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RESUMO

Capello Filho L. Interacdo entre adenosina e 6xido nitrico nos ndcleos basais:
andlise do comportamento em um modelo animal da doenca de Parkinson.
Campo Grande. 2012. [Dissertacéo — Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

Introducédo: A adenosina e o 6xido nitrico (NO) desempenham um papel importante
na funcdo dos nucleos da base do encéfalo, todavia, a interacdo entre estes, na
modulacdo do comportamento motor ainda permanece pouco esclarecida.
Objetivos: Avaliar a interacdo entre 0s neurotransmissores adenosina e oOxido
nitrico nos nudcleos basais do encéfalo, por meio da avaliacdo do comportamento
motor, em um modelo animal da Doenca de Parkinson. Material e Métodos:
Animais e grupos experimentais de camundongos Suicos (n=144), machos, pesando
entre 20-30g. Sete dias antes da aplicacdo das drogas e da avaliagdo do
comportamento motor, os animais foram anestesiados e submetidos a uma cirurgia
estereotaxica para implantacdo bilateral de canulas de aco inox, direcionadas aos
ndcleos caudado e putamen, as mesmas foram fixadas ao cranio com um capacete
de resina acrilica e obturadas com uma guia interna de a¢o inox macico.
Experimento |: os animais receberam injecéo intraperitoneal (i.p.) de salina ou de L-
NOARG (40mg/kg), apds uma hora foi feita a aplicacdo intracerebral (i.c.) de salina
ou cafeina (5 e 10nM), perfazendo um total de seis grupos experimentais.

Experimento Il: os animais receberam injecdo i.p. de salina ou de L-NAME
(40mg/kg), apdés uma hora foi feita a aplicacao i.c. de salina ou cafeina (5 e 10nM),
perfazendo um total de seis grupos experimentais. Experimento lll: os animais

receberam injecdo i.p. de salina ou de L-arginina (300mg/kg), ap6s uma hora foi feita
a aplicacao i.c. de salina ou cafeina (5 e 10nM). Apds os intervalos de tempo 5, 35,
65 minutos da aplicacdo das drogas, os animais foram submetidos a avaliacdo
funcional no teste de catalepsia e campo aberto. Andlise estatistica: A analise
estatistica foi realizada utilizando-se o “Software” SigmaStat, versao 2.0. A avaliacéo
do efeito do grupo experimental e do momento de andlise, bem como a interacédo
entre estes dois fatores, em relacdo ao tempo de catalepsia, foi realizada por meio
do teste ANOVA de duas vias de medidas repetitivas. A comparacdo entre 0s
momentos de andlise, em relagdo ao tempo de catalepsia, foi realizada por meio do
teste ANOVA de uma via de medidas repetitivas, seguida pelo pés-teste de Tukey.
Ja a comparacao entre 0s grupos experimentais, em relacdo ao tempo de catalepsia
e aos comportamentos de exploracdo horizontal e vertical no Campo Aberto, foi
realizada por meio do teste ANOVA de uma via, seguida pelo pés-teste de Tukey.
Em todos os testes realizados foi considerado um nivel de significancia de 5%.
Resultados: A inibicdo da sintase do Oxido nitrico (NOS), com L-NOARG E L-
NAME, causaram catalepsia e hipolocomoc¢édo nos animais, sendo estas alteracdes
do comportamento motor, parcialmente (L-NOARG) ou quase que totalmente (L-
NAME) revertidas pela cafeina, um antagonista n&o-seletivo de receptores de
adenosina. Além disso, estimulou o comportamento motor quando aplicada sem a
inducdo da catalepsia. Conclusdo: As observacdes deste estudo sugerem uma
estreita interagdo entre o 6xido nitrico e a adenosina, onde uma estimula a atividade
motora e a outra a inibe, respectivamente, nos nucleos da base do encéfalo.

Palavras-chave: adenosina, 6xido nitrico, cafeina, doenca de Parkinson, nucleos da
base.



ABSTRACT

Capello Filho L. Interaction between adenosine and nitric oxide in the basal
ganglia: behavior analysis in na animal modelo of Parkinson’s disease. Campo
Grande. 2011. [Dissertation — Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

Introduction: Adenosine and nitric oxide (NO) play an important role in the function
of the basal ganglia of the brain, however, the interaction among them, in the
modulation of motor behavior remains poorly understood. Objectives: To evaluate
the interaction between the neurotransmitter adenosine and nitric oxide in basal
ganglia of the brain, through the evaluation of motor behavior in an animal model of
Parkinson's disease. Material and Methods: Animals and experimental groups of
Swiss mice (n = 144), males, weighing between 20-30g. Seven days before the
application of drugs and evaluation of motor behavior, the animals were anesthetized
and underwent a bilateral stereotactic surgery for implantation of stainless steel
cannulae, targeting the caudate and putamen, they were fixed to the skull with a
helmet acrylic resin and filled with an internal stainless steel guide massive.
Experiment I. animals were injected intraperitoneally (ip) of saline or L-NOARG
(40mg/kg) after one hour was to use intracerebral (ic) of saline or caffeine (5 and
10nM), a total of six experimental groups. Experiment Il: animals were injected
ipsaline or L-NAME (40mg/kg) one hour after the application was made ic of saline or
caffeine (5 and 10nM), a total of six experimental groups. Experiment Ill: animals
were injected ip of saline or L-arginine (300mg/kg), one hour after the application was
made ic of saline or caffeine (5 and 10nM). After the time intervals 5, 35, 65 minutes
of application of drugs, the animals underwent functional evaluation test in open field
and catalepsy. Statistical analysis: Statistical analysis was performed using the
"Software" SigmaStat, version 2.0. The evaluation of the effect of the experimental
group and time of analysis, as well as the interaction between these two factors, with
respect to time of catalepsy was performed using the two-way ANOVA for repeated
measures. The comparison between the moments of analysis, with respect to time of
catalepsy was performed using the one-way ANOVA for repeated measures followed
by post-Tukey test. The comparison between the experimental groups, with respect
to time of catalepsy and exploratory behaviors horizontal and vertical in the open
field, was performed using the one-way ANOVA followed by Tukey post-test. In all
tests was considered a significance level of 5%. Results: Inhibition of nitric oxide
synthase (NOS) with L-NAME and L-NOARG caused catalepsy and hypolocomotion
in animals, these changes in motor behavior, in part (L-NOARG) or almost
completely (L-NAME) reversed by caffeine, a nonselective antagonist of adenosine
receptors. In addition, stimulated motor behavior when applied without the induction
of catalepsy. Conclusion: The observations in this study suggest a close interaction
between nitric oxide and adenosine, which stimulates a motor activity and inhibits the
other, respectively, in the basal ganglia of the brain.

Keywords: adenosine, nitric oxide, caffeine, Parkinson's disease, basal ganglia.
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1 INTRODUCAO

A Doenca de Parkinson (DP) é primariamente uma doenca da fungdo motora
extrapiramidal, causada por degeneracdo severa de neurbnios dopaminérgicos da
substancia negra. O tratamento corrente da doenca de Parkinson esta baseado na
terapia dopaminérgica, visando reverter os efeitos da deplecdo de dopamina estriatal
induzida pela destruicdo da via Nigro-estriatal ( QUINN, 1998; OBESO; OLANOW,
NUTT, 2000; JANKOVIC, 2002) .

O tratamento sintomético da doenca de Parkinson com L-dopa e drogas
agonistas de dopamina (DA) predominam a terapia e sdo altamente efetivas em
tratar o0s estagios iniciais da doenca. Todavia, a introducdo de drogas
dopaminérgicas estd associada com efeitos colaterais agudos, tais como nausea,
vomito e hipotensdo, além de uma série de complicacbes relacionadas ao
tratamento a longo prazo, as quais aumentam em severidade com a progressao da
doenca. Além disso, todas as terapias utilizadas atualmente tratam os sintomas e
nao modificam significativamente a progressao da doenca. Como consequéncia
disso, ha necessidade do desenvolvimento de novas manipulacdes farmacoldgicas
para o tratamento da DP, com o objetivo de produzir agentes com acgado anti-
parkinsonianas em todas as fases da doenca, sem perda da eficacia da droga e que
previna o surgimento de discinesias (JENNER, 2003).

O estudo de novas terapias para a DP esta voltada para sistemas nédo
dopaminérgicos dentro dos nucleos basais que vao além das vias nigro-estriatais
lesionadas (BROTCHIE, 1998; JENNER, 2000). Véarios agentes apresentando um
potencial terapéutico tém sido descritos, incluindo agentes que atuam em receptores
glutamatérgicos, canabindides, opidides, a,-adrenérgicos e receptores colinérgicos
nicotinicos e muscarinicos (JENNER, 2003).

A identificagdo de receptores de adenosina A2A nos nucleos basais, como
uma maneira potencial de modificar o0 comportamento motor, por meio de um
mecanismo nao dopaminérgico, pode ter conseqiiéncias terapéuticas importantes
para o tratamento futuro da DP (ONGINI & FREDHOLM, 1996; SVENNINGSSON et
al., 1999; KASE, 2001; JENNER, 2003) .

A cafeina € um antagonista nado-seletivo de receptores de adenosina e a

droga psicoestimulante mais consumida no mundo. Evidéncias experimentais
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sugerem que a cafeina tem potencial antiparkinsoniano por conter propriedades que
blogueiam os receptores de adenosina A2A estriatal reduzindo a liberacdo de
acetilcolina no estriado (RICHARDSON et al., 1997; SVENNINGSSON et al., 1999;
FERRE et al., 2001).

No entanto, outros neurotransmissores, além de adenosina e dopamina, estao
presentes nos nucleos da base e participam da modulagdo do comportamento motor
( HALCAK et al., 2000; DEL BEL et al., 2002). Entre eles esta o 6xido nitrico (NO)
gue é uma molécula lipossoluvel de vida curta gerada a partir do aminoacido L-
arginina por uma familia de enzimas chamadas 6xido nitrico sintases (NOS) e tem
se mostrado como modulador da integracdo das informacdes processadas pelos
ndcleos dos ganglios basais e modula a liberacdo de varios neurotransmissores,
incluindo DA, 5-HT, acetilcolina e GABA. (NETO et al., 2009).

