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Ao Samuel

A vida é pata quem topa qualquer
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RESUMO

Além dos sinais motores classicos, a doenca deinBark é
caracterizada por déficits cognitivos e emocionassjuais precedem as
alteracBes motoras, como tem sido demonstradoipersds autores. O
presente estudo teve como principal objetivo ingastse uma
degeneracdo parcial dos neurbnios dopaminérgicdsizinla pela
administracdo de 6-hidroxidopamina seria capazndazir alteracdes
comportamentais pré-motoras em ratos. O curso tahpa lesdo
nigroestriatal foi avaliado através de imunoistagjoa para tirosina-
hidroxilase e os niveis de dopamina, noradrenaisarotonina foram
analisados em varias regides cerebrais atravésateatbgrafia Liquida
de Alta Pressao com Deteccao Eletroquimica. Foeatizados testes
para avaliar uma variedade de fungBes comportaiseriteeluindo
atividade locomotora, comportamento tipo-depressivamedonia,
ansiedade e memoria nos ratos lesionados com éxiddpamina. A
infusdo bilateral de 6-hidroxidopamina no corporigdb de ratos
causou leséo precoce dos terminais dopaminérgwesnpo estriado e
corpos celulares na substancia negra. A lesédo esgratal foi
acompanhada por uma perda precoce de dopaminarpo estriado,
gue permaneceu estavel por um periodo de trés asranobservacao.
Além disso, foi observada uma reducéo tardia deamiopa no cortex
pré-frontal, porém nédo no hipocampo. Alteracdesad@nérgicas e
serotonérgicas foram também observadas apds a iattagéo de 6-
hidroxidopamina. Os resultados indicam que os ragisnados com 6-
hidroxidopamina apresentaram uma reducdo no consi@nsacarose e
um aumento no tempo de imobilidade no teste do radgado,
sugerindo um efeito tipo anedbdnico - depressivoénAldisso, foi
observada uma atividade do tipo ansiogénica ne tstlabirinto em
cruz elevado, bem como alteracdes cognitivas nsdeecom pista do
labirinto aquéatico de Morris e no teste do recoithento social. Estes
achados sugerem que a degeneracao dopaminérgital,p@ssociada a
alteracBes dopaminérgicas, noradrenérgicas e mérgtoas no corpo
estriado e cortex pré-frontal pode ter causadoéfisits emocionais e
cognitivos observados neste modelo de fase inid&aldoenca de
Parkinson. Evidéncias recentes em modelos animajsrem que o
blogueio dos receptores canabindides, PBderia ser benéfico para o
alivio da inibicdo motora tipica da doenca de Paxdi. Desta forma,
nés investigamos se a administracdo de SR141718Aantagonista
seletivo dos receptores gBseria capaz de reduzir os déficits
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emocionais e cognitivos observados, respectivamantéeste do nado
forcado e do reconhecimento social neste modelodaenca de
Parkinson pré-motora. Os resultados mostraramujoa,semana apés a
cirurgia, no teste no nado forcado, 0 aumento dpdede imobilidade
observado nos animais tratados com 6-hidroxidoparfon reduzido
pela injecdo aguda de 3 mg/kg de SR141716A, engugue doses
menores (0,5 e 1 mg/kg) ndo foram efetivas. Trésasas apds a
cirurgia, o aumento no tempo de investigagdo notetedo
reconhecimento  social causado pela administracdo @le
hidroxidopamina foi atenuado pela exposicdo agubaieas doses de
SR141716A. As andlises de Cromatografia LiquidaAtta Presséo
mostraram alteracfes nos niveis estriatais de dopagnnos niveis de
noradrenalina e serotonina no cértex pré-frontalsap injecao de
SR141716A. Esses resultados sugerem que o rec€ieorpode
desempenhar um papel importante nos estagios inidéa doenca de
Parkinson.



ABSTRACT

In addition to classic motor symptoms, Parkinsodisease is
characterized by cognitive and emotional deficitddich have been
demonstrated to precede motor impairments. The eptestudy
addresses the question of whether a partial deggoer of
dopaminergic neurons using 6-hydroxydopamine irs liat able to
induce premotor behavioral signs. The time-cour§enigrostriatal
damage was evaluated by tyrosine hydroxylase-imimstachemistry
and the levels of dopamine, noradrenaline and a&irotn various brain
regions were analyzed by High-Performance Liquido@tatography
with Electrochemical Detection. Tests that assesaedariety of
behavioral functions, including locomotor activitydepression,
anhedonia, anxiety and memory were conducted on 6-
hydroxydopamine-lesioned rats.  Bilateral infusion f 06-
hydroxydopamine in the striatum of rats causedyeddmage of
dopaminergic terminals in striatum and in cell lezdin substantia nigra
pars compacta. The nigrostriatal lesion was accaimgdaby early loss
of dopamine in the striatum, which remained stahl®wugh a three-
weeks period of observation. In addition, a latslof dopamine in the
prefrontal cortex, but not in the hippocampus, sagn. Additional
noradrenergic and serotonergic alterations wereergbd after 6-
hydroxydopamine administration. Six-hydroxydopamirlesioned rats
showed decreased sucrose consumption and an iedréasnobility
time in the forced swimming test, an anhedonic-ésgve-like effect.
In addition, an anxiogenic-like activity was seenthe elevated plus
maze test and cognitive impairments were observeith® cued version
of the Morris water maze and social recognitiortste$hese findings
suggest that partial striatal dopaminergic degeioeraand parallel
dopaminergic, noradrenergic and serotonergic aibasin striatum and
prefrontal cortex may have caused the emotionalcagghitive deficits
observed in this rat model of early phase Parkiigsdisease. Recent
evidence in animal models suggests that the blackddcannabinoid
CB; receptors might alleviate motor dysfunction typiohParkinson's
disease. Therefore, we investigated whether anisigorof CB
receptors would improve emotional and cognitiveiaitsf in the rat
model of pre-motor Parkinson’s disease induced byirdrastriatal
injection of 6-hydroxydopamine. Our results showhdt immobility
time was reduced by acute 3 mg/kg SR141716A, vthBeand 1 mg/kg
doses were not effective. Three weeks after surgeay 6-
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hydroxydopamine-induced increase in investigatiomet in social
recognition test was improved by low doses of SH14A. High-
Performance Liquid Chromatography analysis dematesdr alterations
in striatal dopamine as well as noradrenaline @amdtgnin in prefrontal
cortex after SR141716A injection. These findingggast a role for CB
receptors in the early symptoms caused by degémeraof
dopaminergic neurons in striatum, as observed ikifson’s disease.
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Introducdo

1 INTRODUCAO

1.1 A doenca de Parkinson

A doenca de Parkinson (DP) é o0 segundo transtorno
neurodegenerativo relacionado a idade mais comurhuenanos, atras
apenas da doenca de Alzheimer. A prevaléncia déstaca € de
aproximadamente 0,15% da populag¢éo total mundiakcendo para
0,5% em pessoas com mais de 50 anos de idadef €t al., 199p
Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Esttaa (2000), existem
aproximadamente 222 mil parkinsonianos no Brasitde que 2% dos
brasileiros acima dos 60 anos séo acometidos potraastorno. Com o
crescente envelhecimento da populacéo, acreditarseo niimero de
pessoas diagnosticadas com DP deve aumentar rapitanmos
préximos 20 anos.

Clinicamente, a DP é caracterizada pelos sinaitone®
cardinais: tremor em repouso, diminuicdo dos mowto® voluntarios,
bradicinesia, rigidez, postura curvada e instadd&postural. A DP tem
como principal caracteristica neuropatoldgica a@dedos neurbnios
dopaminérgicos localizados na substancia negra parhpacta (SNc),
gue enviam projecdes para os génglios da basejonaado uma
reducdo nos niveis de dopamina (DA) no corpo estrialém de
alteracdes em suas conexdes com o coértex prédf(@mii et al., 2001;
Blandini et al., 2000 Entretanto, a neuropatologia da DP nao estéteest
a via nigroestriatal, de forma que anormalidadestoliigicas sao
também encontradas em outros grupos celulares dof@icos e nao-
dopaminérgicosauer & Przedborski, 2003

A causa priméria da DP ndo esta completamentaresida.
Entretanto, estudos epidemioldgicos tém destacadoatguns fatores
ambientais podem estar associados a um aumentoisno do
desenvolvimento da DP, tais como a exposi¢do anslgipos de
herbicidas e pesticidasdl et al., 1999; Vanacore et al., 2D0Além disso,
embora a natureza do processo neurodegeneratificads na DP n&o
seja conhecida, descobertas recentes sugerem tueaekeria estar
associada a um estado de estresse oxidativo ddsedcapor um ou
mais fatores, como envelhecimento cerebral, predisfo genética,
anomalias mitocondriais, producdo de radicais divre toxinas
ambientais Alexi et al., 2000; Olanow et al., 19p&e fato, os neurdnios
dopaminérgicos sao particularmente sensiveis amsest oxidativo,
devido a fatores como o metabolismo da DA, autdampdo, niveis
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aumentados de ferro e reduzidos de glutationa qo@hdo comparados
a outras regides cerebraiie(g et al., 2004; Jenner, 2003

1.2 Sintomas pré-motores da DP

Desde a sua descri¢do inicial, feita por Jamekirizmn (817
em seu estudo “Essay on the Shaking Palsy”, a DR sendo
caracterizada como um distirbio do movimento, semdoseu
diagnéstico baseado na presenca de dois ou madss smotores
cardinais. Entretanto, os pacientes parkinsoniaaognte desenvolvem
esses critérios clinicos qguando aproximadamenfg086-dos neurdnios
da SNc encontram-se degenerados e os niveis @stridg DA s&o
reduzidos em 70-80%Bérrio et al., 1997; Deumens et al., 2002

Nos dultimos anos vem crescendo o numero de trabalh
demonstrando que uma série de distUrbios nos dasnigminocional,
cognitivo e psicossocial observados na DP frequastiée ocorre antes
do aparecimento das disfuncbes motoras. Na verdadeP parece
tratar-se de uma doenca multidimensional, estasdoc@da, além da
sintomatologia da perda dos movimentos, a divesntomas que
resultam em uma perda na qualidade de vida do ithdivGupta e
Bathia, 200). Dentre os sintomas verificados na DP, desta@am-s
depressdoQummings, 1992; Oertel et al., 2001; Santamarialet198§,
ansiedadeMaricle et al., 1995; Richard et al., 2004; Witjgsal., 2002 e
prejuizos cognitivosOubois e Pillon, 1997; Goldman et al., 1998; Owen e
al., 1995. O fato destas alteragcdes se desenvolverem aies
aparecimento dos sinais motores e do diagnésticoDHa sugere
fortemente a ocorréncia de alteracdes cerebrdaseanicial da doenca
que levariam a uma maior predisposicdo ao desdamaito de
sintomas psiquiatricos e alteracdes cognitivas. deala deplecao de
DA seja a maior responsavel pelas alteracées nsotanacteristicas da
DP, acredita-se que alteragbes em outros neurotisswes,
principalmente noradrenalina (NA), serotonina (5rHET acetilcolina,
estejam associadas ao amplo espectro de sintomawesi@® néo-
motores nos pacientes com DP.

A depressé@o é o transtorno neuropsiquiatrico masum na
DP. As estimativas de sua prevaléncia variam eh#€/6%, com uma
prevaléncia média de cerca de 35%, precedendmais shotores em
diversos pacientes. A severidade da depressédo mm@d variar desde
uma distimia leve até depressdo maibeeftjens et al., 2003 A
anedonia, uma manifestacdo especifica da depresm@oterizada por
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uma perda de interesse em atividades que costumseraprazerosas,
foi demonstrada estar presente em 45% dos indigsidoon DP e em
79% do subgrupo com depressBentke et al., 2006 A depresséo na DP
parece possuir uma base bioldgica resultante dw ldes sistemas
serotoninérgico, noradrenérgico e/ou dopaminérgicbrequentemente
antecede os sinais motores. Embora a base pdtidis@ da depresséo
na DP ndo seja bem compreendida, estudos com tafisogrom
emissdo de poésitrons tém demonstrado alteracGeamilufrgicas e
noradrenérgicas, além de niveis reduzidos de &ad&eddroxi-
indoacético (5-HIAA) no fluido cerebroespinal e ugdlo na ligacédo
cortical ao receptor 5HE nos individuos com depressdo associada a
DP ausentes nos individuos com DP sem depreBshoy (et al., 2006
Ainda ndo esta claro se estas altera¢des podediamtificar individuos
com risco futuro de desenvolver a DP.

Diversos estudos tém demonstrado uma alta presialéie
ansiedade na DP, sendo considerada o segundmtrensfetivo mais
comum, atras apenas da depressdo, podendo tameéedr os sinais
motores. O indice de prevaléncia de ansiedadeetinalevido a este
sintoma néo ser extensivamente estudado na DRet&mitw, estimativas
sugerem que acima de 40% dos pacientes com DReataessintomas
de ansiedadeR(chard, 2005 podendo apresentar comorbidade com
depressdo Menza et al., 1993 causando um impacto negativo na
gualidade de vida dos individudgg(inus et al., 200”2 A ansiedade pode
se apresentar como ataques de péanico, fobias owddes de ansiedade
generalizada.

