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1INTRODUCAO

Os nucleos da base e 0 cerebelo sdo estruturas nervosas responsaveis pelos gjustes das
atividades nos tratos descendentes do Sistema Nervoso Central (SNC). Regulam a contracéo
muscular, a forca muscular, os movimentos de multiplas articulagbes e as sequéncias de
movimentos. Sd0 compostos pelos seguintes nucleos, situados no cérebro e mesencéfalo: o
caudado, o putémen, o globo palido, os nacleos subtal@micos e a substancia negra. Com base
na proximidade anatémica aguns desses niicleos recebem nomes comuns: o globo pélido e o
putémen formam o nucleo lenticular; o conjunto do caudado e do putédmen formam o estriado
(EKMAN, 2000).

A substancia negra € um nucleo mesencefdlico, designado assim pela coloragdo de
suas células. Algumas células contém melanina, fazendo com que o nicleo pareca preto. A
substéncia negra tem duas partes. a compacta e a reticular. A parte compacta da substéncia
negra fornece dopamina essencia para o estriado. A parte reticular da substéncia negra e a
parte interna do globo pélido séo as vias de saida do sistema dos géanglios da base. A saida
desses nucleos inibe o tdlamo motor e 0 nucleo pedinculo-pontino do mesencéfalo. A
estimulagdo do nucleo pedunculo-pontino provoca comportamentos ritmicos, como padrfes
locomotores. Embora o funcionamento dos nlcleos da base sgja vital para os movimentos
normais, eles ndo tém conexdes diretas com os motoneurénios inferiores. Sua influéncia é
exercida por areas de plangiamento motor do cértex cerebral, e pelo nicleo pedinculo-
pontino do mesencéfalo. A influéncia sobre a area motora suplementar do cortex cerebral é
indireta, por meio do tdlamo. Um circuito importante dos ganglios da base conecta as areas
motoras do cortex ao putamen, o putamen aos nucleos de saida (por vias direta e indireta) e os
nucleos de saida ao tdlamo motor, sendo que o talamo motor excita as areas do cortex cerebral
(EKMAN, 2000).

A influéncia dos nucleos da base sobre o tdamo motor na via direta, inicia-se com a
excitacdo do putdmen produzida pelas areas corticais motoras. Na via direta, o putdmen inibe
0s nucleos de saida. Como as eferéncias dos nicleos de saida séo inibitdrias para o tdlamo
motor e para o nucleo pedinculo-pontino, o efeito final do aumento das entradas (input) para

0 putédmen, pelavia direta, é o de aumentar a saida (output) excitatéria do tdlamo motor para
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as areas corticais motoras. Portanto, aumentam as atividades nas vias cortico-fugais, que
inervam os muscul os apendiculares (EKMAN, 2000).

Ja a via indireta sai do putamen, inibindo a parte externa do globo pdido, até a
inibicdo do nucleo subtaldmico, excitacdo da parte reticular da substancia negra e inibicdo do
tdlamo motor, resultando em menor excitagdo das areas motoras do cortex cerebral. Por
conseguinte, a atividade pelaviaindiretareduz o nivel de atividade nas vias cortico-fugais.

Os nucleos da base e as vias diretas e indiretas podem ser visualizados na Figura 1.
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Figura 1 — Representacdo dos nucleos da base (viadireta e viaindireta).
Fonte: Ekman, 2000

Sendo assim, ressalta-se que, na via indireta, os nucleos da base tém um efeito
inibitério tébnico sobre a via tdlamo cortical, consequentemente ligada a moderacdo do
movimento. Portanto, quando o cortex provoca um efeito excitatorio nos nlcleos da base o
efeito inibitorio da via tdlamo cortical é reduzido, o que resulta na facilitacdo de movimentos
de modo adequado dos muscul os apendiculares e mascul os posturais.

A dopamina produzida na parte compacta da substéncia negra aumenta a atividade do
cortex motor por se ligar a dois tipos de receptores, D1 e D2, no circuito dos nicleos da base.
A ligacéo da dopamina a receptores D1 facilita a atividade na via direta, enquanto a ligagéo de
dopamina areceptores D2 inibe a atividade na viaindireta (EKMAN, 2000).