O estudo de novas drogas como o NO e adenosina no tratamento da doenca
de Parkinson é de extrema importancia, visando um avanco nas terapias
medicamentosas realizadas na medicina atual.

Assim, neste trabalho foi proposto testar o efeito de um antagonista de
adenosina na catalepsia induzida por inibidores de 6xido nitrico, por meio do teste
de catalepsia, e as possiveis modificacdes no comportamento motor decorrentes da
interac&o destes neurotransmissores, por meio do teste do campo aberto.
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2 REFERENCIAL TEORICO

A adenosina desempenha um papel importante em regular um conjunto de
funcgdes fisioldgicas no sistema nervoso central (SNC). Adenosina esta presente em
todas as partes do SNC de mamiferos e tem sido conhecida como moduladora da
funcdo neuronal via receptores de membrana celular especificos. No SNC ela esta
co-localizada nos terminais pré-sinapticos com uma Vvariedade de
neurotransmissores dos quais é liberada depois da despolarizacdo, com a finalidade
de modular a atividade neuronal (ABBRACCHIO; CATTABENI, 1999). Adenosina se
liga a receptores de membrana especificos, acoplados a proteina G (FREDHOLM et
al., 1994). Quatro sub-tipos principais de receptores de adenosina tém sido
caracterizados de acordo com sua seqUéncia primaria e suas propriedades
bioquimicas e farmacoldgicas: Al, A2A, A2B e A3 (FREDHOLM et al., 1994).

Receptores do tipo Al sdo vastamente distribuidos em todas as partes do
cérebro (ex. hipocampo, cortex cerebral, talamo e cerebelo), onde eles regulam a
liberacdo de neurotransmissores e os disparos neuronais. Atuando em receptores do
tipo Al localizados na regido pré-sinaptica, a adenosina suprime a liberacdo de
varios neurotransmissores (incluindo glutamato e dopamina), enquanto que a
ativacdo pos-sinaptica destes receptores induz hiperpolarizacdo neuronal
(BRUNDEGE; DUNWIDDIE, 1997). Esta atividade inibitoria, que é aumentada sob
condigbes neurotoxicas, coloca adenosina como um importante agente em
mecanismos de neuroprotegcdo (BRUNDEGE; DUNWIDDIE, 1997; RALEVIC;
BURNSTOCK, 1998).

Por outro lado, receptores do tipo A2 sdo normalmente facilitatorios. Eles séo
particularmente expressos em regides ricas em receptores de dopamina, onde se
co-localizam com receptores do tipo D2 (FINK et al., 1992). A ativacao de receptores
A2A de adenosina reduz a atividade de receptores D2 a agonistas dopaminérgicos,
incluindo o ligante endégeno dopamina (FERRE et al., 1991; FERRE et al., 1997).

Nos nucleos da base, neuromodulacdo pela adenosina desempenha um
papel crucial no controle motor (FERRE et al., 1997). Varios estudos de
comportamento indicam que ativacado ou bloqueio de receptores A2 de adenosina
inibe ou estimula, respectivamente, efeitos mediados por receptores D2 de

dopamina, provavelmente por meio de interacdo direta entre os receptores A2 de
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adenosina e D2 de dopamina (FERRE et al., 1992; BARRACO et al.,, 1993;
MORELLI et al., 1994; ONGINI; FREDHOLM, 1996).

No caudado-putamen (Cpu ou estriado), a estrutura de maior entrada dos
nacleos da base, receptores A2A séo seletivamente expressos e co-localizados com
receptores D2 de dopamina, em uma sub-populacdo de neurdnios projetando para o
globo palido (SCHIFFMANN et al., 1991; FINK et al., 1992). Estes neurdnios estriato-
palidais constituem a via indireta, uma das duas maiores vias de saida do Cpu que
controla a atividade dos nucleos de saida dos nudcleos da base, i.e. a substancia
negra, pars reticulada e o nacleo entopeduncular.

Em contraste, neurbnios estriato-nigrais e estriato-entopedunculares,
regulados por receptores Al e D1 (FERRE et al., 1997), constituem a via direta dos
ndcleos da base. A via direta e indireta tem efeitos opostos na atividade motora
(ALBIN; YOUNG; PENNEY, 1989).

Bloqueio sistémico de receptores A2A estimulou rotagbes contra-laterais
dependentes de receptores D1 e D2 em ratos lesados com 6-hidroxidopamina
(PINNA et al.,, 1996; POLLACK; FINK, 1996; FENU et al., 1997). Além disso,
administracdo sistémica de antagonistas de receptores A2A reverteu catalepsia
induzida por bloqueio de receptores ou deplecdo de dopamina e potencializou o0s
efeitos anti-catalépticos da L-DOPA (KANDA et al., 1994; HAUBER et al., 1998;
KANDA et al., 1998; SHIOZAKI et al., 1999; HAUBER et al., 2001).

Os efeitos motores sinérgicos ou antagdnicos mediados por ligantes de
receptores A2A e D2 poderia ser explicado por interagdes diretas entre receptores
A2A-D2 nos neurbnios estriato-palidais (FERRE et al., 1997). Em contraste,
interacbes entre a via direta e a via indireta pode explicar os efeitos motores
sinérgicos e antagobnicos dos ligantes de receptores A2A e D1 (PINNA et al., 1996;
FERRE et al.,, 1997), jA que o0s respectivos receptores estdo localizados em
populacdes separadas de neurdnios estriatais. Dados de comportamento mais
recentes sugerem que interacdes entre receptores A2A-D1 (POPOLI; REGGIO;
PEZZOLA, 2000) pode nédo ser tao fortes como as interagbes entre 0s receptores
A2A-D2 (PINNA et al.,, 1996; POLLACK; FINK, 1996; FENU et al., 1997;
STROMBERG et al., 2000).

Evidéncias experimentais sugerem que cafeina, um alcaldide vastamente
conhecido por suas propriedades estimulantes do SNC (FREDHOLM et al., 1999),

apresenta propriedades anti-parkinsonianas por meio do bloqueio de receptores
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estriatais de adenosina A2A (SVENNINGSSON et al., 1999; FERRE et al., 2001).
Adenosina prové um tono inibitério a varias regides cerebrais e a estimulacdo de
comportamentos pela cafeina e teofilina sdo atribuidos ao antagonismo néo seletivo
dos receptores de adenosina A1/A2A (BRUNDEGE; DUNWIDDIE, 1997).

Por outro lado, tem sido demonstrado que agonistas de receptores de
adenosina produzem hipomobilidade (DURCAN; MORGAN, 1989) e tém efeito
ansiolitico em camundongos (JAIN et al., 1995), sendo o efeito motor atribuido a
receptores do A2 e o efeito ansiolitico a receptores Al (JAIN et al., 1995). Todavia,
alguns agonistas induzem modificacbes no comportamento de forma bifasica. Por
exemplo, 5, N-Ethylcarboxamidoadenosine (NECA) um agonista nao seletivo de
receptores de adenosina e 2-cloro-N6-ciclopentiladenosina (CCPA) agonista seletivo
Al, em doses baixas estimulam e em doses altas inibem locomocéo (FLORIO et al.,
1997). Agonistas de receptores de adenosina podem ainda induzir catalepsia
(FERRE et al, 1991; ZARRINDAST; MODABBER; SABETKASAI, 1993) ou
potencializar catalepsia induzida por antagonistas de dopamina (KHISTI; CHOPDE;
ABRAHAM, 2000).

No entanto, outros neurotransmissores, além de adenosina e dopamina,
estdo presentes nos nucleos da base e participam da modulacdo do comportamento
motor (HALCAK et al., 2000; DEL BEL et al.,, 2002). Entre eles, pode-se citar o
neuromodulador éxido nitrico (NO), o qual tem de forma crescente sido reconhecido
como um mensageiro inter e extracelular no SNC (PRAST; PHILIPPU, 2001).

Ativacdo de receptores N-Methyl-D-aspartate (NMDA) é um estimulo pivo
para a producdo de NO em neurbnios, em um processo dependente de Ca®*-
calmodulina (KISS; VIZI, 2001; PRAST; PHILIPPU, 2001). NO, o qual pode se
difundir por distancias relativamente grandes no tecido cerebral (LANCASTER, JR.,
1997), é também habil para regular a atividade sinaptica (KISS; VIZI, 2001; PRAST,;
PHILIPPU, 2001). Entre seus papeéis extra-celulares, o NO tem sido mostrado
regulando a liberacdo de varios neurotransmissores, tais como aminoacidos,
dopamina, acetilcolina e serotonina (PRAST; PHILIPPU, 2001). Na analise do
comportamento, moduladores de NO exercem resultados incongruentes, como
mostrado pelos efeitos similares produzidos tanto por aumento como por diminuicao
dos niveis de NO, observados em hiper-locomoc¢éo induzida por antagonistas de
receptores NMDA (JOHANSSON; JACKSON; SVENSSON, 1997; BUJAS-
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BOBANOVIC et al., 2000), epilepsia, sono (FARADJI et al., 2000) e lesdo cerebral
(IADECOLA et al., 1997).

Tem sido demonstrado que inibidores da sintase do Oxido nitrico (NOS)
produzem catalepsia em camundongos (MARRAS et al., 1995; DEL BEL; DA SILVA,
GUIMARAES, 1998) e em ratos (DEL BEL et al., 2004), a qual € potencializada pela
co-administracao de haloperidol (CAVAS; NAVARRO, 2002; DEL BEL et al., 2004).

A interferéncia com a formacdo do NO também pode produzir déficits em
outros testes motores. Inibidores da NOS diminuem locomocao e exploracao vertical
de camundongos no teste do campo aberto (DEL BEL et al., 2002) e a atividade
motora espontanea de ratos (HALCAK et al., 2000). Os inibidores da NOS, L-
NOARG e 7-NI suprimem a atividade locomotora induzida por agonistas de
receptores dopaminérgicos D; e D, (STARR; STARR, 1995). Estes autores
levantaram a hipotese que a atividade continua ou ténica da NOS constitutiva seria
necessaria para ocorrerem movimentos normais do corpo. A administracao sistémica
de antagonistas de receptores da dopamina do tipo D; diminuem a atividade da
NADPH-d em neurénios estriatais, enquanto que antagonistas de receptores do tipo
D, produzem o efeito oposto (MORRIS et al., 1997).