Disfuncdes cognitivas também estdo presentes elwos tos
estagios da DP. Estudos tém demonstrado que acima0% dos
pacientes com DP apresentam algum tipo de alterag#tectual,
mesmo hos primeiros estigios da doenca. Nas fasemis e
intermediarias da doenca ocorrem déficits cogrstivmoderados,
enquanto gue em estagios mais avangados tem &tldeea ocorréncia
de deméncia em cerca de 11 a 36% dos paciente®Pofiladi et al.,
2000. A presenca de disfungdes cognitivas e deméifeia de maneira
adversa a prognose da DRafashos et al., 20§2podendo contribuir para
0 aumento na tendéncia a quedasel{nski et al., 2005 e interferindo
com varias atividades diariaBgvos et al., 2007 A associagao entre a
DP e disfuncbes cognitivas sugere uma interacdce emtprocesso
neurodegenerativo que ocorre na DP e cognicaojadgssivelmente a
uma disfuncéo das conexdes fronto-estriatsnglt et al., 2004; Wood &
Troster, 2003
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O periodo em que estes sintomas surgem é conhamium fase
pré-motora da doenca. Durante esta fase ocorre progressdo do
processo neuropatoldgico na auséncia de manifestagfotoras
concomitantesBecker et al., 2002 A fisiopatologia dos sintomas pré-
motores da DP ainda ndo é bem conhecida. Entretariste um
interesse crescente por estas anormalidades elinicé-motoras,
principalmente porque esses sintomas podem pedanidientificacdo de
individuos com alto risco para o desenvolvimentarfude DP.

1.3 Principais modelos de DP em roedores

A maior parte do conhecimento adquirido a respeits
mecanismos envolvidos com a DP deriva de inimerssides
conduzidos nas Ultimas quatro décadas em modelosaian que
reproduzem as caracteristicas patologicas e coamperitais da doenca.
Idealmente, um modelo animal deve possuir uma ogfi@l e
caracteristicas similares ao equivalente humanostaDdorma, é
interessante que o maior numero possivel de aspdetaloenca seja
replicado.

A maioria dos estudos que utilizam modelos anirdaiDP é
voltada a investigacdo de alteracBes motokgsidr et al., 2008; Capitelli
et al., 2008; Silvestrin et al., 200@nquanto os estudos que investigam as
alteragbes ndo-motoras da doencga sdo ainda escEsgas estes, as
alteracbes de memoéria tém recebido maior atemg#Gnha et al., 2001;
Ferro et al., 2005; Prediger et al., 2p0porém poucos tém investigado a
ocorréncia de alteragcbes emocionais como depressaitsiedade. O
desenvolvimento de modelos que reproduzam as @tesgré-motoras
da DP possui o propésito de estudar os aspecto®digos da doenca,
bem como auxiliar no desenvolvimento de terapiasrapgotetoras.

Recentes descobertas genéticas levaram ao deseremto de
diferentes modelos genéticos de DP. Entretantchumndos modelos
propostos apresenta a degeneracgéo tipica dos rmudiipaminérgicos.
Desta forma, atualmente entre os varios modelasasiutilizados de
DP, as neurotoxinas sdo a ferramenta mais popatar @ inducdo de
neurodegeneracdo seletiva do sistema nigroestridiizdrsos modelos
de degeneracéo dopaminérgicaivo utilizando neurotoxinas tais como
a rotenona, o maneb, o paraquat e as mais frequente utilizadas, 1-
metil 4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) ehdroxidopamina (6-
OHDA), tém sido desenvolvidos para o estudo da(Bd?arbet et al.,
2002).
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1.4 O modelo da 6-OHDA

O modelo de DP baseado na injecdo local da neumatd-
OHDA é ainda hoje o procedimento mais comumenieadio para a
obtencdo de lesdo nigroestriatal em roedores. gira demonstracao
dos efeitos bioldgicos da 6-OHDA foi realizada haisnde 40 anos,
guando Porter e colsi963 demonstraram que esse agente, um analogo
estrutural das catecolaminas DA e NA, era capazndazir uma
deplecao de NA eficiente e duradoura nos nervop&ioos do coracao.
Alguns anos depois, Ungerstedt9§8d demonstrou que a injecao
bilateral de 6-OHDA na SNc era capaz de causar ndegedo
anterograda do sistema dopaminérgico nigroestriedaisando acinesia
e uma taxa de mortalidade muito alta, gerando,masei primeiro
modelo de DP. Desde entdo, 0 modelo da 6-OHDA a&raléerramenta
mais utilizada na replicacdo da perda de neurdhigmminérgicos da
SNc que ocorre na DP, devido a sua relativa bairgptexidade e custo
do procedimento, além de ser altamente reprodutwelcontraste com
modelos mais recentes. Mais ainda, ao contrariouwteas toxinas
utilizadas para induzir parkinsonismo, tais comd®BTP, a 6-OHDA
apresenta baixo risco de toxicidade relacionadaigd reanipulacao,
representando, assim, um composto ideal para dkradd no
laboratorio.

A 6-OHDA é tOxica tanto a nivel periférico quargentral,
entretanto, por ndo cruzar a barreira hematoeafé@sta toxina deve
ser injetada diretamente no cérebro através deg@Erastereotaxica para
produzir toxicidade no sistema nervoso centralefégos neurotéxicos
da 6-OHDA ocorrem através do acumulo da toxina nesrdnios
catecolaminérgicos, seguido por alteracdes na hetammcelular e dano
neuronal. O armazenamento intracelular de 6-OHDAeéliado pelos
transportadores de membrana de DA e NA, que recenhe captam a
6-OHDA devido a sua similaridade estrutural comcatecolaminas
enddgenas.

Uma vez infundida no cérebro, a 6-OHDA produz e
citotoxicas através de mecanismos enzimaticos enzimaticos ¢hoi
et al.,, 199% a oxidacdo de 6-OHDA pela monoamina oxidase gera
perdxido de hidrogénio ¢®,), o qual, além de ser citotéxico, induz a
producdo de outros radicais de oxigénio. Além dias6-OHDA passa
por um processo de auto-oxidacdo, gerangd,Hespécies reativas do
oxigénio e quinonas que atacam os grupos nucled@iolocelulares. Os
aumentos nos niveis de espécies reativas do ogigéautras espécies
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reativas resultam em uma rapida deplecdo das emzamidoxidantes
endocelulares, levando a uma neurotoxicidade aogii& na estrutura e
metabolismo celular e resultando em dano neurdiain(et al, 200J).
Além de exacerbar o estresse oxidativo endocelal&®OHDA pode
induzir neurotoxicidade através da alteracdo dg&anmitocondrial,
tendo sido demonstrado que esta toxina prejudicatvadade do
complexo | em mitocondrias isoladaifka & Youdim, 1995.

Quando realizada em areas cerebrais especificas,
administracdo de 6-OHDA resulta em déficits fisigibds e
comportamentais. A injecdo de 6-OHDA é comument@ada a
administracdo de bloqueadores do transportador e ddmo a
desipramina, a fim de reduzir a captacdo destaotwina por
neurdnios noradrenérgicos e aumentar a seletivigeaa neurbnios
dopaminérgicos. A Figura 1 indica os mecanismogogieidade da 6-
OHDA e a acdo da desipramina.

A magnitude da lesdo depende da dose de 6-OH[2taig e
do local de injecdo. Diferentes modelos utilizanBOHDA em
roedores tém sido desenvolvidos com o passar dos anfim de se
obter um grau de neurodegeneracao que varia dovamassmoderado.
A injecdo de 6-OHDA na SNc ou no trato nigroesttidéva a uma
destruicdo imediata e virtualmente completa dos réméos
dopaminérgicos da SNc e, em menor grau, da areaetagr ventral,
resultando em deplegcdo de 80-90% de DA estriatsa Enetodologia
produz um modelo de DP severa.

Nos anos 90, foi proposta uma variagdo do procaution
original, na qual a 6-OHDA é injetada no corpo iadts, onde os
terminais dos neurdnios da SNc estéo localizaBase( & Oertel, 1994
Quando injetada no corpo estriado, a 6-OHDA pradua degeneracéo
retrégrada lenta do sistema nigroestriatak (et al., 1996que mimetiza
melhor a progressdo da DP, desta forma viabilizandwestigacdo de
tratamentos neuroprotetorezeprgievska et al., 202



Introducdo

nicleo

tei
proteinas
|

EROs

mitocéndria

complexoI

0 'é NAT
/ desipramina
DAT
0

6-OHDA

quinonas

auto-oxidagao

Figura 1. Mecanismos de neurotoxicidade induzida po6-OHDA.
EROs: espécies reativas do oxigénio; DAT: transplort de DA; NAT:
transportador de NA. Modificado de Simola et 2000).

1.5. O sistema endocanabindide e a DP

A descoberta do principal componente psicotrépitas
preparacdes deCannabis sativa, o composto lipofilico A%
tetraidrocanabinol (THC), por Gaoni & Mechoulart®g4, néo foi
acompanhada imediatamente pela caracterizacao utarleto receptor
correspondente no cérebro de mamiferos. Foi somapés duas
décadas que o primeiro receptor especifico par&l@, denominado
receptor canabindide tipo-1 (@B pbde ser identificaddévane et al.,
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1989 e em seguida clonado apdés uma triagem de diveesgptores
orfaos acoplados a proteina G previamente carzatkrs por sua
afinidade pelo THC Matsuda et al., 1990 O segundo receptor
canabindide identificado, denominado £ Blemonstrou ser bastante
diferente do CB tanto em sua sequéncia de aminoacidos quanto@m s
localizagdo em tecidos de mamifer®surro et al., 1998 Enquanto o
receptor CB demonstrou ser extremamente abundante no céeepar,
isso sugerido como responsavel pela acdo psicaitividiC, o receptor
CB, apresentava maiores niveis de expressdo em célalasstema
imunoldgico.

A clonagem dos receptores canabinoides abriu tenpara a
identificacdo de seus ligantes enddgenos, ou endbt®ides. O
primeiro endocanabinéide a ser descoberto foi andamaida K-
araquidonil-etanolamina), por Devane e colaboraddqi®9?, logo
seguido pela descoberta de que um metabdlito enddgeeviamente
conhecido, o 2-araquidonil-glicerol (2-AG), també&presentava alta
afinidade pelos receptores €8 CB, (Mechoulam et al., 1995; Sugiura et
al.,, 1995. Outros endocanabinoides (Figura 2) tém sido qutms
durante os Ultimos vinte anos, incluindo o 2-ardgnil-glicerol éter
(éter de noladin)Hanus et al., 2091 aN-araquidonil-dopamina (NADA)
(Bisogno et al., 2000; Huang et al., 2)@a virodaminaRorter et al., 2002
porém sua atividade farmacologica e metabolismaaaisdo pouco
conhecidos. Desta forma, a anandamida e o 2-AGaéd conhecidos
como os principais endocanabindides.

(o] o
OH
VT )k/\/o*' Ve s
seve e
Anandamida 2-araquidonilglicerol
_ OH
S L

Eter de noladin

o] 0
— . — — OH

Virodamina N-araquidonil-dopamina

Figura 2. Estrutura quimica dos endocanabinéidesModificado de
Di Marzo @009.
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Atualmente, sabe-se que tanto o receptof Qianto o CB
estdo muito mais amplamente distribuidos do queaseeditava
originalmente. Por exemplo, o figado, atualmentepéhecido como
uma fonte de niveis baixos, porém funcionalmeneoitantes, de CB
(Osei-Hyiaman et al., 2095 Quanto aos receptores £Bembora sua
existéncia no cérebro tenha sido inicialmente dtmta, estudos mais
recentes tém demonstrado sua expressdo em bakatidqdes também
neste 6rgdo, ndo apenas durante condi¢bes de mieamzicao Ashton
& Glass, 2007; Van Sickle et al., 2005; Onaivi bt 2008. Dessa forma, a
idéia original de que os receptores ;CBRossuiam um papel
exclusivamente no cérebro e os receptores @B sistema imune
evoluiu para o conceito de que ambos os tipos deepteres
canabindides sao capazes de controlar tanto func@esrais e
periféricas, incluindo desenvolvimento, transmisséo inflamacéo
neuronal, fun¢des cardiovascular, respiratOrigpeorutiva, liberacdo e
acdo de hormodnios, formacao éssea e metabolismgétice, bem
como fungbes celulares tais como arquitetura aelipeoliferacao,
motilidade, adesado e apoptogaifman et al., 2002; Di Marzo et al., 2004;
Pertwee, 2006

Na verdade, ndo apenas 0 nivel de expressdo deptaees
canabindides, como também as concentragfes texidaai principais
endocanabindides passam por mudancas significapi@s estimulos
fisiolégicos e patolégicos Pértwee, 2005; Di Marzo, 20p9 Essa
“plasticidade” do sistema endocanabindide é clanénebservada no
sistema nervoso central, onde participa de respostiaptativas ao
estresse cronico, excitotoxicidade, lesdo neuramaleuroinflamacgéo
(Bisogno & Di Marzo, 200y, bem como mecanismos mais fisiolégicos,
como alteragBes singpticas em processos cognitimosiyacionais e
afetivos e suas alteracGes patologicaordira & Lutz, 2008. A
biosintese, acdo e degradac¢do dos endocanabirsdidestivadas “por
demanda” e normalmente restritas temporal e edpsamite, gracas a
natureza lipofilica desses compostos, suas viassinbiticas
fosfolipidio-dependentes e a sensibilidade ad' 6a algumas de suas
enzimas biosintéticas.

