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RESUMO

A Doenca de Parkinson (DP) caracteriza-se por alteragbes motoras e
cognitivas além de disturbios afetivos. Aproximadamente 40% dos pacientes
parkinsonianos apresentam sintomas depressivos. Assim, o objetivo do presente
trabalho foi investigar o possivel efeito antidepressivo da fosfatidilsernina (PS), do
gangliosideo GM1 (GM1) e da associagdo de PS mais GM1 em modelos animais de
parkinsonismo induzidos pela reserpina (RES) em ratos. Nossos resultados mostram
que a PS nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg, bem como o controle positivo
empregado, imipramina (IMI, 25 mg/kg), reduziram significantemente o tempo de
imobilidade dos ratos submetidos ao teste de natagao forcada em comparacéo aos
animais do grupo controle. Em uma etapa posterior, investigamos o efeito do
parkinsonismo induzido pela RES no teste de natagé&o forcada com o objetivo de
estudar a depressao associada a este modelo animal de DP em ratos. Os dados
mostram que a RES (1 mg/kg) apresentou um efeito depressor nos animais pois
houve um aumento significante do tempo de imobilidade em comparagéo ao grupo
controle. Por outro lado, o tratamento dos animais com IMI (25 mg/kg) ou PS (50
mg/kg) foi eficaz na reversdo dos efeitos depressores da RES neste teste. No
terceiro experimento, avaliamos os efeitos da PS, do gangliosideo GM1 e do
possivel sinergismo entre estes lipideos, no modelo animal de parkinsonismo
induzido por RES no teste de natagdo forgada. Os resultados indicam que a PS
(50 mg/kg) reverteu o efeito depressor da RES (1 mg/kg) no teste de natacdo
forcada corroborando nosso resultado encontrado no segundo experimento. Por
outro lado, o GM1 (10 mg/kg) nao alterou significantemente o tempo de imobilidade
dos animais. Finalmente, a administracédo concomitante de PS+GM1, n&o alterou o
efeito da RES.

Em uma etapa posterior estudamos o efeito farmacoldgico da administragao
de PS (50 mg/kg), de GM1 (10 mg/kg) e da associacdo PS mais GM1 no modelo
animal de parkinsonismo induzido por RES em ratos observados em um campo
aberto. Os resultados mostram que a administragdo de RES reduziu
significantemente as frequéncias de locomogao e levantar e aumentou a duragao de
imobilidade em comparagao aos ratos do grupo controle. A administragéo de PS
nao foi capaz de reverter os efeitos da RES neste teste. Entretanto, o GM1 reverteu
a reducao da atividade locomotora e o0 aumento da duragao de imobilidade induzidos
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pela RES. Em particular, quando se administrou concomitantemente PS+GM1 o
efeito do GM1 né&o foi verificado.

Finalmente, investigou-se o efeito da administragdo aguda da PS (50 mg/kg)
na hipotermia, catatonia e ptose palpebral, induzidos por RES (5 mg/kg). Os
resultados confirmam a capacidade da RES em induzir hipotermia, catatonia e ptose
palpebral nos animais corroborando com o estudo anterior. Mais ainda, estes dados
sugerem que a IMI na dose de 25 mg/kg (10 h apds a administracao de RES) e a PS
na dose de 50 mg/kg (24 h ap6s a administragcdo de RES) foram eficazes na
reversao parcial da catatonia induzida por RES (5mg/kg).

Portanto, os dados acima sugerem que a RES (1 mg/kg) constitui um bom
modelo animal para o estudo tanto das alteragbes motoras como da depressao
associada a DP. Mais ainda, que a PS (50 mg/kg) reverteu os sinais depressivos no
teste de natagcéo forgada, mas nao alterou a hipotermia induzida pela RES. O GM1
foi eficaz no bloqueio da hipolocomogdo causada pela RES. Estes resultados
sugerem novas possibilidades terapéuticas para o emprego da PS na depressdo do
paciente parkinsoniano e do GM1 no tratamento da DP.



ABSTRACT

Parkinson’s disease is characterized by motor disturbances, cognitive
alterations and affective disorders. Depressive symptoms are frequently observed in
2.7-70% of parkinsonian patients. Thus, the aim. of the present study was to
investigate the possible antidepressive effect of phosphatidylserine (PS) and
ganglioside GM1 (GM1), and the sinergism of both drugs in an animal model of
parkinsonism induced by reserpine (RES).

The results showed that PS (50, 100 and 200 mg/kg) and the positive control
imipramine (IMI, 25 mg/kg) reduced the immobility time in rats submitted to forced
swimming test in comparison to control animals. Moreover, we also studied the RES
effect in this test to evaluate the depression associated to this animal model of
parkinsonism. The data indicated that RES (1 mg/kg) produced increase in the
immobility time in the forced swimming test. On the other hand, the treatment with IMI
(25 mg/kg) or PS (50 mg/kg) was able to reverse the RES effect.

In the third experiment we studied the PS and GM1 effects in reserpinezed
rats observed in the forced swimming test. The results showed that PS (50 mg/kg)
did and GM1 did not reverse the effect of the RES in this test. Thus, the concomitant
administration of PS and GM1 did not change the increase in the immobility time
induced by RES.

The treatment of the rats with PS (50 mg/kg), GM1 (10 mg/kg) and the
concomitant administration of both were also investigated in the open-field test. RES
treated rats exhibited reduction in the locomotion and rearing frequency and increase
in the immobility time. PS was not effective in the reversion of the RES effects.
Moreover, GM1 counteracts the hypolocomotion induced by RES. In addition, when
PS and GM1 were administered together these lipids did not change RES effects.

Finally we evaluated the PS effects in the hypothermia, catalepsy and ptosis
induced by RES (5 mg/kg). The data indicated that both IMI (25 mg/kg) at 10 h after
reserpine administration and PS (50 mg/kg) at 24 h after reserpine treatment
reversed partially the catalepsy induced by RES.

The present data showed that RES (1mg/kg) was considered a good animal
model to study either motor disturbances or depression that occurred in Parkinson’s
disease patients. Thus, PS (50 mg/kg) was able to reverse the depressive signs in
the forced swimming test, but did not change the hypothermia induced by RES. The
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GM1 ganglioside reduced the hypolocomotion induced by this alkaloid. This study
suggests that both lipids may be considered as coadjutants in the current treatment

of Parkinson’s disease.
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1 INTRODUGAQ

1. 1 DOENGCA DE PARKINSON

A Doenca de Parkinson (DP) foi primeiramente descrita por James Parkinson
no “Essay on the Shaking Palsy” em 1817 (MCAULEY, 2003). A doenga inicialmente
intitulada como Paralisia Agitante (MENEZES e TEIVE, 1996), foi caracterizada pela
presenca de tremor, alteragbes no andar e na postura, hipotonia, micrografia e
sialorréia. Parkinson acreditava que a funcéo intelectual e a consciéncia fossem
poupadas, mas observou que muitos pacientes estavam “infelizes” provando o
contrario do que ele acreditava (JANKOVIC, 1995). Dentre os estudos que
contribuiram para um melhor entendimento desta patologia, destaca-se a
participacao de Jean Marie Charcot. Foi Charcot, que em homenagem a descrigdo
classica de James Parkinson, propds que a enfermidade caracterizada como
Paralisia Agitante, deveria ser chamada DP. Além disto, Charcot acrescentou outras
informagbes a descricdo do quadro clinico, no diagnéstico diferencial e no
tratamento da doenga (DUVOISIN et al., 1991).

Em 1960, Oleh Hornykiewicz descobriu a origem neuroquimica da DP. Ele
observou que amostras de cérebros post-mortem de pacientes com DP
apresentavam baixos niveis de dopamina (DA), o que mais tarde foi correlacionado
com a perda dos corpos celulares de neurénios dopaminérgicos da substancia negra
parte compacta (SNpc), e com a degeneragao das terminagdes nervosas no estriado
(HORNYKIEWICZ e KISH, 1986).

A DP, caracterizada principalmente pela presenca de alteragdes motoras nos
pacientes, € uma doenca degenerativa do Sistema Nervoso Central (SNC) que afeta
principalmente a populagéo idosa, com inicio do quadro clinico geralmente entre 50
e 70 anos de idade (HUGHES et al., 1993). Entretanto, em alguns casos, é
observada em pacientes jovens com idade abaixo de 40 anos (GOLBE ef al.,1991).
Além disso, no parkinsonismo de inicio precoce, o desenvolvimento da doenca é
mais lento do que nos pacientes idosos (CALNE, 2001).

Dados epidemiolégicos demonstram que aproximadamente 0,15% da
populacdo em geral e 0,5% de individuos com idade superior a 50 anos sao
afetados pela DP (STOOF et al.,1999). Além disso, a DP representa uma patologia
relacionada a idade, e tem uma maior prevaléncia em homens (MAYEUX, 1992).



1. 2 FISIOPATOLOGIA DA DOENCA DE PARKINSON

A principal caracteristica neuropatolégica da DP é a progressiva redugéo dos
neurdnios dopaminérgicos da SNpc, evidenciada macroscopicamente por uma
despigmentagdo na porcdo ventrolateral desta estrutura (STOOF et al., 1999,
BLANDINI et al., 2000, BARZILAI e MELAMED, 2003; DAUER e PRZEDBORSKI,
2003; NOMOTO, 2003; LEV et al., 2003). A morte destes neurbnios gera varias
alteragdes funcionais que afetam o processamento de informag¢des nos ganglios da
base (BLANDINI ef al., 2000). No estriado, ocorre umé redugdo dos niveis de DA
devido & degeneracgéo dos neurdnios dopaminérgicos na SNpc (Area 9) que envia
projecbes para esta regido (NAGATSU, 2002). Estas modificagdes representam o
substrato neural para a expressao dos sintomas motores na DP (BLANDINI et al.,
2000).

Estudos adicionais mostram que os sinais e sintomas da DP aparecem apds a
deplecéo de aproximadamente 80% da DA estriatal e degenerag¢éo de cerca de 60%
dos neurdnios dopaminérgicos da SNpc (DAUER e PRZEDBORSKI, 2003).

As células lesadas na DP podem ser caracterizadas histologicamente pela
formagdo de inclusbes intracitoplasmaticas constituidas por varias estruturas de
natureza protéica, denominadas corpos de Lewy (BRAAK et al., 1995; NOMOTO,
2003; DAUER e PRZEDBORSKI, 2003). De 85 a 100% das autopsias realizadas em
pacientes com DP observou-se a presenga dos corpos de Lewy nos neurdnios
dopaminérgicos, porém estas inclusdes também podem ser encontradas em alguns
idosos ndo portadores desta patologia (GIBB, 1989).

Em adicdo a drastica redugéo da concentragdo da DA estriatal nos pacientes
parkinsonianos (LINDER et al.,1999), estudos demonstraram redugdo dos niveis de
noradrenalina (NA) nos neurénios do /ocus coeruleus (STOOF et al., 1999), perda de
serotonina (5-HT) no nucleo da rafe, redugéo de acetilcolina (Ach) no nucleo basal
de Meynert (CANDY et al., 1983) e degeneragéo de neurdnios dopaminérgicos na
area tegmental ventral (AGID et al., 1990). Também ocorreu redugéo nos niveis dos
metabodlitos de DA como o &cido 3,4-dihidréxifenilacético (DOPAC) e acido
homovanilico (HVA) no estriado (RIEDERER et al., 1986).

Alguns autores observaram redugdo em torno de 60 a 85% da atividade da
tirosina hidroxilase (TH) (JELLINGER, 1991; RAUSH et al., 1988); mais ainda da



atividade da dopa-descarboxilase (LLOYD e HORNYKIEWICZ, 1970) e redugéo do
numero de sitios de captagdo da DA (MIZUKAWA et al., 1993).

1. 3 ETIOLOGIA DA DOENGA DE PARKINSON

Embora vérios estudos foram realizados, a etiologia da DP ainda ndo é
conhecida e o tratamento € basicamente sintomatico. Entretanto, sabe-se que a
doengca estd associada a degeneragdo neuronal. Os possiveis mecanismos
envolvidos na morte dos neurdnios dopaminégicos podem estar relacionados com
fatores genéticos e ambientais (BLUM et al., 2001; BARZILAI e MELAMED, 2003;
DAUER e PRZEDBORSKI, 2003). Mais ainda, estudos mostraram que 0,5% dos
casos de DP ocorrem devido a mutagédo de genes especificos que codificam para as
seguintes proteinas: a-sinucleina, parkina, ubiquitina L4 hidroxilase C-terminal e DJ-1
(BARZILAI e MELAMED, 2003). Por outro lado, 99,5% dos casos de DP idiopatica
sao causados pela agao de fatores ambientais e intrinsecos que provocam morte
especifica dos neurdnios dopaminérgicos da SNpc. Em adi¢do a estes fatores
descritos anteriormente, a DA, a neuromelanina e o ferro também podem estar
associados a etiologia da DP (BARZILAI ef al., 2001; BARZILAI e MELAMED, 2003).

A a-sinucleina junto com a ubiquitina, parkina e neurofilamentos sdo os
maiores componentes dos corpos de Lewy, uma das principais caracteristicas
fisiopatolégicas da DP (COLE e MURPHY, 2002; UVERSKY e FINK, 2002; DAUER
e PRZEDBORSKI, 2003). Segundo BARZILAI e MELAMED (2003), é possivel que o
acumulo de a-sinucleina, ubiquitina e outras proteinas nos corpos de Lewy poderia
provocar a inibicdo da degradagdo de proteinas na SNpc de pacientes com DP
idiopatica, talvez contribuindo para morte neuronal. Por outro lado, a fungdo da
proteina DJ-1 ainda é desconhecida, mas alguns estudos sugerem que a DJ-1 esta
envolvida na resposta ao estresse oxidativo, provavelmente por estabilizar
diretamente reagbes redox citosolicas e/ou modular a expressdo génica em niveis
transcricional e pds-transcricional (BONIFATI et al., 2002).