Doadores de NO estimulam a liberacdo de adenosina em slices hipocampais
(FALLAHI et al., 1996; BROAD; FALLAHI; FREDHOLM, 2000) e em culturas
neuronais, por meio da inibicdo da adenosina-quinase (ROSENBERG et al., 2000).
De forma similar, doadores de NO aumentam, ao passo que inibidores da sintase do
oxido nitrico (NOS) diminuem os niveis de adenosina estriatal in vivo (FALLAHI et
al., 1996). Todavia, a interagdo entre NO e adenosina ndo est4 bem esclarecida ao

nivel do comportamento.



21

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a interac@o entre 0s neurotransmissores adenosina e oxido nitrico
nos nucleos basais de camundongos, por meio da avaliagdo do comportamento

motor em um modelo animal da Doenca de Parkinson.

3.2 Objetivos especificos

a) Avaliar o efeito da cafeina, um antagonista ndo seletivo de receptores
de adenosina, aplicada por via intracerebral, no comportamento de catalepsia em
camundongos, induzida por inibicdo da sintase do 6xido nitrico (NOS) com L-
NOARG ou L-NAME, aplicados por via intraperitoneal, por meio do teste de
catalepsia;

b) Estudar as possiveis modificacdes no comportamento motor
decorrentes da interacdo destes neurotransmissores, por meio do teste do campo
aberto.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Animais

Neste experimento foram utilizados 144 camundongos Sui¢os, machos,
oriundos do biotério central da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul
(UFMS), adultos jovens, pesando entre 20-30g. Os animais foram mantidos, no
biotério, com agua e comida a vontade até o inicio dos testes. O ciclo de luz (12/12
hs, luzes ligadas as 6:00 h) e a temperatura ambiente (23+1°C) foram controlados.
Todos os experimentos foram realizados conforme preconizados pela Lei n° 11794
de 08 de outubro de 2008 e pela Resolugdo normativa n°® 1 de 09 de julho de 2010,
do CONCEA, sendo os protocolos experimentais aprovados pelo Comité de Etica no
uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS),
sob o protocolo n° 276/2010 (Anexo 1). Os animais que foram a 6bito durante ou
apos a realizacao da cirurgia foram descartados. Ao final dos experimentos, todos 0s
procedimentos foram realizados novamente com animais de reposi¢cdo. Neste
estudo houve 16 Obitos por hipotermia poés-cirdrgica e dois grupos foram
descartados por adequacédo no intervalo de tempo entre a aplicagcdo das drogas.
Esses animais foram repostos e realizados novamente todos os procedimentos. Esta
reposicao foi aprovada e autorizada pelo CEUA da UFMS que manifestou parecer
favoravel, sob a Cl n°® 8/2011 (Anexo 2).

4.2 Drogas

Antagonista ndo seletivo de receptores de adenosina: cafeina (Sigma);
inibidores da sintase do éxido nitrico (NOS): N®-nitro-L-arginine (L-NOARG - Sigma)
e NC-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME - Sigma); substrato para a enzima NOS:

L-arginina (Sigma). Todas as drogas foram dissolvidas em solugéo salina a 0,9%.



23

4.3 Via de administracdo das drogas
As drogas inibidoras da sintese do oxido nitrico foram administradas por via
intraperitoneal. A droga antagonista ndo seletivo de receptores de adenosina foi

administrada por via intracerebral, conforme técnicas descritas a seguir:

4.3.1 Via Intraperitoneal

Apbs sete dias da cirurgia estereotaxica (descrita no item 4.3.2) foi iniciado a
infusdo das drogas (inibidoras da sintese do 6xido nitrico) e os respectivos veiculos
por via intraperitoneal. Apés uma hora da administracao intraperitoneal foi iniciado o

processo de administracao intracerebral (descrito no item 4.3.2).

4.3.2 Via intracerebral

Para as injecdes intracerebrais das drogas no estriado, sete dias antes da
aplicacdo das drogas e da avaliagdo do comportamento de catalepsia, os animais
foram anestesiados (via i.p.) com Ketamina (70mg/kg) e Xilasina (10mg/kg),
misturadas na mesma seringa e submetidos a uma cirurgia estereotaxica utilizando
um aparelho estereotaxico da marca Insight (Figura 1) para implantacdo bilateral de
canulas de aco inox, direcionadas aos ventriculos laterais do cérebro, préximo aos
nacleos caudado e putamen (Cpu ou estriado), de acordo com as coordenadas
referenciadas pelo atlas de Paxinos e Franklin (2008): (Antero-posterior - 0,5 mm,
latero-lateral +/-2,5mm e vertical -2,7mm do bregma — figuras 2 A e B).

Ao final da implantacéo das canulas, as mesmas foram fixadas ao cranio com
um capacete de resina acrilica e obturadas com uma guia interna de ago inox
macigco. Apos este procedimento o animal foi deixado para se recuperar da cirurgia

até o dia do teste (ap6s 7 dias).
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?\ Hastes

CIRURGIA ESTEREQTAXICA JU de ajuste
tﬂ__,___l/
1!

Cranio

Canula

Figura 1 - Cirurgia estereotaxica em roedores, para implantacdo de cénulas direcionadas ao

estriado.

Figura 2 — Local da aplicacao da droga, no estriado da base do cérebro.
Fonte: The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates 3rd Edition Franklin e Paxinos, 2007.
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No dia da inje¢ao das drogas, com o animal acordado, os obturadores foram
retirados e uma céanula de injecéo, ligada a uma bomba de micro infusédo (Figura 3)
por um tubo de polipropileno, foi baixada pela canula guia até o sitio final de infuséo
(estriado). A droga e os respectivos veiculos foram entéo infundidos bilateralmente
no estriado (1ul por hemisfério), a uma taxa de infusdo de 0,33 ul/minuto (Figura 4).

Apés a infusdo da droga, a canula de injecao foi deixada na mesma posicao
por mais 1 minuto para permitir a difusdo da droga no tecido nervoso, sendo entéao
realizado o primeiro teste de catalepsia ap6s 5 minutos da retirada da canula de
injecdo. Foram realizados mais dois testes de catalepsia, um ap6s 35 minutos e
outro apds 65 minutos. O teste no campo aberto foi realizado apds 35 minutos da

retirada da canula de injecéao.

Figura 3 — Bomba de micro infuséo.
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Figura 4 — Infusao bilateral das drogas e seus veiculos no estriado do camundongo.

4.4 Experimentos e grupos experimentais

Foram realizados 3 experimentos, com 6 grupos em cada um deles, como
descritos a seguir, sendo cada grupo constituido de 8 camundongos. Cada animal

foi utilizado somente em um dos grupos experimentais.

4.4.1 Experimento | - Efeito da cafeina nas alteracbes do comportamento motor
induzidas pelo L-NOARG

Neste experimento os animais receberam injecdo intraperitoneal (i.p.) de
salina ou de L-NOARG (40mg/kg), ap6s uma hora foi feita a aplicacdo intracerebral
(i.c.) de salina ou cafeina (5 e 10nM). Foram realizados os seguintes grupos
experimentais (Figura 5):

Grupo 1 (n=8): os animais receberam injecdo i.p. de salina e ap6s 1 hora,
outra inje¢éo i.c. de salina;

Grupo 2 (n=8): os animais receberam injecdo i.p. de salina e apds 1 hora,
injecao i.c. de cafeina (5nM);

Grupo 3 (n=8): os animais receberam injecao i.p. de salina e ap6s 1 hora,
injecdo i.c. de cafeina (10nM);
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Grupo 4 (n=8): os animais receberam injecéo i.p. de L-NOARG (40mg/kg) e
apos 1 hora, injecdo i.c. de salina;

Grupo 5 (n=8): os animais receberam injecdo i.p. de L-NOARG (40mg/kg) e
apos 1 hora, injecao i.c. de cafeina (5nM);

Grupo 6 (n=8): os animais receberam injecéo i.p. de L-NOARG (40mg/kg) e
apos 1 hora, inje¢do i.c. de cafeina (10nM).

Grupos experimentais

EXPERIMENTO | Salina + Salina
Salina + Cafeina 05 nM

Salina + Cafeina 10 nM
L - NOARG 40mg/Kg + Salina

Apll(‘:agao 1 Apll(.:agao 2 L - NOARG 40mg/Kg + Cafeina 05 nM
(i-p) (i-c) L - NOARG 40mg/Kg + Cafeina 10 nM
Salinaoul- Salina ou )
NOARG Cafeina Teste de catalepsia
L) L] L
L L i L n
I 1 1 1 1
5

-60 0 35 65

Tempo em relagao a Aplicagéo 2 (min) T

Teste do Campo Aberto

Figura 5 — llustracéo do experimento 1.

4.4.2 Experimento |l: Efeito da cafeina nas alteracbfes do comportamento motor
induzidas pelo L-NAME

Neste experimento os animais receberam injecao intraperitoneal (i.p.) de
salina ou de L-NAME (40mg/kg), apés uma hora foi feita a aplicacdo intracerebral
(i.c.) de salina ou cafeina (5 e 10nM). Foram realizados 0s seguintes grupos
experimentais (Figura 6):

Grupo 1 (n=8): os animais receberam injecdo i.p. de salina e ap6s 1 hora,
outra injecédo i.c. de salina;

Grupo 2 (n=8): os animais receberam injecéo i.p. de salina e apos 1 hora,
injecao i.c. de cafeina (5nM);

Grupo 3 (n=8): os animais receberam injecdo i.p. de salina e ap6s 1 hora,
injecdo i.c. de cafeina (10nM);

Grupo 4 (n=8): os animais receberam injecdo i.p. de L-NAME (40mg/kg) e

apos 1 hora, injecao i.c. de salina;
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Grupo 5 (n=8): os animais receberam injecdo i.p. de L-NAME (40mg/kg) e
apos 1 hora, injecéo i.c. de cafeina (5nM);
Grupo 6 (n=8): os animais receberam injecdo i.p. de L-NAME (40mg/kg) e

apos 1 hora, injecao i.c. de cafeina (10nM).