Nos ultimos anos tem havido um interesse cresceate
compreensao do papel dos receptores canabindidesici@o neural e,
mais especificamente, no complexo papel modulatdeiempenhado
pelos receptores GBnos nucleos da base, estruturas cerebrais
sabidamente afetadas na DP. Esses estudos ténibufultr para o
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entendimento acerca da participacdo do receptar ri@Bgeragédo de
sintomas da DP.

Os nlcleos da base contém a mais alta densidageegtores
CB; (Mailleux et al., 1992 bem como de anandamida e 2-
araquidonilglicerol Di Marzo et al., 200p do cérebro. O globo pélido
externo e a substancia negra parte reticulada/gdélido interno, que
recebem eferentes estriatais, contém altos niweiseddocanabindides
anandamida e 2-A@{sogno et al., 1999; Di Marzo et al., 20pbem como
de CB (Fernandez-Ruiz & Gonzélez, 20050s receptors CBestdo
localizados presinapticamente nos terminais nes/des neurbnios de
projecdo estriatalHerkenham et al., 1991; Tsou et al., 1998; Hohmamoh
Herkenham, 2000; Fusco et al., 2p04 que explica os altos niveis de
RNAmM deste subtipo de receptor encontrados no dadglatdmen
(Mailleux & Vanderhaeghen, 1992 De fato, os receptores CRestdo
localizados nos neurbnios estriatais que se projgara a substancia
negra parte reticulada/globo palido interno (a cenvia estriatal
eferente “direta”) e para o globo pélido externetlfamada via estriatal
eferente “indireta”). Ambos os grupos de neurdnitizam acidoy-
aminobutirico (GABA) como neurotransmissorHofimann and
Herkenham, 2000; Julian etal., 2003s receptors CBtambém estao
presentes em pré-sinapses de neurbnios glutantat€rgds circuitos
dos nucleos da base, incluindo os aferentes am asfriado que se
originam de estruturas corticaigofalvi et al., 2005; Uchigashima et al.,
2007). Por outro lado, os neurdnios dopaminérgicosoeigfriatais nao
contém receptores GBembora contenham o receptor vaniloide TRPV1
(Mezey et al., 2000; de Lago et al., 2004; LastreskBr et al., 2005; Tzavara
etal.,, 200%, um receptor funcionalmente relacionado ao rsiate
canabindide e que também estd presente em diferestaituras dos
ndcleos da base, como o corpo estriadac€arrone et al., 200& globo
palido (Cristino et al., 2006 Ver a Figura 3.

A presenca de receptores £Bm sinapses GABAérgicas e
glutamatérgicas nos nulcleos da base, bem como senme de
receptores TRPV1 nos neurbnios dopaminérgicos esgriatais
permitem aos endocanabindides controlar diretameerftencdo desses
trés neurotransmissores. Além disso, a localizggéesinaptica desses
receptores sugere que 0s endocanabindides contpoiacipalmente
eventos pré-sinapticos, tais como a sintese, {Berau recaptacao
desses neurotransmissoresrfandéz-Ruiz, 2009Ver a Figura 4.

Estudos com individuos parkinsonianassfres-Becker et al.,
2001, bem como em modelos animais da 0P Mlarzo et al., 2000;
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Lastres-Becker et al., 2001; Pisani et al., 2008m demonstrado a
existéncia de uma hiperatividade da neurotransmissiabinodide.
Dessa forma, tem sido proposto que antagonistas relosptores
canabindides CBpoderiam apresentar acao antiparkinsoniana, podend
ser Uteis no alivio da hipocinesia e como adjusami@ terapia com
levodopa. Em concordancia com esta hip6tese, umde@sprévio
demonstrou que o antagonista seletivo do receoalindide CB
SR141716A potencializa a acdo antiparkinsonianaagenistas do
receptor dopaminérgico D2 em modelos experimelftaiMarzo et al.,
2000, enquanto que agonistas {Breduzem esta resposta
antiparkinsonianaManeuf et al., 1997
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Figura 3. Localizagdo dos receptores CB e TRPV1 em

subpopula¢des neuronais especificas nos circuitossdnuicleos da
base.As vias regulatérias estédo indicadas em azul, eriqupue as vias
inibitérias e excitatérias estdo indicadas em véimee verde,
respectivamente. Neurdnios desconhecidos esta@smypados em
preto. GLU, glutamato. Modificado de Fernandéz-Rain9).
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Endocanabinéides

: Transmissao
Transmiss&o Transmisséo Dopaminérgica
GABAérgica Glutamatérgica « Reducdo da
« Reducéo da * Reducéo da sintese e liberagao |
liberacdo de liberacéo de de DA
GABA glutamato « Mediado pelo
« Aumento da * Mediado por receptor TRPV1
captagéo de receptor CB (apenas alguns
GABA endocanabinéides)
» Mediado por » Se for mediado
receptor Cly por receptor CB o

efeito é indiret

Figura 4. Esquema dos efeitos modulatorios dos encimabindides e

seus receptores na atividade dos principais neur@nsmissores que

operam nos circuitos dos nucleos da basklodificado de Fernandéz-
Ruiz (2009.

Assim, tendo em vista as consideracdes mencionadas
anteriormente ressaltando a relevancia do desémaito de modelos
que reproduzam as alteragbes pré-motoras da DP, dmmo as
evidéncias implicando o envolvimento do sistemaabarbide nas
alteracOes verificadas na DP, o presente estudabprimvestigar as
seguintes hipoteses:

1. A degeneragdo dopaminérgica nigroestriataliglarem um
grau insuficiente para induzir alteracdes motosasia capaz de causar
alteracdes emocionais e cognitivas similares as apogrem na fase
inicial da DP?

2. O antagonismo do receptor LBroposto para a reducéo das
alteracbes motoras na DP, teria um papel benéfa® prejuizos
emocionais e cognitivos em um modelo animal da clfgn
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Para testar as hipoteses propostas, o preseunti egiresentou
como objetivo geral investigar os efeitos da adstiagc&o intraestriatal
de 6-OHDA e de SR141716A em testes comportamegtesavaliam
as fun¢des emocionais e cognitivas de ratos. Heaagar o objetivo
geral proposto, 0s seguintes objetivos especifarasn delineados:

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar o efeito da administracdo intraesttiai@ 6-OHDA
na reatividade emocional de ratos através do tésteonsumo de
sacarose e do nado forcado.

2. Estudar o efeito da administragéo intraestrid¢a6-OHDA
nos niveis de ansiedade de ratos através do tedtbidinto em cruz
elevado.

3. Avaliar o efeito da administracdo intraestfiata 6-OHDA
na memoria de procedimento e social de ratos ardaéversdo com
pista do labirinto aquatico de Morris e do teste rdoonhecimento
social, respectivamente.

4. Investigar a influéncia da administracdo irdtaatal de 6-
OHDA na funcéo olfatéria e locomocéo de ratos @saslo teste da
discriminagéo olfatéria e do campo aberto, respactente.

5. Investigar o efeito da administrag&o intraatfide 6-OHDA
nos neurdnios dopaminérgicos da substancia negoape estriado de
ratos através de imunoistoquimica para tirosineskithse (TH).

6. Avaliar a influéncia da administracdo intraiesat de 6-
OHDA sobre as concentracGes de DA e seus metah@ilem de NA e
5-HT no corpo estriado, cortex pré-frontal e hipopa de ratos através
de Cromatografia Liquida de Alta Pressdo com Déteé&getroquimica
(HPLC-ED).

7. Verificar o efeito da administracdo de SR14&1fa
reatividade emocional de ratos tratados com 6-OHiDAvés do teste
do nado forcado.

8. Avaliar a influéncia da administracdo de SRISK na
memodria social de ratos tratados com 6-OHDA atral@steste do
reconhecimento social.

15



Objetivos

9. Caracterizar o efeito da administracdo de SRIGA sobre
as concentracdes de DA e seus metabdlitos, aléiAde 5-HT no
corpo estriado, cértex pré-frontal e hipocampoates tratados com 6-
OHDA através de HPLC-ED.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, com idadeé&emeses,
além de ratos com idade de um més para o testeadmhecimento
social, fornecidos pelo Biotério Central da Uniwdassle Federal de
Santa Catarina. Os animais foram mantidos em ca&amoradia, em
grupos de 6-7, em ambiente com temperatura (22 €)28 ciclo de
claro/escuro (12/12 h) controlados automaticamédseanimais tiveram
livre acesso a alimentacdo e agua até o momerggmiyimento. Todos
os procedimentos foram aprovados pelo Comité dea Ftara Uso de
Animais (CEUA/UFSC).

3.2 Drogas e Solucdes

Nos experimentos realizados, as seguintes drogasmf
utilizadas: 6-OHDA (dissolvida em solucao salinancacido ascoérbico
0,1%, Sigma, EUA), SR141716A (dissolvido em solugatina com
DMSO 10% e Tween 80 0,1%, Sanofi-Aventis, Frangagipramina
(dissolvida em solugdo salina, Sigma, EUA), xilazi(l0O mg/ml;
Rompun®, Bayer, Brasil) e cetamina (58 mg/ml; Depé&,
Agribrands, Brasil).

3.3 Procedimentos Experimentais

3.3.1 Experimento 1: Efeitos da administracdo de ©HDA nas
alteracBes comportamentais precoces em ratos.

Os animais foram separados em dois grupos (n£if)grupo
recebeu 6-OHDA e o outro, veiculo (grupo Sham)dseque animais
dos dois grupos foram mantidos nas mesmas caixastlia. Para a
avaliacdo de alteracbes comportamentais precocedestes foram
realizados apoés o intervalo de uma semana apdsrgiaiestereotaxica.
Os testes em que ndo foram observados prejuizoanimsgis tratados
com 6-OHDA foram repetidos em outros grupos de aisimo intervalo
de trés semanas ap0s a administracdo da drogarrda & comparar o
curso temporal das alteragbes comportamentais elagcdce as
modificagbes neuroquimicas. Apdés o término dos egest
comportamentais, os ratos foram decapitados, @bér removidos e
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as concentracfes de DA e seus metabdlitos, alédAde 5-HT, foram
analisadas no corpo estriado, cortex pré-frontépecampo através de
HPLC-ED. A Figura 5 mostra o cronograma de reafipagdo
Experimento 1.

Cirurgia estereotaxica EEEP lsemana EEE)  3semanas

! !

Testes Testes
compaortamentais comportamentais
Testes Testes
neuroguimicos neuroquimicas

Figura 5. Cronograma de realizacdo do Experimento.1l

3.3.2 Experimento 2: Efeitos da administracdo de SR1716A nas
alteragbes comportamentais precoces em ratos tratas com 6-
OHDA.

Os efeitos da administragdo de SR141716A forartieals no
teste do nado forgado e no teste do reconhecirsental.

Para o teste do nado forcado os animais foranradpa em
cinco grupos (n=10): Sham; 6-OHDA; 6-OHDA+SR (0,9/kg); 6-
OHDA+SR (1 mg/kg) e 6-OHDA+SR (3 mg/kg). Para otdeslo
reconhecimento social os animais foram separadogjuetro grupos
(n=10): Sham; 6-OHDA; 6-OHDA+SR (0,5 mg/kg) e 6-ONEBR (1
mg/kg). O grupo Sham recebeu veiculo e 0s grumtames receberam
6-OHDA, sendo que os animais que receberam veioul&-OHDA
foram mantidos na mesma caixa de moradia. SR141l64eiculo
foram administrados intraperitonealmente (i.p.780 antes da segunda
sessdo do teste do nado forcado ou da primeirdiceass teste do
reconhecimento social. Os testes foram realizado®s & mesmo
intervalo em que foram observadas alteragdes neriExento 1. Apos o
término dos testes comportamentais, os ratos fataoapitados, os
cérebros removidos e as concentracfes de DA ensstabdlitos, além
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de NA e 5-HT, foram analisadas no corpo estriaddgeg pré-frontal e
hipocampo através de HPLC-EB.Figura 6 mostra o cronograma de
realizacdo do Experimento 2.

3.4 Cirurgia Estereotaxica
Cada animal foi anestesiado com uma injecao @ d. ohl/kg de
uma solugcdo combinada (1:2) de xilazina e cetamldma vez

verificada a perda total dos reflexos, procedea-s@cotomia da parte
superior da cabec¢a do animal.

Cirurgia estereotaxica - 1semana ‘ 3semanas

! !

SR141716A SR141716A
Testedo . Te;tedo .
Nado Forcado econ ec'lmen 0

Social
HFLC HPLC

Figura 6. Cronograma de realizagcédo do Experimento.2

Apébs a adaptacdo do animal ao aparelho estereotagalizou-
se a assepsia da area desejada com alcool iodgetoutse entdo uma
solucéo de lidocaina com adrenalina por via subeatdcom o objetivo
de obter efeito anestésico local e vasoconstiior seguida, realizou-se
uma inciséo longitudinal no escalpo para a expodigicalota craniana
permitindo a visualizagéo da sutura lambdéide. &Diorfoi posicionado
no aparelho estereotaxico de forma que o bregméamioda ficassem
situados em um mesmo plano horizontal.