Hallet (1993), propds que a funcdo dos nucleos da base é selecionar (via direta) e
inibir (viaindireta) sinergias motoras especificas .

O distirbio motor mais comum dos nlcleos da base é a doenca de Parkinson,

caracterizada por rigidez muscular, marcha festinante, postura curvada, tremores musculares
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ritmicos e expressao facial semelhante a de uma mascara. Nesta doenca, sabe-se que o efeito
inibitério (via direta e indireta) encontra-se ampliado, o que resulta em dificuldades para
iniciar tanto os movimentos apendiculares quanto os movimentos de tronco.

O tratamento da doenca de Parkinson € baseado principa mente na administracdo da L -
DOPA, que é um precursor da dopamina, a qual visa reverter os efeitos da deplecdo de
dopamina estriatal induzida pela destruicéo da via nigro-estriatal. Porém, esta terapia tem sua
acao mais efetiva nos periodos iniciais do tratamento. O uso continuo da levodopa apresenta
limitagBes, como o aparecimento de movimentos involuntarios ou discinesia, apds 5-10 anos
de tratamento. Além desses problemas, pode ocorrer disfuncdo autonémica, congelamento da
marcha, desequilibrio e complicacBes neuropsiquiétricas em cerca de 40% dos pacientes
(OBESO et al., 2000).

Atuamente, terapias farmacol 6gicas baseadas no sistema ndo dopaminérgico surgem
como uma nova possibilidade para um tratamento mais eficaz a médio e longo prazo da
doenca de Parkinson, e estéo voltadas para a implementacdo na qualidade de vida dos
individuos acometidos por esta doenca.
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2REVISAO DE LITERATURA

7

A doenca de Parkinson é primariamente uma doenca da funcdo motora
extrapiramidal, causada por degeneracdo severa de neurénios 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 destruicéo da via
nigro-estriatal (JANKOV IC, 2002; OBESO; OLANOW:; NUTT, 2000; QUINN, 1998). Essa
interfere tanto nos movimentos voluntarios como nos movimentos autométicos (EKMAN,
2000).

Apesar da identificac@o da patologia - morte das células produtoras de dopamina na
parte compacta da substéncia negra e das células produtoras de acetilcolina no nucleo
pedunculo-pontino - a causa dessa morte permanece desconhecida. A morte celular ocorre
muito antes que os sinais clinicos da doenca de Parkinson fiquem evidentes; cerca de 80% das
células produtoras de dopamina morrem antes do aparecimento dos sinais da doenca
(EKMAN, 2000). Segundo Oertel (1995) e Olanow (2004), a doenca de Parkinson € o
disturbio de movimento mais comum nos Estados Unidos, e afeta aproximadamente 1 milh&o
deindividuos.

A perda da dopamina na via direta dos nucleos da base reduz a atividade das areas
motoras do cortex cerebral, diminuindo os movimentos voluntarios. A perda das células do
nicleo pedunculo-pontino, combinada com a inibicdo aumentada do préprio nucleo
pedinculo-pontino, desinibe as vias reticulo-espinhal e vestibulo-espinhal, produzindo a
contragdo excessiva dos muscul os posturais (EKMAN, 2000).

Uma pessoa com doenca de Parkinson tera dificuldade em se levantar de uma cadeira,
e sua marcha sera caracterizada por postura em flexdo, arrastamento dos pés, com reducéo ou
auséncia do balango dos bracos. Os sinais distintivos da doenca de Parkinson sdo rigidez,
hipocinesia (movimentacdo diminuida), tremor de repouso e comprometimento visual-
perceptivo (EKMAN, 2000).

O tratamento sintomético da doenca de Parkinson com L-DOPA e drogas agonistas
de dopamina predominam a terapia e séo altamente efetivas em tratar os estagios iniciais da
doenca. Todavia, a introducéo de drogas dopaminérgicas esta associada a efeitos colaterais
agudos, tais como nausea, vOomito e hipotensdo, adém de uma série de complicacdes
relacionadas ao tratamento alongo prazo, as quais aumentam em severidade com a progressao

da doenca. Além disso, todas as terapias utilizadas atualmente tratam os sintomas e ndo
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modificam significativamente a progressado da doenca. Como conseqliéncia destes fatores, ha
a necessidade do desenvolvimento de novas manipulagdes farmacol 6gicas para o tratamento
da doenga de Parkinson. Novas manipulagbes devem produzir agentes com agdo anti-
parkinsonianas em todas as fases da doenca, sem perda da eficéacia da droga e que previna o
surgimento de discinesias (JENNER, 2003).