Em adi¢do a participagao da a-sinucleina na formagéo dos corpos de Lewy,
XU et al. (2002) demonstraram que a neurotoxicidade da a-sinucleina poderia provir
da interagdo com a DA nos neurbnios dopaminérgicos. Além disto, uma inibigdo
farmacologica da TH, a primeira enzima da biossintese de DA, eliminou a



citoxicidade da a-sinucleina nas células dopaminérgicas, sugerindo que a DA é o
mediador chave da citotoxicidade causada pela a-sinucleina. Mais ainda, a o-
sinucleina pode formar complexos com uma familia de proteinas 14-3-3
antiapoptéticas, reduzindo os niveis destas e contribuindo para que ocorra a
apoptose nos neurdnios dopaminérgicos da SNpc (BARZILAI e MELAMED, 2003).

Assim, estudos sugerem que a morte neuronal na DP idiopatica ocorra devido
a um processo de apoptose (NAGATSU, 2002; NOMOTO, 2003; BARZILAI e
MELAMED, 2003; LEV et al., 2003). O processo de apoptose &€ causado por uma
cascata de eventos nos quais uma familia de proteases conhecida como caspases
produzem a clivagem de varios substratos celulares. A morte celular por apoptose é
caracterizada pela expressao de genes que estimulam a apoptose (ex., bax, bcl-x) e
outros que inibem a apoptose (ex., bcl-2, bcl-xL) (SCHULZ e GERHARDT, 2001;
LEV et al., 2003). Segundo OO et al. (2002), a via de transdugao pré-apoptética, a
qual é dependente da ativagao do receptor do fator o de necrose tumoral (TNF-a),
esta induzida na DP, confirmando o envolvimento da apoptose na morte dos
neurénios dopaminérgicos na SNpc. Além disto, a caspase-3, uma das principais
enzimas envolvidas no processo de apoptose, esta ativada em modelos
experimentais de DP (OO et al., 2002), e alguns estudos também demonstraram que
a ativacdo desta enzima em neurdnios dopaminérgicos € significantemente maior em
pacientes com DP em relacdo ao grupo controle (HARTMANN et al, 2000). A
ativacédo da caspase-8 € significantemente maior nos neurénios dopaminérgicos em
pacientes parkinsonianos quando comparado com o grupo controle (HARTMANN et
al., 2000; HARTMANN et al., 2001b). Em adigao, utilizando a hibridizag&o in situ,
HARTMANN et al. (2002) demonstraram um aumento na expressao do RNAm da
proteina bcl-xL dos neurdnio dopaminérgico em pacientes com DP, possivelmente
refletindo a ativagdo do mecanismo de defesa nas células dopaminérgicas.

Alguns autores demonstraram um aumento no numero de neurdnios
dopaminérgicos da SNpc positivos a bax (HARTMANN ef al., 2001a), como também
um aumento na expressdo neuronal da bax em pacientes parkinsonianos quando
comparado com grupo controle (TATTON, 2000). Portanto, todos estes estudos
sugerem que o processo de apoptose estéd ativado em tecidos post-mortem de
pacientes com DP (DAUER e PRZEDBORSKI, 2003).



Outros autores sugerem que muitos outros fatores podem estar envolvidos na
morte celular dos neurdnios dopaminérgicos nigroestriatais na DP, incluindo estresse
oxidativo e citotoxicidade as espécies reativas do oxigénio, disturbios de homeostase
do cdlcio intracelular, toxinas endogenas e exégenas, e disfungbes mitocondrias
(LEV et al., 2003).

A principal hipétese para explicar a degeneragéo neuronal dopaminérgica na
DP é a do estresse oxidativo (LEV et al., 2003). Aproximadamente 100% do oxigénio
molecular é consumido pela respiragdo mitocondrial, e potentes oxidantes s&o
produzidos como subprodutos, incluindo radicais superéxidos e perdxido de
hidrogénio. Entdo, a inibicdo do complexo | da cadeia respiratéria mitocéndrial
aumenta a produgao de radicais livres superéxidos, os quais podem formar radicais
hidroxil toxicos ou reagir com o Oxido nitrico para formar o peroxinitrito. Estas
moléculas podem causar danos celulares por reagir com acidos nucléicos, proteinas
e lipidios. Mais ainda, o alvo destas espécies reativas pode ser a propria cadeia de
transporte de elétrons (COHEN, 2000), produzindo dano mitocondrial e uma
producdo adicional de espécies reativas do oxigénio (DAUER e PRZEDBORSKI,
2003). Estudos demonstraram que varios marcadores biolégicos de dano oxidativo
estdo elevados na SNpc de cérebros de pacientes parkinsonianos (PRZEDBORSKI
e JACKSON-LEWIS, 2000).

As toxinas enddgenas também podem ser responsaveis pela
neurodegeneragao que ocorre na DP. Uma fonte de toxinas enddgenas pode ser o
metaboismo normal da DA o qual gera espécies reativas do oxigénio (DAUER e
PRZEDBORSKI, 2003). '

Varios autores ja demonstraram reducgdo significante da atividade do
complexo | da cadeia de transporte de elétrons, sugerihdo que o processo de
excitoxicidade tem participagdo importante na DP (SCHAPIRA et al, 1990;
BARZILAI e MELAMED, 2003).

Além disto, acredita-se que o0s neurdnios dopaminérgicos da SNpc
apresentam uma vulnerabilidade as espécies reativas do oxigénio, o que acarretaria
na degeneragdo desta regido durante a DP (BLUM et al,, 2001). Este fenébmeno
pode ser explicado pelo aumento nos niveis de radicais livres e reducdo de
antioxidantes endogenos (BLUM et al., 2001).



1. 4 SINTOMAS DA DOENCA DE PARKINSON

A DP pode ser considerada como um disturbio do movimento. Os sintomas
clinicos da DP sao rigidez muscular (resisténcia aumentada ao movimento passivo
do membro), tremor em repouso (habitualmente comegando nas méos e resultando
em movimentos em “rolagem de pilula”, que tendem a diminuir durante a atividade
voluntaria) e instabilidade postural (STOOF et al., 1999; DAUER e PRZEDBORSKI,
2003; NOMOTO, 2003; SHIMOHAMA et al., 2003). Bradicinesia (lentidao e pobreza
nos movimentos), hipocinesia (redugdo na amplitude do movimento) e acinesia
(auséncia do movimento inconsciente normal) manifestam como uma variedade dos
sintomas da DP (DAUER e PRZEDBORSKI, 2003).

Ha varias evidéncias de que a degeneragao de neurdnios dopaminérgicos da
SNpc e a sindrome resultante da deficiéncia da DA estriatal sdo responsaveis pelos
sinais motores de acinesia e bradicinesia caracteristicos da DP (GERLACH e
RIEDERER, 1996).

Além de dificuldades de movimentag&o, os pacientes parkinsonianos podem
apresentar outros sintomas como perda de expressividade facial, déficit postural, a
marcha “petit pas”, “freezing” (incapacidade de iniciar um movimento voluntario), fala
monoétona, hipofénica e disartrica, micrografia (alteracdo na escrita) (DAUER e
PRZEDBORSKI, 2003) e redugéo do sono (FENELON et al., 2000). Mais ainda,
nestes pacientes podem ainda ocorrer alteragées autondmicas como hipersalivagao,
diminuicdo da atividade sexual (MATHIAS, 2002), diminui¢do da degluticdo (DAUER
e PRZEDBORSKI, 2003), alteragao do peristaltismo intestinal, incontinéncia urinaria,
hipotens&o ortostatica, dores e perturbagdes sensitivas (FENELON et a/., 2000).

1. 5 DEPRESSAO E DOENCA DE PARKINSON

De acordo com o DSM-IV (Diagnostic and Statical Manual of Mental
Disorders, 4. ed.), o Episédio Depressivo Maior pode ser caracterizado pela
presenca de cinco (ou mais) dos seguintes sintomas durante um periodo de 2
semanas: humor deprimido a maior parte do dia; perda do interesse ou prazer em
todas ou quase todas as atividades do dia; mudanga significante no peso corporal,
insdnia ou hipersodnia; agitagao ou retardo psicomotor; fadiga ou perda de energia;
sentimento de inutilidade ou culpa inadequada; diminui¢do na capacidade de pensar

ou se concentrar; e recorrentes pensamentos de morte ou idéias suicidas. Pelo



menos um dos cinco sintomas deve ser: humor deprimido a maior parte do dia ou
perda do interesse ou prazer em todas ou quase todas as atividades do dia.

A depressdo € o disturbio neuropsiquiatrico mais comum na DP (CHUNG et
al.,, 2003; MCDONALD et al., 2003; ROJO et al., 2003). Estudos anteriores tém
concluido que aproximadamente 40% dos pacientes parkinsonianos apresentam
sintomas depressivos (CUMMINGS, 1992). Além disto, alguns estudos demostraram
que a depressdo € um dos fatores mais importantes que prejudica a qualidade de
vida destes pacientes (SCHRAG et al, 2000; KUOPIO et al, 2000; CAAP-
AHLGREN e DEHLIN, 2001).

O humor deprimido € comum nos pacientes parkinsonianos e com frequéncia
evidencia-se deficiéncia da fungdo cognitiva que, as vezes, resulta em deméncia.
Em estudos realizados com estes pacientes, foi observada a presen¢a de quadros
de depressdo e ansiedade (VALLDEORIOLA et al., 1997), que provavelmente
estejam associados ao estagio da doenca (AARSLAND et al., 1999).

Segundo BURN (2002), a depress&o na DP n&o parece estar relacionada com
o estagio da doenga em alguns casos, e pode ter inicio antes do comprometimento
motor da DP. Estudos anteriores tém demonstrado que episédios depressivos
prévios sdo um fator de risco para o desenvolvimento da depressdo na DP
(MAYEUX et al., 1981).

Atualmente, a fisiopatologia da depressao na DP n&o é conhecida. Entretanto,
alguns estudos tém demonstrado que alteragbes na neurotransmissdo
dopaminérgica (CANTELLO et al., 1989), noradrenérgica (CHAN-PALAY e ASAN,
1989) e serotoninérgica (MAYEUX et al., 1984) sdo as bases biologicas dos
sintomas depressivos associados a DP. Segundo ROJO et al. (2003), a depressao
na DP também pode estar associada a degeneragéo no sistema mesolimbico, area
tegmental ventral, locus coeruleus e nucleos serotoninérgicos.

Estudos com a tomografia por emissdo de pésitrons (PET), realizados por
MAYBERG et al. (1990), demonstraram redugdo na atividade metabdlica no
caudado, cértex temporal anterior, e cértex frontal inferior-orbital em pacientes
parkinsonianos com depressdo quando comparado com pacientes com DP néo
deprimidos.

Alguns estudos post-mortem em pacientes parkinsonianos com histérico de

depressdo demonstraram uma redugdo do numero de neurdnios serotoninérgicos no



nucleo dorsal da rafe (PAULUS e JELLINGER, 1991) e de neurbnios
dopaminérgicos na area tegmental ventral (BROWN e GERSHON, 1993).

Segundo HOOGENDIJK et al. (1998), a ativagdo de neurénios que secretam
o horménio de liberagdo de corticotrofina no nucleo paraventricular hipotalamico,
observada na depressé&o idiopatica, nado exerce fungédo importante na depresséo
associada a DP. Este dado provavelmente sugere que a depressao na DP tem uma
etiologia diferente da depresséo idiopatica.

1. 6 MODELO ANIMAL DE PARKINSONISMO INDUZIDO POR RESERPINA

A DP pode ser estudada em animais de laboratério os quais s&o considerados
modelos animais da DP. Através de lesGes nos neurdnios da via nigroestriatal ou
bloqueio dos receptores de DA ou deplegdo quimicamente induzida de DA, estes
animais nos mostram alguns sinais da doenga que sdo estudados para melhor
compreenséo desta patologia com também para avaliar efeitos de drogas as quais
poderéo ser capazes de tratar alguns sintomas da DP.

Dentre varios modelos animais de parkinsonismo, podemos citar a Reserpina
(RES), que é um alcaldide com estrutura quimica complexa e ndo possui nenhuma
relagdo evidente com as catecolaminas e é derivada de um arbusto, a Rauwolfia
serpentina. Esta planta foi amplamente utilizada para o tratamento da hipertensdo e
de disturbios mentais (FOYE, 1995). A RES bloqueia o transporte das aminas nas
vesiculas sinapticas, através de sua ligagdo a proteina transportadora Mg-ATPase
(LIU e EDWARDS, 1997). As vesiculas de armazenamento sdo destruidas em
consequéncia de sua interacdo com a RES, e as terminagdes nervosas perdem a
sua capacidade de concentrar e armazenar NA e DA. As catecolaminas séo
liberadas no citoplasma, onde s&o destruidas pela monoamina oxidase (MAO)
intraneuronal, com pouca ou nenhuma descarga do transmissor ativo pelas
terminagdes nervosas quando estas sofrem despolarizagdo. Verifica-se um processo
semelhante nas vesiculas de armazenamento da 5-HT (GERBER e NIES, 1991).

Segundo NEISEWANDER et al. (1994), a administragao crénica de RES em
animais provoca uma deplecéo de 64% dos niveis de DA estriatal.

Em ratos, a RES induz a uma redug&o da atividade motora (hipocinesia e
catalepsia) e o tremor que caracterizam a DP (HAEFELY, 1978). Em adi¢do, o efeito
da RES sobre a atividade locomotora espontanea dos animais é freqientemente



utilizado como um modelo do distarbio motor da DP (COLPAERT, 1987, KAUR e
STARR, 1995; MENZAGHI et al., 1997) e varias drogas antiparkinsonianas utilizadas
clinicamente tém demonstrado melhora deste prejuizo motor (MENZAGHI et al.,
1997).

Estudos conduzidos em nosso laboratério mostraram que a RES pode ser
empregada como um modelo simples e eficaz de parkinsonismo. Em particular,
utilizando este modelo verificamos que a RES produziu amnésia em ratos nos testes
realizados 24 h e 1 semana apos a inje¢ado de RES e avaliados na esquiva passiva
(ALVES et al., 2001). De grande relevancia para o presente estudo sdo os dados de
SKALISZ et al. (2002). Neste trabalho, mostrou-se que o modelo de RES possui
validade de face com o modelo de depressdo associado a DP. Assim, verificamos
gue a RES administrada a camundongo induziu anedonia e decréscimo de atividade
motora espontanea, que s&o consideradas sinais da depresséo associada a DP.