Foi feita a administracdo de 6-OHDA (12 pug poe@do) ou
veiculo, em um volume de 2,5 ul a velocidade dey@ysin durante 5
min bilateralmente na porcdo ventrolateral do capwmiado dorsal. A
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infus@o estereotaxica foi realizada de acordo centamrdenadas do
atlas de Paxinos & Watson005: AP: 1,1 mm, ML: £3,2 mm e DV: -
7,2 mm em relagcdo ao bregma e a superficie extirr@sso craniano,
utilizando uma micro-seringa Hamilton de 10 pl ctiada a um tubo de
polietileno (PE 10; Clay Adams, EUA) e este cordmta uma agulha
injetora (0,3 mm de diametro) confeccionada a mpaté agulhas
odontolégicas.

Previamente ao procedimento de infuséo, o tulmptietileno e
a micro-seringa Hamilton foram preenchidos com &gstilada e uma
bolha, formada através da aspiracao de ar, fai ézitre a agua destilada
e a droga. Dessa forma, durante a infusdo, o monaaa bolha que
era visivel através do tubo de polietileno indicavdluxo da droga
administrada.

Em seguida, a agulha foi introduzida no corpoiadr através
de uma canula-guia confeccionada a partir de umbaglescartavel de
25 x 7 mm e a administracdo da droga foi feita coauxilio de uma
bomba de infusdo. Apods a inje¢do, a agulha injepaienaneceu no
local por mais dois minutos, de forma a facilitadifusdo da solucao.
Em seguida a infuséo bilateral, foi feita a sutlwaescalpo e o animal
retirado do aparelho estereotaxico. A Figura tridus procedimento de
administracao de 6-OHDA.

Tubo de Polietileno

DU

Cinula ——> Bolha de ar

Seringa Hamilton Homba delnfusdo

Figura 7. Esquema representativo da administracdoel6-OHDA.
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3.5 Testes Comportamentais
3.5.1 Testes de avaliacao de pardmetros emocionais
3.5.1.1 Teste do Consumo de Sacarose

O consumo de sacarose é frequentemente utilizach® cma
medida de anedonia em roedor€saft & DeVries, 2005 ApOs uma
semana de recuperacdo da cirurgia, os animais feramsferidos a
caixas de moradia individuais com acesso livremaegitacdo. Cada rato
tinha acesso a duas garrafas com &agua duranteeadé&a24 h de
habituacdo, a fim de adaptar os animais a ingelauidos de duas
garrafas. ApGs a fase de adaptacdo a agua de uwngadafas foi
substituida por solucdo de sacarose a 0,8%, coaefod@scrito
previamente Slattery et al., 2007e 24 h depois as garrafas foram
invertidas de sua posi¢éo inicial de forma a evitases relacionados a
posicdo das garrafas (Figura 8). O consumo de &gsalucdo de
sacarose foi estimado nos grupos 6-OHDA e Shaméstrda pesagem
das garrafas.

Habituagdo Teste Teste 3
O Agua

O i.:f Y | O o " O o © Sacarose
C — e — =

24h 24h 24h

Figura 8. Esquema representativo do teste do conswnale sacarose.
3.5.1.2 Teste do Nado Forcado

O procedimento foi descrito previamente por Porsol al.
(1979. Cerca de uma semana ap0s a cirurgia, os ratms feabituados
a sala experimental por 30 min antes do testeatds foram colocados
em cilindros individuais (40 cm de altura e 17 cerdiimetro) contendo
agua (profundidade da agua: 30 cm; temperaturat 25°C). Foram
realizadas duas sessdes (uma sesséo inicial deinlSeguida 24 h
depois por uma sessdo de 5 min). O tempo totahddbiiidade foi
registrado manualmente durante os 5 min da segwedado. A

21



Material e Metodos

imobilidade foi definida como flutuacdo sem movinwgrexceto aqueles
necessarios para manter a cabeca do rato acimguda A agua do
interior dos cilindros era substituida ap6s cadsa® experimental. A
Figura 9 ilustra o teste do nado forgado.

Figura 9. llustracdo representativa do teste do naa forcado
(www.inec-usp.ory

3.5.1.3 Teste do Labirinto em Cruz Elevado

O labirinto em cruz elevado consistiu de dois tsaabertos (50
x 10 x 0,75 cm) e dois bragos fechados (50 x 10 &), arranjados de
forma que os bracgos idénticos ficassem dispostop@sitdo oposta
entre si. Os bracos emergiam de uma plataformaat€hd x 10 cm) e
0 aparato ficava suspenso a uma altura de 50 e¢naain nivel do chao
(Figura 10).

Os testes foram realizados sob condicbes de ihgam
reduzida. Os ratos foram colocados na plataformaales submetidos a
uma sessdo experimental de 5 min. Apds esse peoiddbirinto era
limpo cuidadosamente com papel toalha e alcool 5%.

Os parametros comportamentais avaliados no lédiem cruz
elevado foram:

- Frequéncia de entradas dos animais com as gpatas nos
bracos abertos e nos bracos fechados do labirinto.
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- Tempo de permanéncia dos animais com as quates mos
bracos abertos e nos bracos fechados do labirinto.

Figura 10. llustracdo representativa do teste do lkdrinto em cruz
elevado(www.jefferson.edu/neurosurgery/research/cocainelsatival.cfr).

Estas medidas tradicionais foram usadas para lselaraa
porcentagem do nimero de entradas nos bracos sleentoelacdo ao
numero total de entradas nos quatro bracos e &magem de tempo
nos bracos abertos durante os 5 min de exposicibainto, medidas
inversamente relacionadas ao nivel de ansiedadaniosis.

Uma vez que efeitos ansioliticos ou ansiogénmadem ser
confundidos com alteracdes na atividade motorac@nocéo dos ratos
também foi avaliada com base no numero de entradasbracgos
fechados e nimero de entradas total, parametrcsideosados como
indicadores da atividade locomotora de roedoretabininto em cruz
elevado Dawson & Tricklebank, 1995)
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3.5.2 Testes de avaliagdo do desempenho cognitivo
3.5.2.1 Teste do Labirinto Aquético de Morris — Vesdo com Pista

O teste do Labirinto aquéatico de Morris foi reatla em um
tanque circular similar ao descrito por Morris ek #1982,
confeccionado em fibra e pintado de preto, comri,de diametro
interno, 0,8 m de altura e preenchido com agua a profundidade de
0,6 m, mantida a 25 °C. Uma plataforma (10 x 10 carjfeccionada
em plexiglas transparente foi mantida submersaSlefy abaixo da
superficie da agua. Os pontos de partida dos amim@m marcados na
face externa do tanque como norte, sul, leste te,agigidindo o tanque
em quatro quadrantes imaginarios: nordeste, sydestdoeste e
noroeste. O aparato ficava localizado em uma sala ilsiminacéo
incandescente indireta.

Os animais foram submetidos a versdo com pistilmidnto
aquatico de Morris conforme descrito previamente Miyoshi et al.
(2002 e reproduzido em nosso laboratérierefiger et al., 2006 O
procedimento experimental consistiu de quatro diastreino, com
quatro sessoes consecutivas por dia. Antes desegd® a plataforma
era disposta no centro de um dos quadrantes imagind posicao da
plataforma era sinalizada através de uma bola den e diametro
anexada ao topo, a qual ficava visivel sobre arfo@eda dgua. Em
cada secdo os animais eram colocados no interitardue em um dos
quatro vértices dos quadrantes imaginarios con@sfvoltadas para a
borda. A posicdo inicial dos animais e da platatowvariava entre as
secbes de forma pseudo-randbmica. Se o0 rato naontesgse a
plataforma durante o periodo de 60 s, era gentttneonduzido a
mesma. O animal entdo permanecia na plataformalPos e era
removido do tanque por 20 s antes de ser colocaqwdxima posi¢éo
inicial randémica. Foram registrados o0s tempos at€ntia para
encontrar a plataforma a partir das posicoes imi¢iagura 11).

3.5.2.2 Teste do Reconhecimento Social

A memdria social de curta duracéo foi avaliadavésalo teste
do reconhecimento social conforme descrito por Bangt al. {987 e
padronizado em nosso laboratorierediger & Takahashi, 20p3Ratos
adultos foram mantidos isolados em caixas plas(itas 34 x 17 cm) e
foram utilizados ap6s trés dias de habituacéo &o ambiente. O teste
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foi realizado em uma sala de observagdo, a quatatms foram
habituados por 30 min antes do inicio do experimetin grupo de
ratos jovens (idade de um més) foi isolado em saixdividuais por 30
min antes do inicio do experimento. O teste cansisie duas
apresentacfes sucessivas (5 min cada) em que womjorsm foi
colocado na caixa de um rato adulto e o tempo gpsto adulto
investigando o jovem (cheirando, lambendo, se amemdo, etc.) foi
registrado. Ao fim da primeira apresentagéo, orjovei removido e
mantido em uma caixa individual durante o periogl@@ min, sendo re-
exposto ao adulto apds esse intervalo. Neste @peste, se o intervalo
entre as duas apresentacdes for menor que 40 mmjfooadulto
reconhece o rato jovem, reduzindo o tempo de igasto social
durante a segunda apresentacéo (Figura 12).

N

C
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0O | N
O
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@2
ge

S

Figura 11. llustragdo representativa da versdo corpista do teste do
labirinto aquatico de Morris (adaptado de WWW.
majorityrights.com/index.php/weblog/C30/
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12 apresentacéo 22 gpresentacao
5 min 5 min

Intervalo | .
el Vand PR

Figura 12. llustracdo representativa do teste do mdnhecimento
social

3.5.3 Teste de avaliacdo da funcéo olfatéria
3.5.3.1 Teste da Discriminagdo Olfatoria

A fim de descartar possiveis alteracbes na capieida
discriminativa olfatéria dos animais que pudesseterferir no teste do
reconhecimento social, foi realizado o teste dariisnacao olfatoria,
procedimento adaptado de Dluzen & Kefala®9¢ e padronizado em
nosso laboratérioPfediger et al., 2006 Previamente, os animais foram
mantidos em caixas isoladas durante 48 h. O tesigistiu em colocar
cada rato durante 5 min em uma caixa, a qual fadida em dois
compartimentos idénticos (30 x 30 x 20 cm) separgw uma porta
aberta, de forma que o animal poderia escolhee emr compartimento
contendo serragem nova e outro com serragem reticad caixa
previamente ocupada pelo animal (compartimento li@ipor 48 h
antes do teste. Cada animal foi colocado iniciatmer centro do
compartimento nado-familiar e o tempo gasto pelm ramm cada
compartimento (familiar x ndo familiar) foi regatto. Em geral, ratos
machos adultos sdo capazes de discriminar entrengpartimento
familiar e o ndo familiar, ficando muito mais tempoe compartimento
familiar, uma vez que eles tém preferéncia por @&prio odor em
relacdo a um odor neutro (Figura 13).
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Figura 13. llustracdo representativa do teste da dcriminacéo
olfatéria.

3.5.4 Teste de avaliacdo da atividade motora
3.5.4.1 Teste do Campo Aberto

Para avaliar possiveis alteracdes motoras induziskla
administracdo de 6-OHDA, os animais foram testaflmante 5 min no
campo aberto uma e trés semanas apés a cirurgagafato, feito de
madeira e formica, era formado por uma caixa déramca (100 x 100
cm), com 40 cm de altura, dividido por linhas psetan 25 quadrantes
de 20 x 20 cm. Durante os experimentos, cada mtedlocado no
centro do campo aberto, sendo registrado o numerajuhdrantes
cruzados e o0 nimero de atos de levantar (Figura 14)

3.6 Andlises Neuroquimicas
3.6.1 Imunoistoquimica para TH

Uma e trés semanas apds o tratamento com 6-OHDA, f
realizada perfusao intracardiaca nos animaisainmgnte com solucao
salina e em seguida com solucao fixadora de foemdd4% em 0,1 M
de tampéo fosfato (pH 7,4). Os cérebros foram rétogve mantidos
durante a noite na mesma solucdo. Foram realizadgées cerebrais (3
uM) do corpo estriado e mesencéfalo. Para a imuwtpisica foi
utilizado o anticorpo monoclonal de camundongo -ahti (1:200,
catalogo MAB318; Millipore, Chemicon Internationdjllerica, MA,
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EUA). A recuperacdo do antigeno por alta tempesafar realizada
através da imersdo das laminas com as seccdesuana &5-98 °C em
tampdao citrato trissédico 10 mM pH 6,0, por 45 minligagdo néo
especifica foi bloqueada através da incubacdoatamas durante 1 h
com soro normal de cabra diluido em PBS. Apoés abacdo durante a
noite a 4 °C com anticorpos primarios, as lamimgianfi lavadas com
PBS e incubadas com o anticorpo secundario Enviplaa (Dako
Cytomation, Carpinteria, CA, EUA) pronto para ugmr 1 h a
temperatura ambiente. As laminas foram lavadas &®BS e a
visualizacdo foi realizada com o uso de DAB (3,&rainobenzidina)
(Dako Cytomation) em solucdo cromdgena e as lanionasdas com
hematoxilina de Harris. As sec¢des cerebrais dapogr Sham e 6-
OHDA foram processadas nas mesmas condi¢des. Ageinaligitais
foram feitas através de uma camera digital SightBISL1 conectada a
um microscopio de luz Eclipse - 80i (Nikon, MelgilINY, EUA). Os
parametros para aquisicdo das imagens foram idénpiara as sec¢des
dos grupos Sham e 6-OHDA. Foram obtidas trés immadarsubstancia
negra e do corpo estriado para cada rato. As insadjgitalizadas foram
transferidas para um computador e a intensidadeantm pixel da
marcacao para TH foi calculada utilizando o sofeadiH ImageJ 1.36b
(NIH, Bethesda, MD, EUA). Foi calculada a média dakres obtidos
nas imagens de cada regido para cada rato. Odgadmmilestdo
demonstrados como porcentagem de area com mangaGidH.
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Figura 14. llustragcdo representativa do teste do capo aberto.
3.6.2 Determinacdo Dos Niveis Cerebrais de DA, NA®
HT por HPLC