O estudo de novas terapias para a doenga de Parkinson esta voltado para sistemas néo
dopaminérgicos dentro dos nucleos da base que vao além das vias nigroestriatais lesionadas
(BROTCHIE, 1998; JENNER, 2000). Vérios agentes apresentando um potencial terapéutico
tém sido descritos, incluindo agentes que atuam em receptores glutamatérgicos, canabindides,
opiodides, ap-adrenérgicos e receptores colinérgicos nicotinicos e muscarinicos (JENNER,
2003).

A identificacdo de receptores de adenosina A2A nos ganglios basais, como uma
maneira potencial de modificar 0 comportamento motor, por meio de um mecanismo néo
dopaminérgico, pode ter consequiéncias terapéuticas importantes para o tratamento futuro da
doenca de Parkinson (JENNER, 2003; KASE, 2001; ONGINI, 1996; SVENNINGSSON et
al., 1999; FREDHOLM, 1996).

A adenosina desempenha um papel importante em regular um conjunto de fungdes
fisiologicas no SNC. Esta se encontra presente em todas as partes do SNC de mamiferos e
modula a fungdo neuronal via receptores de membrana celular especificos. No SNC, esta co-
localizada, nos terminais pré-sinapticos, com uma variedade de neurotransmissores dos quais
ela é liberada depois da despolarizacdo, com a finalidade de modular a atividade neuronal
(ABBRACCHIO; CATTABENI, 1999). A 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 priméria e
suas propriedades bioguimicas e farmacolégicas: A1, A2A, A2B e A3 (FREDHOLM et al.,
1994).

Receptores do tipo A1 sdo vastamente distribuidos em todas as partes do cérebro (ex.
hipocampo, cértex cerebral, tdlamo e cerebelo), onde eles regulam a liberacdo de
neurotransmissores e os disparos neuronais. Atuando em receptores do tipo A1 localizados na
regido pré-sinaptica, a adenosina suprime a liberagdo de vérios neurotransmissores (incluindo
0 glutamato e dopamina), enquanto que a ativagdo pds-sinaptica destes receptores induz
hiperpolarizagcdo neuronal (BRUNDEGE; DUNWIDDIE, 1997). Esta atividade inibitoria, que

€ aumentada sob condic¢des neurotoxicas, coloca a adenosina como um importante agente em
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mecanismos de neuroprotegdo (BRUNDEGE; DUNWIDDIE, 1997; RALEVIC,;
BURNSTOCK, 1998).

Por outro lado, receptores do tipo A2 sdo normamente facilitatérios. Eles sdo
particularmente expressados em regides ricas em receptores de dopamina, onde se co-
localizam com receptores do tipo D2 (FINK et al., 1992).

No caudado-putamen (Cpu ou estriado), a estrutura de maior entrada dos nicleos da
base, receptores A2A sdo seletivamente expressos e co-localizados com receptores D2 de
dopamina, em uma sub-populacdo de neurbnios se projetando para o globo paido (FINK et
al., 1992; SCHIFFMANN et al., 1991). 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 ganglios da base, i.e. a substancia negra, pars reticulada e o ntcleo entopeduncular.

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

A ativagdo de receptores A2A de adenosina reduz a atividade de receptores D2 a
agonistas dopaminérgicos, incluindo o ligante endégeno dopamina (FERRE et al., 1997;
FERRE et al., 1991a; FERRE et al., 1991b). Essa ativacdo pode ser visualizada na Figura 2.
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Figura 2 — Representacdo da inibicdo dos receptores A2A sob receptores D2.