Grupos experimentais

EXPERIMENTO |l Salina + Salina
Salina + Cafeina 05 nM

Salina + Cafeina 10 nM
L- NAME 40mg/Kg + Salina

Apll(':agao 1 Apll(.:agao 2 L- NAME 40mg/Kg + Cafeina 05 nM
(i-p) (ic) L- NAME 40mg/Kg + Cafeina 10 nM
Salinaoul- Salina ou .
NAME Cafeina Teste de catalepsia
I i i 1 i
-60 0 5 35 65

Tempo em relagdo a Aplicagao 2 (min) T

Teste do Campo Aberto

Figura 6 — llustracéo do experimento 2.

4.4.3 Experimento lll: Efeito da cafeina nas alteracbes do comportamento motor

induzidas por L-arginina

Neste experimento os animais receberam injecao intraperitoneal (i.p.) de
salina ou de L-arginina (300mg/kg), apés uma hora foi feita a aplicacdo intracerebral
(i.c.) de salina ou cafeina (5 e 10nM). Foram realizados 0s seguintes grupos
experimentais (Figura 7):

Grupo 1 (n=8): os animais receberam injecéo i.p. de salina e apos 1 hora,
outra injecédo i.c. de salina;

Grupo 2 (n=8): os animais receberam injecdo i.p. de salina e ap6s 1 hora,
injecao i.c. de cafeina (5nM);

Grupo 3 (n=8): os animais receberam injecéo i.p. de salina e apos 1 hora,
injecdo i.c. de cafeina (10nM);

Grupo 4 (n=8): os animais receberam injecao i.p. de L-arginina (300mg/kg) e
apos 1 hora, injecao i.c. de salina;

Grupo 5 (n=8): os animais receberam injecao i.p. de L-arginina (300mg/kg) e

apos 1 hora, inje¢do i.c. de cafeina (5nM);
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Grupo 6 (n=8): os animais receberam injec&o i.p. de L-arginina (300mg/kg) e apdés 1
hora, injecdo i.c. de cafeina (10nM).

Grupos experimentais

EXPERIMENTO Il Salina + Salina
Salina + Cafeina 05 nM
Salina + Cafeina 10 nM
i P M = L -arginina 300mg/Kg + Salina
Apllt_:agao 1 Apllt_:agao 2 L -arginina 300mg/Kg + Cafeina 05 nM
(i.p) (i.c) L -arginina 300mg/Kg + Cafeina 10 nM
Salinaoul - Salina ou a
arginina Cafeina : Teste de catalepsia
. . : 2 i
1 1 1 ] 1
=60 0 5 35 65

Tempo em relagao a Aplicagao 2 (min) 1

Teste do Campo Aberto

Figura 7 — llustrac@o do experimento 3.

4.5 Avaliacao funcional dos animais

A avaliacdo funcional dos animais apds a aplicacdo das drogas foi realizada
por meio do teste de catalepsia (ZARRINDAST; MODABBER; SABETKASAI, 1993)
e do teste do campo aberto (WALSH, 1976; WHIMBEY, 1967). Os testes de
comportamento foram realizados sempre no mesmo horério e local, com 0 mesmo

pesquisador, como descritos a sequir:

4.5.1 Teste de catalepsia na barra

A catalepsia foi avaliada de acordo com método da barra (Figura 8), onde o
camundongo € colocado com ambas as patas anteriores sobre uma barra de vidro
horizontal (diametro de 0,5 cm), elevada 4,5 cm do solo (SANBERG et al., 1988). O
tempo em segundos, durante o qual o animal permanece nesta posicao foi
registrado, até um tempo maximo de 300 segundos (ZARRINDAST; MODABBER,;
SABETKASAI, 1993), permitindo trés tentativas de colocagéo do animal em posicao
cataléptica. O tempo de catalepsia foi considerado finalizado quando as patas
anteriores tocaram o solo ou quando o camundongo subiu na barra. As medidas

foram realizadas depois de 5, 35 e 65 minutos apds a administracdo das drogas.
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Figura 8 — Teste de catalepsia na barra.

4.5.2 Teste do campo aberto

Este teste foi utilizado para avaliar o estado motor do animal. Este teste foi
inicialmente descrito e utilizado por Calvin S. Hall na década de 1930, sendo o seu
uso estendido e modificado por P. L. Broaderhurst na década de 1960, em estudos
sobre o medo e a heranca do comportamento. Através dos estudos de Whimbey e
Denenberg (1967), ficou demonstrado que no teste de campo aberto, havia uma
forte correlacdo positiva entre o comportamento de ambulagédo e o comportamento
exploratério do rato (exceto no primeiro dia de teste no campo aberto), e
negativamente relacionado com o medo e a quantidade de bolos fecais expelidos
durante o teste (apud GRAY, 1987). Outros parametros de avaliagdo foram sendo
gradativamente acrescentados ao teste, sendo que atualmente, mais de 30 itens séao
listados neste teste (WALSH, 1976).

No laboratério, os parametros avaliados durante a realizacdo do teste do
campo aberto foram: a freqiéncia dos comportamentos de exploracdo horizontal
(quadrantes percorridos — Figura 9) e vertical (erguimentos), em uma arena
cilindrica, de 40 cm de diametro, com paredes de acrilico translicido, de 30 cm de
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altura, colocada sobre uma base de madeira recoberta de férmica de cor branca, a
qgual é subdividida em 12 quadrantes de 104,67 cm2 cada (Figura 10). A duracao do
teste foi de 5 minutos, sendo quantificado cada um dos comportamentos durante
este tempo.

Figura 09 — Teste do Campo Aberto.

Figura 10 — Arena cilindrica.
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4.6 Confirmacgéao da localizagédo das canulas e descarte dos animais

Apoés o procedimento experimental, foi injetado por meio de cada uma das
canulas implantadas nos animais, 1ul de solucdo de azul de metileno a 4%, em
solucéo salina a 0,9%. Em seguida os animais foram eutanasiados com dose letal
de CO2, os cérebros foram retirados e seccionados. A correta localizacdo da canula
foi confirmada pela presencga do corante azul de metileno no estriado dos animais,
sendo que todas as canulas deste estudo estavam corretamente posicionadas. O
descarte dos animais foi congelado e em seguida acondicionado em sacos plasticos
apropriados. A coleta dos animais eutanasiados foi realizada pelos responsaveis

pelo lixo biolégico da UFMS.

4.7 Andlise estatistica

Neste estudo, a avaliacdo do efeito do grupo experimental e do momento de
analise, bem como a interacdo entre estes dois fatores, em relacdo ao tempo de
catalepsia apresentado pelos animais, foi realizada por meio do teste ANOVA de
duas vias de medidas repetitivas. A comparacao entre os momentos de analise, em
relacdo ao tempo de catalepsia, foi realizada por meio do teste ANOVA de uma via
de medidas repetitivas, seguida pelo pés-teste de Tukey. Ja a comparacao entre 0s
grupos experimentais, em relacdo ao tempo de catalepsia e aos comportamentos de
exploracdo horizontal e vertical no Campo Aberto, foi realizada por meio do teste
ANOVA de uma via, seguida pelo pds-teste de Tukey. Os demais resultados das
variaveis avaliadas neste estudo foram apresentados na forma de estatistica
descritiva ou na forma de tabelas e graficos. A andlise estatistica foi realizada
utilizando-se o “Software” SigmaStat, versdo 2.0, considerando um nivel de

significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

Experimento |

Os resultados referentes ao tempo de catalepsia para os grupos do
Experimento I, mensurados 5, 35 e 65 minutos apds a aplicacado das drogas, estédo

apresentados na Tabela 1 e ilustrados na Figura 11.

Tabela 1 - Resultados referentes ao tempo de catalepsia para os grupos do Experimento I,
mensurados 5, 35 e 65 minutos apoés a aplicacdo das drogas.

Catalepsia Valor de

p
(entre

5 35 65 tempos)

Grupos Tempo apos a aplicagao das drogas (Minutos)

experimentais

Salina+salina 1,50+0,42Cb 2,25+0,65Cab 3,75+0,77Ca 0,039

Salina+cafeina 5nM 0,88+0,40Da 0,50+0,19Ca 0,38+0,18Da 0,473

Salina+cafeina

0,38+0,26Db 1,25+0,53Cb 4,25+1,40Ca 0,003
10Nm

L-NOARG+salina 23,50+1,43Ac 151,75+12,06Ab 226,63+18,71Aa <0,001

L-NOARG+cafeina

5nM

L-NOARG+cafeina

10nM

Valor de p
(entre grupos)

Os dados estdo apresentados em meédiaterro padrdo da média. Letras mailsculas diferentes na
coluna indicam diferenca significativa entre os grupos experimentais (pds-teste de Tukey, p<0,05).
Letras mindsculas diferentes na linha indicam diferenca significativa entre os tempos (pos-teste de
Tukey, p<0,05).

9,63+1,35Bc 21,13+2,52Bb 37,25+3,31Ba <0,001
5,75¢1,99BCb  17,88+4,02Ba  42,63+17,48Ba 0,001

<0,001 <0,001 <0,001

Na andlise de varianca de duas vias dos dados referentes ao tempo de
catalepsia nos animais dos grupos do Experimento |, houve efeito do grupo
experimental (p<0,001), efeito do tempo (p<0,001) e interacdo entre grupo e tempo
(p<0,001). Na comparacéo entre os momentos 5, 35 e 65 minutos, em relacédo ao
comportamento de catalepsia, houve diferenca entre eles em todos 0s grupos
experimentais (teste ANOVA de uma via de medidas repetitivas, valor de p variando
de <0,001 a 0,039), especificamente um aumento do tempo de catalepsia com o

decorrer do tempo, com excecado apenas para o grupo salina+cafeina (5nM)
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(p=0,473). O aumento da catalepsia no decorrer do tempo foi mais evidente no
grupo L-NOARG+salina, onde o tempo de catalepsia passou de 9,63+1,35 segundos
apos 5 minutos da aplicacdo das drogas, para 226,63+18,71 segundos no tempo de

65 minutos.