Para a determinacdo dos niveis de DA, &cido 3/4-

dihidroxifenilacético (DOPAC), acido homovanilicbl\(A), NA e 5-
HT no cérebro, os ratos foram sacrificados por pieagio uma e trés
semanas ap0s a administracdo de 6-OHDA, ao térmoto testes
comportamentais. Os cérebros foram removidos irtesdiente e as
estruturas corpo estriado, cértex pré-frontal eod¢dwmpo foram
dissecadas, congeladas em nitrogénio liquido ezamaalas a -70 °C.
As concentra¢gdes de DA, DOPAC, HVA, NA e 5-HT nopmestriado,
cortex pré-frontal e hipocampo foram analisadasHi®tC-ED de fase
reversa. O sistema consistiu de uma coluna dertasgsa Synergi
Fusion-RP C-18 (150 x 4,6 mm de diametro interndmdtro da
particula 4 pm) equipada com uma pré-coluna de 48 xum
(SecurityGuard Cartridges Fusion-RP); um detedtiraguimico (ESA
Coulochem III) com o eletrodo ajustado a 350 mVheltbomba LC-
20AT (Shimadzu) equipada com um injetor manual Rimee 7725. A
coluna foi mantida no interior de um forno regulade temperatura
(25°C - Shimadzu). Os potenciais de oxidac&o foagumstados a 100
mV para o primeiro eletrodo e a 450 mV para o sdgueietrodo. DA,
DOPAC, HVA, NA e 5-HT foram detectados no segunbiiredo. As
amostras de tecido foram homogeneizadas por unetacannicadora
em 0,1 M de acido perclérico contendo metabisutfécsddio a 0,02% e
padréo interno. Apos centrifugagcédo a 10000 G dara@tmin, 4°C, 20
ul do supernadante foi injetado no cromatégraféase mavel, utilizada
a uma taxa de 1 ml/min, possuia a seguinte congms g de acido
citrico monohidratado (Merck), 200 mg de &cido ooté-sulfénico
(Merck), 40 mg de acido etilenodiaminotetracéti&®TA) (Sigma),
900 ml de 4gua. O pH da solug¢édo tampao foi ajuspeda 4,0 e em
seqguida filtrado através de um filtro de 0,45 pnetéviol (Merck) foi
adicionado de forma a obter uma composicao finandenol a 10%
(v/v). As areas de pico dos padrdes externos foutiizadas para
guantificar os picos das amostras.

3.6.3 Andlise dos Dados e Estatistica

A analise estatistica foi realizada através donso# GraphPad
Prisma (Versao 5). Todos os dados foram expressnoe média * erro
padrdo (EP). Para os testes do consumo de sacaame,forcado,
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labirinto em cruz elevado e andlises de HPLC doeBEmmnto 1, bem
como para as analises de HPLC do Experimento Ralisa estatistica
dos resultados foi feita utilizando-se teistee Student. Para o teste do
reconhecimento social no Experimento 1 e teste atip rforcado no
Experimento 2 a andlise estatistica foi feita poéliae de variancia
(ANOVA) de uma via seguida por teste post-hoc def8woni. As
laténcias de escape no labirinto aquatico de M@as as sessdes
individuais (analisadas por dia) e as analisesndeoistoquimica do
Experimento 1, bem como os dados do teste do reconénto social
do Experimento 2 foram analisados por ANOVA desduims com
medidas repetidas, seguida por teste post-hoc dieBoni. O valor de
P<0,05 foi considerado significante.
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4 RESULTADOS

4.1 Experimento 1

4.1.1 Efeitos da administragdo de 6-OHDA nas altecdes
comportamentais precoces em ratos.

4.1.1.1 Efeitos da administracdo intraestriatal de6-OHDA nos
parametros emocionais

41.1.1.1 Teste do Consumo de Sacarose

Uma semana apos a cirurgia, 0os animais foram sidwsedo
teste do consumo de sacarose. Durante a fasel idé&ciadaptacéo, na
qual os ratos foram habituados a beber das duaafagmr(ambas
preenchidas com agua), ndo foram observadas difesesignificativas
no consumo entre os ratos dos grupos Sham e 6-OWDAgura 15
ilustra a média do consumo de 4gua e solucéo @eosecdurante 48 h
uma semana apos a cirurgia. Ambos 0s grupos nigéidEntonsumiram
mais sacarose do que agua. A comparacao pot gststudent mostrou
que os ratos do grupo Sham consumiram signifiozigvde mais
sacarose do que os do grupo 6-OHFA(L,13) = 1,29P<0,05]. Além
disso, ndo foram observadas diferencas no consotab de agua
durante esse periodo.

41112 Teste do Nado Forcado

O teste do nado forcado foi utilizado para monitoa
comportamento tipo-depressivo dos animais. Uma sanmgpos a
cirurgia, o testd de Student indicou que o tratamento com 6-OHDA
aumentou significativamente o tempo de imobilidfed1,35) = 10,7,
P<0,001] (Figura 16).

41.1.1.3 Teste do Labirinto em Cruz Elevado

Trés semanas apés a cirurgia, a administracéo-@eiDA
reduziu significativamente as porcentagens de dgtraos bragos
abertos no teste do labirinto em cruz elevdd¢l}j12) = 5,28P<0,01]
(Figura 17A). Mais ainda, os ratos tratados comHD@A apresentaram
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uma tendéncia de redugéo no tempo gasto nos baheows P=0,07)

(Figura 17B). O tratamento com 6-OHDA n&o alteroumlomero de
entradas nos bragos fechados e totais, paramairsiderados como
uma medida da atividade motora dos animais (Figuw&sS e D,

respectivamente).
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Figura 15. Efeitos da administracdo de 6-OHDA no te do
consumo de sacaroséds animais tratados com 6-OHDA consumiram
menos solugdo de sacarose do que os do grupo Ersawalores séo
expressos como média + EARP<0,05 (em comparacdo com 0 grupo
Sham, testéde Student).

4.1.1.2 Efeitos da administracdo de 6-OHDA no desg@enho
cognitivo

41121 Teste do Labirinto Aquéatico de Morris — ¥rsao
com Pista

Trés semanas apos a administracdo de 6-OHDA, as fiam
avaliados na versdo com pista do labirinto aquadiedMorris. Neste
periodo, os animais ndo apresentaram alteracdesanatvidentes que
pudessem confundir a interpretacdo dos dados hestsede memoria
(Tabela 2). Os efeitos da lesé@o estriatal no desehgp dos ratos na
versdo com pista do labirinto aquatico estdo aptades na Figura 18.
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Ambos os grupos foram capazes de aprender a tamet,vez que a
média da laténcia de escape melhorou em relacadiasde treino.
Entretanto, os animais tratados com 6-OHDA gastanam tempo para
encontrar a plataforma. A ANOVA de duas vias (iraato x medidas
repetidas) revelou um efeito significante paratorfaatamentof(1,13)

= 25,91, P<0,0001] e medidas repetidas(],13) = 83,P<0,0001],
porém ndo para a interacdo entre essas variak€islB) = 0,76,
P>0,05]. Andlise subsequente através do teste déeBoni indicou
diferenca significativaR<0,05) entre os grupos 6-OHDA e Sham do
primeiro ao terceiro dias do teste.

3 Sham

Il 6-OHDA
140
~ 130
120
110
100
90
80
70
60 I
50
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20
10
0

Tempo de imobilidade (s

Figura 16. Efeitos da administracdo de 6-OHDA no e do nado
forcado. O tratamento com 6-OHDA aumentou o tempo de inudile.
Os valores sdo expressos como média + PR005 (em comparacao
com o grupo Sham, tedtele Student).

41.1.2.2 Teste do Reconhecimento Social

A Figura 19 indica o efeito da injecdo de 6-OHDAmemodria
de reconhecimento social de ratos. Trés semanas apdrurgia, a
ANOVA de uma via seguida pelo teste de Bonferrodidou que os
ratos Sham gastaram menos tempo investigando o josm na

33



Resultados

segunda apresentacdo do que na primeira. Por tadoy os ratos
tratados com 6-OHDA empregaram tanto tempo invastg o rato
jovem na segunda apresentacdo quanto na prinfe{iald) = 4,43,
P<0,05], refletindo um prejuizo evidente na capatédade
reconhecimento dos animais.

w 157
o
g jg J— 3 Sham £ |
g Il 6-OHDA S
© 35 @ 10-
g 30 % 3
g 25 £
o
g 2 2
2 15 c 5
©
g g
5 0 3
s’ s 0

114
7.5+ 10 |

5.09

2.5

Entradas totais
o
1

Entradas nos bracos fechados

Figura 17. Efeito da administracdo de 6-OHDA nos pametros de
atividades espaco-temporais no teste do labirintaxecruz elevado.

O tratamento com 6-OHDA reduziu a porcentagem tia@a nos
bracos abertos. (A) % entrada nos bracos aberjd% Bmpo nos
bracos abertos (C) Entradas nos bracos fechaddanfgdas totais. Os
valores sédo expressos como média + BR0*05 (em comparagao com
0 grupo Sham, testede Student).
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Figura 18. Efeitos da administracdo de 6-OHDA na wsdo com
pista do teste do labirinto aquéaticoOs animais tratados com 6-OHDA
gastaram mais tempo para encontrar a plataformavalizes sao
expressos como média + EP para encontrar a plataf@ubmersa
durante os quatro dias de treino, com quatro sessdiesecutivas por
dia. As laténcias de escape para as sessOes ialiram analisadas
por dia. P<0,05 (em comparagdo com o0 grupo Sham, teste de
Bonferroni ap6s ANOVA de duas vias).

4.1.1.3 Efeitos da administracdo intraestriatal de6-OHDA na
funcao olfatoria

41131 Teste da Discriminagéo Olfatoria

A fim de descartar um possivel efeito deletéricodaHDA na
capacidade de discriminacéo olfatéria dos ratospguesse confundir a
andlise dos prejuizos cognitivos observados ne tistreconhecimento
social, o teste da discriminacao olfatoria foi ilzado trés semanas apés
a cirurgia. Os resultados estédo ilustrados na &ahelO testet de
Student indicou que trés semanas apds a cirurdgiasaos grupos foram
capazes de discriminar entre os compartimentodigarai ndo-familiar,
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ficando muito mais tempo no ambiente familiar doe qmo
compartimento nao-familiar.

[] 12 apresentacdo
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Figura 19. Efeitos da administracdo de 6-OHDA no tapo de
investigacdo social. Os animais tratados com 6-OHDA néo
apresentaram redugdo no tempo de investigacdo tduearsegunda
apresentacdo em comparagdo com a primeira. Osgaén expressos
como média = EP. P<0,05 (em comparacdo com a primeira
apresentagéo do mesmo grupo, teste de Bonferrdisi ANOVA de

uma via)."P<0,05 (em comparacdo com a segunda apresentagdo do
grupo Sham, teste de Bonferroni ap6s ANOVA de uiap v

4.1.1.4 Efeitos da administracdo intraestriatal de6-OHDA na
locomocao

41141 Teste do Campo Aberto

A atividade locomotora dos animais foi avaliada uen#rés
semanas apos a cirurgia a fim de descartar a pimsgile dos efeitos
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observados nos testes emocionais e cognitivosgaatenistracdo de 6-
OHDA estarem diretamente relacionados a um prejoimdor dos
animais. A Tabela 2 resume os efeitos da admig#&rantraestriatal de
6-OHDA na atividade locomotora dos animais avaliattavés do teste
do campo aberto. O comportamento exploratério,i@dalatravés do
numero de quadrantes percorridos e do nimero émtiawentos, ndo
foi afetado pela administracdo de 6-OHDA uma e $&nanas apods a
cirurgia. Ambos 0s grupos apresentaram uma redogdnumero de
quadrantes percorridos e levantamentos na tereeinana, refletindo o
fendbmeno de habituagcéo dos animais ao ambiente.

Tabela 1. Efeitos da administracio de 6-OHDA no tés da
discriminagéo olfatéria de ratos trés semanas ap@scirurgia.

% tempo no compartimento

Grupo Familiar Nao-familiar
Sham 56,8+3,2 *43,2+4,9
6-OHDA | 5443 *46+3

Os valores sdo expressos como média + PR005 (em comparacao
com a porcentagem de tempo gasto no ambiente damiéstet de
Student).