Nos nucleos da base a neuromodulacdo pela adenosina desempenha um papel crucial
no controle motor (FERRE et al., 1997). Varios estudos de comportamento indicam que
ativacdo ou blogueio de receptores A2 de adenosina inibe ou estimula, respectivamente,

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

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

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

Evidéncias experimentais sugerem que cafeina, um alca6ide vastamente conhecido
por suas propriedades estimulantes do SNC (FREDHOLM et al., 1999), apresenta
propriedades anti-parkinsonianas por meio do bloqueio de receptores estriatais de adenosina
A2A (FERRE et al., 2001; SVENNINGSSON et al., 1999). Adenosina prové um tono
inibitério a varias regibes cerebrais e a estimulagcdo de comportamentos pela cafeina e
teofilina so atribuidos ao antagonismo ndo 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 A1l (JAIN et al., 1995). Todavia, alguns agonistas induzem
modificagbes no comportamento de forma bifasica Por exemplo, 5',N-
Ethylcarboxamidoadenosine (NECA) um agonista ndo seletivo de receptores de adenosina e
2-cloro-N6-ciclopentiladenosina (CCPA) agonista seletivo A1, em doses baixas estimulam e
em doses atas inibem locomocdo (FLORIO et al., 1997). Agonistas de receptores de
adenosina podem ainda induzir catalepsia (FERRE et al., 1991; ZARRINDAST;
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MODABBER; SABETKASAI, 1993) ou potencializar catalepsiainduzida por antagonistas de
dopamina (KHISTI; CHOPDE; ABRAHAM, 2000).

No entanto, outros neurotransmissores, além de adenosina e dopamina, estéo
presentes nos nucleos da base e participam da modulagcdo do comportamento motor (DEL
BEL et al., 2002; HALCAK et al., 2000). Entre eles, pode-se citar o neuromodulador 6xido
nitrico (NO), o qual tem de forma crescente sido reconhecido como um mensageiro inter e
extracelular no SNC (PRAST; PHILIPPU, 2001).

Ativacdo de receptores NMDA € um estimulo pivé para a producdo de NO em
neurdnios, 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), € também habil para regular a atividade sinaptica (KISS;
VIZI, 2001; PRAST; PHILIPPU, 2001). Entre seus papéis extra-cdulares, o NO tem
mostrado regular aliberagdo de varios neurotransmissores, tais como aminoacidos, dopamina,
acetilcolina e serotonina (PRAST; PHILIPPU, 2001). Na andlise do comportamento,
moduladores de NO exercem resultados incongruentes, como mostrados pelos efeitos
similares produzidos tanto por aumento como por diminuicdo dos niveis de NO, observados
em hiper-locomocéo induzida por antagonistas de receptores NMDA (BUJAS-BOBANOVIC
et al., 2000; JOHANSSON; JACKSON; SVENSSON, 1997), epilepsia, sono (FARADJI et
al., 2000) e les3o cerebral (IADECOLA et al., 1997).

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

A interferéncia com a formacdo do NO também pode produzir déficits em outros
testes motores. Inibidores da NOS diminuem locomocdo e exploracdo vertica 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 hip6tese que a atividade continua ou
tonica da NOS constitutiva seria necesséria para ocorrerem movimentos normais do corpo. A
administracéo sistémica de antagonistas de receptores da dopamina do tipo D1 diminuem a
atividade da NADPH-d em neurbnios estriatais, enquanto que antagonistas de receptores do
tipo D, produzem o efeito oposto (MORRIS et al., 1997).
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Doadores de NO estimulam a liberagdo de adenosina em “dlices” hipocampais
(BROAD; FALLAHI; FREDHOLM, 2000; FALLAHI et al., 1996) e em culturas neuronais,
por meio da inibicéo da adenosina-quinase (ROSENBERG et al., 2000). De forma similar,
doadores de NO aumentam, ao passo que inibidores da sintase do éxido nitrico (NOS)
diminuem os niveis de adenosina estriatal in vivo (FALLAHI et al., 1996). Todavia, a

interacdo entre NO e adenosina ndo esta bem esclarecida ao nivel do comportamento.
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3 OBJETIVOS

3.1Geal:

Avdiar ainteragdo entre 0s neurotransmissores adenosina, dopamina e éxido nitrico
nos nucleos basais, por meio da avaliagdo do comportamento motor, em um modelo animal da

doenca de Parkinson.