O salinat+salina

250 1 salinetcafeina (5nM)
— A\ Salina+cafeina (10nM)
[ /]
[*] Hl L-NOARG+salina
2 200 - @ L-NOARG+cafeina (5nM)
§ A L-NOARG+cafeina (10nM)
L
®© 150 -
[ ]
o
o
g 100
0 i
©
o
8
g 5017
)

0- —5

5 35 65
Tempo apés a administracao das drogas (minutos)

Figura 11: Gréfico ilustrando o tempo de catalepsia para os grupos do experimento I,
mensurados 5, 35 e 65 minutos apos a aplicacdo das drogas. Cada simbolo representa a
média e a barra o erro padréo da média.

Em todos os momentos analisados, houve diferenga significativa entre os
grupos experimentais, em relagéo ao tempo de catalepsia (teste ANOVA de uma via,
p<0,001), sendo que neste momentos, 0 tempo de catalepsia no grupo L-
NOARG+salina foi significativamente maior do que aquele observado para os
demais grupos experimentais (pés-teste de Tukey, p<0,05). Além disso, em todos 0s
momentos analisados, o tempo de catalepsia nos animais dos grupos L-
NOARG+cafeina 5nM e L-NOARG+cafeina 10nM foi maior do que aquele observado
para os grupos controles (Salina+salina, Salina+cafeina 5 e 10 nM) (poOs-teste de
Tukey, p<0,05). Estes resultados juntos evidenciam o efeito da cafeina em reverter,
todavia apenas parcialmente, o efeito cataléptico do L-NOARG, independente da

dose utilizada.
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Os resultados referentes a exploracdo horizontal e vertical dos animais no
Campo Aberto, 30 minutos apds a aplicacdo das drogas, para cada um dos grupos

do Experimento |, estdo apresentados na Tabela 2 e ilustrados na Figura 12.

Tabela 2 - Resultados referentes a exploracéo horizontal e vertical dos animais no Campo
Aberto, 30 minutos apoés a aplicacdo das drogas, para cada um dos grupos do Experimento
l.

Exploracao
Grupos experimentais

Horizontal Vertical
Salina+salina 100,63+11,18AB 62,88+8,50A
Salinat+cafeina 5nM 129,75+10,41AB 28,88+6,56B
Salinat+cafeina 10nM 150,75+£10,19A 34,63+3,80B
L-NOARG+salina 56,00+14,06B 14,25+5,36B
L-NOARG+cafeina 5nM 94,88+14,73AB 22,75+4,76B
L-NOARG+cafeina 10nM 146,38+36,54A 22,25+8,78B

Valor de p 0,007 <0,001

(entre grupos)
Os dados estdo apresentados em médiaterro padrdo da média. Letras mailsculas diferentes na
coluna indicam diferencga significativa entre os grupos experimentais (pos-teste de Tukey, p<0,05).

Na comparacgao entre 0s grupos experimentais, houve diferenca significativa
entre eles, em relacdo aos comportamentos de exploracdo horizontal (quadrantes
percorridos) e de exploragcéao vertical (erguimentos) expressos pelos animais (teste
ANOVA de uma via, horizontal: p=0,007; vertical: p<0,001), sendo que os animais do
grupo L-NOARG+salina percorreram um nimero menor de quadrantes que aqueles
dos grupos Salinat+cafeina 10nM e L-NOARG+cafeina 10nM (pOs-teste de Tukey,
p<0,05). Além disso, os animais dos grupos Salinatcafeina (5 e 10nM), L-
NOARG+salina e L-NOARG+cafeina (5 e 10nM), realizaram menos erguimentos que

0s animais do grupo Salina+salina (p6s-teste de Tukey, p<0,05).



36

200 1 [] Quadrantes percorridos - 80
[ E rguimentos
170 4 - 70
w
=)
: hi
g ' T iy
E ~ 50 c
o 110 - 3
1]
Lok
- # l -40 3
c # g
© o
E 80 - * #
1] L
: # o0
&)
50 # [ 20
2“ - 1 ) — 1u
Salina Salina Salina LHOARG  L-NOARG  L-NOARG
+ + + + + +

=alina caf. (5N} caf (10nh)  =alina caf. (5nl)  caf. (10nK)
Grupo experimental

Figura 12: Gréfico ilustrando o niumero de quadrantes percorridos (exploragédo horizontal) e
de erguimentos (exploragéo vertical) expressos pelos animais ho Campo Aberto, 30 minutos
apés a aplicacdo das drogas, para cada um dos grupos do Experimento |. Cada coluna
representa a média e a barra o erro padréo da média. * Diferenca significativa na quantidade
de quadrantes percorridos em relacdo aos grupos Salina+cafeina 10nM e L-
NOARG+cafeina 10nM; # Diferenca significativa na quantidade de erguimentos em relagéo
ao grupo Salina+salina.

Experimento Il

Os resultados referentes ao tempo de catalepsia para 0os grupos do
Experimento I, mensurados 5, 35 e 65 minutos apods a aplicacdo das drogas, estao
apresentados na Tabela 3 e ilustrados na Figura 13. Na andlise de varianca de duas
vias dos dados referentes ao tempo de catalepsia nos animais dos grupos do
Experimento I, houve efeito do grupo experimental (p<0,001), efeito do tempo
(p<0,001) e interacdo entre grupo e tempo (p<0,001). Na comparagdo entre 0s
momentos 5, 35 e 65 minutos, em relacdo ao comportamento de catalepsia, houve
diferenca entre eles apenas nos grupos L-NAME+salina e L-NAME+cafeina 5nM
(teste ANOVA de uma via de medidas repetitivas, L-NAME+salina: p<0,001; L-
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NAME+cafeina 5nM: p=0,002), especificamente um aumento do tempo de catalepsia
com o decorrer do tempo, sendo este mais evidente no grupo experimental L-
NAME+salina, onde o tempo de catalepsia passou de 8,13%1,44 segundos apoés 5
minutos da aplicacdo das drogas, para 63,25+15,40 segundos no tempo de 65
minutos. Para os demais grupos, ndo foram observadas diferencas significativas
entre os tempos, em relagdo ao tempo de catalepsia (teste ANOVA de uma via de

medidas repetitivas, valor de p variando entre 0,159 e 0,672).

Tabela 3 - Resultados referentes ao tempo de catalepsia para os grupos do Experimento Il,
mensurados 5, 35 e 65 minutos apos a aplicacdo das drogas.

Catalepsia

Valor de
Grupos experimentais BT EROS ?Gﬁ:hﬁ‘gi‘;‘o e ERgEe (er?tre
5 35 65 tempos)
Salinatsalina 1,75+0,45Ba 2,13+0,44BCa 1,88+0,48CDa 0,658
Salina+cafeina 5nM 1,50+0,57Ba 0,63+0,38CDa  0,50+0,19Da 0,159

Salina+cafeina 10nM 0,38+0,18Ca  0,13+0,13Da 0,13+0,13Da 0,393
L-NAME+salina 8,13+1,44Ac 25,25+512Ab 63,25+15,40Aa <0,001
L-NAME+cafeina 5nM  3,75+0,65ABb  6,00+1,30Bb 9,88+1,63Ba 0,002

L-NAME+cafeina 10nM  2,13+0,44Ba  2,50+0,57Ba 4,25+2,28Ca 0,672

Valor de p
(entre grupos)
Os dados estdo apresentados em meédiaterro padrdo da média. Letras mailsculas diferentes na
coluna indicam diferenca significativa entre os grupos experimentais (pds-teste de Tukey, p<0,05).
Letras mindsculas diferentes na linha indicam diferenca significativa entre os tempos (pds-teste de
Tukey, p<0,05).

<0,001 <0,001 <0,001

Em todos os momentos analisados, houve diferenca significativa entre os
grupos experimentais, em relagéo ao tempo de catalepsia (teste ANOVA de uma via,
p<0,001). No momento de 5 minutos apds a aplicacdo das drogas, o tempo de
catalepsia observado nos animais do grupo L-NAME+salina foi significativamente
maior do que aquele observado nos animais dos grupos Salinatsalina,
Salina+cafeina (5 e 10nM) e L-NAME+cafeina 10nM (pés-teste de Tukey, p<0,05).
Ja nos momentos 35 e 65 minutos, o tempo de catalepsia no grupo L-NAME+salina

foi significativamente maior do que aquele observado para os demais grupos
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experimentais (pos-teste de Tukey, p<0,05). Além disso, em todos 0os momentos
analisados, o tempo de catalepsia nos animais dos grup’os L-NAME+cafeina (5 e
10nM) néo diferiram daquele observado para o grupo Salinat+salina (pOs-teste de
Tukey, p>0,05), com excecdo para 0 momento de 65 minutos, em que a catalepsia
dos animais do grupos L-NAME+cafeina 5nM, ainda era maio do que aquele
observado nos animais do grupo Salina+salina (pés-teste de Tukey, p<0,05). Estes
resultados juntos evidenciam o efeito da cafeina em reverter o efeito cataléptico do
L-NAME, principalmente na dose de 10nM.

Finalmente, em todos os momentos analisados, o tempo de catalepsia nos
animais dos grupos Salina+cafeina 10nM foi significativamente menor do que aquele

observado nos animais do grupos Salina+salina (pds-teste de Tukey, p<0,05).
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Figura 13: Gréfico ilustrando o tempo de catalepsia para os grupos do experimento I,
mensurados 5, 35 e 65 minutos apos a aplicacdo das drogas. Cada simbolo representa a
média e a barra o erro padrao da média.

Os resultados referentes a exploracdo horizontal e vertical dos animais no
Campo Aberto, 30 minutos apés a aplicagdo das drogas, para cada um dos grupos
do Experimento Il, estdo apresentados na Tabela 4 e ilustrados na Figura 14.
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Na comparagao entre 0s grupos experimentais, houve diferenca significativa
entre eles, em relacdo aos comportamentos de exploragdo horizontal (quadrantes
percorridos) e de exploragcéo vertical (erguimentos) expressos pelos animais (teste
ANOVA de uma via, horizontal: p<0,001; vertical: p=0,001), sendo que os animais do
grupo L-NAME+salina percorreram um numero menor de quadrantes que aqueles
dos demais grupos experimentais (pos-teste de Tukey, p<0,05). Além disso, 0s
animais dos grupos Salina+cafeina (5 e 10nM), L-NAME+salina e L-NAME+cafeina
10nM, realizaram menos erguimentos que 0s animais do grupo Salina+salina (pds-
teste de Tukey, p<0,05).