Tabela 2. Efeitos da administracdo de 6-OHDA na atidade
locomotora espontdnea uma e trés semanas apés aigjia.

Primeira Terceira

semana semana
Parametros Sham 6-OHDA | Sham 6-OHDA
N° de quadrantes | 89+9,2 7916 59,619,3 43,7114
percorridos
N° de 20,3+2,7 19,7+2,5| 12,7425 12+29
levantamentos

Os valores séo expressos como média + EP.
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4.1.2 Andlises Neuroguimicas
4.1.2.1 Imunoistoquimica para TH

Uma semana apoés a cirurgia, 0s neurénios TH-posifioram
detectados no corpo estriado dos ratos tratadosve@ulo e 6-OHDA.
O efeito do tratamento foi estatisticamente sigaiite F(3,3) = 31,42,
P<0,01]. A magnitude dessa diferenca persistiu ap&s ¢emanas; a
interacdo entre o tratamento e o tempo ndo foitigktamente
significante F(3,3) = 0,57P>0,05].

Na SNc, o nimero de neurbnios TH-positivos foumdio com
a administracdo de 6-OHDA mesmo uma semana apdsrgia; o
efeito do tratamento foi estatisticamente signifiealF(3,4) = 48,43,
P<0,001]. A reduc¢do no numero de neurbnios TH-pamstipersistiu até
a terceira semana, porém foi observada uma reqfmenarcial dos
neurdnios dopaminérgicos nesse periodo de tempujosgue a
interacdo entre o tratamento e o tempo foi edtatisente significante
[F(3,4) = 9,19P<0,05].

A Figura 20 mostra microfotografias representativda
imunoistoquimica para TH no corpo estriado (Fig@@A) e SNc
(Figura 20B) em cada intervalo de tempo. As Fig@fs e D indicam a
porcentagem de area marcada nos grupos 6-OHDAma §hpads uma e
trés semanas no corpo estriado e SNc, respectivamen

4.1.2.2 Determinacdo Dos Niveis Cerebrais de DA, NA5-HT por
HPLC

A fim de determinar a relacdo entre as alteracdes
comportamentais induzidas por 6-OHDA em ratos ealsracoes
neuroquimicas na neurotransmissdo dopaminérgicadmemérgica e
serotonérgica, os niveis de DA, DOPAC, HVA, NA &i5-no corpo
estriado, cortex pré-frontal e hipocampo foram iadals uma e trés
semanas ap0s a administracdo intraestriatal de BAOKDs niveis de
DA [F(1,21) = 3,23,P<0,0001], seus metabodlitos DOPAE(],21) =
1,10, P<0,005] e HVA F(1,21) = 13,79,P<0,01], além de 5-HT
[F(1,21) = 2,62,P<0,005] foram reduzidos no corpo estriado mesmo
uma semana apd6s a cirurgia. Foi observada uma cdeple
dopaminérgica de 59% no corpo estriado dos ratisnlados com 6-
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OHDA. Mais ainda, houve um aumento nos niveis der¢asa area
[F(1,6) = 6,96 P<0,005] (Figura 21).

Conforme esperado, os niveis de DA no cortex nanddl
foram muito menores do que no corpo estriado (124,Z ng de DA/g
tecido umido). Os niveis de DA, DOPAC, HVA e 5-Hé@ssa area nao
foram afetados por 6-OHDA, tendo sido observada wedacdo nos
niveis de NA [F (1,14) = 3,23P<0,05] (Tabela 3). N&o foram
observadas diferencas nos niveis de neurotransessso hipocampo.

Trés semanas apoés a cirurgia, DA [F(1,21) = 1P&0,005],
DOPAC [F(1,21) = 1,42P<0,005] e HVA [F(1,21) = 1,06P<0,005]
ainda estavam reduzidos no corpo estriado. Nestevalo de tempo, o
volume da lesdo nos terminais dopaminérgicos pexomn
substancialmente inalterado (51,36%). Além disssyraento nos niveis

de NA [F(1,6) = 1,32P<0,005] persistiu nessa area (Figuras 22A e B).

Por outro lado, neste intervalo de tempo, DA [B(%6,77,P<0,05] e

DOPAC [F(1,20) = 1,83P<0,05] apresentavam-se reduzidos no cortex

pré-frontal quando comparados com o grupo Shanuagrig ndo foram
observadas alteracfes nos niveis de NA e 5-HT 1@$g22C e D). Nao
foram observadas diferengas no hipocampo, excetorpa reducéo nos
niveis de DOPAC [F(1,6) = 1,3P<0,05] (Tabela 4).
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Figura 20. Efeitos da administracdo de 6-OHDA no ntero de
neurdnios TH-positivos no corpo estriado e SNc. (A)
Microfotografias representativas de sec¢fes casareaebrais contendo
0 corpo estriado de animais dos grupos Sham e 6A)HsBerificados
uma ou trés semanas apoOs a injecao intraestriat®d-OHDA. (B)
Microfotografias representativas de sec¢fes casareaebrais contendo
a SNc de animais dos grupos Sham e 6-OHDA, salifie uma ou trés
semanas apoés a injecao intraestriatal de 6-OHDAREduc&0 temporal
de neurbnios dopaminérgicos no corpo estriado R&Jjucao temporal
de neurbnios dopaminérgicos na SNc. Os valoresA@®ssos como
média + EP. *P<0,05 (em comparagdo com o respegtinpo Sham,
teste de Bonferroni ap6s ANOVA de duas vias).
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Figura 21. Efeitos da administracdo de 6-OHDA nosiueis de DA,
DOPAC, HVA, NA e 5-HT no corpo estriado de ratos ura semana
apos a cirurgia. (A) Niveis de DA, DOPAC e HVA nos ratos Sham e
6-OHDA. (B) Niveis de NA e 5-HT nos ratos Sham ©BPA. Os
valores séo expressos como média + ER0*05 (em comparagcdo com

0 grupo Sham, testede Student). Os nimeros em parénteses indicam
porcentagem de variacdo calculada considerandéopd& Sham como

100%.

41



Resultados

‘Teruoag-a1d x91109 ‘140 ‘odwresodry ‘qIH :s90de1AdIqY
‘(uopmyS op 7 9359} ‘wieyg odni3 o woo ogderedwiod W) GO‘O>d ' dd F BIPIW OWO0d S0ssaIdxd ogs salo[ea SO

PEFPOT  8'SEFIL8 | C'PEFELET  LEIFQ'SOV | 9VPF899  €LTFI'S9 TEFIT  €IF6'FT | 6°1F6'0€  T'OFEEE dIH
S ISFS'LIE  L'ESFHSIP | 6'LIFV'LLIx  T'ITFI'SET | P IF6'I8  I°6IFSTI | STF6'EL  S'OVFL6 | 6'ELFL6  L'PYFITI 44D
VAHO-9 weys VAHO9 weys | VA@HO-9 weys | VAHO-9 weys | VaAHO-9 weys | ogr3ay
LH-§ VN VAH ovdod vd
odnun

‘e13ana ¢ sode vuewds ewn odwredodiy J [eyuoay
-21d x3)100 ou LH-S 3 VN ‘VAH ‘DVdOd VA P SPAIU sou YAHO-9 9P 0SeNSIUNUPE B SOJIJF € B[R]

42



Resultados

3 Sham
A B Hl 6-OHDA
55001
5000 35 (-16,29)
o 45001 30
he] 40004 8 25
£ 35004 (- 51 36) € (+280,41)
o 30004 320 *
g 25004 (-37,68) °
2 o
S 2000 g o
2 15004 (25.13) 2 10
2 10001 2
m ]
o4 o
DOPAC HVA NA 5-HT
c D
12 (+29,29)
11 4001
10 (-16,95)
8 9 S 3001
£ 8 B
E
S 7 5
g &6 S 2004 (-209)
g o S
=4 4 2
o 3 2 1001
2 2
1
o:
DA DOPAC HVA 5-HT

Figura 22. Efeitos da administracdo de 6-OHDA nosikeis de DA,
DOPAC, HVA, NA e 5-HT no corpo estriado e cértex pé-frontal de
ratos trés semanas apés a cirurgia(A, B) Corpo estriado. (C, D)
Cortex pré-frontal. Os valores sdo expressos coadiart EP. P<0,05
(em comparacdo com o grupo Sham, tegie Student). Os niimeros em
parénteses indicam porcentagem de variacdo caiculaasiderando o
valor de Sham como 100%.
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4.2 Experimento 2

4.2.1 Efeitos da administracdo de SR141716A nas eficOes
comportamentais precoces em ratos tratados com 6-DA.

4.2.1.1 Efeitos da administracdo de SR141716A nosragmetros
emocionais de ratos tratados com 6-OHDA

42111 Teste do Nado Forcado

No teste do nado forcado (Figura 23), o grupo d@teom 6-
OHDA apresentou um aumento no tempo de imobilidgdando
comparado ao grupo ShanmP<Q,05). O tratamento agudo com
SR141716A (3 mg/kg, i.p.) reverteu o aumento ngptene imobilidade
induzido pelo tratamento com 6-OHDA.

4.2.1.2 Efeitos da administracdo de SR141716A nosragmetros
cognitivos de ratos tratados com 6-OHDA

42.1.2.1 Teste do Reconhecimento Social

No teste do reconhecimento social, a ANOVA de duias
(tratamento x apresentacdo do rato jovem) ndo aevedfeito
significante para a interacdo entre os fator€4,B2) = 2,31;P=0,08].
Entretanto, indicou um efeito significante paraatamento F(1,32) =
27,3; P<0,0001] e para a apresentacdo do rato jovefh,32) = 8,0;
P<0,0001]. O teste post-hoc de Bonferroni mostroel agiratos tratados
com 6-OHDA apresentaram um prejuizo evidente naaidpde de
reconhecimento do rato jovem em comparacdo coratos Eham, uma
vez que o grupo 6-OHDA empregou tanto tempo ingastio o rato
jovem durante o segundo encontro quanto na primeiposicdo. Os
grupos 6-OHDA + SR empregaram menos tempo investma rato
jovem durante a segunda exposi¢do quando comparadaeira. Os
resultados estdo ilustrados na Figura 24.

45



Resultados

150- _T_ * .
“F
T I I
w100
(O]
©
O
o
S 50
o
E
O-
Sham 0.5 1
SR (mg/kg)
6-OHDA

Figura 23. Efeitos da administragdo de SR141716A rieste do nado
forcado em ratos tratados com 6-OHDA. O tratamento com
SR141716A (3 mg/kg, i.p) uma semana ap0s a cirupgéviniu o
aumento no tempo de imobilidade induzido pela athtnatdo de 6-
OHDA. Os valores sdo expressos como média + ER005 (em

comparacdo com o grupo Sham, teste de Bonferras APIOVA de
uma via).
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Figura 24. Efeitos da administracdo de SR141716A niempo de
investigacdo social em ratos tratados com 6-OHDAOs animais
tratados com SR141716A (0,5 e 1 mg/kg) apresentaesiucdo no
tempo de investigacdo durante a segunda apresergat&omparacao
com a primeira. Os valores sdo expressos como méfR. P<0,05
(em comparacdo com a primeira apresentacéo do ngrsipo, teste de
Bonferroni apés ANOVA de duas via&p<0,05 (em comparacdo com a
segunda apresentagdo do grupo Sham, teste de Bomfeapds
ANOVA de duas vias).

4.2.2 Andlises Neuroquimicas

4.2.2.1 Determinacdo Dos Niveis Cerebrais de DA, NA5-HT por
HPLC

Apoés o teste do nado forcado, os niveis de nemstrgsores
no corpo estriado, cortex pré-frontal e hipocamparh avaliados nos
ratos tratados com 6-OHDA e nos ratos tratados 66@HDA que
receberam a dose efetiva de SR141716A (3 mg/kg)reSsltados
mostraram um aumento significante nos niveis ¢aisiale DA (70%),
DOPAC (61%), e HVA (73%) nos ratos tratados comHB® que
receberam SR141716AP<€0,05). Ndo foram observadas diferencas
significantes nos niveis estriatais de NA e 5-HMos niveis de DA,
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DOPAC, HVA, NA e 5-HT no cértex pré-frontal e higoupo dos ratos
tratados com 6-OHDA que receberam SR141716A queadparados
aos ratos tratados com 6-OHDA que receberam vei@sgaresultados
estéo ilustrados da Tabela 5.
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Na terceira semana apds a administracdo de 6-Oldpds o
teste do reconhecimento social, os niveis de namsrissores foram
avaliados no corpo estriado, cortex pré-frontalppdampo (Tabela 6)
nos ratos tratados com 6-OHDA e nos ratos tratados6-OHDA que
receberam a dose efetiva de 0,5 mg/kg de SR141Q6Aiveis de NA
(98%) e 5-HT (135%) no cortex pré-frontal aumentara
significativamente no grupo tratado com SR141718A0(05). N&o
foram observadas diferencas significativas entreymgos no corpo
estriado e hipocampo.
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5 DISCUSSAO

A primeira hip6tese formulada nesse estudo propuimina
alteracBes emocionais e cognitivas, similares &s aporrem na DP,
poderiam ser reproduzidas em um modelo animal deeB®Pratos,
através da degeneracdo dopaminérgica nigroestr@atahodelo da 6-
OHDA em ratos é bastante util como ferramenta marastudo da
doenca. Entretanto, a DP, por tratar-se de umacdoprogressiva, é
subdividida em diferentes estagios, caracterizpdosima degeneracéo
progressiva da via nigroestriatal e um declinisespondente nos niveis
estriatais de DA. Portanto, para se obter um maal@tnal de alteracdes
ndo motoras da doenga, era importante definirginiente, qual estagio
da DP se pretendia mimetizar. Uma série de estmlnsdemonstrando
gue distdrbios nos dominios emocional e cognitileeovados na DP
ocorrem frequentemente antes do aparecimento sfamcbes motoras.
Além disso, levou-se em consideracdo que prejufmostores nos
animais poderiam prejudicar a interpretacdo doslteslos obtidos.
Dessa forma, pareceu importante produzir um moaeimal em que a
degeneracao dopaminérgica na substancia negraseqt@nte deplecao
de DA no corpo estriado fossem suficientes pareodegzir um estagio
da DP em que alteragbes emocionais e cognitivasg@eradas, porém
alteragbes motoras ainda ndo sao evidentes.

