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RESUMO

A Doenca de Parkinson (DP) ¢ um distirbio progressivo do movimento cujos
principais sintomas sio bradicinesia, tremor e rigidez muscular. Além dos sintomas motores,
existe um amplo espectro de distarbios psiquiatricos associados a DP, sendo a depressdao o
mais comum deles. A fisiopatologia da DP nao é bem conhecida. No entanto, tem sido
proposta a possibilidade de contribuigdo do estresse oxidativo, através da participagdo do
oxido nitrico (NO), na patogénese da DP. Nesse contexto, diversos estudos demonstram que
inibidores da 6xido nitrico sintase (NOS) sdo capazes de proteger contra a perda de dopamina
e degeneragio celular nigral em modelos animais de parkinsonismo.

O objetivo deste estudo foi investigar a influéncia dos inibidores da NOS no modelo
animal de DP induzido por reserpina nas linhagens de camundongos Swiss e C57BL/6.

Os efeitos da administracdo de 7-nitroindazol (7-NI-25mg/Kg), um inibidor da 6xido
nitrico sintase (NOS) neuronal e de aminoguanidina (50mg/Kg), um inibidor da NOS
induzida, em camundongos tratados com reserpina (1mg/Kg) na atividade geral desses
animais foram avaliados através do teste do campo aberto. Neste teste, foram registrados os
tempos de laténcia e imobilidade e as fregiiéncias de locomogao e levantar dos animais.

O ensaio de atividade geral no campo aberto mostrou que a administracdo de 7-NI
promoveu uma reversio da hipolocomogado induzida pela reserpina em camundongos Swiss,
porém ndo na linhagem C57BL/6.

A administracdo de aminoguanidina ndo foi capaz de restaurar a hipolocomogio
causada pela administracdo de reserpina e avaliada pelo teste do campo aberto em nenhuma
das linhagens testadas.

O efeito da administracdo de 7-NI e aminoguanidina nos animais tratados com
reserpinafoi avaliado no teste da natagao forgada, onde foi registrado o tempo de imobilidade
dos animais.

A administragdo de reserpina levou a um aumento no tempo de imobilidade nas duas
linhagens de camundongos no teste da natacao forgada. A administracao de 7-NI aboliu esse
efeito na linhagem de camundongos Swiss. No entanto, o 7-NI ndo foi capaz de reverter o
aumento no tempo de imobilidade na linhagem C57BL/6.
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A administragdo de aminoguanidina em camundongos tratados com reserpina €
avaliados no teste da natacao forgada indicou que esse inibidor da NOS induzida néo reverteu
0 aumento do tempo imobilidade induzido pela administracao de reserpina.

Com o objetivo de avaliar os efeitos do 7-NI e aminoguanidina em camundongos
tratados com reserpina sobre as defesas antioxidantes cerebrais, foi realizada a quantificagao
dos niveis estriatais de glutationa (GSH). No entanto, nossos resultados mostram que a
reserpinanio causou alteragao significante na concentragdo de GSH.

Em conjunto, nossos resultados sugerem a participagdo da isoforma neuronal de NOS
em um modelo anima de parkinsonismo. Mais ainda, a comparagio das linhagens de
camundongos utilizadas nestes experimentos podem fornecer informagdes com bases

genéticas quanto a diferente sensibilidade as drogas empregadas neste estudo.



ABSTRACT

Parkinson’s disease (PD) is a progressive disorder whose main symptoms are
bradykinesia, tremor and muscular rigidity. Besides the motor symptoms, an ample aspect of
psychiatric disorders is associated to PD, being depression the most common of them. The
physiopathology of PD is not well understood. However, it has been proposed the possibility
of contribution of oxidative stress, through the participation of nitric oxide (NO), in
pathogenesis of PD. In this context, several studies demonstrate that nitric oxide synthase
(NOS) inhibitors are able to protect against dopamine loss and cellular nigral degeneration in
animal models of parkinsonism.

The am of this study was to investigate the influence of NOS inhibitors in the
reserpine-induced animal model of PD in Swiss and C57BL/6 mouse strains.

The effects of administration of 7-nitroindazole (7-NI-25mg/Kg), an neurona NOS
inhibitor and aminoguanidine (50mg/Kg), an inducible NOS inhibitor, in mice treated to
reserpine (Img/Kg) in genera activity were evaluated in the open field test. In thistest, there
were registered latency and immobility time and locomotion and rearing frequencies of
animals.

Evaluation of genera activity in open field showed that administration of 7-NI
promoted an improvement of reserpine-induced hypolocomotion in Swiss mice, but not in
C57BL/6 mouse strain.

Aminoguanidine administration was not able to restore the hypolocomotion caused by
reserpine administration in any of the mouse strains.

The effects of 7-NI and aminoguanidine administration in animals treated to reserpine
were evaluated in the forced swimming test. In this test, the immobility time of the animals
was registered.

Reserpine administration led to an increase in the immobility time in both mouse
strains. 7-NI administration abolished this effect in the Swiss strain. However, 7-NI was not
ableto revert the increase in the immobility time in C57BL/6 mouse strain.

Evauation of aminoguanidine administration in reserpine-treated mice in forced
swimming test indicated that this inducible NOS inhibitor did not revert the increased

immobility time induced by reserpine administration.



With the objective to evaluate the effect of 7-NI and aminoguanidine in reserpine-
treated mice on cerebral antioxidant defenses, the quantification of striatal levels of
glutathione (GSH) was carried out. However, our results show that reserpine was not able to
cause significant alteration in GSH concentration.

Taken together, our results suggest the participation of NOS neuronal isoform in an
animal model of parkinsonism. Furthermore, the comparison of such mouse strains may

provide information on genetic basis for strains differences in different sensitivity to the drugs
used in this study.
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1 INTRODUCAO

1.1 DOENCA DE PARKINSON (DP)

A Doenga de Parkinson (DP) idiopatica, que foi descrita pela primeira vez em 1817 por
James Parkinson, ¢ um disturbio progressivo do movimento cujos principais sintomas sao: tremor
em repouso, que geralmente comega nas maos (tremor semelhante a “rolar pilulas”), que tende a
diminuir durante a atividade voluntaria; rigidez muscular, detectavel na forma de aumento da
resisténcia ao movimento passivo dos membros; supressdo dos movimentos voluntarios
(hipocinesia) devida a rigidez muscular e a uma inércia inerente do sistema motor, o que significa
gue ¢ sempre dificil interromper ou iniciar a atividade motora (bradicinesia); incapacidade de iniciar
um movimento desgjado (acinesia), instabilidade postural (STOFFERS et al, 2003), aém de
expressao facial “semelhante a mascara” (ALEXI et al., 2000), aém de complicagdes ndo-motoras
menos freqiientes, tais como deméncia, depressao e disfun¢ao autonomica (MAGUIRE-ZEISS et
al., 2005). Os pacientes parkinsonianos exibem uma marcha caracteristica, arrastando os pés. Tém
dificuldade para comegar €, uma vez iniciada a marcha, nio podem parar ou mudar a dire¢ao
rapidamente.

Existem quatro grupos gerais de sindromes com caracteristicas parkinsonianas: DP
idiopatica, DP secundaria (e.g., induzida por drogas, toxica, vascular), DP familiar e outras
sindromes parkinsonianas (e.g., atrofia sistémica multipla, degeneragao estriadonigral, degeneragéo
corticobasal e avariante de corpusculo de Lewy da doenga de Alzheimer) (MOORE, 2003).

A DP ¢ a doenca neurodegenerativa mais comum depois da doenga de Alzheimer. Ocorre no
mundo todo em todos os grupos étnicos. Os homens sdo mais freqiientemente afetados que as
mulheres (LANG e LOZANO, 1998). A prevaléncia de DP ¢é de 0,3% da populagdo geral; essa
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propor¢ao aumenta com a idade, de modo que a doenga afeta mais de 1% das pessoas com idade
acimade 65 anos (TANNER, 1992).

O periodo de laténcia para o desenvolvimento da doenca nao ¢ conhecido, porém acredita-se
gue estgjaentre 5 e 7 anos, embora possa variar de acordo com a etiologia

O conhecimento atual acerca da etiologia da doenga sugere que a DP resulta provavelmente
de uma combinagdo de fatores genéticos e ambientais. Em alguns casos, entretanto, pode resultar de
isquemia cerebral, encefalite viral ou outros tipos de lesio patologica. Os sintomas também podem
ser induzidos por drogas, sendo as principais drogas envolvidas aguelas que reduzem a quantidade
de dopamina no cérebro (p.ex., reserpina), ou que bloqueiam os receptores de dopamina (p.ex.,
agentes antipsicoticos, como a clorpromazina).

Numerosos estudos familiares de casos controlados foram realizados e, em sua maioria,
demonstraram um aumento no risco para o desenvolvimento da doenga entre parentes de primeiro
grau. Em média, um individuo com parente de primeiro grau com DP tem aproximadamente uma
chance de 1:20 de desenvolver a doenca. Individuos com dois parentes de primeiro grau possuem
uma chance de 1:5.

Estudos epidemiol6gicos sugerem que o uso de herbicidas, exposi¢do a pesticidas, consumo
de agua de poco e exposi¢do ocupacional a certos metais, mais notavelmente o manganés
(GORELL et al., 1999), podem aumentar o risco de desenvolvimento da DP, através do aumento do
estresse oxidativo (THIRUCHELVAM et al., 2004).

1.1.1 ALTERACOES NEUROQUIMICAS

A DP afeta os ganglios da base. Sua origem neuroquimica foi descoberta por
HORNY KIEWICZ, em 1960, que demonstrou a existéncia de um contetdo extremamente baixo de
dopamina na substancia negra e no corpo estriado (em geral, menos de 10% do normal) em cérebros
post-mortem de pacientes com DP. Mais tarde, esse achado foi correlacionado com uma perda
quase completa dos neuronios dopaminérgicos pigmentados da substancia negra parte compacta
(SNc) lateral e ventral no mesencéfalo e com a degeneracdo das terminagdes nervosas do estriado.
Foi verificada, também, a presenca de corpos de Lewy, inclusdes citoplasmaticas tipicamente
observadas post-mortem em aguns neurdnios dopaminérgicos remanescentes na substancia negra

em casos de DP idiopatica e familiar (SPILLANTINI ef al., 1997).
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FIGURAL. Neurénios dopaminérgicos melaninados da

SN em cérebros humanos post-mortem. Secgodes
cerebrais retiradas do mesencéfalo de um individuo
normal (esquerda) e de um individuo com DP (direita).
O mesencéfalo a direita apresenta uma perda de
neurdnios melaninados na substancia negra. Retirado de
ORR et al. (2002)*.

Uma degeneracdo progressiva dos neurdnios dopaminérgicos nigrais melaninados ! ocorre
na DP, bem como dos neurénios dopaminérgicos da area tegmentar ventral e dos neurdnios
dopaminérgicos do locus coeruleus (GREENAMYRE e HASTINGS, 2004). A perda da via
nigroestriatal na DP resulta em deficiéncia na dopamina estriatal devido a degeneragdo nos
neurénios dopaminérgicos que se projetam a partir da substancia negra (MAGUIRE-ZEISS e
FEDEROFF, 2003). Os neuronios dopaminérgicos da substancia negra no mesencéfalo ventral
desempenham um papel no controle motor e no comportamento afetivo nos ganglios basais
(WILLNER e SCHEEL-KRUGER, 1991; KALIVAS e BARNES, 1993). Tanto a substancia negra
quanto o estriado possuem conexdes com estruturas motoras e limbicas.

Outras monoaminas, como a noradrenalina e a serotonina (5-HT), Sdo muito menos afetadas
do que a dopamina. As estimativas sugerem gue o aparecimento dos sintomas da DP ocorre quando
houve redugio de 70% do contetdo estriatal de dopamina (BEZARD et al., 2001).

! Os neurénios que se projetam a partir da substancia negra parte compacta tém como neurotransmissor a dopamina e
contém melanina (pigmento que lhes confere a cor negra).
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Os neurdnios colinérgicos do corpo estriado (que possui o conteido mais elevado de
acetilcolina (Ach), colina acetil transferase (CAT) e acetilcolinesterase (AchE) no Cérebro também
estdo envolvidos na DP. Em condigdes normais, a neurotransmissdo colinérgica e dopaminérgica
estdo em equilibrio no estriado, com uma influéncia dopaminérgica inibitdria sobre a liberagao de
Ach. A perda de terminais dopaminérgicos estriatais que ocorre na DP reduz esse controle
inibitorio. Esse desequilibrio leva a uma hiperatividade dos interneurdnios colinérgicos, que sdo a
fonte de Ach estriatal, 0 que, associado a falta de dopamina, resulta nos sintomas da DP (PISANI et
al., 2003).

A severidade da inabilidade da DP reflete o grau de perda neuronal da substancia negra
(ALVORD et al., 1974). Os pacientes com inabilidade avancada sdao mais propensos a desenvolver

complicagdes que levam a morte prematura (MOSEWICH et al., 1994).

1.1.2 ESTRESSE OXIDATIVO NA DP

Foi sugerido que a patogénese do parkinsonismo pode envolver dois processos: uma
alteracdo especifica a doenga combinada com mudangas associadas com o envelhecimento normal.
Um dos mecanismos basicos propostos para a perda de células nigroestriatais na DP é o estresse
oxidativo resultante da producao de espécies reativas do oxigénio (ROS) excedendo a capacidade
celular antioxidante (KOUTSILIERI ef al., 2002; FAHN e COHEN, 1992; CALNE, 1992,
DAWSON e DAWSON, 2003; JENNER, 2003; HASHIMOTO et al., 2003, FISKUM et al., 2003).

Por suas caracteristicas anatomicas e fisiologicas, o sistema nervoso central (SNC) ¢
especialmente sensivel ao estresse oxidativo. Um dos motivos € o alto consumo de oxigénio (O2):
em humanos o0 cérebro representa apenas uma pequena porcentagem do peso corporal, porém
processa 20% do consumo basal de O,. Um neurdnio utiliza muito O, para produzir, via
mitocondria, ATP necessario para manter os gradientes elétricos (alto K* intracelular, baixo Na',
baixo Ca™) (HALLIWELL, 2001). Por razio, a disfungdo mitocondrial pode ser
particularmente dramatica para as células pos-mitdticas, tais como neurdnios, que recebem a maior
parte de sua energia a partir da cadeia transportadora de elétrons (JELLINGER, 2003). E
compreensivel, portanto, que inibidores da cadeia respiratoria tais como rotenona e 1-metil-4-fenil-

1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) possam causar morte celular.
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A cadeia respiratoria da mitocondria € responsavel pela producdo de espécies reativas do
oxigénio (ROS) e notavelmente do anion superoxido nos tecidos humanos. Em condigdes
fisiologicas, 1-2% do O, consumido ¢ convertido a ROS.

Os eventos que culminam na degeneragdo dos neurdnios dopaminérgicos incluem estresse
oxidativo, como resultado da producdo aumentada e remocgao insuficiente de espécies reativas do
oxigénio (ROS), disfungdo mitocondrial (SCHAPIRA ¢ COOPER, 1989), excitotoxicidade com
excesso de formagdo de NO e processos gliais e inflamatorios (HUNOT et al., 1997). Esses eventos
culminam provavelmente na indugdo de apoptose dos neuronios dopaminérgicos nigrais. A
apoptose consiste em um programa de “morte celular”, de forma que a célula ativa (ou ¢ forcada a
ativar devido a um estimulo danoso) um mecanismo de autodestrui¢do que leva a sua retragdo e por
ultimo a fagocitose pela microglia. De fato, um estudo mostrou a presenca de marcadores para
morte celular apoptdtica em locais de neurodegenera¢do neuronal no cérebro de pacientes com DP
(MOCHIZUKI et al., 1996).