Por outro lado, é relevante observar que a reversdo de alguns efeitos
produzidos pela administragcido de RES em ratos (por exemplo, catatonia, ptose e
hipotermia) s&o utilizados para determinar a atividade antidepressiva de diversas
drogas (BOURIN, 1990; ALMEIDA ef al., 1998).

Portanto, a RES administrada a ratos fornece um bom modelo animal de DP
para estudo de drogas que revertem ou amenizam estes sinais da doenga
(SALAMONE e BASKIN, 1996).

1. 7 FOSFATIDILSERINA

Atualmente o tratamento da DP tem-se voltado ao desenvolvimento de
drogas que reduzam os sintomas motores dos pacientes, dando-se pouca énfase
para os disturbios afetivos decorrentes desta doenga. Neste sentido, ocorre uma
grande busca por drogas antidepressivas que produzam menos efeitos colaterais no
paciente, ja que a terapia convencional de casos de depressao com antidepressivos
tipicos e atipicos tem apresentado varios efeitos colaterais em pacientes com
depressdo (BALDESSARINI, 1996). Dentre estas drogas, encontram-se a
fosfatidilserina (PS), uma droga nootropica utilizada no tratamento de amnésia
associada as deméncias, que de acordo com alguns autores pode atenuar alguns
sintomas da depressdo em humanos (BRAMBILLA et al., 1995, BRAMBILLA et
al.,1996; BRAMBILLA e MAGGIONI, 1998; MAGGIONI et al., 1990).
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A PS ou 1,2-diacil-sn-glicerol-(3)-fosfoserina € um fosfolipidio extraido e
purificado do cértex de bovinos, conhecido pelos diversos efeitos no SNC (FAGIOLI
et al.,, 1989). Os fosfolipidios presentes nas membranas nao estio relacionados
somente com 0s componentes estruturais, mas também envolvidos direta e
ativamente com a transdugdo da informagé&o através das membranas. Tem-se
demonstrado que este composto apresenta um importante papel em diversas
ligagbes de membrana semelhante a ativagdo enzimatica, a fusdo de lipossomos e a
permeabilidade de ions (SAMSON, 1987).

O mecanismo de agéo deste fosfolipidio esta relacionado a alteragdes tanto
em sistemas de neurotransmissores quanto ao aumento da atividade da enzima
Na* K'-ATPase (CALDERINI et al., 1985). Com relacdo aos neurotransmissores ja
foi demonstrado que a administragéo de PS foi capaz de restaurar os niveis de Ach
(PEDATA et al., 1985; CASAMENTI et al., 1991). Além disto, esta droga pode atuar
indiretamente aumentando a taxa de renovacdo da NA no hipotalamo e da DA no
estriado (TOFFANO et al., 1978).

Estudos realizados por GELBMANN e MULLER em 1991 mostraram que o
tratamento com PS restaurou parcialmente a densidade dos receptores
muscarinicos em varias regides do cérebro de ratos idosos. Em adicdo, foi
observado um efeito dose-dependente com aumento de 15 a 28% da densidade dos
receptores em fungdo das doses administradas de 10 e 40 mg de PS (i.p.),
respectivamente.

Alguns trabalhos da literatura tém demonstrado que a administragéo
prolongada de PS a pacientes idosos com DP melhorou parametros cognitivos,
afetivos e comportamentais, e em especial a falta de atencgdo, deficiéncia de
memodria, desanimo, disturbios do sono e do humor (FUNGELD e NEDWIDEK, 1987;
GRANATA e DI MICHELE, 1987). Além disso, estudos mostram que a terapia
prolongada com PS (300 mg/dia) durante 45 dias reduziu significantemente os
sintomas de depressdao em pacientes idosos. Mais ainda, observou-se nestes
pacientes reducdo da ansiedade relacionada a estados depressivos (MAGGIONI et
al., 1990).

Segundo BRAMBILLA et al. (1995), o estudo realizado com 10 mulheres
idosas com depressao maior ndo melancélica e tratadas com PS (200 mg/dia - v.0.)
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durante 30 dias, mostrou uma significante melhora nos sintomas depressivos
quando estes foram avaliados pela escala de depressao de Hamilton.

Além disto, outros dois estudos realizados por BRAMBILLA et al. (1996) e
BRAMBILLA e MAGGIONI (1998), com mulheres idosas com depressao maior,
mostraram que a administragdo de PS (200 mg/dia - v.0.) e PS (600 mg/dia - v.0.)
durante 30 dias atenuou os sintomas de depressdo destas pacientes.

Portanto, os efeitos da PS na melhora da depress&o s&o bem conhecidos em
humanos, porém nds ndo encontramos na literatura nenhum estudo sobre os efeitos
deste fosfolipideo em modelos animais de depressao.

Nosso grupo ja verificou que tanto a administragdo aguda (pré ou pés treino)
como o tratamento prolongado (7 dias) com PS (25 mg/kg — i.p.) reverteu a amnésia
induzida por RES em ratos nos testes realizados 24 h e 1 semana apdés o treino na
esquiva passiva (ALVES et al., 2000). Em adigdo, foi observado que a administragéo
aguda de PS (25 mg/kg — i.p.) também foi capaz de reverter a amnésia induzida por
RES em ratos na esquiva passiva (TAKEMATSU et al., 2001).

1. 8 GANGLIOSIDEO GM1 |

O gangliosideo ou monossialotetraexosilgangliosideo GM1 (GM1) é um
glicoesfingolipideo contendo acido sidlico e esta presente nas membranas
plasmaticas de todos os tecidos dos vertebrados (LEDEEN e YU, 1982). Os
gangliosideos sao particularmente abundantes no sistema nervoso, onde
representam cerca de 10% do conteudo total dos lipideos (LEDEEN, 1978, 1984).

Um grande numero de estudos tem mostrado efeitos neuronotroficos e
neuritogénicos para os gangliosideos exdgenos, tanto no SNC como no Sistema
Nervoso Periférico (SNP), e em modelos experimentais de neuropatias (LEDEEN,
1984).

As fungdes biolégicas dos gangliosideos no SNC e SNP tém sido
extensivamente investigadas utilizando-se diferentes estratégias (LEDEEN, 1989).
Uma delas estudou as alteragbes no conteudo de gangliosideos durante o
desenvolvimento e a diferenciagcdo neuronal. A outra avaliou a capacidade dos
gangliosideos exdgenos serem captados e incorporados as membranas plasmaticas
neuronais.
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Além disso, muitos autores ja demonstraram a capacidade dos gangliosideos
em aumentar os processos de maturagdo neuronal (aumento da dendritogénese,
arborizagdo e sinaptogénese), sem interferéncia com aqueles ligados a proliferagéo
celular (OBATA et al., 1977; LEON et al., 1982; MAHADIK e KARPIAK, 1986).

Outros estudos indicam que ap6s a administragdo periférica, o GM1 liga-se a
albumina plasmatica atingindo estruturas diferentes. Quando é captado pelo cérebro,
o GM1 é internalizado dentro dos neurénios, podendo ser metabolizado pela B-
galactosidase lisossOmica. Todavia, 2 h apds a administragdo, uma parcela
significativa do GM1 administrado encontra-se ainda ligado de maneira estavel as
membranas (TETTAMANTI et al., 1981). Gangliosideos exdégenos podem ser
espontaneamente incorporados a bicamada fosfolipidica, mostrando consideravel
mobilidade lateral (SHARON e GRANT, 1978). Mais ainda, os gangliosideos, tanto
enddgenos como exdgenos, podem concentrar-se na membrana dentro de clusters,
(SAQR et al, 1993). Observou-se que a concentragdo de gangliosideos nas
membranas do tecido nervoso € especialmente alta nas estruturas sinapticas,
provavelmente devido a formagdo destes clusters. Como a formagéo de clusters
depende da integridade da actina e como os gangliosideos sdo capazes de restaurar
o citoesqueleto de neurénios lesados, sugeriu-se que os efeitos dos gangliosideos
poderiam estar ligados as proteinas do citoesqueleto, onde exerceriam suas agdes
(SPERO e ROISEN, 1984).

A descoberta de que os gangliosideos exdgenos possuem propriedades
neuritogénicas, que estdo relacionadas a iniciagdo, alongamento e ramificacdo do
neuroeixo, bem como de que possuem propriedades neuronotréficas, relacionadas a
sobrevivéncia neuronal, afetando a diferenciagdo neuronal in vitro, foram mércos
para o inicio de diversos estudos ligados aos efeitos que poderiam ter nos processos
de regeneragao neuronal in vivo. Assim, de 1979 a 1984, muitos autores avaliaram a
capacidade dos gangliosideos em induzir diferenciagdo em culturas de neurdnios e
regeneragao in vivo. A administragédo de gangliosideos foi capaz de estimular o
sprouting neuronal tanto in vitro, como in vivo, aumentando a formag&o de jungdes
neuromusculares e produzindo regeneracdo neuronal em modelos de neuropatia
periférica (GORIO et al., 1980). Por outro lado, coube a CECARELLI et al. (1976) a
primeira indicagcdo de que os gangliosideos poderiam afetar o processo de
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regeneracdo. Estes autores mostraram que a administracdo de GM1 foi capaz de
aumentar os processos de recuperagdo da membrana nictitante desnervada de gato.

Os gangliosideos também se mostraram efetivos na regeneragéo e no
sprouting no SNC (ODERFELD-NOWAK et al., 1981). Neste sentido, o GM1
administrado perifericamente penetrou no cérebro (TETTAMANTI et al., 1981,
OGURA e HANDA, 1988), em quantidades suficientes para interagir com os
neurdnios centrais (LEON et al., 1988).

Dentre os diferentes mecanismos, através dos quais os gangliosideos
poderiam exercer seus efeitos, incluem-se possiveis altera¢gdes na atividade de
diversas enzimas, incluindo-se aqui a Na*, K'-ATPase (LEON et al, 1981), a
adenilato ciclase (PARTINGTON e DALY, 1979), e as enzimas ligadas a fosforilagdo
(GOLDENRING et al., 1985). A capacidade dos gangliosideos exdgenos em afetar
muitas enzimas ligadas a membrana sugere uma forma de modulagéo de proteinas
por estes compostos.

De especial interesse, MOLINA et al. (1989) mostraram a capacidade do GM1
em potenciar a down regulation de receptores § adrenérgicos, apos tratamento com
desipramina. Neste experimento, ratos pré-tratados com GM1 (30 mg/kg) mostraram
n&o apenas um aumento significante do efeito anti-imobilidade no teste de natagéo
forcada, apds tratamento com desipramina (10 mg/kg - durante 7 dias), como
também uma diminuigdo do binding dos receptores 3, medido no cértex frontal dos
animais tratados com GM1. Mais ainda, SILVA et al. (1996) demonstraram que o
tratamento com GM1 (50 mg/kg — i.p.) por 7 dias foi capaz de melhorar prejuizos
cognitivos de ratos velhos.

Além disso, diversos autores trabalhando com modelos experimentais da DP,
como apdés o uso de 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), ou 6-
hidroxidopamina, tém sugerido a utilizagdo do GM1 na terapéutica desta patologia.
Assim, HADJICONSTANTINOU et al. (1986) e HADJICONSTANTINOU e NEFF
(1988 e 1990) mostraram que a administracédo de GM1 foi capaz de restaurar os
niveis de DA estriatais apds tratamento cronico com MPTP. De maneira semelhante,
SCHNEIDER et al. (1992) também avaliaram o efeito do GM1 em lesdes induzidas
por MPTP, mas, no entanto, ao invés de roedores, estes autores utilizaram primatas.
Os resultados que obtiveram mostraram que, nos animais tratados com o
gangliosideo, tanto os niveis de DA como os de seus principais metabdlitos HVA e
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DOPAC, estavam elevados no estriado ventromedial. Além deste aumento
observaram, ainda, incremento dos niveis de TH. Finalmente, corroborando as
evidéncias acima, SCHNEIDER et al. (1995) verificaram que a administragao de uma
dose alta de GM1 (1,0 g - i.v.), seguida de doses menores (200 mg/dia - s.c. por 18
semanas), promoveu melhora significativa de diversos parametros motores e
cognitivos de pacientes portadores da DP.

Esses e outros experimentos mostram claramente a participagdo dos
gangliosideos em processos de regeneragdo, fato que sugere ser possivel o uso
destas substancias como coadjuvantes no tratamento da DP.

Atualmente, tendo em vista que a DP é uma doenga neurodegenerativa e que
envolve disturbios motores, cognitivos e comportamentais, verificamos que os
tratamentos para a depressdo associada a essa patologia ainda sdo pouco
estudados. Considerando que a depressdo pode prejudicar a sobrevida dos
pacientes, a busca por drogas que possam ser uteis na reversdo dos sintomas
depressivos pode auxiliar na melhoria da qualidade de vida dos pacientes
parkinsonianos. Sendo assim, observa-se a necessidade de avaliar drogas como a
PS e o0 GM1 no intuito de verificar se estas substancias possuem efeito na reversao
de sintomas da depressdo em modelos animais de parkinsonismo induzidos por
RES.
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2 OBJETIVO

2. 1 Objetivo Geral

O objetivo geral do presente trabalho foi investigar o efeito antidepressivo da
PS, do gangliosideo GM1 e da associagdo de PS mais o gangliosideo GM1 em um
modelo animal de parkinsonismo induzido pela RES. Além disso, também foi objetivo
deste estudo, avaliar o efeito depressor da RES em animais submetidos ao teste de
natacgao forgada.

2. 2 Objetivos Especificos

e Avaliar o possivel efeito antidepressivo da administragdo da PS em ratos no teste
de natagao forgada,

e \Verificar se a administragéo de PS, de gangliosideo GM1 e da co-administragao
de PS mais GM1 apresentaria efeito antidepressivo no modelo animal de
parkinsonismo induzido por RES em ratos, no teste de natagdo forgada;

e Investigar os efeitos da administracdo de PS, do gangliosideo GM1 e da
associag¢ao da PS mais GM1 no modelo animal de DP induzido pela RES em ratos,
no teste do campo aberto;

¢ Avaliar os efeitos da curva dose-resposta de RES quanto a hipotermia, catatonia
e ptose palpebral em ratos;

e Estudar os efeitos dé administracdo de PS na hipotermia, catatonia e ptose
palpebral induzidos por RES em ratos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3. 1 Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar de 3 meses de idade, de mesma
linhagem, obtidos através de cruzamentos sucessivos de matrizes provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal do Parand (UFPR). Os animais foram
agrupados em n'Umero de cinco por gaiola, e foram mantidos em uma sala com
umidade e temperatura controladas (22+2 °C), com ciclo claro-escuro de 12 h (7:00-
19:00 h). Agua e comida foram fornecidas aos animais & vontade durante todo o

experimento.