Tabela 4 - Resultados referentes a exploracdo horizontal e vertical dos animais no Campo
Aberto, 30 minutos apdés a aplicacdo das drogas, para cada um dos grupos do Experimento
Il.

Exploracao
Grupos experimentais
Horizontal Vertical
Salinatsalina 132,13+9,69A 73,13+13,33A
Salinat+cafeina 5nM 125,13+8,98A 45,63+10,36AB
Salinat+cafeina 10nM 146,50+11,08A 51,50+3,66AB
L-NAME+salina 71,38+3,98B 18,50+3,24B
L-NAME+cafeina 5nM 131,25+5,58A 44,25+8,06AB
L-NAME+cafeina 10nM 129,75+10,51A 32,88+5,09B
Valor de p <0,001 0,001

(entre grupos)

Os dados estdo apresentados em médiaterro padrdo da média. Letras mailsculas diferentes na
coluna indicam diferenca significativa entre os grupos experimentais (pos-teste de Tukey, p<0,05).
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Figura 14: Gréfico ilustrando o nimero de quadrantes percorridos (exploragéo horizontal) e
de erguimentos (exploragéo vertical) expressos pelos animais ho Campo Aberto, 30 minutos
apos a aplicacdo das drogas, para cada um dos grupos do Experimento Il. Cada coluna
representa a média e a barra o erro padréo da média. * Diferenca significativa na quantidade
de quadrantes percorridos em relagdo aos demais grupos experimentais; # Diferenca
significativa na quantidade de erguimentos em relacdo ao grupo Salina+salina.

Experimento llI

Os resultados referentes ao tempo de catalepsia para os grupos do
Experimento 1ll, mensurados 5, 35 e 65 minutos apods a aplicacdo das drogas, estao
apresentados na Tabela 5 e ilustrados na Figura 15. Na andlise de varianca de duas
vias dos dados referentes ao tempo de catalepsia nos animais dos grupos do
Experimento Ill, houve efeito do grupo experimental (p<0,001), porém, ndo houve

efeito do tempo (p=0,109) e nem interac&o entre grupo e tempo (p=0,227).
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Na comparagdo entre os momentos 5, 35 e 65 minutos, em relagdo ao
comportamento de catalepsia, ndo houve diferenca entre eles em nenhum dos
grupos experimentais (teste ANOVA de uma via de medidas repetitivas, valor de p
variando entre 0,067 e 0,908).

Tabela 5 - Resultados referentes ao tempo de catalepsia para os grupos do Experimento Ill,
mensurados 5, 35 e 65 minutos apoés a aplicacdo das drogas.

Catalepsia

Valor de
Grupos experimentais IEmpE ElEEE ?ﬁﬂﬁii?o 2 eliog e (er?tre
5 35 65 tempos)
Salinat+salina 2,38+0,46Aba 2,50+0,63Aa 2,25+0,45Aa 0,908
Salinat+cafeina 5nM 1,13+0,30Ba  2,25+0,80Aa 2,50+0,73ABa 0,451
Salinatcafeina 10nM 0,75+0,25Ba  0,75%+0,25Aa  0,50+0,27Ba 0,667
L-argininatsalina 3,13+0,44Aa 1,88+0,52Aa 3,13+0,79Aa 0,172

L- argininat+cafeina5nM  2,38+0,46Aba 3,00+0,57Aa  3,63+0,53Aa 0,323

L- argininat+cafeina

10nM 0,88+0,40Ba 0,88+0,48Aa 2,38+0,56Aba 0,067

Valor de p
(entre grupos)
Os dados estdo apresentados em médiaterro padrdo da média. Letras mailsculas diferentes na
coluna indicam diferenca significativa entre os grupos experimentais (pds-teste de Tukey, p<0,05).
Letras mindsculas diferentes na linha indicam diferenca significativa entre os tempos (pos-teste de
Tukey, p<0,05).

<0,001 0,062 0,003

No momento 35 minutos ap0s a aplicacdo das drogas, ndo houve diferenca
entre 0s grupos experimentais, em relagéo ao tempo de catalepsia (teste ANOVA de
uma via, p=0,062). Por outro lado, nos momentos 5 e 65 minutos, houve diferenca
significativa entre 0os grupos experimentais, em relacéo a este comportamento (teste
ANOVA de uma via, 5 minutos: p<0,001; 65 minutos: p=0,003). No momento de 5
minutos apds a aplicacdo das drogas, o tempo de catalepsia observado nos animais
gue receberam cafeina (Salina+cafeina 5 e 10nM; L-arginina+cafeina 5 e 10nM) foi
significativamente menor do que aquele observado nos animais do grupo L-
arginina+salina (pds-teste de Tukey, p<0,05). JA no momento 65 minutos, o tempo
de catalepsia no grupo Salina+cafeina 10nM foi significativamente menor do que
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aguele observado para os grupos experimentais Salinatsalina, L-arginina+salina e

L-arginina+cafeina 5nM (pos-teste de Tukey, p<0,05).
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Figura 15: Gréfico ilustrando o tempo de catalepsia para os grupos do experimento lll,
mensurados 5, 35 e 65 minutos apods a aplicacdo das drogas. Cada simbolo representa a
média e a barra o erro padréo da média.

Os resultados referentes a exploracdo horizontal e vertical dos animais no
Campo Aberto, 30 minutos apds a aplicagdo das drogas, para cada um dos grupos
do Experimento lll, estdo apresentados na Tabela 6 e ilustrados na Figura 16. Na
comparacao entre 0s grupos experimentais, houve diferenga significativa entre eles,
em relacdo aos comportamentos de exploragao horizontal (quadrantes percorridos)
e de exploracao vertical (erguimentos) expressos pelos animais (teste ANOVA de
uma via, p<0,001), sendo que os animais dos grupos Salina+cafeina 10nM e L-
arginina+cafeina 10nM percorreram um numero maior de quadrantes que aqueles
dos grupos experimentais Salinatsalina, Salina+cafeina 5nM e L-arginia+salina

(pbs-teste de Tukey, p<0,05).
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Tabela 6 - Resultados referentes a exploracéo horizontal e vertical dos animais no Campo
Aberto, 30 minutos apés a aplicacdo das drogas, para cada um dos grupos do Experimento
[l.

Exploracéo
Grupos experimentais

Horizontal Vertical
Salina+salina 121,38+8,89C 45,00+3,92B
Salina+cafeina 5nM 121,38+5,78C 41,13+6,06B
Salina+cafeina 10nM 178,75+6,35A 53,63+2,72AB
L-arginina+salina 132,38+3,98BC 49,50+5,15B
L- arginina+cafeina 5nM 157,88+6,97AB 46,38+5,60B
L- arginina+cafeina 10nM 173,50+9,68A 67,7519,02A

Valor de p <0,001 <0,001

(entre grupos)

Os dados estdo apresentados em médiaterro padrdo da média. Letras mailsculas diferentes na
coluna indicam diferencga significativa entre os grupos experimentais (pos-teste de Tukey, p<0,05).

Além disso, os animais dos grupos L-arginina+cafeina 5nM percorreram um
namero maior de quadrantes que aqueles dos grupos experimentais Salina+salina e
Salina+cafeina 5nM (p6s-teste de Tukey, p<0,05). Em relacdo a exploracao vertical
no Campo Aberto, 0os animais do grupo L-arginina+cafeina 10nM apresentaram um
namero maior de erguimentos que o0s animais dos demais grupos experimentais

(p6s-teste de Tukey, p<0,05).
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Figura 16: Gréfico ilustrando o numero de quadrantes percorridos (exploragédo horizontal) e
de erguimentos (exploragéo vertical) expressos pelos animais ho Campo Aberto, 30 minutos
apos a aplicagdo das drogas, para cada um dos grupos do Experimento Ill. Cada coluna
representa a média e a barra o erro padréo da média. * Diferenca significativa na quantidade
de quadrantes percorridos em relacdo aos grupos Salinatsalina, Salina+cafeina 5nM e L-
arginina+cafeina 5nM; ** Diferenca significativa na quantidade de quadrantes percorridos em
relacdo aos grupos Salina+salina e Salina+cafeina 5nM; # Diferenca significativa na

quantidade de erguimentos em relagdo aos demais grupos experimentais.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo avaliou-se o efeito da cafeina, um antagonista ndo seletivo de
receptores de adenosina, aplicada por via intracerebral, no comportamento de
catalepsia e motor em camundongos, induzida por inibicdo da sintase do Oxido
nitrico (NOS) com L-NOARG ou L-NAME, aplicados por via intraperitoneal.

Na presente investigacdo, os resultados obtidos demonstraram que o L-
NOARG (40 mg/Kg i.p) causa catalepsia em camundongos e a cafeina (5nM e 10
nM i.c) tem efeito de reverter, apenas parcialmente, o seu efeito cataléptico,
independente da dose utilizada. Com relacdo ao comportamento de exploragéo
horizontal, os animais que receberam cafeina (10nM) percorreram significativamente
um numero maior de quadrantes comparado ao grupo L-NOARG+salina. O mesmo
ocorre com o L-NAME (40mg/Kg i.p), onde a cafeina tem efeito de reverter o seu
efeito cataléptico, principalmente na dose de 10nM. Além disso, 0s animais também
percorreram um numero maior de quadrantes comparado com 0O grupo L-
NAME+salina, porém, neste caso, em ambas as doses.