A presenca de excesso de ferro, diminui¢do de glutationa reduzida (GSH), aumento da
atividade da superoxido desmutase, peroxidagio lipidica, modifica¢do de proteinas e DNA e lesao
oxidativa na substancia negra de pacientes com DP sugerem que a substancia negra se encontra em
um estado de estresse oxidativo e que ocorreu lesio oxidativa. Os neurdnios dopaminérgicos da
substancia negra parte compacta (SNc¢) parecem ser especialmente vulneraveis a ROS (HEIKKILA
e COHEN, 1972). A citotoxicidade dos radicais livres esta relacionada com a habilidade dessas
moléculas de oxidar constituintes celulares, particularmente membranas lipidicas, proteinas ¢ DNA
e sinalizar a iniciagdo de apoptose. As ROS sdo geradas durante o funcionamento celular normal,
principamente durante a respiragdo mitocondrial e sdo inativadas por antioxidantes endogenos.
Estes incluem moléculas de baixo peso molecular tais como GSH e vitaminas C e E e enzimas
antioxidantes tais como superoxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase. No entanto, o
acamulo de altos niveis de ROS causa prejuizo a célula. A ocorréncia de estresse oxidativo na DP ¢
demonstrada por aumento na quantidade de ROS e RNS e deficiéncia em substancias antioxidantes
(ALEXI et al., 2000). Foi proposto que o processo de envelhecimento possa estar associado aos
efeitos cronicos de ROS em varias macromoléculas bioldgicas (DROGE, 2003).

Sabe-se que os complexos|, 111 e IV da cadeia respiratoria mitocondrial bombeiam protons a
partir da mitocondria e nesse sentido representam um importante papel na manuten¢do do potencial

de membrana mitocondrial. A mitocondria é especialmente sensivel a ROS (WALLACE, 2001;
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INOUE et al., 2003; SADEK et al., 2003; KLAIDMAN et al., 2003; BEAL, 2003; CHOMYN e
ATTARDI, 2003). Um defeito no complexo |, como ocorre na DP, pode levar a defeito no
bombeamento de proétons, diminuigdo do potencial de membrana mitocondrial e aumento do risco
de apoptose (ANNUNZIATO et al., 2003). Foi demonstrado que a redugio na atividade enzimatica
do complexo | ¢ de aproximadamente 40% e que essa redug@o resulta em diminui¢do de 40% da
producdo de ATP na mitocondria sinaptica. Esses efeitos podem levar a ativagdo de receptores do
tipo N-metil-D-aspartato (NMDA), que estio ligados via Ca®/calmodulina a sintese de NO
(GARTHWAITE et al.., 1989; MCCALL e VALLANCE, 1992), levando a morte neurona por
excitotoxicidade. Essas observagdes sugerem que a disfungdo mitocondrial, o estresse oxidativo e a
diminuicdio do metabolismo podem ser uma via comum para diversas condigdes
neurodegenerativas, incluindo o envelhecimento normal do cérebro e a DP (JORDAN et al., 2003,
PARADIS et al., 2003).

O poro mitocondrial esta situado em locais de contato entre as membranas interna e externa
da mitocondria. O poro contém diversas proteinas incluindo o transportador do nucleotideo adenina,
porina, 0 receptor benzodiazepinico periférico ¢ Bax, uma proteina pro-apoptotica. A abertura do
poro permite a liberagao de moléculas menores que 1500 dA entre as quais se encontram fatores
iniciadores de apoptose. Isto também leva ao colapso do potencial de membrana. Dessa forma, a
perda do potencial de membrana também leva a abertura do poro. Outros fatores que resultam em
abertura do poro incluem inibi¢ao da fosforilagao oxidativa, geragdo de radicais livres e aumento
dos niveis de célcio intramitocondrial. O fechamento do por0 é mantido por um alto potencial de
membrana, baixos niveis de calcio intramitocondrial € uma variedade de ligantes incluindo BCI2,
uma proteina anti-apoptotica. Quando o poro se abre, o citocromo ¢ € liberado a partir do espago
intramembranoso para o citosol e inicia-se a cascata da caspase, a qual, por sua vez, resulta em
alteragcdes morfoldgicas associadas com a apoptose. A abertura do poro também esta associada com
a liberagio de Ca™, o qual pode ativar proteases e outros fatores levando a morte celular
(DYKENS, 1994; NICOTERA e ORRENIUS, 1992). Dessa forma, a abertura do poro pode
fornecer o mecanismo a partir do qual a inibicdo do complexo I e produgdo de ROS leva a morte
neuronal. Foi proposto que o declinio na fung¢do mitocondrial devido ao estresse oxidativo
relacionado a idade desempenhe um importante papel nas alteragdes funcionais que ocorrem no
envelhecimento do cérebro e em desordens neurodegenerativas associadas a idade (SZIBOR e
HOLTZ, 2003; SASTRE et al., 2003).
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A ativagdo microglial e aumento da expressio de TNF, IL-1 e IL-6 também sdo achados
comuns no cérebro de pacientes com DP (MCGEER et al., 1988; BOKA et al., 1994, MOGI et al.,
1994a,b, 1995). Em um estudo, foi demonstrado que a liberagao de NO e perdxido de hidrogénio a
partir da microglia medeia danos celulares neuronais ¢ que os neurdnios dopaminérgicos sdo o tipo
celular mais suscetivel (LE et al., 2001). Isto pode indicar que a inflamagdo, com liberagao
microglial de substancias toxicas, pode contribuir para o processo degenerativo (GEBICKE-
HAERTER, 2001). Além disso, a substancia negra exibe a mais alta concentragdo de microglia do
cérebro (LAWSON ef al, 1990) e 0s cérebros de pacientes com DP contém microglia
excepcionalmente ativa (MCGEER er al.,, 1988; YOUDIM e RIEDERER, 1997). Embora a
ativagdo microglial no cérebro constitua a maior defesa contra o desafio imune, a ativagdo da
microglia resulta na liberacdo de varias citocinas e radicais livres tais como radicais superoxido e
NO (LEE et al., 1993; MINGHETTI et al., 1999). Esses fatores da microglia provavelmente
aumentam a neurotoxicidade e podem contribuir para a neurodegeneragao e doengas mediadas por
inflamagdo (MCGEER et al., 1988; JENNER, 1996). Alternativamente, a ativagdo microglial pode
representar uma resposta reparadora mal sucedida a lesao neuronal.

Diversos estudos tém proposto a possibilidade de contribui¢ao de glutamato, um aminoacido
excitatorio no estresse oxidativo (BONDY e LEE, 1993; DAWSON et al., 1991; MICHAELIS,
1997). A liberagido excessiva de glutamato causa influxo intracelular de calcio (BERDICHEVSKY
et al., 1983), ativagdo de enzimas calcio dependentes tais como a 6xido nitrico sintase (NOS)
(DAWSON et al., 1993) e produgdo de radicais de oxigénio toxicos. O estriado é uma regido que
recebe influxos glutamatérgicos e, portanto, possui receptores para o glutamato. Dessa forma, o
glutamato ¢é possivelmente também um agente citotoxico que causa degeneragdo neuronal

dopaminérgica na DP.

1.1.2.1 OXIDO NITRICO (NO)

O 6xido nitrico, um radical livre de vida curta (1-5 S), ¢ uma molécula gasosa membrana-
permeavel que tem sido implicada em varias condigdes fisiologicas e patologicas, estando
envolvido em processos de sinalizagdo e comunicagdo celular em uma variedade de sistemas
(MARTINEZ-RUIZ e LAMAS, 2004). No cérebro atua como neurotransmissor e segundo
mensageiro mediando uma variedade de fun¢des neuronais (DAWSON e SNIDER, 1994). O NO ¢

sintetizado a partir de L-arginina pela NOS, gque oxidativamente remove o termina guanidino-
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nitrogenio da L-arginina a L-citrulina e NO (KNOWLES e MONCADA, 1994). Trés isoformas
principais dessa enzima foram identificadas e caracterizadas no SNC: aforma neurona (nNOS; tipo
), aformainduzida (iNOS,; tipo Il), que é produzida em grande quantidade pela microglia ativada
(macrofagos) e a forma endotelia (eNOS; tipo 1l1). A nNOS e a eNOS sio enzimas
calcio/calmodulina-dependentes constitutivas (BREDT et al., 1991), enquanto a expressio de iNOS
¢ calcio/calmodulina-independente e requer estimulagdo apropriada por LPS e/ou citocinas
(HENEKA et al., 2000; POSSEL et al., 2000). A ativagao de NOS constitutiva (cNOS) libera niveis
relativamente baixos de NO por curtos periodos de tempo enquanto a indugdo de iNOS libera altos
niveis de NO por periodos de tempo longos (NATHAN e XIE, 1994). No SNC, a nNOS ¢
responsavel pela maior produg¢dao de NO (MAYER e HEMMENS, 1997).

MNH
T .l | 3
— NOS — '
HN NH HO-HM  NH HN  COOH
\F/’ \\]f :
L-citrulina

NH

NADPH 12 NADPH /
f 0= [ 0=0 %

HN COoOH HN  COOH N=0

L-arginina H-hidroxi-L-arginina Oxido nitrico

FIGURA 2. Representacao esquematica da sintese de 6xido nitrico.
Adaptado de TORREILLES et al. (1999).

Essa importante molécula, que ¢ responsavel pela sinalizagdo intra - € intercelular em uma
variedade de sistemas, ativa a guanilil ciclase soltvel gerando o segundo mensageiro GMPc
(SNYDER e BREDT, 1992). No entanto, a produ¢ao aumentada de NO pode causar prejuizo a
célula (BECKMAN et al., 1994).

Sob condigdes de estresse oxidativo, NO reage com o anion superoxido (O2°) para formar
peroxinitrito (ONOQ") (a forma mais reativa de RNS), o qua por sua vez leva a produgdo de
radicais hidroxila (OH) altamente toxicos (BECKMAN et al., 1990). Na DP e outras doengas
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neurodegenerativas, existem evidéncias de que o alvo do NO e seus metabolitos de radical livre seja
amitocondria, levando a inibigdo da cadeia respiratoria (HEALES et al., 1999).

Questoes acerca do papel protetor ou neurotoxico do NO tém sido debatidos. Diversos
estudos sugerem gque 0 NO ¢ um fator toxico mediador de morte celular (DAWSON et al., 1992;
PRZEDBORSKI et al., 1996; SMITH et al., 1994). Além disso, foi reportado que doadores de NO
induzem morte celular apoptotica em células de neuroblastoma humano (KITAMURA et al., 1998).
Em contraste, outros estudos demonstram que 0 NO ¢ um antioxidante em situagdes de estresse
oxidativo (RAUHALA et al., 1996; RUBANYI et al., 1991; WINK et al., 1995; WINK et al.,
1996). O NO, sintetizado pela nNOS, possivelmente modula a neurotoxicidade induzida por
glutamato e MPTP (PRZEDBORSKI et al., 1996; DAWSON et al., 1991; SCHULZ et al., 1995) .
Portanto, ¢ possivel que a geragao do radical livre seguida por peroxinitrito possa estar implicada na
morte celular neuronal (DAWSON et al., 1991; BEAL et al., 1997, FERRANTE et al., 1997).
Além disso, foi demonstrada superexpressdo de nNOS nos ganglios basais de pacientes com DP
(EVE et al., 1998).

De modo inverso, neuronios contendo NOS s3o menos suscetiveis a neurotoxicidade
mediada por NMDA (DAWSON et al, 1993) e Sio relativamente poupados nos cérebros
parkinsonianos (BOCKELMANN et al., 1994; MUFSON e BRANDABUR, 1994).

Além disso, dados de microdialise mostram que o NO possui influéncia inibitoria sobre a
liberagao de dopamina no estriado de ratos (GUEVARA-GUZMAN et al., 1994).

Acredita-se que a severa perda de neurdnios dopaminérgicos na via nigroestriatal ndo seja
inteiramente responsavel pela diminui¢ao nos niveis de dopamina na DP. Alguns estudos indicam
gue a sintese de dopamina ¢ prejudicada mesmo antes da morte celular de neurdnios
dopaminérgicos (PAKKENBERG et al., 1991) e que a redugao no metabolismo da dopamina ¢é
muito maior que a perda de corpos celulares neuronais (SENIUK et al., 1990; JACKSON-LEWIS
et al., 1995, PRZEDBORSKI et al., 1995). Esses resultados sugerem que O prejuizo na sintese e
metabolismo da dopamina nos neuronios seja importante no mecanismo de degeneracdo seletiva de
neurdnios dopaminérgicos na DP.

Na biossintese de dopamina, a enzima inicia e limitante é a tirosina-hidroxilase (TH), cuja
atividade ¢ regulada pela fosforilagdo de varias proteinas quinases (KUMER e VRANA, 1996). O
papel do NO na atividade da tirosina-hidroxilase (TH) ¢ controverso. Um estudo demonstrou que o
oxido nitrico levou ao aumento na atividade dessa enzima. Em contraste foi demonstrado quea TH
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pode ser desativada pelo NO através da produgao do seu derivado peroxinitrito (ARA et al., 1998).
Estudos in vivo (GONZALES et al., 1998) e in vitro (ABREU et al., 2000) demonstraram que a
atividade da TH foi inibida pelo doador de NO nitroprussiato de sodio. Nesta linha, ainativagao da
TH pode ser responsavel pela diminuicdo da formagdo de dopamina induzida por peroxinitrito
(ISCHIROPOULOS et al., 1995; ABREU et al., 2000).

Uma das fontes de NO provavelmente envolvida na neurotoxicologia da DP é a forma
induzida de NOS. Uma vez induzida, iINOS produz niveis aumentados sustentados de NO
(MURPHY et al., 1993; GROSS e WOLIN, 1995), o qua ¢ responsavel pelos efeitos toxicos de
macrofagos ativados in vitro (DAWSON et al., 1994, HEWETT et al., 1994). No cérebro, os
astrocitos e a microglia compartilham muitas propriedades com os macréfagos, produzindo ROS,
NO e citocinas pro-inflamatoérias, incluindo interleucina —1L (IL-1L), interferon-Q (IFN-Q) e fator
de necrose tumora-K (TNF-K) (CHAO et al., 1996). As citocinas sio, por si proprias, indutores
muito potentes de iINOS (NATHAN, 1992). Em pacientes com DP, um aumento na densidade de
células gliais expressando TNF-K, IL-1L, e IFN-Q e iNOS tem sido observado (MOGI et al., 1988;
HUNOT et al., 1996, 1999). Além disso, foi reportado que a expressao de iNOS durante o processo
inflamatério no SNC tenha um papel na neurodegeneragdo na DP (MCGEER et al., 1988; HUNOT
et al., 1996; JENNER, 1996).

Em analise post-mortem de cérebros de pacientes com DP, o processo inflamatorio foi
evidente na SN e coincidiu com a proliferagao de microglia expressando iNOS (MCGEER et al.,
1988ab; HUNOT et al, 1996). Um estudo demonstrou que a injegdo intranigral de
lipopolissacarideo (LPS) induziu expressdo concentracdo - € tempo-dependente de iINOS na
microglia da substancia negra (SN) de ratos adultos, aumentando a producdo de metabdlitos finais
de NO, com conseqiiiente perda de neuroénios dopaminérgicos .

Dois estudos independentes demonstraram que em camundongos selvagens tratados com
MPTP, uma neurotoxina utilizada experimentalmente por sua capacidade de produzir sinais de
parkinsonismo, ocorreu intensa gliose e upregulation de INOS porém os camundongos com
auséncia do gene para iNOS foram significativamente mais resistentes ao MPTP que os da mesma
ninhada do tipo selvagem (LIBERATORE et al., 1999; DEHMER et al., 2000).