3.2 Especificos:

a) Avdiar o efeito de um agonista e um antagonista de receptores de adenosina
(NECA e cafeina, respectivamente), no comportamento de catalepsia em camundongos,
induzida por inibicéo de receptores de dopamina, com haloperidol e, inibicdo da NOS, com
L-NOARG ou L-NAME.

b) Estudar a interagdo entre os neurotransmissores adenosina, dopamina e oxido
nitrico sobre o comportamento motor e exploratério em camundongos, por meio do teste do

campo aberto.
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4, MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Animais

Neste experimento foram utilizados 272 camundongos Suigos, machos, oriundos do
biotério central da Universidade Catdlica Dom Bosco, 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 atemperatura ambiente (23+1°C) foram controlados.
ApGs os experimentos 0s animais foram eutanasiados. O protocolo experimental deste estudo
foi aprovado pelo Comité de Etica para o Uso de Animais (CEUA), da Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul, sob o protocolo nimero 191/2008.

4.1.2 Drogas

Foram empregadas as seguintes drogas:. antagonistas de receptores de dopamina
Haloperidol 1mg (Haldol-Janssen-Cilag); inibidores da sintase do 6xido nitrico: N®-nitro-L-
arginine (L-NOARG - Sigma) e N®-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME - Sigma);
substrato da sintase do Oxido nitrico (L-Arginind), agonista ndo seletivo de receptores de
adenosina: 5’ ,N-Ethylcarboxamidoadenosine (NECA - Sigma); antagonista ndo seletivo de
receptores de adenosina: cafeina (Sigma). Todas as drogas foram dissolvidas em solucéo
salinaa 0,9%.

4.1.3 Experimentos e grupos experimentais

Neste estudo foram realizados 2 grandes experimentos. Cada um deles foi constituido
por 3 grupos controle, além de 4 subexperimentos, sendo cada um deles constituido de 3
grupos experimentais, como descritos a seguir. Os resultados de cada subexperimento foram

comparados com agueles dos grupos controle. O tamanho da amostra de cada grupo
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experimental variou entre 8 e 16 camundongos. Cada animal foi utilizado somente em um dos

grupos experimentais.

4.1.3.1 Experimento |

Neste experimento avaliou-se o efeito da cafeina, antagonista de adenosina, nas
alteragdes do comportamento motor , induzida pela L-Arginina, haloperidol, L-NOARG e L-
NAME. Os animais receberam injecdo intraperitoneal (i.p.) de salina ou cafeina (1-2mg/kg),
seguida pela aplicagdo i.p. salina ou de L-Arginina, haloperidol, L-NOARG ou L-NAME (40

mg/kg) apos 30 minutos. Foram realizados 0s seguintes grupos experimentais:

4.1.3.1.1 Grupos controle

Foram compostos na seguinte ordem:

Grupo sal+sal (n=16): os animais receberam injecdo i.p. de salina e apds 30 minutos,
outrainjecdo i.p. de saling;

Grupo sal+cafl (n=16): os animais receberam injecdo i.p. de salina e apds 30
minutos, injecdo i.p. de cafeina (1mg/kg);

Grupo sal+caf2 (n=8): os animais receberam injecdo i.p. de salina e apds 30 minutos,

injecdo i.p. de cafeina (2mg/kg);

4.1.3.1.2 Subexperimento |

Avaliou-se o efeito da cafeina nas ateragbes do comportamento motor induzidas pela
L-Arginina, substrato da sintase do éxido nitrico:

Grupo L-Argt+sal (n=16): os animais receberam injecdo i.p. de L-Arginina (40 mg/kg)
e apos 30 minutos, injecdo i.p. de saling;

Grupo L-Argtcafl (n=8): os animais receberam injecdo i.p. de L-Arginina
(100mg/kg) e apbs 30 minutos, injecdo i.p. de cafeina (1Img/kQg);

Grupo L-Arg+caf2 (n=8): os animais receberam injecdo i.p. de L-Arginina

(100mg/kg) e apos 30 minutos, injegdo i.p. de cafeina (2mg/kg).
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4.1.3.1.3 Subexperimento 11

Avaliou-se o efeito da cafeina nas alteracbes do comportamento motor induzidas pelo
hal operidol:

Grupo haldol+sal (n=8): os animais receberam injec&o i.p. de haloperidol (0,5mg/kg)
e apbs 30 minutos, injecdo i.p. de saling;