3. 2 Drogas

e Acido acético glacial - Sigma Chemical Company;

e Monossialotetraexosilgangliosideo GM1 (10 mg/kg) - BROS®/TRB Pharma;
e Imipramina (IMl — 25 mg/kg);

e PS (50, 100 e 200 mg/kg) - BROS®/TRB Pharma;

e RES (1, 2,5 e 5 mg/kg) - Sigma Chemical Company;

e Salina (SAL - NaCl 0,9% - 1ml/kg).

A RES (1, 2,5 e 5 mg/kg) foi dissolvida em acido acético glacial e diluida até
concentragdo correta com agua deionizada e levada a um sonicador, sendo
administrada intraperitonealmente (i.p.) aos animais do grupo RES. O veiculo (VEI -
1 mi/kg) era constituido por agua deionizada, mais acido acético glacial, e foi
administrado i.p. aos animais.

A PS (50, 100 e 200 mg/kg) foi dissolvida em agua e diluida até concentragao
correta com agua deionizada; ap6s isto a solugdo foi levada a um sonicador,
permanecendo neste até completa dissolugdo, sendo posteriormente administrada
i.p. aos animais do grupo PS.

O GM1 (10 mg/kg) e a IMI (25 mg/kg) foram dissolvidos em agua deionizada
até concentragao desejada, sendo posteriormente administradas i.p. aos animais do
grupo correspondente. A solugdo controle da PS, do GM1 e da IMI (SAL — 1 ml/kg)
era constituido por salina, e foi administrado i.p. aos animais.
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3. 3 Testes Comporiamantais

3. 3. 1 Natagao Forgada

O procedimento foi modificado a partir do teste descrito por PORSOLT et al.
(1978). O teste de natagao forgada consistiu de duas sessdes de natagdo separadas
por um periodo de 24 horas. Na primeira sessdo (treino), os animais foram
colocados em um aquario de (20x20x50 cm) com agua (15 cm de altura, 24 + 1°C)
por 15 minutos. Apdés um periodo de intensa movimentag&o, os animais adquirem
uma postura de imobilidade, com movimentos minimos para manterem a cabega
fora da agua. Na segunda sessao (teste), os animais foram submetidos ao mesmo
procedimento por 5 minutos. Nesta sessédo registrou-se o tempo de imobilidade, em
segundos, de cada animal.

3. 3. 2 Atividade geral

Este teste foi realizado em uma arena circular de madeira com 1 m de
didmetro e 32,5 cm de altura, pintada de branco e dividida em trés circulos, os quais
s&o subdivididos por retas em 19 unidades. Na parte superior da caixa de madeira
ha uma cortina para que os animais ndo possam ver o observador, e ainda possui
uma lampada de 40 watts.

Os animais foram colocados individualmente no centro do campo aberto e seu
comportamento foi avaliado por 5 min. Durante a observag&o foram registrados as
frequéncias de locomogdo (quando o animal entrava em uma divisdo com as 4
patas), de levantar (quando os animais ficavam apoiados somente com as patas
traseiras e com o tronco perpendicular ao ch&o da arena) e a duragao de imobilidade
(duragao de imobilidade, sem nenhuma atividade motora, permanecendo estatico no
que diz respeito a cabega, tronco e patas). Foram utilizados cronémetros para
controle da durac&o de imobilidade. A arena foi limpa com solugdo de agua-alcool
5% apobs a observagdo de cada animal.

3. 3. 3 Catatonia
A catatonia € um efeito caracteristico de drogas antipsicéticas tipicas em
animais de laboratério. Trata-se de um sinal motor caracterizado por posturas
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anormais persistentes, tem sido considerado como um modelo de rigidez muscular
associado a DP (LORENC-KOCI et al., 1996).

Para realizar este teste foi utilizada uma barra de madeira com 0,5 cm de
diametro apoiada em dois suportes, sendo que a barra se distanciava 9 cm de uma
superficie de férmica de cor neutra. Foi cronometrado o tempo que o animal
permanecia apoiado com as patas dianteiras na barra, sendo que as patas traseiras
ficam apoiadas na superficie de formica. O teste foi entdo repetido mais duas vezes.
A laténcia do animal para retirar um membro anterior da barra foi mensurada e o
resultado expresso pela soma dos trés valores em segundos (CARLINI, 1973). A

duracgao total de catatonia (cut-off) foi de 600 segundos.

3. 3. 4 Ptose palpebral
A ptose palpebral caracteriza-se por um relaxamento das palpebras dos
animais e consequente fechamento dos olhos. Para avaliar este parametro utilizou-
se a escala proposta por RUBIN et al. (1957), a seguir descrita:
e Pontuagéo "0" para olhos completamente abertos;
e Pontuacdo "1" para olhos com uma abertura de 3/4;
e Pontuagédo "2" para olhos com uma abertura de 1/2;
e Pontuagédo "3" para olhos com uma abertura de 1/4;

e Pontuacédo "4" para olhos completamente fechados.

3. 4 Determinagdo da variagao da temperatura corporal

Os animais foram mantidos dentro de suas respectivas gaiolas, e
manuseados 0 minimo possivel durante as medidas. A temperatura corporal foi
medida por inser¢do de uma sonda (YSI n° 400, EUA) de 3,0 cm de comprimento no
reto dos animais, conectada a um teletermémetro (modelo 600-8525 BARNANT
COMPANY, EUA). Os animais foram treinados as condi¢cdes experimentais através
da realizagao desse procedimento, no minimo trés vezes, no dia anterior ao
experimento, com 0O objetivo de minimizar possiveis variagbes de temperatura
ocasionadas por estresse do manuseio.

No dia do experimento, a temperatura corporal basal de cada animal foi
determinada por 4 medidas com intervalos de 30 minutos antes de qualquer
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tratamento. Somente foram utilizados os animais com temperatura estavel e na faixa
de 36,8 a 37,4 °C. Os experimentos foram conduzidos em uma sala com
temperatura controlada (22 + 2 °C). A determinagdo da temperatura corporal dos
ratos foi realizada com a finalidade de mensurar a variagdo da temperatura corporal

(ATC), em °C, dos animais em comparagao a temperatura basal dos mesmos.

3. 5 Andlise estatistica

Os dados dos testes de natagéo forgada, do campo aberto, da variagdo da
temperatura corporal e da catatonia dos animais foram analisados pela Andlise de
Variancia (ANOVA — one way). O teste post hoc empregado foi o teste de Tukey
quando apropriado. Os dados da ptose palpebral dos animais foram avaliados pela
ANOVA de Kruskal-Wallis seguida do teste de Dunn. A probabilidade de p < 0,05 foi

considerada como sendo capaz de revelar diferengas significantes.
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4 RESULTADOS

4. 1 AVALIAGAOC DO EFEITO ANTIDEPRESSIVO DA PS (50, 100 e 200 mg/kg)
NO TESTE DE NATAGAO FORGADA. CURVA DOSE-REPOSTA.

4. 1. 1 Delineamento experimental

Cinquenta ratos foram divididos em 5 grupos iguais: SAL (i.p. — 1 mi/kg) (=10);
PS (i.p. — 50 mg/kg) (=10); PS (i.p. — 100 mg/kg) p=10); PS (i.p. — 200 mg/kg) (n=10);, IMI
(i.p. — 25 mg/kg) (=10 Foi realizado um tratamento agudo com SAL, PS ou IMI. A
administragdo de SAL, PS ou IMI foi realizada imediatamente apds a sessao treino
da natacao forcada. Estes tratamentos foram repetidos 8 e 1 h antes da sesséao teste
da natacdo forcada. Nesta sessdo foi avaliado o tempo de imobilidade (s) dos

animais.

4. 1. 2 Resultados

Nossos resultados ilustrados na Figura 1 mostram que a PS, nas doses de
50, 100 e 200 mg/kg, reduziu significantemente o tempo de imobilidade dos animais
(156,1+11,1s; 140,748 9s e 138,4+14,3s; respectivamente) em comparagao aos ratos do grupo
controle (SAL, 201,246,0s) [F(4,45)=12.43; p<0.05]. Além disso, nos ratos do grupo
controle positivo (IMI, 101,3t90s) ocorreu uma redugéo significante do tempo de
imobilidade em comparagédo com os animais dos grupos PS (50 mg/kg) e SAL.
Finalmente, entre os grupos de animais que receberam a PS (50, 100 e 200 mg/kg)
nao houve diferenga significante no tempo de imobilidade.
3007 C—ISAL (10)
. ezaP$s 50 mglkg
200 == E==3PS 100 mg/kg (10)

mEmEPS 200 mg/kg (10)
OO IMI 25 mg/kg (10)

#
*
—_—

100

Tempo de imobilidade (s)

.\

0
Tratamento

Figura 1. Efeitos da administragao aguda de PS 50, 100 e 200 mg/kg e IMI
25 mg/kg no teste de natagao forgada. Os valores estdo representados pela média
+ erro padrdo da média. O n/grupo esta descrito entre parénteses. ANOVA seguida
do teste de Tukey. * p<0.05 em comparag¢do aos animais do grupo SAL; # p<0.05 em
comparagédo aos animais do grupo PS 50 mg/kg.
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4. 2 EFEITOS DA PS (50 mg/kg) NO MODELO ANIMAL DE PARKINSONISMO
INDUZIDO POR RES E AVALIADOS NO TESTE DE NATAGAO FORGADA.

4. 2. 1 Delineamento experimental

Setenta e um ratos foram divididos em 6 grupos: VEI (i.p. — 1 ml/kg)+SAL(i.p.
— 1 mlkkg) (r=15; VEI+PS (i.p. — 50 mg/kg) n=10); VEI+IMI (i.p. — 25 mg/kg) (n=10, RES
(i.p. - 1mg/kg)+SAL (n-16; RES (1 mg/kg)+PS (50 mg/kg) (=10 RES (1 mg/kg)+IMi
(25 mgl/kg) (n=10)- A administracéo de RES ou VEI foi realizada imediatamente apos a
sessdo treino da natacdo forcada. Apds 1 h, os ratos receberam SAL, PS ou IML.
Estes tratamentos foram repetidos 8 e 1 h antes da sessé&o teste da natagéo forgada.
Nesta sessao foi entdo medido o tempo de imobilidade (s) dos animais.

4. 2. 2 Resultados

Os dados, de acordo com a Figura 2, mostram que a RES (RES+SAL,
2273+36s) aumentou significantemente o tempo de imobilidade no teste em
comparagdo aos ratos do grupo controle (VEI+SAL, 1999+32s) [F(5,65)=21.34;
p<0.05], enquanto que no grupo controle positivo (VEI+IMI, 1422+/8s) houve
diminuicao significante do tempo de imobilidade dos animais em relagdo ao grupo
VEI+SAL. Além disso, nos ratos do grupo RES+IMI (1396+138s) houve redugao
significante do tempo de imobilidade em comparagdo aos grupos VEI+SAL e
RES+SAL. Por outro lado, nos ratos dos grupos RES+PS (157,3+106s) e VEI+PS
(171,2+/ 8s) verificou-se reducao significante do tempo de imobilidade em comparagao
aos ratos do grupo RES+SAL. Finalmente, ndo foi observada diferenga significante
entre o tempo de imobilidade dos ratos dos grupos VEI+PS e VEI+IMI.
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Figura 2. Efeitos da administragcao aguda de PS 50 mg/kg e IMI 25 mg/kg no
modelo animal de parkinsonismo induzido por RES no teste de natagao
forgada. Os valores estdo representados pela média + erro padrao da média. O
nigrupo esta descrito entre parénteses. ANOVA seguida do teste de Tukey. * p<0.05
em comparagao aos ratos do grupo VEI+SAL; # p<0.001 em comparagdo aos ratos
do grupo RES+SAL.

4. 3 PS (50 mg/kg) E GM1 (10 mg/kg): EFEITOS EM UM MODELO ANIMAL DE
DEPRESSAOQO ASSOCIADA A DP NO TESTE DE NATAGAO FORGADA.