Por outro lado, o NO pode ser produzido por astrocitos, constitutivamente ou sobre indugao
de NOS por endotoxina/citocina. A fungiao de NO derivado de astrocitos nao € clara. Sabe-se que 0s
astrocitos contém um sistema antioxidante efetivo (MARKAR et al., 1994; SAGARA et al., 1993)
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e Ao altamente resistentes a altas concentragdes do oxidante deletério derivado de NO, peroxinitrito
(BOLANOS et al., 1995). No entanto, 0s astrocitos nao sdo imunes a neurotoxicidade por N-metil-
4-fenilpiridinio (MPP", o metabolito ativo do MPTP) ou MPTP. Lesdo astrocitica tem sido
fregiientemente observada em ratos tratados agudamente com MPTP (ADAMS et al., 1989; TER
HORST et al., 1992) ou em culturas tratadas com MPP" e/lou MPTP (TSAI e LEE, 1994; WU et al.,
1992; DI MONTE et al., 1992).

Diversos efeitos do oxido nitrico sdo mediados possivelmente através da ativagdo da
guanilato ciclase e aumento dos niveis de GMPc¢ nas células alvo (IGNARRO et al., 1981).

O estresse oxidativo classico é descrito como desequilibrio entre a geracdo e eliminagdo de
ROS e RNS. Quando ocorre estresse oxidativo, as células trabalham para atenuar os efeitos
oxidantes resultantes e para restaurar 0 equilibrio redox. Todos os organismos possuem respostas
adaptativas a0 estresse, tais como a ativagdo de genes de codificam enzimas de defesa, fatores de
transcricdo e proteinas estruturais. Os neurdnios, no entanto, sdo células pos-mitdticas. A
inabilidade geral de dividir-se explica a perda de fungao relacionada ao envelhecimento em doencas

neurodegenerativas.

1.1.3 MECANISMOS COMPENSATORIOS NA DP

O sistema nervoso de individuos normais responde adaptativamente a eventos no ambientes
externo e interno com alteragdes no sistema molecular, celular e a niveis comportamentais. Tem se
tornado cada vez mais evidente que muitos dos mesmos mecaniSmos Sio invocados em resposta a
doengas incluindo as doengas neurodegenerativas do sistema nervoso.

Estudos em modelos animais de DP indicam que a perda de componentes no sistema
nigroestriatal resulta em uma resposta compensatoria nos neurdnios dopaminérgicos intactos com
aumento no turnover de dopamina (ZIGMOND et al., 1990). Dados recentes de tomografia por
emissio de positrons (PET) indicam que o mesmo processo provavelmente ocorre na DP (SOSSI et
al., 2002). O resultado da resposta compensatoria ¢ a producdo aumentada de dopamina produzida
por neurdnios da via nigroestriatal remanescentes intactos com manutencao de niveis sinapticos de

dopamina mais proximos do normal
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CONTROILE T.ESADO

FIGURA 3. Diagrama representando as alteragdes compensatorias em terminais axonicos
individuais de neuronios dopaminérgicos na DP. Com perda dos terminais nervosos ocorre
aumento da atividade da AADC (aminoacido aromatico descarboxilase) nos terminais

restantes com aumento da produgao e liberagao de dopamina.

Estudos de PET demonstram que 0 inicio dos sintomas nao ocorre até que a degeneragdo da
via nigroestriatal estgja avancada com perda do transportador de dopamina (um marcador
dopaminérgico) abaixo de 50% dos niveis do controle no putamen (JENNINGS et al., 2003; LEE et
al., 2000; MORRISH et al., 1998; RIBEIRO et al., 2002; TABANO et al., 2003; TEDROFF et al.,
1999) e perda da captacdo de dopamina abaixo de 50% dos niveis encontrados no grupo controle do
putamen caudal.

A manutencao dafungao motora a niveis normais ou assintomaticos com perda de menos de
50% de dopamina no putamen reflete diversos processos. O primeiro é o aumento na sintese e
liberagdo de dopamina a partir dos terminais nigroestriatais intactos como demonstrado nos
modelos animais (SOSSI et al, 2002). Se isso for acompanhado por down-regulation do
transportador de dopamina, sua efetividade seria aumentada. O segundo ¢ provavelmente resultado
de desenvolvimento colateral a partir dos axonios dos neurdnios dopaminérgicos em uma tentativa
de recongtituir o termina lesado. O terceiro ¢ devido a respostas compensatorias em outros
componentes do sistema nigroestriatal. Nao esta claro se isso representa upregulation da Sintese de
dopamina, desenvolvimento colateral ou uma combinagdo dessas respostas, porém sugeriu-Se que

esta resposta poderia melhorar significantemente os efeitos da neurodegeneragdo no neuronio
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nigroestriatal no inicio do curso da doenca (WHONE er al, 2002). Uma quarta resposta
compensatoria observada foi o aumento da captagao de 18-fluorodopa (18F-dopa) por neurdnios
serotoninérgicos do nucleo da rafe do mesencéfalo indicando uma upregulation funcional desses
neuronios (RAKSHI et al.,, 1999). Existe uma inervagio densa do neoestriado por neurdnios
serotoninérgicos no mesencéfalo e a liberagdo aumentada de 5-HT poderia compensar a perda de
dopamina. O quinto processo compensatorio seria uma reorganizagdo da atividade dos componentes
do sistema motor talamo-cortical (EIDELBERG e EDWARDS, 2000).

1.1.4 O MODELO ANIMAL DA RESERPINA

As alteragdoes motoras (bradicinesia, tremor e rigidez) sdo os principais sintomas da DP. A
administragdo de reserpina induz hipocinesia, tremor e rigidez muscular transitoria (COLPAERT,
1987; MENZAGHI et al., 1997). Dessa forma, o efeito da reserpina na atividade locomotora
espontanea ¢ freqiientemente utilizado como modelo de desordem motora na DP (COLPAERT,
1987; KAUR e STARR, 1995; MENZAGHI et al., 1997; DAWSON et al., 2000; DUTRA et al.,
2002), e diversas drogas antiparkinsonianas utilizadas clinicamente (p.ex., agonistas
dopaminérgicos, levodopa, amantadina) demonstraram ser capazes de causar reversdo das
alteragdes locomotoras induzidas pela reserpina (MENZAGHI et al., 1997). Esse fato sugere que o
modelo da reserpina demonstra boa validade preditiva. A reserpina age a nivel intraneuronal
impedindo 0 armazenamento intravesicular de monoaminas (dopamina, 5SHT e noradrenalina)
através de mecanismos magnésio— € ATP- dependentes, com consegiiente deplecdo das
monoaminas dos terminais nervosos (CARLSSON, 1975).

A reserpina possui ainda a capacidade de induzir estado depressivo em humanos. Dessa
forma, 0 modelo da reserpinatambém pode ser utilizado para mimetizar a depressao. Alguns efeitos
da reserpina, como ptose e hipertermia, sio utilizados para predizer a atividade antidepressiva de
drogas (BOURIN, 1990; ALMEIDA et al., 1998). Além disso, um estudo do nosso grupo
(SKALISZ et al., 2002) mostrou que a administragao de reserpina a camundongos induziu redugao
na preferéncia por sacarose, 0 que pode ser considerado como indicagao de anedonia e aumento do
estado depressivo (MONLEON et al., 1995; WILLNER, 1997), aém de redugdo na atividade
locomotora espontanea, um indice de alteragdo motora freqiientemente utilizado em estudos
experimentais de DP. A hipocinesiainduzida pela reserpina parece estar relacionada ao decréscimo

na transmissio dopaminérgica (BOURIN, 1990) e a anedonia também pode estar relacionada ao
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sistema dopaminérgico (WILLNER, 1997). Assim, a administracdo de reserpina constitui um
model o util para mimetizar a associa¢do entre depressao ¢ DP.

O modelo da reserpina foi 0 primeiro modelo disponivel pelos pesquisadores para avaliar
tratamentos potenciais para DP. No entanto, a principal desvantagem desse modelo ¢ a de que os
déficits motores sio temporarios e ndo ocorrem danos ao trato nigroestriatal, como na DP. Além
disso, uma critica a0 modelo da reserpina € o fato de esta causar efeitos nao-especificos sobre a
neurotransmissio monoaminérgica (GERLACH e RIDERER, 1996). Por outro lado, foi proposto
que, aém da dopamina, outros neurotransmissores monoaminérgicos, como serotonina e
noradrenalina, estdo envolvidos na associa¢do entre depressio e DP (MAYEUX et al., 1984;
CHAN-PALAY e ASAN, 1989; BARBOSA et al., 1997).

1.1.5 A LINHAGEM DE CAMUNDONGOS C57BL/6

Estudos comportamentais e neuroquimicos (GIOVANNI et al., 1991; MITRA et al., 1994;
MUTHANE et al., 1994, SMEY NE et al., 2000; SUNDSTROM et al., 1987; SEDELIS et al., 2000;
HAOBAM et al., 2005) envolvendo camundongos inbred C57BL/6 demonstram que essa linhagem
¢ mais suscetivel ao modelo de parkinsonismo do MPTP do que outras linhagens de camundongos,
constituindo um modelo animal representativo de DP idiopatica. A razao para a maior sensibilidade
dessa linhagem de camundongos a0 MPTP nao ¢ clara. No entanto, parece ser devida a
pigmentagdo de melanina (HOSKINS e DAVIS, 1989), sugerindo o envolvimento de fatores
genéticos na susceptibilidade a essa neurotoxina.

GIOVANNI et al. (1991) observaram que o tratamento com MPTP nao induziu deplegio de
dopamina estriatal em camundongos Swiss, enquanto gque em camundongos C57BL/6 houve 92%
de deplegido de dopamina apds o tratamento. Além disso, HAOBAM et al., (2005) mostraram que,
23 dias apos tratamento com MPTP, os animais dessa linhagem ndo apresentaram recuperagdo dos
niveis estriatais de dopamina, enquanto que em camundongos da linhagem Balb/c a recuperacao foi
de 38%. Neste mesmo estudo, a auséncia de recuperagdo do contetido de dopamina estriatal na
linhagem C57BL/6 foi acompanhada de incapacidade de recuperacdo da fungdo motora. Em um
estudo similar, SEDELIS et al. (2000) demonstraram que, apos tratamento com MPTP, observou-se
uma maior deplegdo de dopamina estriatal e aumento nos niveis de DOPAC em camundongos
C57BL/6 em comparacdo a linhagem Balb/c. Mais ainda, apenas os animais C57BL/6 apresentaram

perda neuronal na substancia negra neste estudo.
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Um importante fator que tem sido considerado para explicar a susceptibilidade dessa
linhagem a0 MPTP ¢ a atividade enzimatica da MAO-B. Utilizando métodos histoquimicos para o
estudo da MAO, ZIMMER e GENESER (1987) sugeriram que diferencas na atividade da MAO-B
entre camundongos C57BL/6 e NMRI poderiam explicar os diferentes efeitos do MPTP nestas
linhagens. A MAO-B oxida o0 MPTP a MPP", ion que é responsavel por sua neurotoxicidade
(SINGER et al., 1987). MITRA et al., (1994), demonstraram que camundongos C57BL/6 possuem
maior conteado de MAO-B do que espécies resistentes aos efeitos do MPTP, além de apresentam
menor indice de MAO-A/MAO-B. Nesse sentido, foi demonstrado que o nivel estriatal de MPP* ¢
30% maior em camundongos C57BL/6 do que nas linhagens menos suscetiveis FVB/N (GERMAN
et al., 1996) e CD-1 (GIOVANNI et al., 1991).

Estudos demonstram diferengas no sistema dopaminérgico entre a linhagem C57BL/6 e
outras menos suscetiveis. Dessa forma, observou-se que os camundongos C57BL/6 apresentam
niveis de dopamina estriatal maiores que os da linhagem Balb/c (SEDELIS et al., 2000), além de
possuirem um numero menor de neurénios dopaminérgicos (-20 a 33%) na SNc do que
camundongos CD-1 (TAKADA et al., 1993; MUTHANE et al., 1994), o que poderia explicar a
maior sensibilidade dessa linhagem ao MPTP. Além disso, comparagdes entre as linhagens DBA ¢
C57BL/6 demonstraram que, embora nao exista diferenca na densidade de receptores D1 na SN
dessas linhagens, os camundongos C57BL/6 apresentam maior densidade de receptores D2 nos
neurdnios da SN (PUGLISI-ALLEGRA e CABIB, 1997) e nos ganglios da base (CIARANELLO e
BOHEME, 1982; ERWIN et al., 1993; KANES et al., 1993; NG et al., 1994) do que a linhagem
DBA.

1.1.6 INIBIDORES DA NOS

O inibidor da NOS 7-nitroindazol (7-NI) ¢é considerado relativamente especifico para a
isoforma neuronal de NOS in vivo, pois verificou-se que causou inibi¢ao da NOS cerebral sem
causar aumento na pressiao sanguinea (CONNOP ef al., 1994; MOORE et al., 1993).

Diversos estudos demonstraram que o 7-NI protegeu contra a perda de dopamina estriatal e
degeneracdo celular nigral em diversas espécies tratadas com MPTP (SCHULZ et al., 1995;
PRZEDBORSKI et al., 1996; HANTRAYE et al., 1996), anfetamina (DI MONTE et al., 1996) e
MPP" (MATTHEWS et al., 19974). Isto foi confirmado pela demonstracio de que camundongos
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deficientes na forma neuronal de NOS, porém nio camundongos deficientes na forma nao-neuronal,
Sdo resistentes a neurotoxicidade por MPTP (PRZEDBORSKI et al., 1996).

O 7-NI, que ¢ efetivo sistemicamente, também produziu reversao dos déficits motores e
cognitivos parkinsonianos em macacos (HANTRAYE et al., 1996). Além disso, tanto o 7-NI
quanto um inibidor ndo seletivo da NOS, o N*-nitro-L-arginina metil ester (L-NAME), causaram
reversio da perda da atividade da TH estriatal causada por injecdo intranigral de 4cido maldnico
(MA) (CONNOP et al., 1996).

O 7-NI ganha rapido acesso ao cérebro (CASTAGNOLI et al., 1997) onde seu mecanismo
de agdo esta relacionado a inibi¢do da nNOS (BABBEDGE et al., 1993; PRZEDBORSKI et al.,
1996) e da atividade da MAO-B (CASTAGNOLI et al., 1997; DI MONTE et al., 1997,
DESVIGNES et al., 1997), de forma reversivel. Ambos mecanismos de agdo podem atenuar a
deficiéncia de energia induzida por MPTP. Nesta linha de raciocinio, a inibigdo da produc¢do de NO
pode prevenir a toxicidade mitocondrial causada pelo NO ou por seu derivado peroxinitrito
(CLEETER et al., 1994; RADI et al., 1994). Dessa forma, ha evidéncias da relagdo entre o efeito
neuroprotetor do 7-NI contra a neurotoxicidade por MPTP com sua habilidade de prevenir a
deplegdo de energia (ROYLAND et al., 1999). Por outro lado, o bloqueio do metabolismo do
MPTP dependente de MAO-B atenuou a deficiéncia da fosforilagao oxidativa mitocondrial (CHAN
et al., 1993).

Em concordancia com o potencial neurotoxico do NO, outro inibidor da nNOS, a S-
metiltiocitruling, restaurou parcialmente as concentragdes de dopamina estriatal em camundongos
que receberam MPTP (MATTHEWS et al.,, 1997b). Além disso, foi relatado que a S-
metiltiocitrulina protegeu contra a perda neuronal em camundongos e macacos que receberam
MPTP (SCHULZ et al., 1995, HANTRAYE et al., 1996, MATHEWS et al., 1997).

A perda de neurénios dopaminérgicos na DP também esta relacionada com o processo
inflamatorio, o qual é caracterizado por proliferagdo da microglia e macrofagos reativos (MCGEER
et al., 1988a,b). Na DP ocorre inflamagdo disseminada no cérebro (MCGEER et al., 1988a,b;
AKIYAMA et al., 1988; HIRSCH et al., 1998) e aparecem células gliais ativadas expressando
INOS na substancia negra (CHAO et al., 1996; HUNOT et al., 1996, 1999). Dessa forma,
BRONSTEIN et al.(1995) demonstraram que em uma cultura de células neuronal/glial
mesencefalica, a morte celular induzida por LPS foi prevenida pela administragdo de

aminoguanidina, um inibidor daiNOS relativamente seletivo. Além disso, Um estudo realizado por
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SOUTHAN et al. (1995) demonstrou que a morte celular induzida por LPS foi significativamente
atenuada por S-metilisotiourea (SMT), um inibidor daiNOS seletivo e potente.