Com relagdo a L-Arginina, observou-se que a mesma nao causa catalepsia e
a cafeina estimula o comportamento motor, pois 0s animais percorreram mais
guadrantes, principalmente na dose de 10 nM i.c, além de maior exploracédo vertical.
O mesmo ocorreu com O0S O0utros grupos, pois 0S animais que receberam
salinat+cafeina também tiveram tempo menor de catalepsia e percorreram mais
quadrantes comparados com o0s camundongos que receberam salina+salina,
principalmente no tempo de 5 minutos e com dose de 10 nM de cafeina,
demonstrando que a cafeina realmente estimulou a atividade motora nos
camundongos, indicando a possibilidade de sua adoc¢éo na terapia futura da doenca
de Parkinson (DP).

O tratamento corrente da doenca de Parkinson estd baseado na terapia
dopaminérgica, visando reverter os efeitos da deplecdo de dopamina estriatal
induzida pela destruicdo da via nigro-estriatal (QUINN, 1998; OBESO; OLANOW,
NUTT, 2000; JANKOVIC, 2002). A reposicdo de dopamina (DA), com L-3,4-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA) como terapéutica, continua sendo o tratamento mais
eficaz para DP (FAHN, 2008; OLANOW, 2008). Atualmente, terapias néo -

dopaminergicas tem sido aplicadas como condutas terapeuticas para 0s agravos
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motores da L — DOPA (Jenner, 2008). Novas abordagens para o tratamento de
distarbios do movimento com base na manipulacdo de sistemas nao-
dopaminérgicos, como glutamato, 5-hidroxitriptamina (5-HT), canabindides,
adenosina, adrenérgicos, histaminérgicos e opibides tém sido propostos (CHASE et
al., 2000; SILVERDALE et al., 2003; BROTCHIE, 2005; JENNER, 2008).

No entanto, outros neurotransmissores, além de adenosina e dopamina (DA),
estdo presentes nos nucleos da base e participam da modulacdo do comportamento
motor (HALCAK et al., 2000; DEL BEL et al., 2002). Entre eles, pode-se citar o
neuromodulador 6xido nitrico, o qual tem, de forma crescente, sido reconhecido
como um mensageiro inter e extracelular no SNC (PRAST; PHILIPPU, 2001) e tem
se mostrado como modulador da integracdo das informacdes processadas pelos
ndcleos dos ganglios basais, e modula a liberacdo de varios neurotransmissores,
incluindo DA, 5-HT, acetilcolina e GABA. Embora existam resultados contraditérios o
NO normalmente facilita a liberacdo de DA (NETO et al., 2009).

Estudos post-mortem (QURESHI et al., 1995;. HUNOT et al., 1996) e de
modelos experimentais (Mehler-Wex et al., 2006; Gomes et al., 2008) evidéncias
gue sugerem o envolvimento de NO na degeneracao seletiva de neurdnios DA na
DP, além de contribuir para o controle motor no estriado (Del Bel et al., 2005).
Indicando, portanto, que o NO é tanto um mediador de processos neurotoxicos
guanto neuroprotetor (KWIATKOSK, et al. 2010). Os efeitos do NO podem variar
dependendo de diversos fatores, tais como o estado funcional dos neurénios-alvo e
da composicao instantanea do fluido extracelular, sendo que mudancas minimas na
concentracdo de NO local podem ser um fator chave na determinacdo do seu efeito
biol6gico (CONTESTABILE, 2000).

Recentemente descobriu-se que a administracdo sistémica de NG-nitro-L-
arginina (L NOARG), NG-nitro-L-arginina metilicos (L-NAME), ou NG-monometil-L-
arginina (L-NMMA), inibidores da NOS, induz a catalepsia em camundongos (SILVA
et al., 2009). E possivel afirmar que o NO desempenha um papel no controle do
comportamento motor (DEL BEL et al.,, 2004), além de diminuir a atividade
exploratdria horizontal e vertical no teste do campo aberto (DEL BEL et al., 2002) e a
atividade motora espontanea de ratos (HALCAK et al., 2000). Corroborando com
estes estudos, em nossa experiéncia, o0s grupos L-NOARG+salina e L-
NAME+salina tiveram um tempo de catalepsia significativamente maior que o grupo

salina + salina nos tempos 05, 35 e 65 minutos ap0s a aplicacdo das drogas,
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portanto tanto o L-NOARG quanto L-NAME causaram catalepsia, e modificaram
significativamente a exploragéo horizontal e vertical no teste do campo aberto.

Embora se conheca o papel neurotransmissor do éxido nitrico, bem como sua
importancia no controle motor, ainda ndo existem evidencias cientificas explicando
com clareza a maneira como o NO interage com os receptores de dopamina e de
adenosina.

A purina adenosina é um neuromodulador de grande importancia,
com acdes tanto excitatorias quanto inibitérias dentro do sistema nervoso central.
Esta molécula exerce influencia em diversos processos como, por exemplo, 0 sono,
a locomocdao, a respiracao e fornece neuroprotecdo durante a hipoxia / isquemia
(NEWMAN & MCLLWAIN, 1977; DUNWIDDIE & DIAO, 1994). A Regulacao do nivel
extracelular de adenosina no cérebro € essencial, jA que pequenas alteracbes nos
niveis de adenosina afetam o grau de inibicdo sinptica, sendo a concentracao
extracelular dessa substancia definida pelo equilibrio de sua producéo e eliminacéo
(WALL, M. J; ATTERBURY, A; DALE, N, 2007).

Estudos recentes tém indicado que os receptores de adenosina modulam a
atividade dos neurdnios de projecao do estriado, e estdo, portanto, huma posi¢ao
chave para afetar a funcao geral dos ganglios basais. Receptores A2A e receptores
D2 agem de forma antagonica, acredita-se que um importante papel da dopamina é
antagonizar a sinalizacdo dos receptores A2A. Portanto, a perda de dopamina
levaria a sinalizacdo de adenosina, o que resulta em hiperatividade da via
estriatopalidal, promovendo a inibicdo do movimento (TREVITT et al., 2009).

Na literatura, € clara a relacdo existente entre a dopamina e a adenosina,
porém a relacdo desta com o Oxido nitrico ndo estd descrita com clareza,
demonstrando que estudos como este sao essenciais para elucidar como esses
neurotransmissores se relacionam entre si.

Estudos epidemiolégicos tém apoiado que a ingestdo de cafeina exerce uma
acao neuroprotetora em seres humanos (ALFAROA et al., 2009). Evidéncias
experimentais sugerem gque a cafeina tem potencial antiparkinsoniano por conter
propriedades que bloqueiam os receptores de adenosina A2A estriatal reduzindo a
liberagcéo de acetilcolina no estriado (RICHARDSON et al., 1997; SVENNINGSSON
et al., 1999; FERRE et al., 2001).

De fato, um grande numero de estudos indicam evidéncias que apdiam o

potencial neuroprotetor da cafeina tanto in vitro como in vivo (ARMENTERO et al.,
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2011). In vitro, a cafeina pode proteger as células mesencefalicas de ratos da
toxicidade de 6-hidroxidopamina (6-OHDA), aumentando a viabilidade das células,
reduzindo o numero de células apoptéticas e bloqueando completamente a toxina
induzida pela peroxidacdo lipidica (NOBRE et al.,, 2010). A cafeina protege as
células contra 1-metil-4-phenylpyridinium (MPP+) induzida pela inibicdo do
complexo | mitocondrial em neurdnios granulares do cerebelo (ALVIRA et al.,2007).

In vivo, a administracdo de cafeina em diferentes experimentos com
metodologia que consideraram fase aguda e crbnica, pré e pos-tratamento
demonstrou a protecdo dos camundongos tratados contra a degeneracao
nigroestriatal em 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), modelo animal
bem caracterizado da DP. (CHEN et al., 2001; XU et al., 2002; KALDA et al., 2006;
SINGH et al., 2009).

Recentemente, a cafeina também evidenciou atenuar a perda de neurdnios
dopaminérgicos em camundongos que receberam uma combinacdo de Paraquat e
Maneb (KACHROO et al., 2010), dois pesticidas ligados ao risco aumentado de
desenvolvimento de DP (COSTELLO et al., 2010).

Embora a cafeina possa atuar em ambos receptores, Al e A2A, evidéncias
demonstram que o A2A contribui com suas ag¢bes estimulantes no cérebro,
diferenciando-se do Al, que ndo desempenha a mesma contribuicdo (FREDHOLM
et al., 1999). Assim, considerando a descoberta inicial do potencial neuroprotetor da
cafeina, numerosos antagonistas A2A foram desenvolvidos e todos demonstraram
potencial para reduzir a toxina indutora de morte de células neuronais em modelos
de roedores da DP (CHEN et al., 2001; IKEDA et al.,2002; JOGHATAIE et al., 2004;
PIERRI et al.,2005; CARTA et al.,, 2009), com o Al, tal efeito protetor néo foi
evidenciado (CHEN et al., 2001). Os mecanismos pelos quais 0s antagonistas A2A
pode atenuar a morte de neurdnios dopaminérgicos ainda sdo desconhecidos
(ARMENTERO et al., 2011).

Além do efeito neuroprotetor, a cafeina estimula comportamentos através do
antagonismo nao seletivo dos receptores de adenosina A1/A2A e apresenta
propriedades anti-parkinsonianas pelo mesmo mecanismo, porém essas
propriedades séo atribuidas aos receptores A2A (SVENNINGISON et al.,, 1999;
FERRE et al., 2001).

Achados evidenciam que a administracdo sistémica de antagonistas de

receptores A2A reverte a catalepsia induzida por bloqueio de receptores ou
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deplecdo de dopamina e potencializa os efeitos anti-catalépticos da L-DOPA
(KANDA et al., 1994; HAUBER et al.; KANDA et al., 1998; SHIOZAKI et al., 1999;
HAUBER et al., 2001; SCHWARZCHUL et al., 2006; BISHNOI et al.; MORELLI et
al., 2007; TREVITT et al., 2009; SILVA, 2010). Uma explicacdo plausivel para o
aumento da efetividade motora consiste na seletiva co-localizagéo do receptor A2A
com o receptor D2 dos neurdnios da via estriatopalidal. Em adicdo, tem sido
demonstrado que ha um numero aumentado de receptor A2A na substancia negra
parte compacta (HURLEY et al., 2000).