Quando os sinais motores da DP emergem, cerc®%edés
neurdnios dopaminérgicos da SNc sofreram degereracds niveis
estriatais de DA foram reduzidos cerca de 8®4rrip et al., 1997;
Lindner et al., 1999 sendo que resultados similares tém sido obtdos
modelos animaisDeumens et al., 2002 Assim, para mimetizar a fase
pré-motora da doenca, era importante produzir urdefoode DP no
qual a deplecédo de DA fosse menor que 80% e insnifc para causar
prejuizos motores.

Em pesquisa pré-clinica, modelos de DP em rato s@&ta
desenvolvidas com o foco na via nigroestriatalaBsa dopaminérgica
€ lesionada em diferentes niveis para mimetizarPa Os alvos de
injecao de 6-OHDA sao (a) o local de origem daniggoestriatal, i.e., a
SNc; (b) o feixe neuronal que se projeta parciatmegrara o0 corpo
estriado, i.e., o feixe prosencefalico medial; )eo(sitio terminal da via
nigroestriatal, i.e., 0 corpo estriado. Além disas,lesGes podem ser
unilaterais ou bilaterais.

A leséo unilateral no feixe prosencefalico megial 6-OHDA
€ virtualmente completa, sendo que muitos poucosrén®s
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dopaminérgicos sobrevivem. Por esta razéo estelmédeil como um
modelo de estagio avancado da DP. Além disso, aésyantagem
desse modelo € que ndo apenas os axbnios dopaicisédyp grupo
A9, da SNc, passam pelo feixe prosencefalico me@al axdnios do
grupo Al0, que terminam no ndcleo acumbens, tam&&mrojetam
pelo feixe prosencefdlico medial. Portanto, a lesd@o feixe
prosencefalico medial também afeta essa via. Alanesfio unilateral
no feixe prosencefalico medial, foram desenvolvidaslelos em que
essa regido foi lesionada bilateralmente. Esseselo®diém sido
limitados em seu uso, pois 0s ratos apresentamsiaddmfagia intensas
(Ungerstedt, 1971

A lesdo com 6-OHDA na SNc mimetiza melhor a DP em
relacdo a perda celular dopaminérgica. As lesOdatenais na SNc
causam uma deplecdo de neurbnios dopaminérgicegrda de 90%
nesta regido arman et al., 1991 Quando comparada ao feixe
prosencefalico medial (aproximadamente 97% de pdedaeurdnios
TH-positivos na SNc), a perda celular de neurddmsaminérgicos na
SNc é menos extensa apoés lesdo nessa regido. tBodamodelo da
administracdo de 6-OHDA na SNc se aproxima maissitizacdo
patolégica de um estagio avancado da DP. Alémetd®es$ unilaterais
na SNc, modelos com injecdo bilateral na SNc tambdéram
desenvolvidos, tendo sido demonstrado que pequesdss bilaterais
produzem alteragBes motoras nos animeéis (Oosten & Cools, 1999
Uma dificuldade em relagéo a utilizacdo da SNc caiwo da injecdo
de 6-OHDA é o pequeno tamanho dessa estrutura.td dificil injetar
6-OHDA nessa estrutura sem lesionar estruturascees (por
exemplo, a area tegmentar ventral). Isso é refigtat uma reducao nos
neurdnios dopaminérgicos na area tegmentar vemitralerca de 30%
apos a lesdo na SNc, como demonstrado por Carncatalgoradores
(Carman et al., 1991

As lesBes parciais no corpo estriado apresenteamtagem de
serem facilmente realizadas, além das alteracOempatamentais e
bioquimicas se aproximarem mais da situacao hun@umaa vantagem
da leséo estriatal consiste no fato de que lesa@esgeletivas podem ser
obtidas, através da administracdo da neurotoxinas@pdreas dessa
estrutura, como ilustra a Figura 25. Alguns estutizs utilizado a
porcao dorsolateral do corpo estriado como localdisinistracdo de 6-
OHDA (Amalric et al., 1995; Chang et al., 199&nquanto outros utilizam
a porcao ventrolateraCfusins & Salamone, 1996; Lindner et al., 1068
outras areas do corpo estria@@i( et al., 1998; Lee et al., 1996; Roedter et
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al., 200). Uma vez que o putdmen representa a area com degilecéo
de DA no cérebro de pacientes com DWyberg et al., 1983 e
considerando que o putdmen em humanos é equivatentegido
ventrolateral do corpo estriado de rat&giK et al., 1999, escolhemos
essa regido para realizar lesBes parciais com anithacido de 6-
OHDA.

A maioria dos modelos de DP em ratos envolve keste
unilaterais Gregério et al., 2009; Silvestrin et al., 2009;iSat al., 200Y.
Esses modelos tém sido muito Gteis em pesquisaslipigas de DP,
apresentando vantagens como a avaliacdo de dragasagem na
neurotransmissdo dopaminérgica através do compantanmotacional,
causado pelo desequilibrio entre os dois hemisfétgrebrais. Pode
ainda ser utilizado para avaliar prejuizos motesgsecificos através de
testes como o “forelimb use asymmetry”. Neste estudilizamos a
administracdo bilateral de 6-OHDA por entender glee apresenta
alguns pontos positivos em relacdo a administragéitateral. O
primeiro é que a DP afeta o cérebro bilateralmept®tanto esse
modelo reproduz melhor a doencga do que a admigésiranilateral da
neurotoxina. Além disso, na administracdo bilaterdlo ocorre
compensacao do lado intacto em relagdo ao ladadafétan Oosten &
Cools, 199%. Portanto, um modelo bilateral seria preferivalrelacdo a
mecanismos compensatorios. Em um modelo de DP ¢03 @
compensacdo durante o experimento complica a metagio dos
resultados, tornando dificil distinguir entre augeracéo funcional e a
compensacdo apdés a lesdo. Em modelos com lesteerdid, a
compensacao durante um experimento também podesgcporém se
exclui a possibilidade de ser causada pelo hendsféio lesionado do
cérebro. Outra vantagem do uso da administracaeldl esta na
possibilidade de avaliar a funcdo cognitiva dosnais, através de testes
como o labirinto aquético de Morris.

A depressdo estd entre as condicbes psiquiatropses
acompanham a DP mais comuns. Mais ainda, temdgdmnstrado
que a depressdo pode preceder o aparecimentoaike rsiotores da DP
(Nilsson et al., 2001; Schurman et al., 2p02s resultados obtidos no teste
do consumo de sacarose demonstraram que a adagaistintraestriatal
de 6-OHDA causou uma reducédo precoce no consunsa dapstancia,
avaliado uma semana apés o tratamento com 6-OHDAest do
consumo de sacarose tem sido amplamente utilizadw onodelo
animal de depresséo, sugerindo um estado de aaedesses animais
(Craft & DeVries, 2005 Nossos resultados estdo de acordo com um
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estudo prévio, que demonstra que a administracaeshrpina, uma
droga utilizada como modelo de DP, reduz a prefésémelo consumo
de sacarose em camundong®igl(isz et al., 2002 Um ponto que merece
consideracao é que, nesse teste, o0 efeito da 6-OH®Aliado tanto no
consumo de sacarose quanto no consumo de aguagpétaais. Esta
medida € importante para descartar possiveis posjuinotores dos
animais, considerando a degeneracdo causada pé&tD&(ha via
nigroestriatal e seu conhecido efeito motor. Ealriet, uma vez que, na
dose empregada, ndo foi observado efeito da 6-OH®Aonsumo de
agua, tanto no periodo de adaptacdo quanto na daséeste, os
resultados indicam que, no protocolo utilizado eesttudo, o efeito
dessa neurotoxina no teste do consumo de sacaiatevido a inducao
de anedonia, e ndo a uma alteracdo motora dosianima

bregma 1.20 mm

Figura 25. Hemisfério esquerdo de rato com a subdséo do corpo
estriado em seis &reas.Abreviacdes: DM, dorsomedial; DC,
dorsocentral; DL, dorsolateral; VM, ventromediall,\Wentrolateral.
Adaptado de Deumens et &002.
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A anedonia nos animais tratados com 6-OHDA foi
acompanhada por um desespero comportamental, dvalizaavés do
teste do nado forgado, um dos testes mais comuméfirados para
avaliar o comportamento “tipo depressivo” em roeddBorsini & Meli,
1988; Petit-Demouliere et al., 2005efletido por um aumento no tempo de
flutuacdo no teste do nado forgcado, o que indicaestado emocional
negativo. Esses efeitos anedbnico e tipo-depressfooam
correlacionados a alteragbes neuroquimicas no cegtoado. Foi
observada uma reducdo evidente na imunomarcacd Tdr no
intervalo de tempo de uma semana apés a admirdistes 6-OHDA. A
perda celular observada no presente estudo foiapabb,75% dos
terminais nervosos dopaminérgicos no corpo estrismlareviveram,
uma reducdo menor do que os 70% de perda de nesironi
dopaminérgicos que acarreta o inicio de alteragiesoras, dado
corroborado pela auséncia de altera¢des locomatorasste do campo
aberto. Da mesma forma, a reducéo de células Thivassna SNc foi
evidente no mesmo periodo de tempo e também reseitoreducdes
incompletas no niumero de corpos celulares dopagituoéy, o que esta
de acordo com estudos prévi@sagdini et al., 2007; Lindner, 1999; Sauer
& Oertel, 1994. Assim, embora ndo se possa descartar a exstéeci
alteracbes motoras pequenas o suficiente para er@onsdetectadas
pelos testes comportamentais utilizados, os presemesultados
sugerem que a ocorréncia de anedonia e comport@autigoidepressivo
nao € influenciada por possiveis sinais motores.

A administracdo de 6-OHDA no corpo estriado também
resultou em uma deplecéo parcial de DA, DOPAC, H/2:HT, o que
€ consistente com estudos prévidenze et al., 2005; Chen et al., 2007;
Aguiar et al., 2008 além de um aumento nos niveis de NA,
possivelmente devido a uma resposta compensatdedugdo de DA.
No que diz respeito a deplecdo estriatal de 5-HUsada pela
administracdo de 6-OHDA, deve ser levado em corféacode que, em
Nnossos experimentos, 0s terminais serotoninérgicd® foram
protegidos da lesdo por 6-OHDA, o0 que poderia eaplos baixos
niveis de 5-HT no corpo estriado. Desta forma, idenando a notoria
funcdo do sistema serotoninérgico nos processosienais, é possivel
que as alteragdes observadas nos testes do codsusacarose e nado
forcado possam estar relacionadas, ainda que lpaecite, as alteracdes
serotonérgicas.

De fato, ha evidéncias fisiopatolégicas de alt@zac
serotonérgicas na depressdo associada &g, 2004 de forma que
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uma “hipétese serotonérgica” foi proposta paraieapla depressédo na
DP (vayeux, 199). Portanto, ndo podemos excluir a participacao
serotonérgica nas alteracbes emocionais encontramess testes
comportamentais empregados neste estudo. As @israps sistemas
dopaminérgico, noradrenérgico e serotoninérgicoiagmis sugerem,
deste modo, que um ou mais desses sistemas detrapsnussores
desempenha um importante papel no comportamendedépressivo
neste modelo de DP, fornecendo suporte a teoriaquie esses
neurotransmissores estejam envolvidos na depresssariada a DP
(Schrag, 2004

Além das alteracfes tipo-depressdo, uma respostagénica,
quantificada como uma reducéo na porcentagem denwide entradas
nos bragos abertos em relagdo ao nimero total tdedas no teste do
labirinto em cruz elevado tornou-se evidente emintarvalo de tempo
maior apds a administracdo de 6-OHDA (trés semapas a lesdo).
Neste intervalo de tempo, a reducdo no numero derdnies
dopaminérgicos persistiu tanto no corpo estriadantpu na SNc. A
reducdo nos niveis estriatais de DA, DOPAC e HVAmbcomo o
aumento nos niveis de NA se mantiveram, e ndo irdifer
significativamente dos niveis observados na prams@mana. Por outro
lado, a perda de DA e DOPAC no cértex pré-frontalasnou evidente
apenas apods esse intervalo de tempo, sugerindéeitm@rogressivo da
lesdo por 6-OHDA. Esse resultado sugere que a sespmsiogénica
causada por 6-OHDA poderia estar relacionada a ecéapl
dopaminérgica no cortex pré-frontal, uma vez quefaéam observadas
alteragdes no numero de entradas nos bracos aberfmriodo de uma
semana apos a cirurgia. De fato, esta hipotesegada por um estudo
prévio que demonstrou que a administracdo de 6-QHBando
realizada diretamente no cortex pré-frontal, indoefeito ansiogénico
significativo avaliado através do teste do labirirgm cruz elevado
(Espejo, 199Y.