1.1.7 TRANSTORNOS COMPORTAMENTAIS E PSIQUIATRICOS

A sintomatologia do paciente com DP nio esta restrita as alteragdes motoras tais como
rigidez, tremor e bradicinesia. Trata-se na realidade de uma experiéncia multidimensional, incluindo
nao apenas a sintomatologia dos movimentos, mas também problemas no dominio funcional,
cognitivo e psicosocial (GUPTA e BATHIA, 2000).

Existe um amplo espectro de distirbios comportamentais associados a DP, incluindo
depressio (CUMMINGS, 1992; TANDBERG et al., 1996; MINDHAM, 1970; STARKSTEIN et
al., 1990; SHULMAN et al., 1996), ansiedade (RICHARD et al., 1996), fadiga (FRIEDMAN e
FRIEDMAN, 1993), desordens do sono (PARTINEN, 1997), disfun¢des cognitivas (BROWN e
MARSDEN, 1984; FRIEDMAN e BARCIKOWSKA, 1994) e psicose relacionada ao tratamento
(MINDHAM, 1970). Coletivamente estes sintomas afetam mais de um ter¢o e provavelmente mais
da metade dos pacientes com DP. Existem evidéncias de que 0 tratamento precoce e agressivo da
depressao pode ter impacto no desempenho desses pacientes (KUZIS et al., 1997; STARKSTEIN et
al., 1990). Algumas, se nao todas as manifesta¢cdes ndo-motoras da DP flutuam da mesma maneira
que as inabilidades motoras em pacientes on-off ° (BODISWOLLNER et al., 1987;
NISSENBAUM et al., 1987; MENZA et al., 1990; WITJAS et al., 2002).

Enquanto a DP ¢ tradicionalmente descrita como uma desordem motora, tem ocorrido uma
maior consciéncia que os sintomas nao-motores comportamentai s constituem uma importante forma
de reducdo das habilidades funcionais dos pacientes com DP, resultando em deterioragdo da sua

qualidade de vida.

1.1.7.1 DEPRESSAO

A depressio é o disturbio neuropsiquiatrico mais comum na DP e é mais comum nesta
doenca que em outras desordens cronicas ¢ desabilitantes e se correlaciona com alteragdes motoras
e cognitivas. A prevaéncia de depressdo na DP tem variado consideravelmente dependendo da

metodol ogia diagnostica empregada (CHOW et al., 2000). Uma revisio de literatura mostra uma

2 Nadoenca de Parkinson, especialmente nas fases mais avancadas e nos pacientes que utilizam o medicamento
levodopa, costumam ocorrer oscilagdes do desempenho motor ao longo do dia. Essas oscilagdes sdo conhecidas como
efeito on-off e estéo presentes em mais de 50% dos pacientes com mais de 5 anos de doenga.
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freqiiéncia de cerca de 40% incluindo pacientes com depressdo maior, menor ¢ distimia
(RABINSTEIN e SHULMAN, 2001).

A depressio pode ser dificil de ser reconhecida em pacientes com DP porque os sinais de
ambas as desordens podem se sobrepor. Lentiddo, aparéncia triste, insonia, perda de peso, apatia,
anedonia, insatisfacdo sexual, perda de memoria e perda de energia sdo manifestagdes tanto de
depressio quanto da propria DP (VALDERIOLA et al., 1997; GOTHAM et al., 1986; MAY BERG
e SOLOMON, 1995). Portanto, sinais e sintomas depressivos sio comumente negligenciados, e
sintomas emergentes da DP podem ser confundidos com depressio.

Foi demonstrado repetidamente que o perfil e a evolucdo dos sintomas depressivos na DP
nao sdo idénticos aos reportados na depressio idiopatica (GOTHAM et al., 1986; BROWN et al.,
1988; LEVIN et al., 1988; HUBER et al., 1990). Pacientes com DP parecem apresentar maior
disforia, tristeza, irritabilidade e pessimismo. Em contraste, eles também apresentam menor
sentimento de culpa, suicidio e sentimento de fracasso. Sintomas de ansiedade apresentam
comorbidade com sintomas depressivos em 67%, e 97% dos pacientes com DP que apresentam
desordem de ansiedade devem apresentar sintomas depressivos.

Fatores de risco para depressio na DP incluem: acinesia, inabilidade severa, ansiedade
(BARBER et al., 1985; TOM e CUMMINGS, 1998), sexo feminino, parkinsonismo no lado direito
(COLE et al., 1996), dteracao da fungdo cognitiva e presenga de psicose (TANDBERG et al.,
1997), inicio precoce dos sintomas da DP, maior dura¢do da doenga, déficit motor severo,
bradicinesia axia e alteragdes de marcha e equilibrio (CHIA et al., 1995; CUBO et al., 2000;
OERTEL et al., 2001).

Até o momento, a fisiopatologia da depressdao na DP ndo ¢ totalmente conhecida. O proprio
diagndstico e o processo de conscientizagdo de ter uma doenga progressiva e inabilitante pode ser
suficiente para causar depressio. Em qualquer estagio, uma deterioracdo rapida ou o
desenvolvimento ou piora das complicacoes do tratamento pode levar ao estresse (GUPTA e
BHATIA, 2000) O estresse expoe o paciente a niveis maiores de negatividade e seu
desenvolvimento pode levar a deplecao dos niveis de dopamina, portanto piorando o nivel dos
sintomas nos pacientes (GREENE e GRIFFIN, 1998). Portanto, uma combinagdo de fatores fisicos
e psicol6gicos pode levar a um esclarecimento maior da severidade da depressao.

Se a depressio ¢ parte da patologia da DP ou se € desenvolvida como reagdo a uma doenga

incuravel, ¢ um tema que tem sido profundamente debatido. No entanto, tem sido reportado que a
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depressio pode preceder as alteragdes motoras e de fato proposto que os individuos que
inicialmente desenvolvem depressio podem representar um subgrupo de pacientes com
parkinsonismo (SANTAMARIA, 1986). Além disso, a depressio na DP ndo parece estar
relacionada com o estagio da doenga e medicamentos dopaminérgicos geralmente nao melhoram os
sintomas de depressio.

Embora as alteracoes motoras, bem como os fatores sociais e psicologicos tenham influéncia
no estado de humor na DP, existem evidéncias relacionadas a fatores organicos envolvidos na DP.
Déficits de dopamina, SHT e noradrenalina tém sido implicados nas bases neuroquimicas da
desordem. Degeneragdo do sistema mesolimbico, area tegmental ventral, locus coeruleus e nicleo
da rafe tém sido reportada. A depressdo na DP tem sido associada com baixos niveis de 5-HIIA
(4cido 5-hidroxiindolacetico) no fluido cerebrospinhal (ASBERG et al., 1984).

A natureza endbgena da depressdo na DP explica sua ocorréncia comum antes do inicio de
sintomas motores detectaveis (LEVIN et al., 1988; CELESIA e WANAMAKER, 1972), bem como
apioradadepressio durante os periodos de “off” nos tltimos estagios (LIU et al., 1997).

Estudos in vivo e in vitro sugerem gue a ateracao na fungao glutamatérgica esta relacionada
com a depressio (SKOLNICK, 1999; RADA et al., 2003) e que antagonistas do receptor NMDA
exibem atividade antidepressiva (TRULLAS e SKOLNICK, 1990; ROGO et al., 2002; WATKINS
e OLVERMAN, 1987; MARVIZON et al., 1989; WATSON e LANTHORN, 1990; WONG et al.,
1986). O estimulo do receptor resulta em abertura dos canais de Ca’", resultando em entrada de
calcio extracelular no neurénio. O calcio se liga ¢ estimula um complexo calcio-calmodulina, que,
por sua vez, estimula a sintese de o6xido nitrico. Dessa forma, estudos tém sugerido que NO pode
ser capaz de controlar aliberacao de neurotransmissores, tais como dopamina e noradrenalina (ZHU
eLUO, 1992; STRASSER et al., 1994).

Diversos estudos demonstraram que inibidores da NOS reduzem de forma dose-dependente
o tempo de imobilidade em camundongos no teste da natagao forgada a um nivel comparavel ao do
antidepressivo imipramina (HARKIN et al., 1999) e que ainibi¢do da NOS causa down-regulation
dos [-adrenoreceptores corticais, com magnitude comparavel ao tratamento crénico com
imipramina (KAROLEWICZ et al., 1999).

A primeira evidéncia de relagdo bioquimica entre medicamentos antidepressivos e atividade

da NOS foi descrita por MITCHELL et al., (1996). Estes autores observaram que a paroxetina, um
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inibidor seletivo da captagdo de SHT, inibiu a atividade da isoforma constitutiva de NOS em
animais laboratoriais e humanos.

De acordo com evidéncia que inibidores da NOS possuem atividade antidepressiva, foi
proposto um papel potencial para 0 NO em desordens afetivas (HARVEY, 1996). O NO ¢ um
regulador de alteragdes adaptativas neuronais de curto e longo prazo e, conseqiientemente, pode
desempenhar um papel na adaptacdo neuronal a drogas antidepressivas. Os alvos para o NO
incluem a guanilato ciclase, proteinas G, aminoacidos, libera¢do e transporte de neuropeptideos. A
sintese de GMPc induzida por NO também medeia a inducao da expressao de genes de expressao
imediata que estao implicados em alteragdes sinapticas de longo prazo e no mecanismo de agao de
drogas antidepressivas (HARVEY, 1996; DUMAN et al., 1997).

A escolha de antidepressivos na DP ¢ realizada de acordo com a diferenga no perfil de
efeitos colaterais entre os agentes. Efeitos adversos tipicos que limitam o uso de antidepressivos
triciclicos (TCAs) em pacientes com DP incluem hipotensdo ortostatica e efeitos antimuscarinicos.
Os inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina (SSRIs) sdo particularmente tteis devido a
relativa auséncia de efeitos anticolinérgicos e cardiovasculares. Um estudo realizado por STEUR
(1993), no entanto, descreve piora reversivel do parkinsonismo apds 10-14 dias de tratamento com
fluoxetina

Diante do exposto, torna-se evidente que o NO participa dos processos neurodegenerativos
envolvidos na DP. Dessa forma, o presente trabalho buscou investigar os efeitos da inibi¢ao de duas
isoformas de NOS (anNOS e aiNOS) no modelo animal de parkinsonismo induzido pelareserpina,
enfatizando-se as alteragdes motoras ¢ a depressdo associada a doenga. Mais ainda, baseado em
estudos que demonstram gue a linhagem C57BL/6 ¢ mais sensivel ao modelo de parkinsonismo do
MPTP que outras linhagens de camundongos, os efeitos da inibi¢ao das duas isoformas de NOS no
modelo de parkinsonismo da reserpina foi realizado comparando-se as linhagens de camundongos
Swiss e C57BL/6.



2. OBJETIVOS
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Investigar a influéncia dos inibidores da NOS no modelo animal de DP induzido por

reserpina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar:

1. Os efeitos da administragdo de reserpina na atividade locomotora em camundongos Swiss
e C57BL/6 através do teste do campo aberto.

2. Os efeitos da administragdo de reserpina na avaliagdo comportamental em camundongos
Swiss e C57BL/6 no teste da natagio forgada.

3. Os efeitos da administragao do inibidor da 6xido nitrico sintase neuronal 7-nitroindazol
no modelo da reserpina em relagdo a atividade motora e avaliagdo comportamental em
camundongos Swiss e C57BL/6.

4. Os efeitos da administragao de 7-nitroindazol no modelo da reserpina em relacdao a
avaliacdo comportamental no teste do consumo de sacarose em camundongos Swiss.

5. Os efeitos da administragao do inibidor da 6xido nitrico sintase induzida aminoguanidina
no modelo da reserpina em relagdo a atividade motora e avaliagdo comportamental em
camundongos Swiss e C57BL/6

6. Os efeitos da administragao de 7-nitroindazol e aminoguanidina nos niveis de glutationa

reduzida (GSH) em ratos, um indice de estresse oxidativo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS
Foram utilizadas as seguintes espécies animais para a realizagdo dos testes farmacoldgicos:

camundongos machos, das linhagens Swiss e C57BL/6 e ratos da linhagem Wistar, mantidos em

temperatura constante (22+2°C) com livre acesso a aimentagao ¢ dgua ¢ em um ciclo de claro-

escuro de 12h (7:00 -19:00h). Os animais foram obtidos através de cruzamentos sucessivos de

matrizes provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Parana (UFPR).

3.2 DROGAS

Reserpina (Img/Kg) (Sigma)

7-NI (25mg/Kg) (Sigma)

Aminoguanidina (50mg/Kg) (Sigma)

Imipramina (25mg/Kg) (Sigma)

Veiculo da reserpina: 50ul de acido acético e agua destilada
Veiculo do 7-NlI: 6leo de milho

Veiculo da aminoguanidina: solugdo salina

3.3 REGIMES DE TRATAMENTO

Para o teste do campo aberto, os animais foram divididos em quatro grupos com 10
camundongos. Os camundongos receberam inicialmente reserpina (Img/kg - i.p) ou veiculo e
retornaram para suas gaiolas. Apos 30 min receberam o 7-NI (25mg/kg - i.p), aminoguanidina
(50mg/Kg - i.p) ou veiculo. A fungdo motora dos animais foi avaliada em todos os grupos 24 h, 48
h e 7 dias apos o tratamento.

Para a avaliagao dos efeitos do 7-NI, os grupos foram divididos da seguinte forma: (a)
veiculo da reserpina (VEI) +6leo de milho (OM); (b) VEI + 7-NI; (c) reserpina (RES) + (OM); (d)
RES + 7-NlI.

Para a avaliagdo dos efeitos da aminoguanidina, os grupos foram divididos da seguinte
maneira: (@) VEI + solugdo salina (SAL); (b) VEI + aminoguanidina (AG); (¢) RES + SAL; (d)
RES + AG.
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Para o teste da natacdo forcada, os animais foram divididos em seis grupos com 10
camundongos. Os animais receberam inicialmente reserpina (Img/kg) ou veiculo e retornaram para
suas gaiolas. Apos 30 min os animais receberam 7-NI (25mg/Kg), aminoguanidina (50mg/Kg) ou
imipramina (25mg/Kg). Deste modo, os animais foram divididos nos seguintes grupos, para a
avaliagio dos efeitos do 7-Nl: () VEI + OM; (b) VEI + 7-NI; (¢) VEI + imipramina (IMI); (d) RES
+ OM; (e) RES + 7-NI; (f) RES + IMI.

Para se avaliar os efeitos da administracao de aminoguanidina no teste da natagdo forcada,
os animais foram divididos nos seguintes grupos. (a) VEI + SAL, (b) VEI + AG; (c) VEI + IMI; (d)
RES + SAL; (e) RES + AG; (f) RES + IMI. O teste da natagao for¢ada foi realizado em todos os
grupos 24h apods o tratamento.

Para o teste do consumo de sacarose, os animais foram divididos em quatro grupos com 10
camundongos Swiss. Os animais receberam inicialmente reserpina ou veiculo e retornaram para
suas gaiolas. Apos 30 min os animais receberam 7-NI. Deste modo, os animais foram divididos nos
seguintes grupos. (a) VEI + OM; (b) VEI + 7-NI; (c) RES + OM; (d) RES + 7-Nl.

Para a analise dos niveis estriatais de glutationa, os animais foram divididos em oito grupos
com 6 ratos. Os animais receberam inicialmente reserpina ou veiculo e retornaram para suas
gaiolas. Apoés 30 min, receberam 7-NI (25mg/Kg) ou aminoguanidina (50mg/kg). Os grupos foram
divididos da seguinte forma: (a) VEI + OM; (b) VEI + SAL; (c) VEI + 7-NI; (d) VEI + AG; (e
RES + OM; (f) RES + SAL; (g) RES + 7-NI; (h) RES + AG. Vinte e quatro horas apés o
tratamento, os animais foram sacrificados e seus cérebros retirados para quantificagdo dos niveis de

glutationa estriatal .

