelo de lesdo unilateral produzido por
administragcdo de 6-OHDA ja esta bem caracterizado para o estudo de rotagdes
induzidas por agonistas DAérgicos, utilizamos também este modelo para estudar o
efeito da nicotina e da cafeina sobre o comportamento rotatorio.

A administragdo de nicotina ou cafeina promoveu aumento do

comportamento rotatorio 1ipsilateral. Este efeito também foi observado pela
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administragdo de anfetamina nos ratos lesados com 6-OHDA no FPM que, como se
sabe, induz a liberagdo de DA. Portanto, ¢ provavel que a nicotina e a cafeina
estejam induzindo a liberagdo de DA nos terminais sinapticos do lado ndo lesado.
Estes resultados sugerem que a nicotina e a cafeina estejam atuando como agonistas
indiretos, em concorddncia com os resultados da literatura onde alguns autores
utilizando microdialise ou sinaptossomas observaram liberagdo de DA apds a
administragdo de nicotina (KULAK e col., 1997; KAISER e col., 1998).

E importante ressaltar que este estudo sugere que os efeitos da nicotina e da
cafeina podem ser relevantes em tratamentos farmacologicos, uma vez que
produziram efeitos robustos sobre o comportamento motor de ratos. Assim,
agonistas nicotinicos e adenosinérgicos possivelmente apresentem um efeito
benéfico no tratamento dos sintomas da DP por promover a liberagdo de DA nos
termimais ndo lesados. Teoricamente este efeito poderia ser mais benéfico nos
estagios iniciais da doenga, onde o paciente ainda apresenta um percentual maior de
fibras DAérgicas preservadas, mas a falta de efeito em ratos com lesdo com MPTP
que mimetiza as fases iniciais da doenga sugerem que um efeito mais robusto vai ser
observado mesmo nas fases avangadas da doenca.

Também, a administragdo concomitante de anfetamina, cafeina e/ou nicotina
ndo alterou o numero de rotagdes, sugerindo que ndo ocorre um efeito aditivo destas
drogas. A ndo aditividade destes efeitos sugere que ambas as drogas atuam por um
mesmo mecanismo de a¢do e que este € saturavel. Talvez, o provavel efeito benéfico
dos agonistas nicotinicos no tratamento da DP seja mais evidente nas fases iniciais
da doenga. Infelizmente, para a terapia, este resultado sugere que ndo se podera
observar um efeito aditivo quando estas drogas forem administradas em conjunto.

Além do modelo da 6-OHDA que pode avaliar o comportamento motor, o
modelo do MPTP também poderia ser um bom modelo para se avaliar o sintomas
motores das fases iniciais da DP. Neste trabalho, os ratos lesados com MPTP e
desafiados com anfetamina apresentaram rotagdes ipsilaterais, novamente estes

resultados vao de encontro com os dados apresentados pela literatura (GERLACH &
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RIEDERER, 1996; METZ & WHISAW, 2002). Porém, os animais que foram
lesados unilateralmente com MPTP na parte central da SNc, apresentaram rotagdes
ipsilaterais com todas as doses de apomorfina, semelhante ao que ocorreu em outros
trabalhos aos ratos lesados unilateralmente com o MPP" (KONDO e col., 2004,
COSTALL e col.,, 1976, ¢ GARDNER e col.,, 1976). Este resultado sugere que no
modelo do MPTP existem algumas diferengas quanto ao mecanismo ou efeitos

fisiologicos quando comparado ao modelo da 6-OHDA.

O local da lesdo pode explicar porque os ratos com lesdo na SN¢ por MPTP
rotacionam no sentido ipsilateral a lesdo, visto que este sentido de rotagdo pode
variar conforme a parte lesada, ou seja, lesGes na parte mais medial da SNc¢ de ratos
produzem rota¢des contra-laterais a lesdo quando desafiados com apomorfina,
enquanto que lesdes mais laterais da SNc¢ provocam rotagdes ipsilaterais a lesdo
(HIRSCHHORN e col., 1983). Estas diferengas de local da lesdo ndo interferem no
sentido das rotagdes induzidas por agonistas indiretos (COSTALL e col., 1976;
GARDNER e col., 1976, HIRSCHHORN ¢ col., 1983), somente no sentido de
rotacdo dos agonistas diretos, como € o caso da apomorfina, que em nosso trabalho
induziu elevado numero de rotagSes ipsilaterais no modelo do MPTP. Alguns
estudos sugerem ainda, que a intensidade e a dire¢do da rotagcdo induzida por
anfetamina podem indicar um processo de reorganizagdo estrutural ou a influéncia
do sistema mesolimbico (METZ & WHISAW, 2002). Estas teorias ndo podem ser
descartadas para explicar porque os animais com lesdo unilateral com MPTP neste
trabalho apresentam rotagOes ipsilaterais a lesdo, porém s3o necessarios mais
estudos para se comprovar ou ndo a influéncia de lesGes do sistema mesolimbico no