Embora a maioria dos eferentes dopaminérgicosidexcpré-
frontal sejam oriundos da area tegmentar ventigina desses eferentes
originam-se da area central da Shtbénese & Bentivoglio, 1992 Por
esta razdo, a deplecdo de DA observada no cortéxfrgmtal
consecutiva a administragéo intraestriatal de 6-@Hh ratos poderia
explicar este aumento nos niveis de ansiedade dsaia. Este
resultado sugere, portanto, que a deplecdo pré&frae DA pode
desempenhar um papel importante na modulacéo dzdads da DP.
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Estudos em humanos através de diversos testes
neuropsicologicos demonstram que pacientes com dbiP deméncia
apresentam uma reducdo na capacidade de aquiscaprendizado
associativo; esses achados sugerem que o corpadestiesempenha
um papel importante ndo apenas no aprendizaddizaggn de tarefas
motoras, mas também é essencial para o processadeastsociacdes,
conhecido como aprendizado de habkoofviton et al., 1996; Hay et al.,
2002. Além do corpo estriado, o cortex pré frontal bém tem sido
implicado como um componente da rede neural regpehspela
aprendizagem associativaSuguki, 2008. Em experimentos com
roedores, a versdo com pista do labirinto aquateEdvorris consiste
numa tarefa de estimulo-resposta ou de habito,ueno @prendizado de
roedores consiste em associar uma pista colocdate soplataforma
como um sinal visual que indica um local segurgaeso no labirinto
aquatico. Consistente com estudos prévios que tegpague injecdes
bilaterais de 6-OHDA ou MPTP na SNc prejudica oedgzenho de
ratos na verséo com pista do labirinto aquéaticMdeis (Miyoshi et al.,
2002; Ferro et al., 2005 a injecdo intraestriatal de 6-OHDA realizada
neste estudo induziu alteracdes similares neste. té4ais ainda, a
porcentagem de deplecdo de DA estriatal obsercadatilar a estudos
anteriores que demonstraram déficits em testes piendizado e
memoria (indner et al., 1999; Gevaerd et al., 2001; Miyoshial., 2002;
Ferro et al., 2006 Quanto aos prejuizos cognitivos encontradosenest
teste, nossos achados fornecem suporte a hipdesma combinacéo
do envolvimento de DA no corpo estriado e corteg-fppntal na
memodria de habito, uma vez que ndo foram observalfdigits
significantes na auséncia de alteracdes dopamaaérgio cortex pré-
frontal, uma semana apG6s a administracdo de 6-OHDA.

Além de alteragbes no teste do labirinto aquativossos
achados demonstram um efeito deletério da adn@ig&drde 6-OHDA
em um teste de memdria de curta duracdo muitovednsi teste do
reconhecimento social em ratos. Os animais tratados 6-OHDA
empregaram tanto tempo investigando o rato joverande a segunda
apresentacdo quanto no primeiro encontro, demawgtram prejuizo
na capacidade de reconhecer o rato jovem apdés thm periodo de
tempo (30 min). Considerando o fato de esta reapgestocorrido em
associacdo com uma reducéo nos niveis dopamingrgxaortex pré-
frontal, & possivel que esta alteracdo comportarhenteja relacionada
a uma deplecdo de DA nessa area. Em um estudo zidadpor
Fernandez Espejo2@03, entretanto, o autor demonstrou que a
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administracdo de 6-OHDA diretamente no cértex poéthl de ratos
nao causou alteracbes na memoria social dos aniimdisado por uma
reducdo no tempo de investigagdo a um rato joveandpda segunda
exposi¢do ao animal. Esses resultados, em conjpodgm indicar que
€ necessaria uma reducdo nos niveis de DA simaltar@e no cortex
pré-frontal e corpo estriado para a inducdo deagifes no teste do
reconhecimento social uma vez que, em nosso t@balldeplecéo de
DA no cortex pré-frontal que ocorreu concomitanteteeas alteracdes
na memoria de reconhecimento social foi acompanpadalteracbes
nos niveis dopaminérgicos estriatais.

E importante observar que a lesdo dopaminérgicapéaz de
induzir anosmia em rato®rediger et al., 2006 0 que poderia levar a
uma dificuldade na interpretacdo dos resultadoga@btno teste do
reconhecimento social. Dessa forma, considerampgritamte avaliar se
a injecdo de 6-OHDA alteraria esta funcdo. Os pteseresultados
demonstram uma auséncia de prejuizo no reconhettirderodores nos
ratos tratados com 6-OHDA, avaliados trés semagm@s acirurgia.

O teste de discriminacdo olfatéria utilizado nestgtudo,
previamente padronizado em nosso laboratdied(ger et al., 2006 foi
baseado em observagfes iniciais feitas por Carmal.e{l976, que
demonstraram que ratos machos adultos apresentampraeferéncia
significativa por seu proprio odor em relacdo aéaom de odor. A
capacidade de ambos os grupos Sham e 6-OHDA disarem entre
0s compartimentos familiar e ndo-familiar sugere @s alteracdes
observadas no teste do reconhecimento socialeeflde fato um déficit
cognitivo, e ndo simplesmente um prejuizo olfatério

Consistente com evidéncias prévias de que les@evia
nigroestriatal ndo causaram alteracfes nos nivpacdmpais de DA
(Miyoshi et al., 200¢, no presente estudo o0s niveis dopaminérgicos
hipocampais dos animais tratados com 6-OHDA naanioalterados
pela lesdo nigroestriatal, 0 que pode sugerir cgia @rea ndo esta
envolvida nas alteragbes comportamentais emocioeamsognitivas
encontradas neste estudo. Entretanto, é precisideoar que 0s niveis
hipocampais de DA sdo muito baixos; assim, néo rpodeexcluir a
possibilidade de que a andlise de HPLC tenha sickipaz de detectar
pequenas diferengas nos niveis de DA nesta area.

Em nossa segunda hipotese, avaliamos se o blogleso
receptores CBseria capaz de atenuar os prejuizos induzidos6por
OHDA no teste do reconhecimento social e do nadmétm.

59



Discussdo

No teste do nado for¢cado, os animais tratados @@dHDA
apresentaram uma tendéncia maior ao desespero daempatal
quando comparados com o0s animais Sham e com adquegbeos com
SR141716A, sugerindo, portanto, que o bloqueio régeptores CB
restaura a resposta normal desses animais quarglstex a um
estimulo aversivo inescapéavel. A reducdo do aumeatéimobilidade
induzida por 6-OHDA no teste do nado for¢cado pelministracdo de
SR141716A foi evidente com a utilizacdo da doseé aeg/kg, porém
ndo com doses menores (0,5 e 1 mg/kg), sugerindobgixas doses
desse antagonista ¢Bodem néo ser suficientes para induzir este efeito
tipo-antidepressivo neste modelo animal de DP. Esteltado esta de
acordo com a atividade tipo-antidepressiva encdatqgor Griebel e
colaboradores 2005, que demonstraram que a administracdo de
SR141716A reduziu o tempo de imobilidade no testeallo forcado
com a dose de 3 mg/kg, porém ndo com a dose dékd) e ratos.

De fato, embora nosso estudo seja o primeiroorelat que
temos conhecimento acerca do efeito comportamdatahtagonista do
receptor CB em um modelo de sintomas depressivos associddBs @&
acdo dos antagonistas Cla emocionalidade tem sido evidenciada em
outros modelos animais de depressdo em roedoresfei® tipo-
antidepressivo tem sido demonstrado em modelos wafilzam
camundongos, ratos e gerbils, e em modelos gueantil diferentes
medidas dependenteSrigbel et al., 2005; Shearman et al., 2003; Tzaear
al., 2003.

Evidéncias acerca do envolvimento dos receptoi@s rios
efeitos tipo-antidepressivos da administracdo de43R16A e de outro
antagonista CB- AM251 — advém de sua especificidade pelos
receptores CBe de estudos farmacologicos de interacdo com stgsni
Desta forma, o agonista do receptor; @#55940 preveniu os efeitos
tipo-antidepressivos do AM251. Outro dado impdeamnelacionando
0s receptores GBao mecanismo de acado tipo-antidepressivo desses
compostos advém da demonstracdo de que camundoocguge para o
receptor CB ndo apresentam os efeitos tipo-antidepressivasizb 1
(Shearman et al., 20p3evidenciando a importancia desse receptor no
efeito tipo-antidepressivo desses antagonistaboarides.

Nossos resultados sugerem que 0s mecanismooreldos aos
efeitos tipo-antidepressivos do SR141716A possigatm envolvem o
aumento dos niveis de dopamina no corpo estriad@ vez que a
administracdo aguda de 3 mg/kg de SR141716A prodiievacdes nos
niveis de DA, DOPAC e HVA no corpo estriado dossatatados com
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6-OHDA. Essa hipotese é reforcada pela demonstraigiiaque o
aumento no tempo de imobilidade no teste do nadgado apos o
tratamento com 6-OHDA ter sido acompanhado por tedacdo nos
niveis de DA e seus metabdlitos no corpo estrigdtretanto, embora o
aumento nos niveis de DA e seus metabolitos tddbasignificante nos
ratos tratados com 6-OHDA, isso ocorreu mais prelvagnte como
uma consequéncia do bloqueio dos receptoreg IG&alizados nos
neurbnios GABAérgicos estriatonigrais do que como afeito direto
desse antagonista canabindide nas projecbes dcjgimas
nigroestriatais. De fato, neurdnios dopaminérgin@goestriatais nao
contém receptores GBao menos no cérebro adulto, embora esses
receptores estejam co-localizados com os recepdopminérgicos D1
e D2 nas projec¢0Oes estriatatekenham et al., 1991

O efeito agudo do SR141716A no funcionamento dandnia
de curta duracdo neste modelo de DP pré-motoavédiado através do
teste do reconhecimento social. A capacidade dmhecimento social,
prejudicada nos ratos tratados com 6-OHDA, foi pecada por
SR141716A. Neste trabalho, ndés demonstramos que4ISRGA
também é capaz de aliviar o prejuizo causado EHBA na memoria
de reconhecimento social de curta duragéo. Podseganto, levantar a
hiptese de que esta droga poderia ser util pateatamento das
alteracbes de memaria associadas com a DP.

Os receptores canabindides Gtao sabidamente envolvidos
em processos cognitivos, incluindo memaria, tamtohemanos quanto
em animais Boucher et al., 2009; Hampson & Deadwyler, 1999 davist,
2005. Terranova e colaboradora®$6 demonstraram previamente que
a administracdo de SR141716A facilita a memoériawdéa duracdo no
teste do reconhecimento social. Nossos resultado®mstram que os
déficits no reconhecimento social foram acompanbauto alteracdes
nos niveis de neurotransmissores no cortex préafcdds experimentos
que avaliam os efeitos do SR141716A na memoriaakdambém
implicam essa area nesse tipo de memdria, ja qumelaora no
reconhecimento pela administracdo de SR141716Aa$sociada a
aumentos nos niveis de NA e 5-HT no cortex prétélon
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6 CONCLUSOES

Os dados aqui apresentados permitem concluir que:

1- Os resultados confirmaram a primeira hipotese,
demonstrando que a leséo estriatal com 6-OHDA dpiaez de
induzir anedonia e desespero comportamental ers, r@tom de
um efeito ansiogénico e um prejuizo na memodria de
procedimento e na memoria social de curta duracao.

2- Os prejuizos comportamentais apresentaraml@pdes com
alteragbes neuroquimicas na SNc, estriado e cpriéefrontal
guando avaliados ap0ds intervalos de tempo distintos

3- Nao foram registradas alteracbes aparentestinialade
motora espontanea, o que indica a especificidadeguizos
comportamentais detectados.

4- Os resultados indicam que a degeneracdo da via
nigroestriatal dopaminérgica por 6-OHDA e as aliées
dopaminérgicas, noradrenérgicas e serotonérgisasiadas se
correlacionam com alteracdes emocionais e cogsitwaratos,
constituindo um modelo de DP pré-motora.

5- Os resultados confirmaram também a segundatelsipd
demonstrando que a administracdo de SR141716Ateevas
alteragdes induzidas por 6-OHDA no teste do nadmitm e do
reconhecimento social.

6- Esses efeitos foram acompanhados por um aunmago
niveis de DA no estriado e nos niveis de NA e 5AdTcortex
pré-frontal.

7- Estes resultados, embora preliminares, trazdarmacdes
inéditas acerca do papel do receptor, @®Bs alteracdes pré-
motoras em modelos animais de DP.

8- Mais estudos sdo necessérios para elucidarpel e
diferentes sistemas de neurotransmissores nasacdles
comportamentais encontradas neste estudo, bem dompapel
do receptor CBnestas alteracoes.
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