3.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE GERAL EM CAMPO ABERTO

A anilise da atividade locomotora espontanea foi realizada 24 h, 48 h e 7 dias apds a
administracdo de reserpina através do teste do campo aberto, que foi utilizado para detectar
alteragdes motoras. O campo aberto consiste em uma arena circular de madeira com 40 cm de
diametro e 30 cm de altura, pintada de branco. O fundo da arena ¢ dividido em circulos
concéntricos, em trés partes que por sua vez sao subdivididas através de segmentos de retas em 19
partes aproximadamente iguais. O aparelho foi construido de acordo com o sugerido por
BROADHURST (1960).
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Os animais foram colocados individualmente, no centro da arena e seu comportamento foi
avaliado por 5 min. Durante a observagao, os parametros indicativos da atividade geral registrados
foram os seguintes:

1 — Freqiiéncia de locomogao: corresponde ao ato do animal cruzar, com as quatro patas,
umadas divisdes do chao da arena.

2 — Freqiiéncia de levantar: corresponde ao ato do animal de permanecer apoiado somente
nas patas posteriores, com o tronco perpendicular ao chido da arena tendo a cabega dirigindo para
cima e tocando, ou nao, as patas anteriores nas paredes do campo aberto.

3 — Duragdo de imobilidade: corresponde ao periodo de tempo, em segundos, durante o qual
0 anima nao apresenta atividade motora, permanecendo estatico no que diz respeito a cabega,
tronco e membros.

4 — Duragao de laténcia: corresponde a0 periodo de tempo, em segundos, que o animal leva
parasair do circulo central do campo aberto.

Foram utilizados crondmetros para controle da duragdo de imobilidade, ¢ duracdo de
laténcia. A arena foi limpa com solugdo inodora de alcool 5% apods a observagdo de cada animal

paraeliminar possiveis alteragdes decorrentes do odor deixados pelos animais.

3.5 TESTE DA NATACAO FORCADA

O teste da natagdo forgada é o método farmacologico mais amplamente empregado para se
avaiar atividade antidepressiva (BOURIN, 1990). O teste mede o tempo que o animal gasta em
comportamento de fuga em relagdo ao tempo gasto em comportamento de imobilidade em um
cilindro preenchido com agua.

A avadiagio da atividade antidepressiva dos inibidores da NOS nos camundongos tratados
com reserpinafoi realizada 24h ap6s o tratamento.

Os camundongos foram colocados individualmente em um cilindro preenchido com agua a

temperatura de 24+2°C durante seis minutos. Nos tltimos quatro minutos foram medidos o tempo
em que o camundongo ficou imovel (definido como parado, ou com o minimo de movimento
necessario para manter o focinho fora da d4gua) ou nadando (definido como movimento ativo).

Ao término dos seis minutos, os camundongos foram removidos da 4gua e retornaram para

suas gaiolas.
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3.6 TESTE DE PREFERENCIA POR SACAROSE

Os animais foram separados individualmente e habituados ao consumo de solugdo de
sacarose (2%), estando expostos por 48h a duas garrafas, uma contendo agua e outra contendo a
solucdo de sacarose. O teste do consumo de sacarose foi desenvolvido através da avaliacdo do
consumo dos conteiados das duas garrafas (agua e solugdo de sacarose) colocadas a0 mesmo tempo
nas gaiolas por um periodo de 24 h (modificado a partir de MONLEON et al., 1995). O consumo
foi medido pesando-se as garrafas antes e apos o teste. A porcentagem de preferéncia por sacarose
foi calculada de acordo com a formula: Porcentagem de preferéncia por sacarose x 100 / Consumo

total, onde o consumo total = Consumo de solugdo de sacarose + Consumo de agua.

3.7 QUANTIFICACAO DOS NiVEIS ESTRIATAIS DE GLUTATIONA

3.7.1 PREPARACAO DA AMOSTRA
Vinte e quatro horas apbs o tratamento com reserpina, os animais foram sacrificados e os

cérebros foram removidos. Em seguida, os estriados foram dissecados, pesados e armazenados a

umatemperatura de -70°C até a analise da glutationa.

3.7.2 ENSAIO ENZIMATICO

A glutationa foi quantificada no estriado usando 0 método de SEDLAK ¢ LINDSAY (1968)
com algumas modificagdes. Foi adicionado 200uL de acido tricloroacético a 50% ao homogenato
8% EDTA. Os tubos foram agitados vigorosamente e centrifugados a 3000 rpm por 15 min.
Aliquotas de sobrenadante foram adicionadas com 04 M de tampao Tris HCL (pH 8,9) ¢ 0.01M 5,5-
ditio-bis-(acido 2-nitrobenzoico) (Sigma and Co, Saint Louis, MO, USA) em 96 pogos de
microplaca. As absorbancias foram determinadas a 412 nm através de leitor de Elisa ¢ os niveis de
NP-SH (ligagdo do reagente DTNB ao grupo sulfidrila do GSH) foram calculados usando uma
curva padrio de glutationa (0.375-3.0 ug).

3.8 ANALISE ESTATISTICA
Os dados em cada experimento foram analisados através de ANOVA de uma via seguida de
teste post hoc de Tukey. Os dados que apresentaram heterogeneidade de variancia foram analisados

através da analise nao-paramétrica de Kruskal Wallis seguida por comparagiao post hoc de Dunns.
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As diferengas foram consideradas significantes com P<0.05. Os dados foram apresentados como

média + desvio padrio.

42



4. RESULTADOS
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4 RESULTADOS

4.1 COMPARACAO DA ATIVIDADE GERAL EM CAMPO ABERTO ENTRE
CAMUNDONGOS DAS LINHAGENS SWISS E C57BL/6 TRATADOS COM RESERPINA.

Como mostra a FIGURA 1, a analise estatistica indica diferenca entre as linhagens nos
parametros locomotores do campo aberto. Os animais da linhagem Swiss apresentaram maior
atividade locomotora do que os animais da linhagem C57BL/6. Como pode ser observado, as
freqiiéncias de locomogao (F (4,72) = 24.84; P<0.01) e levantar ((F (4,74) = 20.88; P<0.001) foram
significantemente maiores nos animais da linhagem Swiss quando comparados aos animais
C57BL/6, enquanto que a duragdo de laténcia (H = 16.34; P<0.01) foi maior nos animais C57BL/6
do que nos animais da linhagem Swiss. Nao houve diferenca entre as linhagens na duragdo de
imobilidade. O tratamento com reserpina causou redugao da atividade motora nas duas linhagens de
camundongos. Assim, houve redugio nas freqiiéncias de locomogao (Swiss: P<0.001; C57BL/6:
P<0.001) e levantar (Swiss: P<0.01; C57BL/6: P<0.05) e aumento nos tempos de imobilidade (H =
29.13; Swiss. P<0.01; C57BL/6: P<0.001) e laténcia (Swiss: P<0.05; C57BL/6: P<0.05) nas duas
linhagens de camundongos tratados com reserpina quando comparados a seus respectivos grupos
controles. Os animais da linhagem C57BL/6 apresentaram maior redugdo da fungdo motora quando
comparados aos animais Swiss, apds o tratamento com reserpina. De fato, as freqiiéncias de
locomogao (P<0.01) e levantar (P<0.001) foram estatisticamente significante maiores nos animais
da linhagem Swiss quando comparados aos animais C57BL/6, enquanto que os tempos de
imobilidade (P<0.05) e laténcia (P<0.01) foram maiores nos animais C57BL/6 do que nos animais

dalinhagem Swiss.
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FIGURA 1. Efeitos da administragio de reserpina (Img/kg) na atividade geral de camundongos Swiss e
C57BL/6 observados em um campo aberto 24h apds o tratamento (n=20/grupo). (A) freqiiéncia de locomogao,
(B) freqiiéncia de levantar, (C) duragdao de imobilidade, (D) durag¢do de laténcia para inicio do movimento.
*P<0.05 comparado ao grupo veiculo correspondente. **P<0.01 comparado ao grupo veiculo correspondente.
***P<0.001 comparado a0 grupo veiculo correspondente. #P<0.05 comparado ao grupo Swiss. ##P<0.01
comparado ao grupo Swiss.###P<0.001 comparado ao grupo Swiss.
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4.2 EFEITOS DO 7-NI NA ATIVIDADE GERAL DE CAMUNDONGOS SWISS
TRATADOS COM RESERPINA.

Como mostra a FIGURA 2, o tratamento com reserpina causou hipolocomogao nos animais
do grupo RES+OM quando comparado ao grupo VEI+OM 24 h apds a inje¢do de reserpina. De
fato, a reserpina (Img/Kg) induziu uma diminuicao significante nas freqiiéncias de locomogao (F
(4,34) = 3.69; P<0.05) e levantar (F (4,34) = 3.10; P<0.05) e um aumento significante na duragao de
imobilidade (H = 12.29; P<0.05). Por outro lado, o tratamento com 7-NI aboliu esse efeito. Como
pode ser observado, as freqiiéncias de locomogéo ¢ levantar e a duragdo de imobilidade dos animais
do grupo RES+7-NI ndo foram diferentes das fregiiéncias apresentadas pelo grupo VEI+OM.
Finalmente, nenhum grupo experimental apresentou diferenca no tempo de laténcia quando

comparados ao grupo VEI+OM.
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FIGURA 2. Efeitos da administragdo de 7-NI (25mg/kg) na atividade geral de camundongos Swiss

tratados com reserpina (Img/Kg) e observados em um campo aberto 24h apods os tratamentos

(n=10/grupo). (A) freqiiéncia de locomocdo, (B) freqiiéncia de levantar, (C) duragdo de

imobilidade, (D) duragdo de laténcia para inicio do movimento. *P<0.05 comparado ao grupo
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Como pode ser observado na FIGURA 3, a administragdo de reserpina também causou
reducdo da atividade geral no campo aberto no grupo RES+OM 48 h apoés a injegdo de reserpina.
Em comparagio ao grupo VEI+OM, o tratamento com reserpina (grupo RES+OM) causou
diminui¢do na atividade geral, como demonstrado pela diminuigdo nas freqiiéncias de locomogao
(H = 8.21; P<0.05) e levantar (H = 9.64; P<0.05) e aumento no tempo de imobilidade (H = 10.02;
P<0.05). O tratamento com 7-NI reverteu a hipolocomogido induzida pela administragao de
reserpina. De fato, as freqiiéncias de locomogao e levantar ¢ o tempo de imobilidade dos animais no
grupo RES+7-NI niao foram diferentes daquelas apresentadas pelo grupo VEI+OM. Novamente,
nao houve diferencas entre os grupos com relagdo a laténcia quando comparados ao grupo

VEI+OM.
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FIGURA 3. Efeitos da administragao de 7-NI (25mg/kg) na atividade gera de camundongos Swiss
tratados com reserpina (1mg/Kg) e observados em um campo aberto 48h apds os tratamentos
(n=10/grupo). (A) freqiiéncia de locomogdo, (B) freqiiéncia de levantar, (C) duragdo de
imobilidade, (D) duragdo de laténcia para inicio do movimento. *¥*P<0.05 comparado ao grupo
VEI+OM.
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Sete dias apos a administragdo de reserpina, nenhum grupo apresentou diferencas nos

parametros analisados no campo aberto, como mostra a FIGURA 4.
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FIGURA 4. Efeitos da administragao de 7-NI (25mg/kg) na atividade gera de camundongos Swiss
tratados com reserpina (Img/Kg) e observados em um campo aberto 7 dias apds os tratamentos

(n=10/grupo). (A) freqiiéncia de locomogdo, (B) freqiiéncia de levantar, (C) duragdo de

imobilidade, (D) duragdo de laténcia para inicio do movimento. *P<0.05 comparado ao grupo

VEI+OM.
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4.3 EFEITOS DO 7-NI NA ATIVIDADE GERAL DE CAMUNDONGOS C57BL/6
TRATADOS COM RESERPINA.

Vinte e quatro horas apos o tratamento, os camundongos que receberam reserpina
(RES+OM) apresentaram atividade locomotora significativamente menor do que o grupo VEI+OM
no teste do campo aberto. O grupo RES+OM apresentou uma diminui¢ao significativa nas
freqiiéncias de locomogdo (F (4,39) =10,35; P<0.01) e levantar (F(4,42) = 3,65; P<0.05) e um
aumento nos tempos de imobilidade (H = 20,69; P<0.01) e laténcia (H = 8,71; P<0.05), como
demonstrado na FIGURA 5. O tratamento com 7-NI nao foi capaz de reverter a diminui¢do nas
fregiiéncias de locomogdo e levantar causada pelo tratamento com reserpina. De fato, houve
diferencas estatisticamente significantes nas freqiiéncias de locomocgao (p<0.01) e levantar (p<0.05)
nos animais do grupo RES+7-NI quando comparados ao grupo VEI+OM. Os camundongos tratados
com 7-NI (grupo RES+7-NI), no entanto, nao apresentaram diferengas significantes em relagdo aos
grupos VEI+OM e VEI+7-NI nos parametros imobilidade e laténcia 24 h apds o tratamento,

refletindo umareversio na hipocinesia causada pela reserpina nestes parametroS do campo aberto.
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FIGURA 5. Efeitos da administragdo de 7-NI (25mg/kg) na atividade gera de camundongos
C57BL/6 tratados com reserpina (Img/Kg) e observados em um campo aberto 24 h apds os
tratamentos (n=10/grupo). (A) freqiiéncia de locomogao, (B) freqiiéncia de levantar, (C) duracdo de
imobilidade, (D) duragdo de laténcia para inicio do movimento. *P<0.05 comparado ao grupo

VEI+OM. **P<0.01 comparado ao grupo VEI+OM.
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Como pode ser observado na FIGURA 6, 48 h apos os tratamentos, o grupo RES+OM ainda
apresentou uma atividade geral diminuida no teste do campo aberto. O tratamento com reserpina
diminuiu as fregiiéncias de locomogao (F(4,42) =11,04; P<0.05) e levantar (F(4,34) = 3,13; P<0.05)
e aumentou o tempo de laténcia (F(4,42) = 4.31; P<0.05). Nao houve mais alteragdes significativas
no tempo de imobilidade 48h apdés a administracdo de reserpina. No grupo tratado com 7-NI
(RES+7-NI) houve reducao estatisticamente significante na freqiiéncia de locomogdo quando
comparada a0 grupo controle (VEI+OM), demonstrando uma auséncia de efeito do 7-NI na
diminui¢do da freqiiéncia de locomog¢ao causada pela reserpina. NOS outros parametros (levantar,
imobilidade e laténcia), no entanto, ndo houve diferenca entre os grupos RES+7-NI e controle
(VEI+OM).

53



A B EE VEIHOM

w
o
I

100+ H]
3 VEI+OM ‘E EE=AVEI+7-NI
8 s E=1 VEI+7-NI % RES+OM
8 | RES+OM > 20- B RES+7-NI
29 B RES+7-N| S
& E sl 8
30 [
T Q c
o0 @ 104
[ =
254 g
£
[T
0 0
Grupos Grupos
C D
o 200 200+ * E=3 VEI+OM
E CIVEROM - o E=3 VEI+7-NI
E VEI+7-NI % RES+OM
-g RES+OM ko Il RES+7-NI
E B RES+7-NI o
% 100 'g 1004
o w
x& :‘!?‘
s 5
5 T o
D
0 0
Grupos Grupos

FIGURA 6. Efeitos da administracao de 7-NI (25mg/kg) na atividade geral de camundongos
C57BL/6 tratados com reserpina (Img/Kg) e observados em um campo aberto 48h apos os
tratamentos (n=10/grupo). (A) freqiiéncia de locomogao, (B) freqiiéncia de levantar, (C) duragao
de imobilidade, (D) duragio de laténcia para inicio do movimento. *P<0.05 comparado ao grupo
VEI+OM.