Em nosso estudo observamos que a cafeina reverteu parcialmente a
catalepsia induzida pelo L-NOARG e aos niveis basais a catalepsia induzida pelo L-
NAME. Corrobora com estes achados, véarias outras pesquisas. Malec (1997),
estudando ratos no teste de catalepsia da barra, demonstrou que altas doses de
cafeina (10-50 mg/Kg) antagonizam a catalepsia induzida por haloperidol, assim
como Trevitt et al. (2009) que obtiveram o mesmo resultado com ratos de 250 a
300g, sendo a reversao compativel com o grupo salina+salina, com doses de 20 e
40 mg/Kg (i.p.).

Moo-Puc et al. (2003) utilizaram baixas doses de cafeina (3mg/kg/dia) por
uma semana e evidenciaram efeito significativo anti-cataléptico em resposta a
administracdo da substancia em ratos de 240 a 320g. Golembiowska et al. (2004)
utilizando uma dose de cafeina de 1 mg/kg intraperitoneal em ratos pesando 250 a
300g, descreveram a reducdo significativa da catalepsia, sendo que nesse
experimento 0 mesmo nao ocorreu com administracdo em doses menores (0,1 e 0,3
mg/Kg). Silva (2010), realizou o teste de catalepsia na barra com camundongos de
peso entre 20 e 30g, utilizou doses de 1 e 2 mg/kg de cafeina intraperitoneal e
evidenciou reverséo parcial da catalepsia induzida por haloperidol e L-NOARG.

Neste estudo, além da reversdo da catalepsia, observamos que os animais
gue receberam a cafeina apés a inducao da catalepsia por inibicdo da sintase do
oxido nitrico (NOS) através da administracdo de L-NOARG ou L-NAME, tiveram
reversdo em sua atividade locomotora, com maior resposta quanto a exploragédo
horizontal. Ndo houve reversdo em relacdo a exploracdo vertical e uma hipotese
para este fato seria que, com o aumento significativo da exploracdo horizontal, esse
movimento foi priorizado com relagdo aos erguimentos, que ocorreram em menor

ndmero.
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Silva (2010), realizou o teste do campo aberto em camundongos com peso
entre 20 e 30g, utilizou doses de 1 e 2 mg/kg de cafeina intraperitoneal e evidenciou
reversdo parcial da hipolocomocéo induzida por haloperidol e L-NOARG. Trevitt et
al. (2009), relataram que foi restabelecido de forma significativa a quantidade de
movimento nos ratos que tiveram suprimida sua atividade locomotora pelo uso de
haloperidol (0,75 mg/kg i.p.). Esse fato ocorreu somente na dose de 20 mg/kg de
cafeina, sendo que nas doses de 10 e 40 mg/kg nédo foi observado o mesmo
resultado. Vérios estudos obtiveram sucesso na reversao da supressao locomotora
induzida por haloperidol com antagonistas A2A em roedores (CORREA et al., 2004;
ISHIWARI et al.,, 2007; SALAMONE et al., 2008). Porém nesses estudos foram
utilizadas doses mais baixas de haloperidol (0,5 mg/kg), o que evidencia a
necessidade de novos estudos em diferentes doses e formas indutoras de
catalepsia para afirmacdes de maior consisténcia.

Observamos ainda, que os camundongos que receberam a cafeina sem a
inducdo da catalepsia também percorreram mais quadrantes que o grupo controle.
Houve uma estimulacdo da atividade locomotora quando a cafeina foi associada
com salina ou L-Arginina, que € o substrato para a producdo de éxido nitrico pela
sintase do NO, principalmente na dose de 10 nM, o que evidencia claramente que a
cafeina estimula comportamentos, possivelmente por meio do antagonismo nao
seletivo dos receptores de adenosina A1/ A2A (BRUNGEDE; DUNWIDDIE, 1997).

Além disso, a cafeina mostrou-se eficaz na reversédo da catalepsia, como ja
demonstrado nesta investigacdo, pois apresenta propriedades anti-parkinsonianas
pelo mesmo mecanismo de antagonismo nao seletivo dos receptores de adenosina,
porém essas propriedades sao atribuidas aos receptores A2A (KANDA et al., 1994;
SHIOZAKI et al.; SVENNINGISON et al., 1999; FERRE et al., 2001; VILLANUEVA-
TOLEDO et al., 2003; PINNA et al., 2005; STASI et al., 2006; GILLESPIE et al,;
HODGSON et al., 2009).

A acao da cafeina em receptores de adenosina pode perder seu efeito motor
estimulante apds a administracéo repetida (FREDHOLM et al., 1999; HALLDNER et
al., 2000). Em contraste, outros antagonistas A2A, tanto na administracdo aguda
como cronica, apresentam melhora nos déficits motores em modelos animais da DP
mesmo com administracao repetida (KANDA et al., 1998; KOGA et al., 2000; PINNA
et al., 2001), ocorrendo principalmente quando associados ao tratamento com L-
DOPA (KOGA et al., 2000; PINNA et al., 2001; OH & CHASE, 2002; BIBBIANI et al.,
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2003; TRONCI et al., 2007; HODGSON et al., 2009). Trevitt et al. (2009) relataram
apos investigacdo que antagonistas de adenosina sdo promissores nas terapias da
doenca de Parkinson.

Dados de estudos pré-clinicos indicam que a administracdo de antagonista
A2A tem efeitos benéficos sobre o comprometimento e complicagbes motoras da
DP produzidas por tratamento com L-DOPA por tempo prolongado. Estes efeitos
sdo de grande interesse, dado que complicacbes motoras representam uma
limitacdo intrinseca da L-DOPA terapia que € muitas vezes insensivel a
manipulacdo farmacoldgica. Contudo, os antagonistas A2A podem ser usados com
sucesso por longos periodos, tornando-se particularmente adequados para um
tratamento farmacolégico de longa duracdo, como o requerido na DP
(ARMENTERO et al., 2011).

Considerando o “wearing-off”’, encurtamento progressivo dos efeitos motores
da L-DOPA, que é uma das principais desvantagens do seu uso a longo prazo, e 0
fato que os efeitos clinicos positivos com 0 uso de anti-A2A sdo evidentes em
estudos, a tendéncia € que surjam medicamentos anti-A2A, mas sSd0 necessarios
novos estudos para a definicdo da melhor forma de administracdo de antagonistas
A2A, particularmente em uma dose sub-Otima de L-DOPA, como sugeridos em
estudos pré-clinicos. (ARMENTERO et al., 2011).

Armentero et al. (2011) sugere que resultados adicionais de pacientes com
estagio inicial da DP deverdo elucidar se antagonistas A2A sao adequados para a
administracdo como monoterapia contra 0s sintomas motores presentes na DP.
Devem ser realizadas avaliagbes destes medicamentos em pacientes sem L-DOPA
com complicagbes motoras a fim de avaliar com maior énfase o efeito de
antagonistas A2A sobre o aparecimento e a evolugao da discinesia humana.

Os achados deste estudo corroboram com os estudos desenvolvidos
anteriormente que ressaltam que a modulacdo do comportamento motor é
influenciada pela acéo e interagdo de diversos neurotransmissores, sugerindo uma
estreita interac&o entre o 6xido nitrico e a adenosina, onde uma estimula a atividade
motora e a outra a inibe, respectivamente, e demonstram ir além da acao isolada da
dopamina e da L-DOPA nos nucleos basais do encéfalo.

Por fim, novos estudos sdo necessarios para confirmarem a interacdo entre
estes neurotransmissores, nao so para o entendimento da fisiologia nos nucleos da

base, como também para o desenvolvimento de tratamentos eficazes a curto, médio
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e longo prazo para a Doenga de Parkinson, buscando implementar a qualidade de
vida dos individuos acometidos por esta doenca.
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7 CONCLUSOES

Os resultados observados neste estudo levam as seguintes conclusées:

a) A inibicdo da sintase do 6xido nitrico (NOS), com L-NOARG, causou
catalepsia e hipolocomoc¢ao nos animais, sendo essas altera¢gées do comportamento
motor, parcialmente revertidas pela cafeina, um antagonista ndo seletivo de
receptores de adenosina, independente da dose utilizada.

b) A inibicdo da sintase do Oxido nitrico (NOS), com L-NAME, causou
catalepsia e hipolocomoc¢ao nos animais, sendo essas alteragdes do comportamento
motor, revertidas a niveis basais pela cafeina, um antagonista ndo seletivo de
receptores de adenosina, principalmente na dose de 10 nM.

c) A utilizagdo de L-Arginina, um substrato verdadeiro para a produgdo do
oxido nitrico, ndo causou catalepsia e hipolocomocdo nos animais, sendo que a
cafeina, um antagonista ndo seletivo de receptores de adenosina, estimulou o

comportamento motor desses camundongos.
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(ANEXO 1)

MINISTERID D EDUCACAD
UNNERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSD DO SLL

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 276 do Pesquisador Albert

Schiavetto de Souza referente ao projeto de pesquisa, “Interagdo entre
adenosina e 6xido nitrico nos nicleos basais: analise do comportamento em

um modelo animal da doenca de Parkinson”, estda de acordo com os
principios éticos adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal (COBEA), com a legislacdo vigente e demais disposi¢cdes da
ética em investigacdo que envolvem diretamente os animais e foi
aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE

ANIMAIS/CEUA/UFMS, em reunidao de 5 de novembro de 2010.
Campo Grande (MS), 5 de novembro de 2010.

DR Joice Stei
Presidente em exercicio da CEUA



(ANEXO 2)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS DA UFMS

Cl 8/2011 .

Do(a): Comissao de Etica no Uso de Animais/CEUA/UFMS
Para: Pesquisador Albert Schiaveto de Souza

Data: 13 de setembro de 2011

Prezado Pesquisador,

Acusamos o recebimento do adendo referente ao Protocolo 276/2010 intitulado,
“Interagdo entre adenosina e Oxido nitrico nos niicleos basais: andlise do
comportamento em um modelo animal da doenga de Parkinson”, solicitando a utilizag&o

de mais 32 camundongos suicos machos com peso entre 25 - 30g.

A subcomissdo de andlise de Protocolos da CEUA manifestou Parecer favoravel ao
solicitado.

Atgngiosamente,

Coordenadora da Comiss?o de Etica no Uso de Animais/UFMS