4. 3. 1 Delineamento experimental

Cem ratos foram divididos em 10 grupos iguais: VEI (i.p. — 1 ml/kg)+SAL (i.p.
— 1 ml/kg@) (=10, VEI+PS (i.p. — 50 mg/kg) (n=10y VEHGM1 (i.p. — 10 mg/kg) (=10,
VEI+PS (50 mg/kg)+GM1 (10 mg/kg) (n=10;; VEI+IMI (i.p. — 25 mg/kg) (n=10); RES (i.p.
— 1 mg/kg)+SAL (=10, RES (1 mg/kg)+PS (50 mg/kg) =10y RES (1mg/kg)+GM1
(10 mg/kg) =10y RES (1 mg/kg)+PS (50 mg/kg)+GM1 (10 mg/kg) -10; RES
(1 mg/kg)+IMl (25 mg/kg) (=100 A administracdo de RES ou VEI foi realizada
imediatamente apds a sessdo treino de natagdo forcada. Apés 1 h, os ratos
receberam SAL, IMI, PS, GM1 ou PS+GM1. Estes tratamentos foram repetidos 8 e
1 h antes da sess&o teste da natagdo forgcada. Nesta sessdo foi entdo medido o
tempo de imobilidade dos animais.
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4. 3. 2 Resultados

Nossos resultados ilustrados na Figura 3 mostram que a RES (RES+SAL,
221,845,5s) aumentou significantemente o tempo de imobilidade no teste em
comparagdo aos ratos do grupo controle (VEI+SAL, 176,6+1,9s) [F(9,90)=23.47;
p<0.05], enquanto que no grupo controle positivo (VEI+IMI, 76,448 3s) houve
reducdo significante do tempo de imobilidade dos animais em comparagéo aos ratos
dos grupos VEI+SAL, VEI+PS (124,848,6s), VEI+GM1 (162,9+10,4s) e
VEI+PS+GM1 (134,7+12,2s) [F(9,90)=23.47; p<0.05]. Além disso, no grupo RES+IMI
(68,7+7,0s) houve diminuigéo significante do tempo de imobilidade em comparacéo
aos grupos VEI+SAL, VEI+PS, VEI+GM1, VEI+PS+GM1, RES+SAL, RES+PS
(130,9+16,5s), RES+GM1 (182,946,7s) e RES+PS+GM1 (135,7+11,8s)
[F(9,90)=23.47; p<0.05]. Nos ratos dos grupos VEI+PS e RES+PS verificou-se
reducdo significante do tempo de imobilidade em comparacédo aos ratos do grupo
VEI+SAL e RES+SAL [F(9,90)=23.47; p<0.05]. Por outro lado, nos grupos VEI+GM1
e VEI+PS+GM1 nao houve redugado significante do tempo de imobilidade em
comparagao ao grupo VEI+SAL. Finalmente, nos animais do grupo RES+PS+GM1
foi observada redugao significante no tempo de imobilidade em comparagéo aos do
grupo RES+SAL [F(9,90)=23.47; p<0.05], o mesmo nao foi observado quando

comparou-se o tempo de imobilidade dos animais do grupo RES+GM1 com o do
grupo RES+SAL.
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Figura 3. Efeitos da administracdo aguda de PS 50 mg/kg, GM1 10 mg/kg,
PS+GM1 e IMI 25 mg/kg no modelo animal de parkinsonismo induzido por RES
no teste de natagao forgada. Os valores estdo representados pela média + erro
padrao da média. O n/grupo estd descrito entre parénteses. ANOVA seguida do
teste de Tukey. *p<0.05 em comparagdo aos ratos dos grupos VEI+SAL e
RES+SAL; « p<0.05 em comparacdo aos ratos dos grupos VEIHSAL, VEI+PS,
VEI+GM1 e VEI+PS+GM1; # p<0.05 em comparagao aos ratos dos grupos VEI+PS,
VEI+GM1, VEI+PS+GM1, RES+PS, RES+GM1 e RES+PS+GM1; + p<0.05 em

comparagao aos ratos do grupo RES+SAL.

4. 4 EFEITOS DA PS (50 mg/kg) E DO GM1 (10 mg/kg) EM UM MODELO ANIMAL
DE PARKINSONISMO NO TESTE DO CAMPO ABERTO.

4. 4. 1 Delineamento experimental

Oitenta ratos foram divididos em 8 grupos iguais: VEI (i.p. — 1 mi/kg)+SAL (i.p.
— 1 mikkg) (=10 VEHPS (i.p. — 50 mg/kg) (n=10); VEI+GM1 (i.p. — 10 mg/kg) (r=10);
VEHPS (50 mg/kg)+GM1 {10 mg/kg) =10 RES (i.p. — 1 mg/kg)+SAL (n-10; RES
(1 mg/kg)+PS (50 mg/kg) =10y RES (1 mgfkg)+GM1 (10 mg/kg) (=10, RES+PS
(50 mg/kg)+GM1 (10 mg/kg) (n=10)- A administracdo de RES ou VEI foi realizada 24 h
antes do teste do campo aberto. Uma hora apds a administragdo de RES ou VEI, os
ratos receberam SAL, IMI, PS, GM1 ou PS+GM1. Estes tratamentos foram repetidos
8 e 1 h antes da sessao teste do campo aberto. Neste teste foram registrados as

frequéncias de locomocao, de levantar e a duragio de imobilidade durante 5 min.
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4, 4. 2 Resultados

Os resultados, de acordo com a Tabela 1, mostram que a RES (RES+SAL,
locomog&o=24,7+10,4 e levantar=6,0+1,2) reduziu significantemente as freqiiéncias
de locomogéo e de levantar no campo aberto em comparagé&o aos ratos do grupo
controle (VEI+SAL, locomogdo=68,718,4 e levantar=21,2+1,3) [F(7,72)=6.89
(locomogao) e F(7,72)=6.28 (levantar); p<0.05]. Além disso, houve um aumento
significante da duragdo de imobilidade do grupo RES+SAL (156,61+26,8s) em
comparagao ao grupo VEI+SAL (36,0s18,1s) [F(7,72)=8.25; p<0.05]. Por outro lado,
nos animais do grupo RES+GM1 (63,2+8,2) ocorreu um aumento significante da
frequéncia de locomogdo em comparagédo aos do grupo RES+SAL. Nos ratos do
grupo RES+GM1 (59,5+21,9s) também observou-se uma redugéo significante da
duragdo de imobilidade dos animais em comparagdo a do grupo RES+SAL. Ainda
mais, ndo houve diferenga significante na freqiéncia de levantar entre os grupos
RES+GM1 (19,2+3,9) e RES+SAL. Nos grupos RES+PS (locomogdo=26,9+10,1;
levantar=7,7+3,9; duragdo de imobilidade=136,8+26,3s) e RES+PS+GM1
(locomogao=26,0+8,9; levantar=7,3+2,7; duragdo de imobilidade=146,4+23,8s) nao
ocorreu alteragdo significante nas frequéncias de locomogado, de levantar e na
duragdo de imobilidade quando estes ratos foram comparados com os animais do
grupo RES+SAL. Finalmente, entre os animais dos grupos VEI+SAL, VEI+PS
(locomogao=69,8+7,5; levantar=25,4+4,9; duracdo de imobilidade=32,3+11,1s),
VEI+GM1 (locomogao=77,946,0; levantar=26,8+3,2; duragao de
imobilidade=40,8+11,3s) e VEI+PS+GM1 (locomogdo=65,0+8,9; levantar=22,2+4,3;
duragdo de imobilidade=41,4+12,5s) ndo houve diferenga significante nos

parametros estudados.



26

Tabela 1. Efeitos da administragdo aguda de PS 50 mg/kg, GM1 (GM1) 10 mg/kg
e PS+GM1 no modeio animal de DP induzido por RES sobre a atividade geral
de ratos observados em um campo aberto.

Frequéncia de Frequéncia de Duracéo de

Grupo (n) Locomogao Levantar Imobilidade (s)
VEI + SAL (10) 68,7 +8,4 21,2+1.3 36,0 £8,1
VEI + PS 50 mg/kg (10) 69,8+7,5 254+49 32,3+11,1
VEI + GM1 10 mg/kg (10) 77,9+6,0 26,8 +3,2 40,8 +11,3
VEI + PS + GM1 (10) 65,0+8,9 222+43 41,4+125
RES 1 mg/kg + SAL (10) 24,7 +10,4* 6,0+1,2* 156,6 + 26,8*
RES 1 mg/kg + PS 50 mg/kg (10) 26,9 +10,1* 7.7+39" 136,8 + 26,3*
RES 1 mg/kg + GM1 10 mg/kg (10) 63,2 +8,2* 19,2+3,9 59,56 +21,9*
RES 1 mg/kg + PS + GM1 (10) 26,0 + 8,9* 7,3+27 146,4 + 23,8*

Os valores estdo representados pela média + erro padrdo da média. O n/grupo esta
descrito entre parénteses. ANOVA seguida do teste de Tukey. * p<0.05 em
comparagéo aos ratos do grupo VEI+SAL; #p<0.05 em comparagédo aos ratos do
grupo VEI+PS; « p<0.05 em comparagéo aos ratos do grupo RES+SAL.

4. 5 AVALIAGAO DO EFEITO DA RES NA TEMPERATURA RETAL, CATATONIA
E PTOSE PALPEBRAL DOS RATOS: CURVA DOSE-REPOSTA.

4. 5. 1 Delineamento experimental

Em um grupo de animais, foi mensurada a temperatura coporal basal de cada
animal antes de qualquer administracdo de drogas. Somente foram utilizados os
animais com temperatura estavel e na faixa de 36,8 a 37,4 °C. A seguir, estes ratos
foram divididos em 3 grupos iguais: SAL (i.p. — 1 ml/kg) (n=10;; RES (i.p. — 2,5 mg/kg)
=10, RES (i.p. — 5 mg/kg) (n=10)- ApOs 6, 10 e 24 h da administracdo de SAL, RES
2,5 mg/kg ou RES 5 mg/kg, foram avaliados a temperatura retal em °C, a catatonia
(s) e a ptose palpebral dos animais. A determinacédo da temperatura retal dos ratos
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foi realizada com a finalidade de mensurar a ATC (°C) dos animais em comparagao

a temperatura basal dos mesmos.

4. 5. 2 Resultados

Em relagéo a ATC (°C) dos animais 6, 10 e 24 h apés o tratamento com SAL,
RES 2,5 mg/kg e RES 5 mg/kg (Figura 4), a ANOVA de uma via demonstrou que a
administracéo de RES 5 mg/kg reduziu significantemente a temperatura corporal dos
animais 6, 10 e 24 h ap6s administracdo da mesma (ATC= -0,66+0,21°C;
-0,68+0,16°C e —0,55+0,28°C; respectivamente) em comparagéo aos ratos do grupo
controle (SAL; ATC= 0,02+0,04°C; -0,02+0,06°C e —-0,01+0,08°C; respectivamente)
[F(2,27) 6h =6.41; F(2,27) 10h = 9.60; F(2,27) 24h = 3.85; p<0.05]. Por outro lado, 6
e 24 h ap6s os tratamentos, ndo ocorreu diferenga significante entre a ATC dos
animais do grupo RES 2,5 mgl/kg (ATC= -0,46+0,11°C e -0,07+0,10°C,
respectivamente) e os outros grupos. Finalmente, 10 h apds a inje¢do de RES
2,5 mg/kg, houve uma redugédo significante da temperatura corporal dos ratos que
receberam RES 2,5 mg/kg (ATC= -0,46+0,07°C) em comparag¢ao aos animais do
grupo controle (SAL) [F(2,27) 10h = 9.60; p<0.05].

000 1 ;1 ——RES25mgkg (10)
_ I —— RES 5 mg/kg (10)
8 -0.25
(&) *
Z -0.50 1
* *
-0.75
-1.00 T

0 2| )1 6| 8' 1|01I2 1|4 1|6 1‘82})22214;6

Tempo (h)
Figura 4. Efeitos da administragdo de RES 2,5 mg/kg e 5 mg/kg na ATC (°C) de
ratos apés 6, 10 e 24 h da primeira injegao. Os valores estao representados pela

média + erro padrdo da média. O n/grupo esta descrito entre parénteses. ANOVA

seguida do teste de Tukey. * p<0.05 em comparacgao aos ratos do grupo SAL.
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A Figura 5 mostra que 6, 10 e 24 h apds a administragdo de RES 5 mg/kg
ocorreu um aumentou significante na duragdo da catatonia dos animais
(205,7+73,7s; 330,8167,9s e 315,3+67,9s; respectivamente) em comparagao aos
ratos dos grupos RES 2,5 mgkg (23,5t9,9s; 62,5+220s e 21,4+10/4s;
respectivamente) e SAL (0,6+0,3s; 1,2+0,6s e 0+0s; respectivamente) [F(2,27)
6h = 6.86; F(2,27) 10h = 18.07; F(2,27) 24h = 15.13; p<0.05]. Por outro lado, entre
os grupos RES 2,5 mg/kg e SAL nao houve diferenga significante na durag&o da

catatonia dos animais 6, 10 e 24h apods a primeira injegao.

400+ * *
—1SAL (10)

_ [0 RES 2,5 mg/kg (10)
L 3001 * W RES 5 mg/kg (10)
=
9 200-
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Figura 5. Efeitos da administragcdo de RES 2,5 mg/kg e 5 mg/kg no tempo de

duragdo da catatonia (s) dos animais apés 6, 10 e 24 h da primeira inje¢dao. Os
valores estao representados pela média + erro padrédo da média. O n/grupo esta
descrito entre parénteses. ANOVA seguido do teste de Tukey. * p<0.05 em
comparagéo aos ratos dos grupos SAL e RES 2,5 mg/kg.

Nossos resultados, ilustrados na Tabela 2, mostram que 6, 10 e 24 h apds a
injecdo de RES 2,5 mg/kg e RES 5 mg/kg que houve um aumento significante na
ptose palpebral dos ratos dos grupos RES 2,5 mg/kg (1,8+0,4; 2,1+0,4 e 1,540,3;
respectivamente) e RES 5 mg/kg (2,7+0,3; 3,140,3 e 2,3+0,4; respectivamente) em
comparagdo aos animais do grupo SAL (0+0; 0+0 e 0+0; respectivamente)
[Hen = 18.23; Hion = 19.97; Hoan = 17.10; p<0.05].
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Tabela 2. Efeitos da administracao de RES 2,5 mg/kg e 5 mg/kg na ptose
palpebral de ratos apés 6, 10 e 24 h da primeira injecao.

Grupo (n) Ptose Palpebral
6h 10h 24 h
SAL (10) 0 0 0
RES 2,5 mg/kg (10) 1.8+0.4* 21+04* 1.5+0.3*
RES 5 mg/kg (10) 27+03* 3.1+03* 23+04*

Os valores estdo representados pela média + erro padrdo da média. ANOVA de
Kruskal-Wallis seguida do teste de Dunn. * p<0.05 em comparagdo aos ratos do
grupo SAL.

4. 6 EFEITOS DA PS (50 mg/kg) NA HIPOTERMIA, CATATONIA E PTOSE
PALPEBRAL INDUZIDOS POR RES (5 mg/kg).