Grupo haldol+cafl (n=8): os animais receberam injecdo i.p. de haoperidol

(0,5mg/kg) e apods 30 minutos, injecdo i.p. de cafeina (Img/kg);

4.1.3.1.4 Subexperimento 111

Foi avaliado o efeito da cafeina nas ateracbes do comportamento motor induzidas
pelo L-NOARG, inibidor da sintase de éxido nitrico:

Grupo L-NOARG+sa (n=8): os animais receberam injecdo i.p. de L-NOARG
(40mg/kg) e apo6s 30 minutos, injecdo i.p. de saling;

Grupo L-NOARG+cafl (n=8): os animais receberam injecdo i.p. de L-NOARG
(40mg/kQ) e apos 30 minutos, injecdo i.p. de cafeina (1Img/kg);

Grupo L-NOARG+caf2 (n=8): os animais receberam injecdo i.p. de L-NOARG
(40mg/kg) e apds 30 minutos, injecdo i.p. de cafeina (2mg/kg).

4.1.3.1.5 Subexperimento 1V

Observou-se o €efeito da cafeina nas alteragBes do comportamento motor induzidas
pelo L-NAME, inibidor da sintase de 6xido nitrico:

Grupo L-NAME+sal (n=8): os animais receberam injegdo i.p. de L-NAME (40mg/kg)
e apos 30 minutos, injecdo i.p. de saling;

Grupo L-NAME+cafl (n=8): os animais receberam inje¢do i.p. de L-NAME
(40mg/kg) e apds 30 minutos, injecdo i.p. de cafeina (1mg/kg);

Grupo L-NAME+caf2 (n=8): os animais receberam injecdo i.p. de L-NAME
(40mg/kg) e apds 30 minutos, injecdo i.p. de cafeina (2mg/kg).
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4.1.3.2 Experimento I1:

Avaliou-se o efeito do 5',N-Etilcarboxamidoadenosina (NECA), agonista néo seletivo
de receptores de adenosina, nas ateracbes do comportamento motor induzidas por L-
Arginina, haloperidol, L-NOARG e L-NAME. Os animais receberam injecéo intraperitoneal
(i.p.) de salinaou NECA (0,05-0,1mg/kg), seguida pela aplicagdo i.p. de salina ou L-Arginina
(40mg/kg), ou haloperidol (0,5mg/kg) ou L-NOARG ou L-NAME (40 mg/kg) ap6s 30

minutos. Realizaram-se 0s seguintes grupos experimentais:

4.1.3.2.1 Grupos controle

Foram compostos na seguinte ordem:

Grupo sal+sal (n=16): os animais receberam injecdo i.p. de salina e apds 30 minutos,
outrainjecdo i.p. de saling;

Grupo sal+NECA0,05 (n=8): os animais receberam injecdo i.p. de salina e apds 30
minutos, injecdo i.p. de NECA (0,05mg/kQ);

Grupo sa+NECAO,1 (n=8): os animais receberam injecdo i.p. de salina e apos 30
minutos, injecdo i.p. de NECA (0,1mg/kg);

4.1.3.2.2 Subexperimento V

Analisou-se 0 efeito do 5',N-Etilcarboxamidoadenosina (NECA) nas alteragoes do
comportamento motor induzidas por L-Arginina

Grupo L-Arg+sal (n=8): os animais receberam injecdo i.p. de L-Arginina (40mg/kg) e
apos 30 minutos, injecdo i.p. de saling;

Grupo L-Arg+NECAO0,05 (n=8): os animais receberam injecdo i.p. de L-Arginina
(40mg/kg) e apds 30 minutos, injecdo i.p. de NECA (0,05mg/kg);

Grupo L-Arg+NECAO,1 (n=8): os animais receberam injecdo i.p. de L-Arginina
(40mg/kg) e ap6s 30 minutos, injecéo i.p. de NECA (0,1mg/kQ).