Como mostra a FIGURA 7, sete dias apoés o tratamento, a freqiiéncia de levantar ainda
estava significativamente reduzida (H = 10.06; P<0.05) nos camundongos tratados com reserpina
(grupo RES+OM) quando comparados ao grupo VEI+OM. Nao houve diferengas significantes nos
outros parametros do campo aberto (locomogao, imobilidade e laténcia). Nao houve diferenca entre
0s grupos RES+7-NI e controle (VEI+OM) na fregiiéncia de levantar, demonstrando um efeito de

reversio pelo 7-NI nadiminui¢ao do parametro levantar causada pela reserpina.
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FIGURA 7. Efeitos da administragao de 7-NI (25mg/kg) na atividade geral de camundongos
C57BL/6 tratados com reserpina (Img/Kg) e observados em um campo aberto 7 dias apos os
tratamentos (n=10/grupo). (A) freqiiéncia de locomogdo, (B) freqiiéncia de levantar, (C) duragdo de
imobilidade, (D) duragdo de laténcia para inicio do movimento. *P<0.05 comparado ao grupo
VEI+OM.
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44 EFEITOS DO 7-NI NO TESTE DA NATACAO FORCADA EM
CAMUNDONGOS SWISS TRATADOS COM RESERPINA.

A FIGURA 8 mostra os efeitos da administragao de 7-NI em camundongos Swiss tratados
com reserpina no teste da natagdo for¢ada 24 h apds o tratamento. Como pode ser observado, a
administracao de reserpina (1mg/Kg) (grupo RES+OM) causou aumento significante (F(6,100) =
7,77; P<0.01) no tempo de imobilidade quando comparado ao grupo controle (VEI+OM). O
tratamento com 7-NlI, por outro lado, aboliu esse efeito. De fato, houve diferencga estatisticamente
significante entre os grupos RES+OM e RES+7-NI (P<0.05), enquanto que o grupo RES+7-NI nao
diferiu dos controles (VEI+OM e VEI+7-NI).

No que diz respeito ao controle positivo, os dados indicam que a imipramina nao foi capaz
de reverter 0 aumento na imobilidade causado pela administragao de reserpina, umavez gue, COMo
pode ser observado, houve diferenca estatistica (P<0.05) entre os grupos RES+IMI e VEI+OM,
enquanto que o grupo RES+IMI nio diferiu do grupo RES+OM.
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FIGURA 8. Efeitos da administragao de 7-NI (25mg/kg) no tempo de
imobilidade de camundongos Swiss tratados com reserpina (Img/Kg) e
avaliados no teste da natagao forgcada 24h apos os tratamentos (n=10/grupo).
*P<0.05 comparado ao grupo VEI+OM. **P<0.01 comparado ao grupo
VEI+OM.
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45 EFEITOS DO 7-NI NO TESTE DA NATACAO FORCADA EM
CAMUNDONGOS C57BL/6 TRATADOS COM RESERPINA.

A FIGURA 9 mostra os efeitos da administragio de 7-NI em camundongos C57BL/6
tratados com reserpina no teste da natagao forgada 24 h apos os tratamentos. Os dados indicam que
a reserpina causou aumento significante (F(6,61) =14,67; P<0.01) no tempo de imobilidade (grupo
RES+OM) quando comparado ao grupo controle (VEI+OM).

A administracdo de 7-NI nao foi capaz de reverter o aumento no tempo de imobilidade
causado pela administragao de reserpina. De fato, houve diferenga estatistica entre os animais dos
grupos RES+7-NI e VEI+OM.

Em relagdo ao controle positivo, a analise estatistica mostrou que embora a administragdo de
imipramina (25mg/Kg) tenha revertido o aumento de imobilidade causado pela reserpina, os
animais tratados com imipramina ndo apresentaram alteragdo estatisticamente significante em

relagdo ao grupo controle (VEI+OM).
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FIGURA 9. Efeitos da administragao de 7-NI (25mg/kg) no tempo de
imobilidade de camundongos C57BL/6 tratados com reserpina (Img/Kg) e
avaliados no teste da natagdo forgada 24 h apos os tratamentos (n=10/grupo).
**P<(0.01 comparado ao grupo VEI+OM.
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4.6 EFEITOS DA AMINOGUANIDINA NA ATIVIDADE GERAL DE
CAMUNDONGOS SWISS TRATADOS COM RESERPINA.

Vinte e quatro horas apos o tratamento, os camundongos tratados com reserpina (RES+SAL)
apresentaram locomogao significantemente menor que o grupo VEI+SAL no teste do campo aberto.
O grupo RES+SAL apresentou uma diminui¢ao significativa nas freqiiéncias de locomogao (F
(4,39) =12,08; P<0.01) e levantar (F(4,39) = 9,98; P<0.05), como demonstraa FIGURA 10.

O tratamento com aminoguanidina ndo foi capaz de reverter a diminui¢do nas freqiiéncias
de locomogido e levantar causada pelo tratamento com reserpina. De fato, houve diferencas
estatisticamente significantes nas freqiiéncias de locomogdo (p<0.01) e levantar (p<0.001) nos
animais do grupo RES+AG gquando comparados ao grupo VEI+SAL.

Nao houve diferenga significante entre os grupos nos outros parametros do campo aberto

(duragdo de imobilidade e laténcia).
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FIGURA 10. Efeitos da administracdo de aminoguanidina (50mg/kg) na atividade gera de
camundongos Swiss tratados com reserpina (1mg/Kg) e observados em um campo aberto 24h apbs
os tratamentos (n=10/grupo). (A) freqiiéncia de locomogdo, (B) freqiiéncia de levantar, (C) duragao
de imobilidade, (D) duragdo de laténcia para inicio do movimento. *P<0.05 comparado ao grupo
VEI+SAL. **P<0.01 comparado a0 grupo VEI+SAL. ***P<0.001 comparado ao grupo VEI+SAL.
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Na sessio de observagdo realizada 48 h apds o tratamento, nenhum grupo apresentou
diferenca estatisticamente significante nos parametros analisados no campo aberto, como ilustra a
FIGURA 11. Como areserpinanao causou diminui¢do na atividade geral no campo aberto 48h apds

sua administragio, este teste ndo foi repetido 7 dias apds o tratamento.
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FIGURA 11. Efeitos da administragdo de aminoguanidina (50mg/kg) na atividade geral de
camundongos Swiss tratados com reserpina (1mg/Kg) e observados em um campo aberto 48 h apos
0s tratamentos (n=10/grupo). (A) freqiiéncia de locomogao, (B) freqiiéncia de levantar, (C) duragao

de imobilidade, (D) duragio de laténcia para inicio do movimento.
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4.7 EFEITOS DA AMINOGUANIDINA NA ATIVIDADE GERAL DE
CAMUNDONGOS C57BL/6 TRATADOS COM RESERPINA.

O grupo RES+SAL apresentou uma diminuigéo significativa nas freqiiéncias de locomogao
(F (4,38) = 8,05; P<0.01) elevantar (F(4,30) = 5,07; P<0.05), como mostraa FIGURA 12.

O tratamento com aminoguanidina nao foi capaz de reverter a diminuigao na freqiiéncia de
locomogdo causada pelo tratamento com reserpina. De fato, houve diferenga estatisticamente
significante nas fregiiéncias de locomogdo (p<0.05) nos animais do grupo RES+AG quando
comparados ao grupo VEI+SAL. A administragao de aminoguanidina, no entanto, causou reversao
do aumento na fregiiéncia de levantar causada pela reserpina. Como pode ser observado na
FIGURA 12, ndao houve diferenca estatistica entre os grupos RES+AG e VEI+SAL.

Nos outros parametros do campo aberto (duragdo de imobilidade e laténcia) ndo houve

diferenca estatisticamente significante entre os grupos.
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FIGURA 12. Efeitos da administracdo de aminoguanidina (50mg/kg) na atividade geral de
camundongos C57BL/6 tratados com reserpina (1mg/Kg) e observados em um campo aberto 24 h
apos os tratamentos (n=10/grupo). (A) freqiiéncia de locomocido, (B) freqiiéncia de levantar, (C)
duragdo de imobilidade, (D) duragdo de laténcia para inicio do movimento. *P<0.05 comparado ao
grupo VEI+SAL. **P<0.01 comparado ao grupo VEI+SAL.
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Quarenta e oito horas apoés o tratamento, nenhum grupo apresentou diferenca
estatisticamente significante nos parametros investigados no campo aberto, como demonstra a
FIGURA 13. Como areserpinanao causou diminui¢do na atividade geral no campo aberto 48h apds

sua administragio, este teste ndo foi repetido 7 dias apds o tratamento.
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FIGURA 13. Efeitos da administracdo de aminoguanidina (50mg/kg) na atividade geral de
camundongos C57BL/6 tratados com reserpina (1Img/Kg) e observados em um campo aberto 48h
apos o tratamento (n=10/grupo). (A) freqiiéncia de locomogdo, (B) freqiiéncia de levantar, (C)

duragdo de imobilidade, (D) duragdo de laténcia para inicio do movimento.
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4.8 EFEITOS DA AMINOGUANIDINA NO TESTE DA NATACAO FORCADA EM
CAMUNDONGOS SWISS TRATADOS COM RESERPINA.

A FIGURA 14 mostra os efeitos da administracdo de aminoguanidina em camundongos
Swiss tratados com reserpina e avaliados no teste da natagdo forgada 24 h apds os tratamentos. Os
dados indicam aumento significante (F(6,46) = 4,36; P<0.05) do tempo de imobilidade nos animais
tratados com reserpina (grupo RES+SAL) em comparagido ao grupo controle (VEI+SAL).

A administragio de aminoguanidina ndo causou reversdo do aumento no tempo de
imobilidade induzido pela administragao de reserpina. Como pode ser observado, houve diferenca
estatisticamente significante (p<0.01) entre os grupos RES+AG e VEI+SAL.

Em relagdo ao controle positivo, a analise estatistica mostra que embora a administragdo de
imipramina tenha revertido o aumento de imobilidade causado pela administracao de reserpina, os
animais tratados com imipramina nao apresentaram diferenga significante em relagdo ao grupo
controle (VEI+SAL).
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FIGURA 14. Efeitos da administracdo de aminoguanidina (50mg/kg) no
tempo de imobilidade de camundongos Swiss tratados com reserpina
(Img/Kg) e avaliados no teste da natagdo forgcada 24 h apos os tratamentos
(n=10/grupo). *P<0.05 comparado ao grupo VEI+SAL. **P<0.01 comparado
ao grupo VEI+SAL.



4.9 EFEITOS DA AMINOGUANIDINA NO TESTE DA NATACAO FORCADA EM
CAMUNDONGOS C57BL/6 TRATADOS COM RESERPINA.

A FIGURA 15 mostra os efeitos da administracdo de aminoguanidina em camundongos
C57BL/6 tratados com reserpina e observados no teste da natagio for¢ada 24 h apds os tratamentos.
Os dados indicam que a reserpina causou aumento significante (F(6,47) = 4,65; P<0.05) no tempo
de imobilidade (grupo RES+SAL) quando comparado ao grupo controle (VEI+SAL).

A administracao de aminoguanidina ndo foi capaz de reverter o aumento no tempo de
imobilidade causado pela administragdo de reserpina. Como pode ser observado, houve diferenca
estatistica (p<0.05) entre os animais dos grupos RES+AG e VEI+SAL.

Em relagdo ao controle positivo, os dados indicam que a imipramina ndo foi capaz de
reverter 0 aumento na imobilidade causado pela administracao de reserpina, uma vez que, como
pode ser observado, houve diferenca estatistica (P<0.05) entre os grupos RES+IMI e VEI+SAL,
enquanto que o grupo RES+IMI nao diferiu do grupo RES+SAL.
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FIGURA 15. Efeitos da administracdo de aminoguanidina (50mg/kg) no
tempo de imobilidade de camundongos C57BL/6 tratados com reserpina
(Img/Kg) e avaliados no teste da natagdo forgada 24 h apos os tratamentos
(n=10/grupo). * P<0.05 comparado ao grupo VEI+SAL.
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4.10 EFEITOS DO 7-NI NO TESTE DE PREFERENCIA POR SACAROSE EM
CAMUNDONGOS SWISS TRATADOS COM RESERPINA (1mg/Kg).

A FIGURA 16 mostra o efeito da administragao de 7-NI (25mg/Kg) em camundongos
tratados com reserpina (1Img/Kg). Como pode ser observado, nao houve diferenga significante na
porcentagem de consumo de sacarose em nenhum grupo quando comparado aos grupos controles
(VEI+OM e VEI+7-NI). Os dados demonstram que a reserpina, nesta dose, ndo foi capaz de causar
reducdo na preferéncia por sacarose 24 h apds sua administragdo. Além disso, ndo houve diferenca

entre 0s grupos em termos de consumo total, consumo de agua ou consumo de sacarose.
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FIGURA 16. Efeitos da administragao de 7-NI (25mg/Kg) em camundongos tratados com reserpina
(Img/Kg) e avaliados no teste de preferéncia por sacarose 24h apos os tratamentos. (A) preferéncia por

sacarose, (B) consumo total, (C) consumo de sacarose, (D) consumo de agua. (n=10/grupo).
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4.11 EFEITOS DO 7-NI NO TESTE DE PREFERENCIA POR SACAROSE EM
CAMUNDONGOS SWISS TRATADOS COM RESERPINA (2mg/Kg).

O efeito da administragdo de 7-NI (25mg/Kg) em camundongos tratados com reserpina
(2mg/Kg) esta indicado na FIGURA 17. Como pode ser observado, utilizando-se a dose de
2mg/Kg, também nao houve diferenca significante na porcentagem de consumo de sacarose em
nenhum grupo quando comparado aos grupos controles (VEI+OM e VEI+7-NI). Os dados
demonstram que a reserpina, também na dose de 2mg/Kg, ndo causou diminui¢do na preferéncia
por sacarose 24 h apés sua administragdo. Finalmente, ndo houve diferenca entre os grupos em

termos de consumo total, consumo de agua ou consumo de sacarose.
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FIGURA 17. Efeitos da administragio de 7-NI (25mg/Kg) em camundongos tratados com reserpina
(2mg/Kg) e avaliados no teste de preferéncia por sacarose 24h apods os tratamentos. (A) preferéncia por

sacarose, (B) consumo total, (C) consumo de sacarose, (D) consumo de agua. (n=10/grupo).
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4.12 EFEITOS DO 7-NI E AMINOGUANIDINA NOS NiVEIS ESTRIATAIS DE
GLUTATIONA DE RATOS TRATADOS COM RESERPINA.

A FIGURA 18 mostra o efeito da administracdo de 7-NI (25mg/Kg) e aminoguanidina
(50mg/kg) nos niveis estriatais de glutationa (GSH) em ratos tratados com reserpina 24h apds a
administragdo das drogas. Como pode ser observado, ndo houve diferenga significativa nos niveis
estriatai s de glutationa em nenhum dos grupos quando comparado aos grupos controles (VEI+OM e
VEI+SAL). Os dados indicam que a administragdo de reserpina na dose de 1mg/Kg nédo foi capaz

de alterar os niveis de GSH no estriado dos animais.