4. 6. 1 Delineamento experimental

Antes da administracdo de VEI ou RES, foi determinada a temperatura retal
basal de cada animal. Somente foram utilizados os animais com temperatura estavel
e na faixa de 36,8 a 37,4 °C. Estes ratos foram divididos em 6 grupos iguais: VEI
(i.p. — 1 mi/k@)+SAL (i.p. — 1 ml/kg) (n=10); VEI+PS (i.p. — 50 mg/kg) n=10); VEI+IMI (i.p.
— 25 mg/kg) =10, RES (i.p. — 5 mg/kg)+SAL (n=10;; RES (5 mg/kg)+PS (50 mg/kg)
=10, RES (5 mg/kg)+IMl (25 mg/kg) =10 Apds 30 min da injecdo de VEI ou RES,
administrou-se SAL, PS ou IMI. Estes tratamentos (SAL, PS ou IMI) foram repetidos
1 h antes de cada mensuragéo dos parametros em estudo. Decorridos 6, 10 € 24 h
da administracdo de VEIl ou RES, foram avaliados a temperatura retal (°C), a
catatonia (s) e a ptose palpebral em cada animal. A determinagdo da temperatura
retal foi realizada com a finalidade de mensurar a ATC (°C) dos animais em

comparacéao a temperatura basal dos mesmos.

4. 6. 2 Resultados

Os dados, de acordo com a Figura 6, mostram que 6 h ap6s a administragao
de VEI ou RES, ocorreu uma reducgéo significante da temperatura corporal dos
animais do grupo RES+PS (ATC= -0,92+0,16°C) em comparagdo aos ratos dos
grupos controle (VEI+SAL; ATC= -0,03+0,03°C), VEI+PS (ATC= -0,1440,04°C),
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VEI+IMI (ATC= -0,1140,03°C) e RES+IMI (ATC= -0,29+0,20°C) [F(5,54) = 8.11;
p<0.05]. Decorridas 10 h apds a inje¢éo de VEI ou RES, observou-se uma redugao
significante na temperatura corporal dos ratos dos grupos RES+SAL
(ATC=  -0,9440,08°C), RES+PS (ATC= -0,8610,15°C) e RES+IMI
(ATC= -0,7940,17°C) em comparagdo aos animais dos grupos VEI+SAL
(ATC= -0,01+0,05°C), VEI+PS (ATC= -0,21+0,03°C) e VEI+IMI (ATC= -0,18+0,05°C)
[F(5,54) = 15.44; p<0.05]. Vinte e quatro horas ap6s o tratamento com VEI ou RES,
ainda foi observado uma redugéo significante na temperatura corporal dos animais
do grupo RES+SAL (ATC= -0,71+0,07°C) em comparagé&o aos ratos dos grupos
VEI+SAL (ATC= 0,01+0,03°C), VEI+PS (ATC= -0,1740,05°C) e VEI+IMI
(ATC= -0,13+0,06°C) [F(5,54) = 8.78; p<0.05]. Nos ratos dos grupos RES+PS
(ATC= -0,51+0,11°C) e RES+IMI (ATC= -0,46+0,17°C) ocorreu uma reducio
significante da temperatura corporal em comparagéo aos ratos do grupo controle
(VEI+SAL) [F(5,54) = 8.78; p<0.05]. Finalmente, a administragado de PS (VEI+PS) ou
IMI (VEI+IMI) ndo alterarou a temperatura corporal dos animais em comparagao aos
ratos do grupo controle (VEI+SAL) em nenhum dos tempos analisados (6, 10 e 24h).

0.5+
—=— VEI + SAL (10)
—— VEI + PS 50 mg/kg (10)
5 0.0- —— VEI + IMI 25 mg/kg (10)
L —— RES 5 mg/kg + SAL (10)
E -0.5- —o— RES 5 mg/kg + PS 50 mg/kg (10)
< —— RES 5 mg/kg + IMI 25 mg/kg (10)
-1.04
-1.5 T

0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26
Tempo (h)

Figura 6. Efeitos da administragdao aguda de PS 50 mg/kg e Iiil 25 mg/kg sobre
a hipotermia induzida por RES 5 mg/kg em ratos apos 6, 10 e 24 h. Os valores
estdo representados pela média + erro padrdo da média. O n/grupo esta descrito
entre parénteses. ANOVA seguida do teste de Tukey. * p<0.05 em comparacdo aos
ratos dos grupos VEI+SAL, VEI+PS e VEI+IMI; # p<0.05 em comparagao aos ratos
do grupo RES+IMI; « p<0.05 em comparagao aos ratos dos grupos VEI+SAL.
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A Figura 7 mostra que 6, 10 e 24 h apds a administragdo de RES 5 mg/kg
houve aumentou significante na duragdo da catatonia dos animais dos grupos
RES+SAL (263,9+57,5s; 4459+552s e 437157,2s; respectivamente), RES+PS
(279,9482,1s; 349,4+72,0s e 231,4462,6s; respectivamente) e RES+IMI
(202,8+50,1s; 243,6165,3s e 342,8174,6s; respectivamente) em comparagdo aos
ratos dos grupos VEI+SAL (2,5+1,9s; 2,5+1,3s e 110,8s; respectivamente), VEI+PS
(0,5+0,3s; 4,9+1,6s e 2,4+1,0s; respectivamente) e VEI+IMI (2,310,9s; 4,3+1,8s e
1,8+1,1s; respectivamente) [F(5,54) 6h = 9.06; F(554) 10h = 18.84; F(554)
24h = 17.84; p<0.05]. Por outro lado, dez horas ap6s a injecdo de VEI ou RES, a
administragcédo de IMI em ratos reserpinizados (RES+IMI) reduziu significantemente a
duracdo da catatonia dos animais em relagdo aos ratos do grupo RES+SAL [F(5,54)
10h = 18.84; p<0.05)]. Ainda mais, dado semelhante foi observado vinte e quatro
horas apds a administracdo de VEI ou RES, nos ratos que receberam RES+PS.
Neste grupo, ocorreu uma redugao significante na duragdo da catatonia em
comparagdo aos animais do grupo RES+SAL [F(5,54) 24h = 17.84; p<0.05].
Finalmente, entre os grupos VEI+SAL, VEI+PS e VEI+IMI ndo houve diferenga

significante neste parametro em todos os tempos de analise (6, 10 e 24 h).
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Figura 7. Efeitos da administragao de PS 50 mg/kg e IMI 25 mg/kg sobre a

catatonia induzida por RES 5 mg/kg em ratos apés 6, 10 e 24 h. Os valores estao
representados pela média + erro padrdao da média. O n/grupo esta descrito entre
parénteses. ANOVA seguida do teste de Tukey. * p<0.05 em comparagio aos ratos
dos grupos VEI+SAL, VEI+PS e VEI+IMI; # p<0.05 em comparagédo aos ratos do
grupo RES+SAL.
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Nossos resultados ilustrados na Tabela 3 mostram que 6, 10 € 24 h apds a
administracdo de RES 5 mg/kg ocorreu um aumento significante na ptose palpebral
dos animais dos grupo RES+SAL (2,8+0,3; 3,5+0,2s e 3,0+0,3s; respectivamente),
RES+PS (2,7+0,3; 3,2+0,4 e 2,4+0,3; respectivamente) e RES+IMI (2,1+0,4; 2,610,3
e 2,5+0,4; respectivamente) em comparagéo aos ratos dos grupos VEI+SAL (0,0+0,0
para ambos), VEI+PS (0,0+0,0 para ambos) e VEI+IMI (0,0+0,0 para ambos)
[Hen = 49.64; Hion = 50.30; Haan = 49.43; p<0.05]. Finalmente, entre os grupos
VEI+SAL, VEI+PS e VEI+IMI ndo houve diferenca significante na ptose palpebral em
todos os tempos estudados (6, 10 e 24 h).

Tabela 3. Efeitos da administracdo de PS 50 mg/kg e IMI 25 mg/kg na ptose
palpebral induzida por RES 5 mg/kg em ratos apés 6, 10 e 24 h.

Grupo (n) Ptose Palpebral
6 h 10 h 24 h

VEI+ SAL (10) 0 0 0

VEI + PS 50 mg/kg (10) 0 0 0

VEI + IMI 25 mg/kg (10) 0 0 0

RES 5 mg/kg + SAL (10) 28+03* 35+02* 30+£03*
RES 5 mg/kg + PS 50 mg/kg (10) 27+03* 32+04* 24+03*
RES 5 mg/kg + IMI 25 mg/kg (10) 21104 26+03* 25+04*

Os valores estdo representados pela média + erro padrao da média. O n/grupo esta
descrito entre parénteses. ANOVA de Kruskal-Wallis seguida do teste de Dunn.
*p<0.05 em comparagdo aos ratos dos grupos VEI+SAL, VEI+PS e VEI+IMI.
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5 DISCUSSAO

Nossos resultados indicam que a PS apresentou um efeito antidepressivo no
teste de natacdo forgcada em ratos, caracterizado pela redugdo do tempo de
imobilidade dos animais. Este efeito foi similar aquele encontrado para a IMIl. Por
outro lado, o GM1 ndo mostrou efeito antidepressivo neste teste, mas reverteu a
hipolocomogéo e imobilidade dos animais reserpinizados e avaliados em um campo
aberto. Além disso, também verificamos que a administragdo de RES em animais
submetidos ao teste de natacdo forgada e ao campo aberto apresenta uma validade
de face da depresséo associada a DP.

No primeiro experimento, analisamos o efeito antidepressivo da PS no teste
de natagao forgada. Os resultados ilustrados na Figura 1, mostram que a PS nas
doses de 50, 100 e 200 mg/kg reduziu significantemente o tempo de imobilidade dos
ratos submetidos a este teste em comparagéo aos animais do grupo controle (SAL).
Este resultado corrobora o efeito antidepressivo da PS descrito por outros autores
em seres humanos (BRAMBILLA et al.,1995;, BRAMBILLA et al.,1996; BRAMBILLA,
1998; MAGGIONI et al., 1990). No presente trabalho, também verificamos que o
controle positivo empregado, IMI (25 mg/kg), reduziu significantemente o tempo de
imobilidade dos ratos em comparagao aos animais dos grupos controle (SAL) e PS
(50 mg/kg), mas ndo em comparagdo aos ratos dos grupos PS (100 mg/kg) e PS
(200 mg/kg). Este dado indica dois fatos relevantes, primeiro que o efeito
antidepressivo da PS (50 mg/kg) nestas condig¢des foi inferior ao da IMI (25 mg/kg);
segundo que nas doses de 100 e 200 mg/kg, a PS mostrou um efeito similar ao
deste antidepréssivo. Finalmente, entre os grupos de animais que receberam PS
(50, 100 e 200 mg/kg) nao houve diferenga no tempo de imobilidade dos animais.

Os efeitos da PS sobre parametros cognitivos, afetivos e comportamentais,
tém sido estudados em pacientes com depressdo maior. De acordo com MAGGIONI
et al, (1990) o tratamento com a PS (300 mg/dia — 45 dias) reduziu
significantemente os sintomas depressivos em pacientes avaliados através da
escala de depressdo de Hamilton sendo que esta melhora néo foi correlacionada a
alteragdes nos niveis de monoaminas cerebrais. Além disso, BRAMBILLA et al.
(1996) utilizando PS (200 mg/dia — 30 dias) e BRAMBILLA e MAGGIONI (1998)
empregando a PS (600 mgldia — 30 dias) em mulheres com depressdo maior e faixa
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etaria média de 72 anos, também demonstraram que a administragdo de PS
produziu melhora significante dos sintomas depressivos nestes pacientes quando
comparados ao grupo controle. Apesar dos resultados preliminares e positivos da PS
em pacientes depressivos, a literatura ndo descreve os efeitos deste fosfolipideo em
modelos animais de depresséo. Assim, nossos dados sdo os primeiros a indicar este
efeito em um modelo animal de depressao.

O teste de natagdo forcada é bastante utilizado no estudo pré-clinico para
avaliar a atividade antidepressiva das drogas (BORSINI e MELI, 1988; CRYAN et al.,
2002). Neste sentido, antidepressivos inibidores seletivos da recaptacao de NA, tais
como a desipramina e a maprotilina, os inibidores da MAO (IMAOs) e muitos
antidepressivos atipicos apresentam efeito antidepressivo neste teste (BORSINI e
MELI, 1988; LUCKI, 1997). Por outro lado, diversos estudos indicam que os
antidepressivos inibidores seletivos da recaptacdo da 5-HT (SSRIs) geralmente ndo
apresentam atividade antidepressiva neste teste (PORSOLT et al., 1978; BORSINI e
MELI, 1988; BORSINI, 1995; PORSOLT et al., 2000). Entretanto, outros trabalhos
descrevem efeitos positivos, utilizando altas doses de SSRIs ou quando o teste foi
realizado em camundongos (MALINGE et al., 1988; NIXON et al., 1994). Deste
modo, a participagdo da 5-HT neste teste parece ser controversa e variavel de
acordo com a espécie animal e dose do SSRI empregada. Com relagdo a
participacao da DA no teste de natacgdo forgada, efeitos falsos positivos podem ser
induzidos por varios estimulantes dopaminérgicos utilizados em doses que
aumentam a atividade exploratéria do animal (ROGOZ et al., 2002).

De acordo com o exposto acima, uma possivel explicacédo para o efeito da PS
na redugédo do tempo de imobilidade no teste de natagdo for¢ada pode envolver
alteragbes na neurotransmissao dopaminérgica, noradrenérgica e serotoninérgica.
Entretanto, PERRY et al. (2004) mostraram que a administragao prolongada de PS
(50 mg/kg por 21 dias) a ratos com lesédo na SNpc induzida pelo MPTP nao resultou
em alteragcbes nas monoaninas estriatais. Em adigdo, como citado anteriormente,
MAGGIONI et al. (1990) descreveram que a melhora dos sintomas depressivos em
pacientes tratados com a PS nado foi associada a mudangas nos niveis de
monoaminas cerebrais. Deste modo, torna-se necesséario investigar o efeito
antidepressivo da PS apresentado no teste de natagio forgada em outros modelos

animais de depress&o, na tentativa de entender o mecanismo de agido deste
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composto, pois este efeito pode nédo estar associado ao aumento da
neurotransmissao monoaminérgica cerebral.