4.1.3.2.3 Subexperimento VI
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Observou-se o efeito do 5',N-Etilcarboxamidoadenosina (NECA) nas alteragdes do

comportamento motor induzidas pelo haloperidol:

Grupo hadol+sal (n=8): os animais receberam injecdo i.p. de haloperidol (0,5mg/kg)
e apds 30 minutos, injecdo i.p. de saling;

Grupo haldol+NECAO,05 (n=8): os animais receberam injecdo i.p. de haoperidol
(0,5mg/kg) e apds 30 minutos, injecdo i.p. de NECA (0,05mg/kg);

Grupo hadol+NECAOQ,1 (n=8): os animais receberam injecédo i.p. de haloperidol
(0,5mg/kg) e apds 30 minutos, injecdo i.p. de NECA (0,1mg/kg).

4.1.3.2.4 Subexperimento VI

Avdiou-se o efeito do 5',N-Etilcarboxamidoadenosina (NECA) nas ateragdes do
comportamento motor induzidas pelo L-NOARG:

Grupo L-NOARG+sa (n=8): os animais receberam injecdo i.p. de L-NOARG
(40mg/kg) e apos 30 minutos, injecdo i.p. de saling;

Grupo L-NOARG+NECAO0,05 (n=8): os animais receberam injecdo i.p. de L-
NOARG (40mg/kg) e apds 30 minutos, injecéo i.p. de NECA (0,05mg/kg);

Grupo L-NOARG +NECAO0,1(n=8): os animais receberam injecéo i.p. de L-NOARG
(40mg/kQg) e apds 30 minutos, injecdo i.p. de NECA (0,1mg/kg).

4.1.3.2.5 Subexperimento V11

Observou-se o efeito do 5',N-Etilcarboxamidoadenosina (NECA) nas alteracbes do
comportamento motor induzidas pelo L-NAME:

Grupo L-NAME+sal (n=8): os animais receberam injecdo i.p de salina e apos 30
minutos, injecdo i.p de L-NAME (40mg/kg) e apds 30 minutos, injegdo i.p. de saling;

Grupo L-NAME+NECAO0,05 (n=8): os animais receberam injecéo i.p. de L-NAME
(40mg/kg) e apds 30 minutos, injecdo i.p. de NECA (0,05mg/kg);

Grupo L-NAME+NECAO0,1 (n=8): os animais receberam injegcdo i.p. de L-NAME
(40mg/kg) e apos 30 minutos, injecdo i.p. de NECA (0,1 mg/kg).
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4.2 M étodos

4.2.1 Avdiacdo funciona dos animais

A avaliacdo funciona 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 (WAL SH, 1976; WHIMBEY/, 1967). Os testes de comportamento realizaram-se

sempre no mesmo horério e local, como descritos a seguir:

4.2.1.1 Teste de catalepsiana barra

A catalepsia é definida como uma falha na corregdo de uma postura externa imposta.
Este teste € amplamente usado para avaliar os efeitos motores de drogas que agem no sistema
extrapiramidal. Esta foi avaliada de acordo com o método da barra, onde o camundongo é
colocado com ambas as patas anteriores sobre uma barra de vidro horizontal (diémetro de 0,5
cm), elevada 4,5 cm do solo (SANBERG et al., 1988) (Figura 3). O tempo em segundos,
durante o qual o0 animal permanece nesta posi¢éo foi registrado, até um tempo maximo de 300
segundos (ZARRINDAST; MODABBER; SABETKASAI, 1993), permitindo trés tentativas
de colocacdo do animal em posicdo cataéptica. O tempo de catalepsia foi considerado
finalizado quando as patas anteriores tocaram 0 solo ou quando o camundongo subiu na barra.

As medidas realizaram-se depois de 30, 60 e 90 minutos apds a administracéo das drogas.

Figura.3 — Teste de Catalepsia na barra
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4.2.1.2 Teste do campo aberto:

Este teste foi utilizado para avaliar o estado motor do animal (Figura4). O mesmo foi
inicialmente descrito e utilizado por Calvin S. Hall na década de 1930, sendo 0 seu uso
estendido e modificado por P. L. Broaderhurst na década de 1960, em estudos sobre o medo e
a heranca do comportamento, onde ficou demonstrado que a quantidade de bolos fecais

expelidos pelo rato eram relacionados positivamente com o medo.

Figura 4 — Teste do Campo Aberto

Através dos estudos de Whimbey e Denenberg (1967), ficou demonstrado que no
teste de campo aberto, havia uma forte correlagdo positiva entre 0 comportamento de
deambulacdo 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 sdo listados
neste teste (WAL SH, 1976).