sentido de rotagdo induzidas por MPTP.

A 1indugdo de comportamento rotatério, em ratos com lesdo unilateral por
MPTP, com apomorfina, ocorreu de forma dose-dependente. O aumento do niimero
de rotagGes atingiu um pico com a dose de 1,0 mg/kg, e tendeu a diminuigdo a partir

desta dose. Além disso, observamos que comportamentos como bater os dentes na

67



borda do recipiente onde o animal era colocado para realiza¢do do teste, ocorreram
com as maiores doses de apomorfina (1,0 e 2,0 mg/kg) utilizadas neste trabalho.
Este comportamento estereotipado talvez pudesse ser explicado pela utilizagdo de
doses elevadas de apomorfina, que podem provocar comportamentos deste tipo
(HIEMKE e col, 2002). Uma competi¢do entre comportamentos estereotipados
como este e 0 comportamento rotatdrio poderia explicar por que as maiores doses de
apomorfina induzissem diminui¢do no numero de rotagdes como fo1 observado neste

trabalho.

A literatura cita que a administragdo 1.p. de L-DOPA nas doses de 8 mg/kg
(METZ & WHISAW, 2002), 4 mg/kg (ADAMS & KEEFE, 1999) e 100 mg/kg
(HENRY e col, 1998) combinada com benserazida provoca rotagdes contra-laterais
a lesdo induzida por 6-OHDA administrada no FPM (UNGERSTED, 1971, HENRY
e col, 1998, ADAMS & KEEFE, 1999; METZ & WISHAW, 2002). Quando
utilizamos animais que haviam sido lesados unilateralmente com MPTP na SNc¢ e

desafiados com L-DOPA, ndo observamos comportamento rotatdrio contra-lateral.

Além disso, neste trabalho verificamos, que nos animais com lesdo bilateral
da SNc por MPTP e testados no campo aberto, um aumento na ambulagdo apds 16
dias da cirurgia estereotaxica, quando comparados ao grupo sham. Nossos resultados
vao de encontro aos obtidos por PERRY e col (2004) que também observaram,
neste mesmo modelo e teste, aumento da ambulagdo de ratos, 7 e 14 dias apds a
cirurgia.

TANILA e col. (1998) sugeriram que o aumento da ambulagdo possa estar
relacionado com a diminuigdo parcial dos niveis de DA. Como em nosso trabalho
também observamos redugdo dos niveis de DA estriatal, este fato poderia explicar o

aumento da ambulagdo observado em nossos resultados.

Assim como a 6-OHDA, vimos que o MPTP também provoca morte neuronal
e diminuigdo da DA no estriado correspondente a lesdo. Neste trabalho observamos

que ao infundirmos MPTP na SN¢ houve perda de neuroénios nesta estrutura sem, no
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entanto atingir areas proximas como a VTA. Contudo, quando mfundimos 6-OHDA
no FPM, verificamos lesdo ndo s6 na SNc¢, mas também na VTA. Embora a 6-
OHDA ndo apresente tanta especificidade, pois também pode lesar neuronios
NAcérgicos, ¢ eficaz em promover lesdes maiores, o que facilita o estudo de

problemas motores.

Assim como encontramos na literatura (SUNDSTRON & JONSSON, 1985;
MARKEY & SCHMUFF, 1986, HEIKKILA E SONSALLA, 1987, GEVAERD e
col., 2001), estes dados demonstram que a administragdo de MPTP na SNc¢ parece
ter sido mais especifica para células DAérgicas da SNc¢ que a 6-OHDA no FPM,
como demonstrado pela analise histologica deste trabalho.