No segundo experimento, avaliamos o efeito do parkinsonismo induzido pela
RES no teste de natacgdo forgada com o objetivo de estudar a depress&o associada
a este modelo animal de DP em ratos. Mais ainda, estudamos o efeito farmacolégico
da administragdo da PS (50 mg/kg) nestes animais. A Figura 2 ilustra os efeitos
destes tratamentos, e os resultados mostram que a RES (1 mg/kg) apresentou um
efeito depressor nos animais pois houve um aumento significante do tempo de
imobilidade em comparagdo ao grupo controle. Por outro lado, no grupo controle
positivo (VEI+IMI) houve redugédo significante do tempo de imobilidade dos animais
guando comparado com os ratos do grupo controle (VEI+SAL). Além disso, a IMI (25
mg/kg) reduziu significantemente o tempo de imobilidade dos animais do grupo
RES+IMI em comparacgédo ao tempo de imobilidade dos ratos do grupo VEI+SAL e
RES+SAL. Estes resultados confirmam o efeito antidepressivo classico da IMI no
teste de natagao forgada (BOURIN et a/., 1981; BORSINI e MELI, 1988) e sugerem
que a IMI (25 mg/kg) foi capaz de reverter o efeito da RES (1 mg/kg) neste teste. Em
adicdo, a PS (50 mg/kg) reduziu o efeito depressor da RES (1 mg/kg), pois os
animais que receberam VEI+PS e RES+PS mostraram redugéo significante do
tempo de imobilidade em comparagédo com o tempo de imobilidade dos animais do
grupo RES+SAL. Finalmente, os dados mostram que néo foi observada diferenga
significante entre o tempo de imobilidade dos ratos dos grupos VEI+PS e VEI+IMI.
Este dado sugere que o efeito antidepressivo da PS, nestas condigbes, foi similar ao
da IMI.

De modo relevante, a RES produziu depress&o nos animais avaliados no teste
de natagéo forgada. Entretanto, de acordo com PORSOLT et al. (1979) e YATES et
al. (1991), este alcaldide n&o apresentou efeito farmacolégico neste modelo de
depress&o. Assim, nossos dados sugerem um novo método para estudo das
possiveis drogas antidepressivas. Mais ainda, o aumento do tempo de imobilidade
produzido pela RES (1mg/kg — 24hs antes do teste) no teste de natagéao forgada ndo
parece estar correlacionado a hipolocomocéo observada no campo aberto (Tabela
1). A explicagéo para esta assertiva advém dos resultados obtidos no experimento 4
com a PS. A PS (50 mg/kg) apresentou um efeito antidepressivo no teste de natacao
forcada (Figura 1) pois quando administrada a ratos reserpinizados (RES+PS)



36

reduziu significantemente o tempo de imobilidade dos animais neste teste, indicando
que este fosfolipideo foi capaz de reverter a depresséao induzida pela RES. Porém, a
PS nédo foi capaz de reverter a hipolocomogé&o induzida por RES dos animais
avaliados no campo aberto conforme mostra a Tabela 1 (experimento 4).

O estado depressivo induzido pela RES em humanos foi inicialmente
considerado como uma das principais evidéncias para explicar a hipétese
monoaminérgica da depress&o, embora mais recentemente tenha sido proposto que
o efeito da RES é mais intenso na fungdo motora do que no humor (BOURIN, 1990).
A inducdo de hipolocomog¢éo e rigidez muscular induzidas pela administragdo de
RES sdo considerados sinais indicativos de parkinsonismo (COLPAERT, 1987:
MENZAGHI et al., 1997; DUTRA et al., 2002). Além disso, trabalhos na literatura
demonstraram que a administragdo de RES a camundongos produziu redugdo na
preferéncia do 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).

Nosso grupo observou que a administracdo de RES (1 e 2 mg/kg) a
camundongos avaliados quanto ao consumo de sacarose (um modelo animal
empregado para mimetizar os sintomas depressivos) e atividade locomotora
espontanea mostra uma validade de face para estudo da depressdo associada a DP
em animais (SKALISZ et al., 2002). Em adicao, a validade preditiva deste modelo foi
demonstrada no presente estudo, isto &, a IMI foi capaz de reverter o aumento do
tempo de imobilidade no teste de natagao forgada.

A depressao € o disturbio neuropsiquiatrico mais comum na DP (CHUNG et
al.,, 2003; MCDONALD et al, 2003; ROJO et al, 2003). Segundo CUMMINGS
(1992), aproximadamente 40% dos pacientes parkinsonianos apresentam sintomas
depressivos. Os sintomas depressivos nestes pacientes surgem antes do
aparecimento dos primeiros sintomas motores (SATAMARIA et al., 1986). Outros
fatores, como o sexo feminino, o inicio precoce da DP, a longa duragédo da doenca e
ansiedade, também podem estar relacionados ao aparecimento da depressao na DP
(ROJO et al., 2003). Segundo HOOGENDIJK et al. (1998), a ativagado de neurdnios
que liberam o horménio de liberagdo de corticotrofina no nucleo paraventricular

hipotaldmico, observada na depressdo idiopatica, ndo ocorre na depressdo
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associada a DP. Estes dados indicam que a depressao nestes pacientes possui uma
etiologia diferente da depresséo idiopatica.

Alguns estudos revelaram que os sintomas depressivos observados em
pacientes parkinsonianos ndo sdo idénticos aos relatados em pacientes com
depressdo maior. Os pacientes parkinsonianos parecem apresentar mais disforia,
tristeza, irritabilidade, pessimismo, e idéias suicidas. A depress&o na DP pode ser
distinguida de outras desordens depressivas por apresentar estados de ansiedade
mais severos e menor sensagao de culpa (CUMMINGS, 1992; CHUNG et al, 2003).
A comorbidade entre ansiedade e depressdo foi descrita em 67% dos casos
avaliados, enquanto a comorbidade entre ansidedade e depressdo em
parkinsonianos ocorre em 97% dos pacientes (BURN, 2002; KANNER e BARRY,
2003).

Diversos autores demonstraram uma relagcdo entre disturbio cognitivo e
depressdo na DP (MAYEUX et al., 1981; STARKSTEIN et al., 1990; TANDBERG et
al., 1996). Segundo TANDBERG ef al. (1996), disturbios cognitivos podem ser
considerados como fatores de risco para o0 aparecimento da depressao no
parkinsoniano. Além do mais, a relagdo entre depressdo e cognicido é bastante
complexa. A depressao pode causar e agravar desordens cognitivas na DP
(MAYEUX et al., 1981; LARSEN et al., 2000); sintomas depressivos sdo comuns em
fases iniciais da deméncia; e ambas as sindromes poderiam ser explicadas pela
mesma desordem neurodegenerativa e neuroquimica (ROJO et al, 2003). Em
adicdo, estudos anteriores mostraram que a depressdo em pacientes com deméncia
com DP é similar a depressao em pacientes sem disturbios cognitivos (ROGERS et
al., 1987, TROSTER et al, 1995). Nos pacientes com DP e depressdo maior,
prejuizos significantes s&o observados nos teste designados para avaliar o
funcionamento executivo quando comparado com o grupo controle. Pacientes que
possuem depressao menor nao apresentam prejuizos cognitivos (STARKSTEIN et
al., 1989). Outro estudo demonstrou que prejuizos na formacgao da légica sdo unicos
do grupo com DP e depresséo (KUZIS et al., 1997).

Embora alguns autores descrevem que flutuagdes novhumor na DP séao
resultados de varias flutuagbes motoras (HARDIE et al.,, 1984; CANTELLO et al,,
1986; NISSENBAUM et al., 1987; FRIEDENBERG e CUMMINGS, 1989), existem

evidéncias de que alteragbes motoras e no humor podem ser fenébmenos separados.
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Em um estudo piloto, RICHARD et al. (2001) avaliaram 16 pacientes parkinsonianos
com flutuagdes motoras, e mostraram que mudangas no humor e na ansiedade s&o
frequentes, entretanto, ndo houve correlacdo entre flutuagées no humor e alteragdes
motoras nestes pacientes. Mais ainda, um estudo utilizando a infus&o intravenosa de
levodopa em parkinsonianos confirmou a dissociagédo entre os sintomas motores e
nao motores da doenga por demonstrar que as alteragées no humor precederam as
motoras (MARICLE et al., 1995). Em adigdo, os tratamentos cirurgicos para a DP
como lesdes no globo palido interno tém melhorado as alteragbes motoras da
doenga sem influenciar nos sintomas de humor (GREEN et al., 2002). Todavia, a
estimulacdo da regido abaixo do nucleo subtalamico estd associada a melhora do
humor deprimido sem efeito sobre a fungdo motora destes pacientes (BEJJANI et al.,
1999; BERNEY et al., 2002).

Muitos estudos sugerem que alteragdes na neurotransmissdo dopaminérgica
(CANTELLO et al, 1989), noradrenégica (CHAN-PALAY e ASAN, 1989) e
serotoninérgica (MAYEUX et al, 1984) sdo as bases biolégicas dos sintomas
depressivos associados a DP. Estes dados explicam a preocupag¢ao do nosso grupo
em estudar este disturbio de humor na DP, como também seus possiveis
tratamentos.

Nesta linha, os dados do presente trabalho mostram que o modelo da RES foi
eficaz para investigar a depressé&o associada a DP, apesar deste alcaldide causar
uma deplegdo monoaminérgica ndo especifica. O presente trabalho nos permite
inferir que a PS pode apresentar efeito antidepressivo na depressédo associada a
DP. Este fato abre uma nova perspectiva para o tratamento destes pacientes. Além
disso, em estudos controlados realizados com este fosfolipideo ndo foram relatados
efeitos colaterais nos pacientes (BRAMBILLA ef a/.,1995; MAGGIONI et a/., 1990).

A terapia atual da depressao no paciente parkinsoniano envolve o uso de
antidepressivos triciclicos e SSRIs. Assim, sabe-se que o uso de antidepressivos
triciclicos pode agravar a hipotensdo ortostatica associada a DP, e os efeitos
colaterais anticolinérgicos dos triciclicos podem agravar problemas cognitivos, a
constipagdo e boca seca nestes pacientes. Os SSRIs, como a fluvoxamina e o
citalopram (CHUNG et al, 2003), sdo melhor tolerados para o tratamento da
depressao nos pacientes com DP, mas esta classe de medicamentos pode causar
insdnia, agitagdo, nausea, e redugéo da atividade sexual (MCDONALD et a/, 2003).
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Mais ainda, alguns antidepressivos como os SSRIs podem agravar os sintomas
motores da DP, o que inviabilizaria seu uso. Além disso, os SSRIs poderiam causar
efeitos colaterais extrapiramidais por aumentar a inibigdo mediada por 5-HT do
nucleo da rafe e diminuir a liberagdo de DA na via nigroestriatal (MELTZER et al.,
1979; JIMENEZ-JIMENEZ et al., 1994; MCDONALD et al/, 2003). Finalmente, alguns
autores sugerem que os estudos sobre a eficacia e seguranga da terapia
antidepressiva na DP tém que ser estudadas mais detalhadamente pois a maioria
dos trabalhos da literatura provém de estudos com pequeno grupo amostral,
populagao heterogénea e uso de escalas de depresséo que sdo subjetivas (CHUNG
et al., 2003; MCDONALD et al, 2003).

Ainda com relagéo ao trafamento da DP, drogas empregadas para redugao do
prejuizo motor como agonistas dopaminérgicos, a levodopa e a amantadina,
possuem uma fraca atividade antidepressiva (MENZA et al., 1990; MARICLE et al.,
1995), porém exacerbam os sintomas psiquiatricos (incluindo delirio, agitagéo,
inquietacdo e alucinagdes). Considerando que a reposi¢cdo de DA n&o melhora a
depressdo em todos os pacientes, € pouco provavel que a deficiéncia de DA seja a
unica explicagéo para a etiologia da depressao na DP.

No terceiro experimento, avaliamos os efeitos da PS, do gangliosideo GM1 e
do possivel sinergismo entre estes lipideos, no modelo animal de parkinsonismo
induzido por RES no teste de natagdo forgada. Os resultados, ilustrados na Figura
3, mostram que a RES (1 mg/kg), de modo semelhante ao experimento anterior,
apresentou um efeito depressor nos animais pois ocorreu um aumento significante
do tempo de imobilidade dos animais em comparag¢ao aos animais do grupo controle
(VEI+SAL). Por outro lado, no grupo controle positivo (VEI+IMI) houve redugao
significante do tempo de imobilidade dos animais em comparagdo aos ratos dos
grupos VEI+SAL, VEI+PS, VEI+GM1 e VEI+PS+GM1. Além disso, a IMI (25 mg/kg)
reduziu significantemente o tempo de imobilidade dos animais do grupo RES+IMI em
comparagédo aos grupos VEI+SAL, VEI+PS, VEI+GM1, VEI+PS+GM1, RES+SAL,
RES+PS, RES+GM1 e RES+PS+GM1, demonstrando seu efeito antidepressivo
neste teste (BORSINI e MELI, 1988; BOURIN et al.; 1981) e sua capacidade de
reduzir o efeito depressor da RES (1 mg/kg) como descrito anteriormente. Os dados
acima indicam que a PS (50 mg/kg) reverteu o efeito depressor da RES (1 mg/kg) no

teste de natagdo forgada corroborando nosso resultado encontrado no segundo
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experimento. Entretanto, nesta etapa a PS (50 mg/kg) mostrou um efeito
antidepressivo inferior ao da IMI no teste de natagdo forgcada. Este dado € contrario
ao obtido no experimento anterior o qual sugere que o efeito antidepressivo da PS
(50 mg/kg) e IMI (25 mg/kg) foram similares neste teste. Por outro lado, o GM1 (10
mg/kg) ndo alterou significantemente o tempo de imobilidade dos animais.
Finaimente, a administracdo concomitante de PS+GM1, n&o reduziu
significantemente o tempo de imobilidade dos animais do grupo VEI+PS+GM1 em
comparacao aos ratos do grupo controle (VEI+SAL). Porém, nos animais do grupo
RES+PS+GM1 foi observado redugéo significante no tempo de imobilidade em
comparacdo aos do grupo RES+SAL, demonstrando um efeito antidepressivo
provavelmente devido ao efeito da PS neste teste.

Os dados deste experimento mostram que nas nossas condigbes, nao foi
verificado sinergismo entre a PS e o GM1. Considerando que estes dois compostos
aceleram a plasticidade neuronal, acreditdvamos ser possivel uma somagéo de
efeitos. Mais ainda, ja verificamos que o GM1 reduziu os efeitos da RES em um
modelo animal de discinesia tardia (VITAL et al., 1997).