37 1 VEI+OM
1 VEI+SAL
% VEI+7-NI
% . VEI+AG
[T RES+OM
E=IRES+SAL

RES+7-NI
RES+AG

Glutationa (nMol/mg)

TR

Grupos

FIGURA 18. Efeitos da administragio de 7-NI (25mg/Kg) e
aminoguanidina (50mg/kg) em ratos tratados com reserpina (1mg/Kg)

no nivel estriatal de glutationa 24h apds os tratamentos (n=6/grupo).
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5. DISCUSSAQO
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5 DISCUSSAO

Nossos dados indicam que a inibigao da NOS neuronal, produzida pelo 7-NI, reverteu os
efeitos da reserpina em todos o0s parametros avaliados no teste do campo aberto em camundongos
Swiss, porém, em camundongos C57BL/6, o 7-NI reverteu apenas a duragdo de imobilidade ¢ a
laténcia para inicio do movimento. Por outro lado, a inibi¢do da isoforma induzida da NOS
provocada pela aminoguanidina ndo alterou os efeitos da reserpina observados no campo aberto em
nenhuma das linhagens de camundongos. No teste de natagdo forgada, 0 7-NI reverteu o aumento
do tempo de imobilidade provocado pela reserpina em animais Swiss, mas nao nos camundongos
C57BL/6. A aminoguanidina ndo alterou os efeitos da reserpina neste teste. No teste de preferéncia
por sacarose, areserpina (1 e 2 mg/Kg) nao foi capaz de causar redugio da preferéncia por sacarose
24 h apbs o tratamento. Em relagdo a quantificacdo dos niveis estriatais de GSH, os dados indicam
que, 24 h apos o tratamento com reserpina, os niveis de GSH no estriado nao foram alterados.

Embora a causa da DP seja desconhecida, estudos experimentais, clinicos e epidemiologicos
indicam um importante papel do estresse oxidativo com participagio do NO na patogénese dessa
desordem (JENNER e OLANOW, 1996; JENNER, 2003), uma vez gque a lesio oxidativa em
neurdnios dopaminérgicos ¢ considerada uma das principais causas de neurodegeneracdo na DP.
Além disso, diversas evidéncias em relagdo a inibicdo da NOS (HANTRAYE et al., 1996;
KLIVENYI et al., 2000) e estudos com knockout do gene da NOS (HANTRAYE et al., 1996;
PRZEDBORSKI et al., 1996) indicam o envolvimento do 6xido nitrico e da NOS na patogénese da
DP.

Como diversas observagdes, principalmente em modelos animais de DP, t€ém demonstrado a
participacao do NO e da NOS no inicio ¢ na progressao dessa desordem, no presente estudo, nos
avaliamos os efeitos de dois inibidores da NOS, o 7-NI e a aminoguanidina, no teste de atividade
gera em um campo aberto e no teste da natagiao for¢ada utilizando o modelo da reserpina.

O 7-NI inibe seletivamente a forma neurona constitutiva da 6xido nitrico sintase (MOORE
et al., 1993), que participa da transmissio sinaptica no cérebro (GARTHWAITE et al., 1988;
BREDT e SNYDER, 1989), enquanto que a aminoguanidina possui como mecanismo de agio a
inibi¢ao da isoforma induzida da NOS (iNOS), a qua ¢ produzida pela microglia ativada na
ocorréncia de processos inflamatdrios (HENEKA et al., 2000).
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A primeira Srie de experimentos examinou os efeitos do 7-NI, administrado 30 min apos a
reserpina, na fungdo motora e no teste de natagdo for¢ada em duas linhagens de camundongos,
Swiss e C57BL/6.

Os resultados indicam que a reserpina (1mg/Kg) produziu alteragdo motora 24 ¢ 48 h apos
sua administragdo nas duas linhagens de camundongos. Esses dados contrastam com os de
PREDIGER et al. (2005). Neste estudo, a reserpina, a mesma dose, causou alteragao na memoria de
reconhecimento social sem produzir alteragdes nos parametros motores de ratos em um campo
aberto.

Nossos dados indicam que o 7-NI (25 mg/kg) reverteu a alteragdo motora induzida pela
deplegdo de dopamina 24 h e 48 h apoés a injecdo de reserpina em camundongos Swiss. Nesta linha,
CONNORP et al., (1994) mostraram que o 7-NI (20 mg/kg, i.p) produziu 90% de inibi¢ao da NOS
presente na substancia negra de ratos. Nossos resultados contrastam com os de STARR e STARR
(1995). Neste estudo, administrou-se reserpina (5mg/Kg) ou veiculo a camundongos e, apds 24 h,
injetou-se 0 7-NI (10 a 50 mg/Kg). A atividade motora foi avaliada 30 min apds a injecdo do
inibidor da NOS. No grupo pré-tratado com reserpina, 0 7-NI ndo reverteu a hipocinesia nestes
animais. Uma diferenca entre este estudo e o presente ¢ a dose de reserpina utilizada. No trabalho
de STARR e STARR (1995), a reserpina foi administrada em uma dose 5 vezes maior que a
utilizada em nosso protocolo, 0 que poderia explicar a auséncia de efeito do 7-NI na reversio da
acinesia induzida pela reserpina. Além disso, a administragdo de 7-NI (25 e 50 mg/Kg) a
camundongos nio reserpinizados produziu diminuigdo na locomogao, sendo que em nosso estudo, O
7-NI per se ndo alterou a locomogao dos animais.

Em camundongos C57BL/6, o tratamento com 7-NI reverteu apenas dois parametros de
atividade (imobilidade e laténcia) no teste do campo aberto 24 h ap6s a administragdo de reserpina.
Quarenta e oito horas apo6s o tratamento, a freqiiéncia de levantar e o tempo de laténcia foram
revertidos pelo tratamento com 7-NI nessa linhagem de camundongos. No entanto, o 7-NI nao foi
capaz de abolir a hipolocomogdo induzida pela reserpina 24 h e 48 h apods o tratamento em
camundongos C57BL/6. Sete dias apos o tratamento, os parametros de atividade locomotora foram
recuperados nas duas linhagens de camundongos.

A sindrome de hipocinesia em camundongos ¢ utilizada para mimetizar a DP em modelos

animais (COLPAERT, 1987, MENZAGHI et al., 1997; DUTRA et al., 2002). Portanto, nés
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acreditamos que a inibicdo da nNOS, ao diminuir a produgdo de NO, pode ser responsavel pela
reversio dos sinais motores observados nos camundongos Swiss tratados com reserpina.

Foi demonstrado que a liberagdo de NO aumenta durante a progressdo da DP como
resultado de processos inflamatorios e causa deple¢do de dopamina. O “turnover” de dopamina esta
aumentado na substancia negra de individuos com DP e em modelos animais de parkinsonismo. Os
efeitos prejudiciais da dopamina a célula podem ser causados pela produgdo de ROS durante a
deaminacao oxidativa da dopamina catalisada pela MAO presente na membrana mitocondrial
externa (ANTUNES et al., 2005). Como resultado do aumento da deaminagao de dopamina, os
neuronios dopaminérgicos sobreviventes tornam-Se expostos a um estresse oxidativo aumentado, o
gue leva a uma autooxidagao ainda maior do neurotransmissor.

O aumento da oxidagdo de dopamina induzida pelo NO pode ser responsavel pelos sinais
motores observados no modelo da reserpina, uma vez que a reserpina causa parkinsonismo
impedindo a entrada de dopamina nas vesiculas de armazenamento. Dessa forma, uma possivel
explicagdo para entender os nossos resultados obtidos com o 7-NI em camundongos Swiss pode ser
adiminuigao da oxidagdo de dopamina induzida pelo NO, através da inibigao da nNOS.

Outra razao que poderia justificar esses resultados ¢ a participagdo do NO na sinalizagao
celular nos circuitos motores nos ganglios basais (SNYDER ¢ BREDT, 1991; VINCENT e HOPE,
1992). Existem inimeras razdes para se acreditar que a sintese de NO no estriado € particularmente
influente neste local. O estriado ¢ um componente chave do ganglio basal e recebe aferéncias
glutamatérgicas massivas e topograficamente ordenadas de todas as principais regides sensoriais €
motoras do cortex cerebral. Possui grande quantidade de receptores N-metil-D-aspartato (NMDA)
(ALBIN et al., 1992) e NO-sintase (VINCENT e HOPE, 1992).

De acordo com KAUR e STARR (1997) a dopamina e o glutamato apresentam efeitos
opostos no comportamento motor, de forma que a dopamina seria excitatoria e o glutamato
inibitorio. Desse modo, o aumento da transmissdo glutamatérgica mediada pelo receptor NMDA
representa um papel crucial na fisiopatologia de diversos distarbios neurolégicos associados com
comportamento motor anormal, incluindo a DP e o parkinsonismo. De fato, apos a deplegdo de
dopamina pela reserpina, ocorreu aumento secundario da liberagdo de glutamato no estriado
(STARR, 1995; LINDEFORS e UNGERSTEDT, 1990; ZHU e JUORIO, 1990).

Uma importante caracteristica do bloqueio de receptores NMDA em animais com deplegao

de dopamina ¢ a potenciacdo da atividade motora induzida pela estimulagdo de receptores D1. Além
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disso, estudos in vitro e in vivo indicam gque o glutamato pode influenciar a liberagao de dopamina,
exercendo um controle inibitério (LEVIEL et al., 1990, CHERAMY et al., 1986), embora, em
algumas situagoes, facilitatorio (CLOW e JHAMANDIAS, 1989, DESCE et al., 1992). A influéncia
do glutamato sobre o sistema dopaminérgico explicaria a habilidade de antagonistas
glutamatérgicos em atuarem como agentes antiparkinsonianos (STARR e STARR, 1994,
GOODWIN et al., 1992. MORELLI et al., 1992).

O glutamato liberado de terminais axonais corticoestriatais atua em receptores NMDA, que
estdo ligados via Ca®*/camodulina a sintese de NO (GARTHWAITE et al., 1989; MCCALL e
VALLANCE, 1992). Deste modo, ¢ possivel que o NO participe da integragdo sensoriomotora no
estriado através de sua influéncia nos sistemas de neurotransmissores locais, entre eles, o
dopaminérgico (WEST et al., 2002).

Foi demonstrado que, em algumas circunstancias, o NO enddgeno pode diminuir a liberagao
de dopamina. Assim, a utilizagdo de doadores de NO (GUEVARA-GUZMAN et al., 1994, ZHU e
LUO, 1992) inibiu a liberagdo de dopamina em ratos. Além disso, o uso dos inibidores da NOS
como o 7-NI (SILVA et al, 1995), o L-NAME (BUGNON et al, 1994) e o L-NMMA
(SEILICOVICH et al., 1995) aumentaram a liberacao basal de dopamina no estriado, retina e
hipotalamo, respectivamente.

Por outro lado, outros estudos indicam que o NO pode aumentar a liberagao de dopamina
(KISS et al., 1999; IRAVANI et al., 1998; LIANG e KAUFMAN, 1998; BLACK et al., 1994;
STRASSER et al., 1995; WEST e GALLOWAY, 1998).

Neste estudo, noés focamos a inibigdo da atividade da nNOS pelo 7-NI para justificar a
atenuacao da hipocinesia induzida pela reserpina. No entanto, um estudo mostrou que o 7-NI
produziu um efeito inibitorio sobre a atividade da MAO-B (CASTAGNOLI et al., 1997). Uma
possibilidade alternativa e nao excludente, portanto, seria que a inibi¢do do metabolismo da
dopamina causada pelo 7-NI poderia ser responsavel pela reversdo dos efeitos depletores da
reserpina na fungao motora de camundongos Swiss. No entanto, foi demonstrado que a reducao de
DOPAC causada pela administragao de MPTP nao foi revertida pelo 7-NI, sugerindo uma auséncia
de efeito desse inibidor da NOS sobre a fungdao da MAO (CUTILLAS et al., 1998). Além disso, em
nosso experimento, 0 7-NI per se nao induziu aumento nos pardmetros locomotores no grupo
controle VEI+7-NI, sugerindo que se de fato, o 7-NI inibiu a MAO, esta inibigdo nao foi suficiente

para causar aumento da locomocgao.
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Com relagdo aos efeitos do 7-NI em camundongos C57BL/6, verificamos que este inibidor
da NOS atenuou somente a duragido de imobilidade ¢ a laténcia para iniciar o movimento 24 h apos
aadministracao de reserpina. 48 h apds o tratamento, a freqiiéncia de levantar e o tempo de laténcia
foram revertidos pelo tratamento com 7-NI nessa linhagem de camundongo. Deste modo, ¢ possivel
sugerir duas possibilidades para entender a razao pela qual o 7-NI reverteu os efeitos da reserpina
em camundongos Swiss, mas nao nos C57BL/6: a primeira: que nos animais C57BL/6, a deplegao
de dopamina tenha sido maior que nos animais Swiss, a segunda, que nos C57BL/6 a dose de 7-NI
tenha sido insuficiente parareverter todos 0s parametros avaliados no campo aberto.

Nossos dados indicam uma maior sensibilidade da linhagem C57BL/6 a reserpina em
comparagdo aos camundongos SwisS. Como indica a Fig. 1, apds tratamento com reserpina, os
camundongos C57BL/6 apresentaram maior redugdo da fungao motora avaliada no campo aberto do
gue os animais Swiss. Nesta linha de raciocinio, existem estudos demonstrando uma maior
sensibilidade de camundongos C57BL/6 em outro modelo de parkinsonismo. A linhagem de
camundongos C57BL/6 ¢é altamente suscetivel aos efeitos neurotoxicos do MPTP ¢ é conhecido
como um excelente modelo animal de DP (HEIKKILA et al., 1984; SUNDSTROM et al., 1987).
De fato, camundongos Swiss-Webster jovens (2-3 meses) demonstram um menor grau de lesio
neuronal dopaminérgica quando comparados com camundongos C57BL/6 da mesma idade e sexo,
enquanto camundongos C57BL/6 velhos (8-9 meses) exibem uma perda significantemente maior de
neurénios dopaminérgicos. SMEYNE e colaboradores (2001) demonstraram que a maior
susceptibilidade de camundongos C57BL/6 a0 MPTP e MPP, que leva a uma maior perda de
neurdnios dopaminérgicos ¢ dependente da glia de camundongos C57BL/6, refletindo uma resposta
anormal da glia mesencefalica ao estresse oxidativo nestes animais. Uma possivel razdo para a
maior sensibilidade desta linhagem a administragio de MPTP ¢é a diferenga no sistema
dopaminérgico entre essa linhagem e outras menos suscetiveis a esta neurotoxina. Dessa forma,
estudos demonstram que a linhagem C57BL/6 possui menor nimero de neurdénios dopaminérgicos
na SNc do que outras linhagens (TAKADA et al., 1993; MUTHANE et al., 1994). Isto poderia
explicar os resultados obtidos em Nnossos experimentos, que mostram que 0S camundongos
C57BL/6 possuem menor atividade motora quando comparados a linhagem Swiss (Fig. 1).

Nossos experimentos demonstraram que, enquanto o tratamento com reserpina causou

aumento no tempo de imobilidade no teste da natagdo for¢cada nas duas linhagens de animais, este
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feito foi revertido pelaadministragdo do 7-NI em camundongos Swiss, porém niao em camundongos
dalinhagem C57BL/6.

Estudos clinicos e pré-clinicos sugerem que a alteragdo na fungdo glutamatérgica esta
relacionada com a depressao (SKOLNICK, 1999; RADA et al., 2003) e que o receptor NMDA
pode ser um sitio para agdo antidepressiva. Dessa forma, diversos estudos mostraram que
antagonistas do receptor NMDA exibem atividade antidepressiva (TRULLAS e SKOLNICK, 1990;
ROGO et al., 2002; WATKINS e OLVERMAN, 1987; MARVIZON et al., 1989; WATSON e
LANTHORN, 1990; WONG et al., 1986). Além disso, a administra¢ao cronica de antidepressivos a
camundongos altera tanto os niveis de RNAm que codificam subunidades do receptor NMDA
quanto aligacdo a esse receptor em areas circunscritas do SNC (SKOLNICK, 1999; PETRIE et al.,
2000).