Assim como a 6-OHDA, o MPTP também provoca reducdo de DA estriatal,
porém, esta atinge principalmente o estriado dorsal e cortex pré-frontal, induzindo
reducdo de aproximadamente 50% nos niveis de DA. Ja no ntcleo accumbens,
hipocampo ou amigdala ndo se observa esta alteragdo nos niveis de DA (GEVAERD
e col,, 2001a). Embora o MPTP provoque deplecdo de DA e seus metabdlitos, ndo
sdo observadas alteragGes significantes nas concentragdes de NA, serotonina e seus
metabolitos (Da CUNHA e col., 2002). Assim como ja descrito por GEVAERD e
col. (2001b), os resultados da dosagem de DA no estriado aqui apresentados
confirma que a lesdo com MPTP provocou diminui¢do nos niveis da DA estriatal.

Deste estudo temos, portanto, uma validagdo do modelo do MPTP para o
estudo de alteragGes cognitivas observadas na fase inicial da doenga de Parkinson,
com um efeito mais predominante da SN¢ esquerda. O modelo do MPTP mostrou-se
também compativel com esta fase da doen¢a no que diz respeito a uma lesdo parcial
da SNc, deplecdo parcial de DA estriatal e alteragdes motoras menos acentuadas e
de natureza diferente das observadas com lesdes maiores da SNc¢ com 6-OHDA.
Porém, com o desafio de drogas dopaminérgicas observamos que se pode obter
resultados robustos quanto ao comportamento rotatério que podem auxiliar na
selegdo de drogas uteis para o tratamento da fase inicial desta doenga. Neste sentido,

nossos estudos demonstraram que a cafeina e a nicotina ndo produziram alteragdes
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motoras significativas neste modelo, mas que provavelmente possam ser utilizadas
em fases mais avangadas da doenga por produzirem efeitos robustos em animais

com les@o da SNc induzida pela 6-OHDA.
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CONCLUSOES

v' A SNc esquerda parece ter papel importante na memoria operacional
de ratos, enquanto que a direita pode ser importante no aprendizado da
regra “win-shift” e outras regras implicitas na versdo da memoria

operacional no teste do labirinto aquatico.

v' A lesdo bilateral da SNc¢ provocou maior déficit cognitivo que as

lesGes unilaterais;

v Ainda, os ratos com lesdo bilateral apresentaram maior ambulagio no
campo aberto, enquanto que ndo houve diferengas entre os grupos com
lesdo unilateral da SNc¢ e o grupo sham. Estes fatos indicam que nao

houve comprometimento da fungdo motora nestes animais.

v" No modelo de lesdo unilateral por MPTP agonistas indiretos podem
induzir rotagdes ipsilaterais a lesdo, como foi o caso da anfetamina.
Enquanto que agonistas diretos como a apomorfina, induziram
também rotagOes ipsilaterais a lesdo, provavelmente devido a

localizagdo e extensdo da lesdo.

v A nicotina e cafeina provocaram rotagdes ipsilaterais a lesfo tais como
os agonistas indiretos apenas em animais com lesdes induzidas por 6-
OHDA, mas ndo por MPTP. Este resultado sugere que estas drogas
devem produzir um melhor resultado clinico em fases mais adiantadas

da DP.

v’ As diferentes doses de 6-OHDA produzem efeitos diferentes: ratos que
receberam a dose de 1 ug no FPM ou na SNC e desafiados com
agonistas DAérgicos ndo apresentaram altera¢des no numero de
rotagdes, enquanto que os animais que receberam as doses de 8 ug e

20 ug no FPM, mas ndo na SNc¢, apresentaram rotagOes ipsilaterais



quando desfiados com agonistas indiretos e contralaterais quando

desafiados com agonistas diretos da DA.

A analise neuroquimica mostrou redugdo nos niveis de DA estriatal no
lado lesado, enquanto ndo houve alteragdo nos niveis no lado nao

lesado.

A analise histologica mostrou redugdo parcial de neurénios reativos a
TH na SNc¢ dos animais lesados com MPTP, e redugdo total de
neurdnios reativos a TH na SNc¢ de ratos lesados com 6-OHDA no

FPM.
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