De modo relevante, MOLINA et al. (1989) mostraram a capacidade do GM1
em potenciar a down regulation de receptores B adrenérgicos em ratos, apés
tratamento com desipramina. Neste experimento, ratos pré-tratados com GM1
(30 mg/kg) mostraram n&o apenas redugao significante do tempo de imobilidade no
teste de natacdo forgcada, apds tratamento com desipramina (10 mg/kg - durante 7
dias), como também uma diminui¢do do binding dos receptores 3, medido no coértex
frontal destes animais. Assim, nas nossas condi¢gdes experimentais, ndo verificamos
o efeito antidepressivo do GM1. Uma possivel explicagdo para a discrepancia entre
os resultados de MOLINA et al. (1989) e os presentes, pode estar relacionada ao
esquema de tratamento, em particular, a dose empregada e a duragdo do
tratamento.

Nesta linha de raciocinio, nosso grupo observou que o GM1 n&o alterou o
binding dos receptores D, estriatais apds tratamento prolongado com o haloperidol
(VITAL et al., 1998).

No quarto experimento, estudamos o efeito farmacologico da administragéo
de PS (50 mg/kg), de GM1 (10 mg/kg) e da associagao PS mais GM1 (PS+GM1) no
modelo animal de parkinsonismo induzido por RES em ratos observados em um
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campo aberto. Os resultados ilustrados na Tabela 1 mostram que a administragao
de RES reduziu significantemente as frequéncias de locomog¢édo e levantar e
aumentou a duracéo de imobilidade em comparacéo aos ratos do grupo controle. A
administracdo de PS nao foi capaz de reverter os efeitos da RES neste teste. De
modo relevante, conforme citado anteriormente, a PS (50 mg/kg) reverteu o efeito
depressor da RES (1 mg/kg) no teste de natacéo forgada, mas ndo a hipolocomogéao
induzida pela RES no campo aberto. Por outro lado, o GM1 reverteu a redugéo da
atividade locomotora e o aumento da duragdo de imobilidade induzidos pela RES.
Em particular, quando se administrou concomitantemente PS+GM1 o efeito do GM1
nao foi verificado.

Este ultimo dado sugere um antagonismo entre a PS e o GM1. Entretanto,
nao sabemos como explicar este efeito, talvez uma interferéncia nos mecanismos
farmacocinéticos entre esses dois compostos possa ter ocorrido.

Os dados acima corroboram estudos que demonstraram que animais tratados
com RES desenvolveram hipolocomog¢do, que € um indicativo da sindrome
parkinsoniana (HAEFELY, 1978; COLPAERT, 1987; MENZAGHI et al., 1997). Mais
ainda, estes resultados confirmam o trabalho realizado por BLOKLAND et al. (1999),
que demonstraram que a administragdo de PS (15 mg/kg — 7 dias) ndo alterou as
freqUiéncias de locomogao e levantar dos animais.

Com relagéo ao efeito do GM1 na reversdo da hipolocomogao induzida pela
RES, outros autores ja encontraram efeitos similares para este glicoesfingolipideo.
Segundo HADJICONSTANTINOU et al. (1986) e HADJICONSTANTINOU e NEFF
(1988 e 1990), a administragdo de GM1 foi capaz de restaurar os niveis de DA
estriatal ap6s lesdo provocada pelo MPTP em ratos. Nas nossas condiges
experimentais, o GM1 reverteu a hipolocomogdo e o aumento da duragdo de
imobilidade induzidos pela RES no campo aberto. Este resultado corrobora a
utilizagdo do GM1 como coadjuvante no tratamento da DP sugeridos por diversos
autores (SCHNEIDER et al. 1992; SCHNEIDER et al. 1995).

Diversos autores demonstraram que substancias sem atividade
antidepressiva como os agonistas dopaminérgicos reduzem o tempo de imobilidade
dos animais no teste de natagéo forcada (PORSOLT et al., 1977, 1979; BORSINI et
al., 1981; KITADA et al., 1986), mas aumentam a atividade motora dos animais
(BORSINI e MELLI, 1988). Deste modo, podemos inferir que o efeito antidepressivo



42

da PS (50 mg/kg) observado no teste de natagdo forgada, n&o foi devido a um
aumento da atividade locomotora dos animais, eliminando a possibilidade de um
resultado falso positivo neste teste. Uma outra hipétese para explicar o efeito da PS
na reducgdo do tempo de imobilidade no teste de natacdo forgada poderia ser devido
a um efeito amnésico. Porém, dados do nosso grupo demonstram que a
administragéo de PS (50, 100 e 200 mg/kg) néo exibiu um perfil de droga amnésica
no labirinto aquatico de Morris (CLARO et al., 1999; CASTILHO et al., 2004, PERRY
et al., 2004). Mais ainda, CROOK et al. (1991) trataram 149 pacientes com perda de
memoria associada a idade com PS (100 mg) ou placebo, por 12 semanas. Neste
estudo, foi verificado que os pacientes tratados com PS obtiveram maior
desempenho nos testes de aprendizado e tarefas de memoria do cotidiano.
Portanto, o efeito amnéstico n&o ocorreu ap6s o tratamento com a PS.

Os resultados obtidos neste trabalho até o momento, sugeriam a necessidade
de se investigar o efeito antidepressivo da PS apresentado no teste de natagéo
forcada em outros modelos animais de depressdo. Nesta linha, o préximo
experimento foi realizado com o intuito de padronizar um outro teste para avaliar o
efeito deste fosfolipideo na reversao dos efeitos da RES em ratos.

Apesar de existirem varios testes propostos para mostrar a acgéo
antidepressiva de drogas em animais, o0 modelo da RES permanece como um dos
mais utilizados devido ao baixo custo e facilidade de execugdo. Além disso, drogas
que revertam alguns dos efeitos induzidos por RES em animais (hipotermia, ptose
palpebral e acinesia) podem ter uma atividade antidepressiva em humanos. Esta
afirmacgéo é justificada pelo fato de que antidepressivos semelhantes & imipramina
ou IMAOs, como também muitos dos novos antidepressivos possuem efeitos neste
modelo (BOURIN, 1981; BOURIN, 1990). Entretanto, varios estudos adicionais tém
que comprovar este efeito. Assim, dependendo do antagonismo exercido pela droga
aos efeitos da RES, podemos sugerir seu provavel mecanismo de agdo. Dentre
estes provaveis mecanismos podemos citar: (1) antagonismo da hipotermia, é
indicativo de substancias (mais frequentemente antidepressivos) que possuem
atividade B adrenérgica direta ou indireta; (2) antagonismo da ptose palpebral, é
indicativo de agentes que possuem atividade a-adrenérgica (ndo antidepressiva) ou

atividade serotoninérgica (possivel antidepressivo); e (3) antagonismo da acinesia, &
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indicativo de efeito dopaminérgico direto ou indireto, freqientemente encontrados
em antidepressivos que tem um efeito psicoestimulante (BOURIN et al., 1983).

No quinto experimento, estudamos o efeito da administragdo de RES em
diferentes doses (2,5 mg/kg e 5 mg/kg) na indugdo da hipotermia, catatonia e ptose
palpebral nos animais. Este estudo foi realizado com o objetivo de selecionar uma
dose de RES que, além de induzir catatonia e ptose, produzisse redugdo na
temperatura corporal dos animais. Os resultados mostrados nas Figuras 4, 5 e na
Tabela 2 indicam que a administragdo de 5 mg/kg de RES seria a dose ideal para
realizar os experimentos seguintes para investigar o efeito da PS (50 mg/kg) em
outros modelos animais de depressao, pois esta dose de RES induziu hipotermia,
catatonia e ptose palpebral 6, 10 e 24 h apds sua administragdo. O mesmo néo foi
observado com administracdo de RES (2,5 mg/kg).

No sexto experimento, ilustrado nas Tabelas 3, 4 e na Figura 6, avaliamos o
efeito da administracdo aguda da PS na hipotermia, catatonia e ptose palpebral
induzidos por RES. Os resultados confirmam a capacidade da RES em induzir
hipotermia, catatonia e ptose palpebral nos animais corroborando o estudo anterior.
Mais ainda, estes dados sugerem que a IMI na dose de 25 mg/kg (10 h apés a
administracdo de RES) e a PS na dose de 50 mg/kg (24 h ap6s a administragdo de
RES) foram eficazes na reversao parcial da catatonia induzida por RES (5 mg/kg).
Contudo, os tratamentos com PS e IMI ndo antagonizaram a hipotermia e a ptose
palpebral induzidas por RES (5 mg/kg) nos animais.

Dados do nosso grupo n&o apresentados no presente trabalho confirmam
aqueles de TAKEMATSU et al. (2001), e demonstram que a administragdo de PS
(50 mg/kg) em ratos 1 h ap6s a injecdo de RES (i.p. — 1 mg/kg), 8 e 1 h antes da
mensuragéo da ptose dos animais, foi capaz de reverter a ptose palpebral induzida
por RES 24 h apés a administragdo da mesma. A auséncia de efeito da PS
(50 mg/kg) na reversdo da ptose palpebral induzida por RES no experimento
corrente pode ser explicada pelo aumento da dose de RES (5 mg/kg).

Deste modo, a RES produziu hipotermia, ptose e catatonia nos animais.
Entretanto, a PS n&o foi eficaz na reversao destes sinais depressivos. Assim, duas
hipoteses podem explicar a auséncia de efeitos da PS nestes Ultimos testes: a
primeira estaria relacionada a dose de PS empregada, que poderia ndo ser
suficiente para reverter os parametros alterados pela RES; a segunda, talvez os
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efeitos da PS observados no teste de natagdo forcada ndo sejam devidos a um
efeito no aumento do furnover de aminas cerebrais.

De acordo com BOURIN et al. (1990), tanto os antidepressivos triciclicos
quanto os IMAOs sdo capazes de reverter os efeitos induzidos pela RES
(hipotermia, ptose e acinesia). Deste modo, verificamos que no presente
experimento tanto a IMI como PS néo foram eficazes no antagonismo ao efeito deste
alcaldide.

Tomados em conjunto, os dados do presente trabalho indicam que a RES
constitui um bom modelo animal para o estudo da DP. A PS mostrou um efeito
antidepressivo somente no teste de natagdo forcada mas ndo na reversdo da
hipotermia induzida pela RES. Talvez este efeito da PS possa estar associado a
uma alteragdo nos sistemas de neurotransmissores cerebrais e ndo somente ao
aumento do turnover das monoaminas. Finalmente, o GM1 foi eficaz na reverséo da
hipolocomogé&o induzida pela RES, corroborando dados da literatura que indicam
sua eficacia no tratamento da DP. Os mecanismos de agado farmacolégicos destes
dois lipideos ainda nao foram elucidados. Futuros experimentos, alguns ja em
andamento, poder&o auxiliar nestas respostas.



6 CONCLUSAO

Os dados do presente trabalho nos permitem concluir que:

o A PS, nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg, e a IMI, na dose de
25 mg/kg, administradas pés sessao treino, 8 e 1 h antes da sesséo teste de
natacdo forgcada, reduziram o tempo de imobilidade dos ratos. Estes dados
sugerem um efeito antidepressivo deste fosfolipideo e confirmam a eficacia
terapéutica da IMI como antidepressivo;

o A administracdo de RES (1 mg/kg), 24 h antes da sess&o teste da
natacao forgada, aumentou o tempo de imobilidade dos ratos, constituindo um
bom modelo animal de DP para estudar depresséo;

. A IMI (25 mg/kg) administrada 1 h apds administragdo de RES, 8e 1 h
antes da sessao teste da natagdo forgcada, reduziu o tempo de imobilidade
dos ratos neste teste, comprovando sua eficacia como antidepressivo.

o O tratamento com PS (50 mg/kg) 1 h apéds a injecdo de RES, 8 e 1 h
antes da sessao teste da natagéo forgada, reduziu o tempo de imobilidade
dos animais sugerindo um efeito antidepressivo deste fosfolipideo;

o A administracdo de GM1 (10 mg/kg) 1 h apds o tratamento com RES
ou VEI, 8 e 1 h antes da sessé&o teste da natagcio forgada, ndo reduziu o
tempo de imobilidade dos animais, ndo demonstrando um efeito
antidepressivo;

o A administrag&o conjunta de PS+GM1 1 h apos a injegdo de RES, 8 e
1 h antes da sesséo teste da natagao forgada, reduziu o tempo de imobilidade
dos animais, demonstrando um efeito antidepressivo provavelmente devido
ao efeito da PS;

. A administracdo de RES (1 mg/kg), 24 h antes do teste do campo
aberto, reduziu as frequéncias de locomogédo e levantar, e aumentou a
duragéo de imobilidade dos animais constituindo um bom modelo animal de
DP;
. A PS (50 mg/kg) n&o alterou os parametros analisados no campo
aberto, sugerindo que o efeito antidepressivo deste fosfolipideo na natagdo
forgada nao foi devido a um aumento da atividade locomotora;
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o O tratamento com GM1 (10 mg/kg) 1 h ap6s o tratamento com RES, 8
e 1 h antes do teste do campo aberto, reverteu a hipolocomogéo e o aumento
da duracdo de imobilidade produzidos por este alcaldide em animais,
comprovando o seu efeito como coadjuvante terapéutico para o tratamento da
DP;

. A administragdo concomitante de PS+GM1 1 h apds a injecado de RES
ou VEI, 8 e 1 h antes do teste do campo aberto, ndo alterou os parametros
avaliados neste teste, sugerindo um antagonismo entre estes dois lipideos;

. O tratamento com RES (5 mg/kg) produziu hipotermia, catatonia e
ptose nos ratos 6, 10 e 24 h apds a administragao deste alcaloide;

. A administragdo de PS (50 mg/kg) reverteu parcialmente a catatonia
induzida por RES 24 h apés a administracdo deste alcaldide;

. O tratamento com IMI (25 mg/kg) reverteu parcialmente a catatonia
induzida por RES 10 h apés a injecao deste alcalbide;

. A PS (50 mg/kg) e a IMI (25 mg/kg) ndo reverteram a hipotermia e a
ptose palpebral induzidas por RES (5 mg/kg) em animais, ndo demonstrando
um efeito antidepressivo neste teste.
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