A relagdo entre os receptores NMDA e a sintese de NO é bem conhecida (LEI et al., 1992;
MANZONI et al,, 1992) e ja foi discutida neste trabalho. Neste contexto, diversos estudos
demonstraram que inibidores da NOS como o L-NMMA, o L-NNA, o L-NAME e o 7-NI
(HARKIN et al., 1999, YILDIZ et al., 2000, VOLKE et al., 2002, HEIBERG et al., 2002)
reduziram o tempo de imobilidade no teste da natagao forgada, ¢ que a inibi¢do da NOS causou
down-regulation dos [-adrenoreceptores corticais, com magnitude comparavel ao tratamento
cronico com imipramina (KAROLEWICZ et al., 1999). Mais ainda, ZOMKOWSKI et al. (2002)
mostraram que a administragao de agmatina, uma amina endogena que blogueia o receptor NMDA
e todas as isoformas de NOS, produziu reducao do tempo de imobilidade no teste da natagao
forcada e no teste de suspensdo da cauda em camundongos. Este efeito foi totalmente anulado pelo
tratamento dos animais com L-arginina. Dessa forma, tomados em conjuntos, estes resultados
sugerem que a ativagio de receptores NMDA, resultando na formagdo de NO, possa estar envolvida
No processo de depressio.

O teste de natagao forgada ¢é bastante utilizado no estudo pré-clinico para avaliar a atividade
antidepressiva das drogas (BORSINI e MELI, 1988; CRYAN et al.,, 2002). Neste teste, os
camundongos sio forgcados a nadar em um espaco restrito de onde ndo podem escapar. Apoés
periodos de agitagdo, as tentativas de escape cessam e os animais ficam imoveis. Acredita-se que a
imobilidade reflita um estado de desespero ou incapacidade de adaptar-se a0 estresse, 0 que
reproduz uma caracteristica ligada a depressdo humana (STERU et al., 1985; WILLNER, 1991).

Este teste, no entanto, apresenta a possibilidade de obter efeitos falso-positivos. Desta forma, drogas
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gue aumentam a atividade motora podem apresentar este efeito no teste da natagido forgada. Assim,
antidepressivos tais como bupropiona, nomifensina e amineptina poderiam ser reeitados por
apresentarem aumento na atividade motora (BORSINI e MELI, 1998).

Neste contexto, ¢ importante notar que o estado depressivo induzido pela reserpina em
humanos foi considerado como uma das maiores evidéncias da hipotese monoaminérgica da
depressio. Entretanto, de acordo com PORSOLT et al., (1979), este acaldide ndo apresentou
aumento do tempo de imobilidade neste model o de depressio. Em nossos experimentos, no entanto,
areserpinamostrou um aumento no tempo de imobilidade neste teste.

Nossos resultados mostram que a reserpina produziu ateragao na fungdo motora dos animais
avaliados no teste do campo aberto. De acordo com BOURIN (1990) o efeito da reserpina seria
maior no controle motor do que no humor. Dessa forma, ndo podemos excluir a possibilidade do
efeito motor da reserpinater sido a causa do aumento no tempo de imobilidade no teste da natacao
forcada.

De particular importancia, o presente estudo verificou que o tratamento agudo com 7-NI (25
mg/kg) reverteu a hipocinesia causada pela reserpina no teste do campo aberto. Assim, ndo se pode
afirmar que a diminui¢ao do tempo de imobilidade causada pelo 7-NI no teste da natagao forgada
em camundongos Swiss tenha sido causada por um efeito antidepressivo dessa droga, e ndo por
umarestauragao da fun¢do motora desses animais.

Contrariamente ao esperado, o controle positivo empregado, imipramina (25 mg/kg), nao
reduziu o tempo de imobilidade em comparagao ao grupo controle em ambas as linhagens neste
teste. Um estudo (BAI et a., 2001) mostrou que, em camundongos C57BL/6, a imipramina
produziu uma curva dose-resposta bifasica e que doses abaixo de 5 e acima de 15 mg/Kg ndo
apresentaram efeito na redugao no tempo de imobilidade nestes animais. Este dado poderia explicar
a auséncia de efeitos da imipramina nesta linhagem, uma vez que a dose utilizada em nosso estudo
foi de 256mg/Kg. Em relagao aos camundongos Swiss, no entanto, nossos resultados contrariam
dados anteriores do nosso laboratorio (CASTILHO et al., 2004), e ndo sabemos como explicar este
dado. Por outro lado, verificou-se no corrente estudo, que a imipramina foi capaz de atenuar o
aumento do tempo de imobilidade — causado pela reserpina- tanto em camundongos Swiss (Fig. 14)
quanto nos animais C57BL/6 (Fig. 9).

Para confirmar o possivel efeito antidepressivo do 7-NI, foi realizado o teste da preferéncia
por sacarose. Trabalhos na literatura demonstraran que a administragcao de reserpina a
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camundongos produziu redugdo na preferéncia pelo consumo de sacarose, a qual pode ser
considerada como um indicativo de anedonia e um aumento no estado depressivo (MONLEON et
al., 1995; WILLNER, 1997). Uma vantagem na utilizagdo deste teste ¢ que ele ndo apresenta
interferéncia da fun¢do motora uma vez que a administragdo de reserpina ndo causou efeito no
consumo total, no consumo de agua e no consumo de sacarose nos grupos tratados em comparagao
ao grupo controle, somente reduziu a preferéncia por sacarose, indicando um estado de anedonia
(SKALISZ et al., 2002).

Nossos dados, no entanto, diferindo deste estudo, indicam que a reserpina nao foi capaz de
causar diminuicao na preferéncia por sacarose 24 h apos sua administragdo. Nao podemos explicar
este resultado, uma vez que a dose de reserpina utilizada em nosso estudo (2 mg/Kg) foi semelhante
a utilizada por SKALISZ et al. (2002). Desta forma, o efeito do 7-NI nareversio da anedonia nao
pode ser confirmado.

Ainda em relagdo ao teste de preferéncia por sacarose, torna-se importante ressaltar que,
neste modelo, o efeito de drogas antidepressivas é especifico para animais que sofreram alguma
forma de estresse. Dessa forma, 0 consumo de sacarose em animais controle nio ¢ alterado pela
acao de antidepressivos (PAPP e WILLNER, 1996). Assim, nao se pode afirmar que o 7-NI nao
possui efeito de reversio da anedonia neste teste, uma vez que a reserpina ndo causou diminui¢ao
na preferéncia pela sacarose.

Em relagdo a auséncia de efeitos do 7-NI naredugdo do aumento do tempo de imobilidade
induzido pela reserpina em camundongos da linhagem C57BL/6, uma revisio (PETIT-
DEMOULIERE et al., 2005) mostrou que linhagens inbred nao constituem bons modelos de
depressio no teste da natagdo forgada quando comparadas a linhagens outbred de camundongos. A
literatura mostra que animais das linhagens C57BL/6 Sio pouco responsivos a drogas
antidepressivas neste teste. De fato, apenas um tipo de antidepressivo, a bupropiona (um inibidor da
recaptacao de dopamina) foi significantemente efetivo no teste da natagao forcada em camundongos
C57BL/6Rj. Inibidores da recaptacao de noradrenalina foram eficazes da redugdo do tempo de
imobilidade em camundongos C57BL/6J. No entanto, nestes estudos, nao foram realizados testes de
atividade motora, de forma que os efeitos antidepressivos dessas drogas nao puderam ser
confirmados. Uma possivel razdo para explicar a auséncia de resposta a drogas antidepressivas
nesta linhagem ¢ que, em nossos experimentos, os animais C57BL/6 do grupo controle

apresentaram tempo de imobilidade baixo, em relagdo a linhagem Swiss (Figs. 8, 9, 14 ¢ 15) no
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teste da natagdo forcada. Deste modo, esta pode ser uma explicagdo plausivel para a diferenga de
efeitos do 7-NI entre as duas linhagens de camundongos observada neste estudo.

A segunda Série de experimentos examinou os efeitos da administragdo de aminoguanidina
em relacdo as alteragdes motoras e comportamentais causadas pela administragdo de reserpina. Os
animais foram tratados com aminoguanidina 30 min apoés a inje¢do de reserpina. Nossos dados
mostram que este inibidor da NOS somente reverteu a fregiiéncia de levantar em camundongos
C57BL/6 reserpinizados 24 h apoés a inje¢do do alcaldide. Considerando que tanto a locomogao
como o levantar no campo aberto estido relacionados a ativagdo do nucleo accumbens e estriado
(STARR e STARR, 1986), ndo podemos explicar a auséncia de efeitos deste inibidor da NOS na
locomogdo dos animais. Os demais parametros investigados no campo aberto, ndo foram alterados
apés o tratamento com a aminoguanidina. Por outro lado, nos camundongos Swiss, a
aminoguanidina nao modificou os efeitos da reserpina. Os presentes dados corroboram agueles de
STARR e STARR (1995), que mostraram a inabilidade da aminoguanidina em reverter as
alteragdes causadas pela administragdo de uma dose alta de reserpina (5 mg/kg) em camundongos.

Dessa forma, nossos dados indicam que a forma induzida de NOS nao possui participagao
no parkinsonismo induzido pela reserpina. Essa isoforma de NOS ¢ principalmente expressa em
processos inflamatorios e provavelmente ndo deve estar envolvida com os efeitos da reserpina. A
iNOS ¢ induzida por citocinas de maneira Ca"™" -independente. Esta isoforma ndo ¢ normalmente
expressa em macrofagos, todavia, na presenca de citocinas ocorre transcri¢ao do gene de iNOS e
producdo de NO em niveis mais altos que aqueles observados pela ativagdo das formas constitutivas
(BELDER e MONCADA, 1995). Nao encontramos na literatura dados que correlacionem a injeg¢ao
de reserpina ao processo inflamatorio. Por esta razdo, a administragdo de reserpina provavelmente
nao causou ativagao da isoforma iNOS, o que explicaria a auséncia de efeitos da aminoguanidinano
campo aberto e no teste de natagdo forcada em ambas linhagens de camundongos avaliados.

A guantificagdo dos niveis de GSH estriatais foi realizada com o intuito de se avaliar a
habilidade da reserpina de causar diminuigao no nivel de glutationa no estriado. Considerando que a
reducdo do nivel de glutationa ¢é utilizada como indice de estresse oxidativo, também foi objetivo
desta etapa investigar a possibilidade dos inibidores da NOS reverterem esta alteragio.

Em nosso estudo, entretanto, o tratamento com reserpina nao foi capaz de causar redugao
nos niveis estriatais de GSH. Este resultado contrasta com o relato de ABILIO e colaboradores

(2003), de que o tratamento com reserpina a dose de 1 mg/Kg induziu um aumento na taxa de
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glutationa oxidada/reduzida (GSSG/GSH) estriatal, além de aumentar a peroxidagdo lipidica
(ABILIO et al., 2002). Uma possivel razdo para a discrepancia entre os resultados ¢ a diferenca no
tempo de tratamento com a reserpina. No trabalho de ABILIO et al. (2003), os animais foram
tratados com reserpina durante dois dias ndo-consecutivos previamente a analise da glutationa,
enquanto que, Nno nosso estudo, 0s animais receberam reserpina apenas uma vez, 24 h antes de
serem sacrificados. E possivel, portanto, que a quantidade de reserpina administrada aos animais em
nosso estudo ndo tenha sido suficiente para a diminuigdo do nivel de GSH estriatal.

A taxa de GSSG/GSH foi proposta como um indice sensivel de estresse oxidativo
(TOBOREK e HENNING, 1994; BAINS e SHAW, 1997). De fato, GSSG ¢ formada em reagdes
antioxidantes que envolvem GSH e pode se acumular com 0 aumento do estresse oxidativo na
célula (TOBOREK e HENNING, 1994; BAINS e SHAW, 1997). Niveis diminuidos de GSH foram
encontrados em diversas formas de morte celular e estdo associados com a DP (PERRY et al,
1982; RIEDERER et al., 1989; SIAN et al., 1994; WEBER, 1999). A deplecdo de GSH ¢ a
alteracdo bioquimica mais precoce demonstrada em cérebros de individuos parkinsonianos, embora
a deplegdo de GSH por si s6 ndo seja suficiente para induzir degeneragido nigral (TOFFA et al.,
1997).

Diante do exposto, nos parece possivel sugerir que o modelo da reserpina mimetiza varios
sinais da sindrome parkinsoniana, entre eles, a redu¢do da fun¢do motora, as alteragdes cognitivas
(ALVES et al., 2001; PREDIGER et al., 2005) e de humor (SKALISZ et al., 2002). Entretanto,
como em qualquer modelo animal, a reserpina é criticavel em muitos aspectos, p.ex., a auséncia de
neurodegeneracio, a rapida recuperag@o dos efeitos motores, a auséncia de corptsculos de Lewy e,

na dose utilizada em nossos experimentos, anao ocorréncia de estresse oxidativo.
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6 CONCLUSOES
Os resultados encontrados no presente estudo nos permitem chegar as seguintes conclusdes:

¢ A reserping, na dose de Img/Kg, reduziu as fregiiéncias de locomogao e levantar ¢ os
tempos de laténcia e imobilidade dos camundongos das duas linhagens avaliadas no
campo aberto 24 e 48 h apds sua administragdo. Estes dados sugerem que areserpina
constitui um bom model o animal para se estudar a DP.

¢ O 7-NI, nadose de 25 mg/K g, reverteu a hipolocomogao induzida pela reserpina 24 ¢
48 h apods sua administragdo em camundongos da linhagem Swiss. Este resultado
sugere a participagao do NO nas alteragcdes motoras induzidas pela reserpina.

¢ Emrelagdo aos animais da linhagem C57BL/6, nossos dados indicam que o 7-NI nao
foi capaz de reverter aateragao na atividade geral induzida pela reserpina.

¢ O tratamento com reserpina (Img/Kg) 24 h antes do teste da natagao for¢ada, causou
reducdo no tempo de imobilidade dos animais das duas linhagens. Estes dados
sugerem que esta droga pode ser utilizada como model o de depressio associada a DP.

¢ A administragio de 7-NI (25mg/Kg) 30 min apds o tratamento com reSerping,
reduziu o tempo de imobilidade nos animais da linhagem Swiss avaliados no teste da
natagcdo forcada 24 h apos a inje¢do de reserpina. Este resultado indica um possivel
efeito antidepressivo do 7-NI no modelo de depressio induzido pela reserpina. No
entanto, como esta droga reverteu a ateracdo motora induzida pela reserpina, este
efeito ndo pode ser confirmado.

¢ O teste de preferéncia por sacarose foi realizado para confirmar o possivel efeito
antidepressivo do 7-NI no teste da natagao for¢ada. A reserpina (1 e 2 mg/kg), no
entanto, nao reduziu a preferéncia por sacarose neste teste. Desta forma, o potencial
antidepressivo do 7-NI ndo pode ser determinado.

¢ A administragdo de 7-NI a camundongos da linhagem C57BL/6 nao reduziu o tempo
de imobilidade nos animais tratados com reserpina. Este resultado, em conjunto com
experimentos prévios, indica que esta linhagem de camundongos é pouco sensivel a
acao de antidepressivos no teste da natacdo forgada, ndo constituindo, portanto, um
bom modelo para se estudar a depressio.

¢ A aminoguaninida (50mg/Kg) nao alterou os parametros motores estudados no teste

do campo aberto apos a administragao de reserpina. Da mesma forma, o aumento do
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tempo de imobilidade no teste da natagdo for¢ada induzido pela injegdo de reserpina
nao foi revertido por essa droga. Estes resultados sugerem a auséncia de participagio
daisoformainduzida na NOS no model o da parkinsonismo induzido por reserpina.
Embora a administracdo do controle positivo imipramina (25mg/Kg) tenha causado
reducdo no tempo de imobilidade dos camundongos das duas linhagens tratados com
reserpina, aimipramina nao reduziu o tempo de imobilidade em camundongos Swiss
e C57BL/6 em relacdo ao controle.

O tratamento com reserpina (Img/Kg) em ratos ndo alterou os niveis estriatais de
GSH nesses animais. Dessa forma, no protocolo utilizado, nao foi possivel avaliar o

possivel efeito antioxidante dos inibidores da NOS utilizados neste estudo.
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