Em nosso laboratério, os paréametros avaliados durante a realizacdo do teste do campo
aberto foram: a freqiiéncia dos comportamentos de exploragéo horizontal e vertical, em uma
arena cilindrica, de 40 cm de didmetro, com paredes de acrilico trandlcido, de 30 cm de
atura, colocada sobre uma base de madeira recoberta de férmica de cor branca, a qual é
subdividida em 12 quadrantes de 104,7 cm? cada.
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4.3 Andlise Estatistica

Os resultados obtidos por meio dos testes de comportamento foram analisados
estatisticamente pelo “ software’’ SigmaStat para Windows®, na versao 2.0. Em todos os testes
utilizados foram consideradas estatisticamente significantes as diferencas na qual o valor de p
foi menor que 0,05.

A comparacdo entre 0S grupos experimentais, em relacdo as varidveis tempo de
catalepsia, quadrantes percorridos e erguimentos, foi realizada por meio do teste ANOVA de
uma via, seguido pelo pos-teste de Duncan. JA a comparagdo entre os momentos de analise,
em relacdo ao tempo de catalepsia, foi readlizada por meio do teste ANOVA de uma via de
medidas repetitivas, seguido pelo pés-teste de Duncan. Em todos os testes realizados foi
considerado um nivel de significanciade 5% (NORMAN, 1994; SHOTT, 1990).
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5 RESULTADOS

Experimento 1

Os resultados referentes a analise da catalepsia e do campo aberto para os animais dos

grupos do experimento | esto apresentados natabela 1.

Tabela 1. Resultados referentes ao tempo de permanéncia dos camundongos em catalepsia e
campo aberto quanto a locomocdo em exploragcdo horizontal e vertical, apresentados
em valor médiozerro padréo, observados em cada um dos grupos experimentais com
administracédo de cafeina e de drogas antagonistas de dopamina e NOS.

Catalepsia Campo Aberto
Tempos (Minutos) Exploragdo (cm)
Grupos
30 60 90 Horizontal Vertical
. . 1,44+0,06 1,50+0,07 2,44+0,10 70,19+6,19 15,75+1,82
salina + salina
. . 1,00+0,04 2,13+0,21 2,19+0,20 67,75+7,29 12,00+1,68
salina+cafeina 1mg
. . 0,63+0,06 1,00+0,09 0,75+0,09 77,25%5,21 13,75+1,27
salina + cafeina 2mg
L-ARG + salina 2,44+0,23 10,06+2,00 2,00+0,14 53,56+8,39 10,69+2,49
L-ARG + cafeina 1mg 0,88+0,10 1,25+0,16 1,38+0,13 81,13+7,92 16,38+1,67
L-ARG + cafeina 2mg 1,63+0,23 0,63+0,09 1,00+0,12 72,50+11,30 17,62+4,16
. . 36,13+2,50 117,00+12,90 102,13+8,82 2,38+1,07 0,50+0,38
haloperidol + salina
. . 70,38+5,64 34,88+2,35  146,50+16,34 0,38+0,18 0,00+0,00
haloperidol + cafeina 1mg
. . 38,88+5,29 40,50+4,78 31,63+2,88 2,13+0,99 1,00+0,57
haloperidol + cafeina 2mg
L-NOARG + salina 62,38+13,93 139,25+15,11 190,75+18,48 61,75+10,00 2,38+0,73
L-NOARG + cafeina 1mg 86,13+13,78 96,63+13,51 112,63+13,68 40,00+5,14 2,38+1,96
L-NOARG + cafefna 2mg 58,88+12,19  41,00+8,44 53,00+12,53 59,75+9,31 3,38+1,18
L-NAME + salina 6,25+0,34 12,13+1,40 17,25+2,49 31,63+4,96 3,38+1,02
L-NAME + cafeinal mg 2,50+0,18 4,88+0,40 5,00+0,36 29,25+4,50 3,00+0,73
2,00£0,12 4,00+0,47 2,38+0,25 35,25+7,04 3,38+1,49

L-NAME + cafeina 2mg

Grupos controle:

Catalepsia
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Os animais do grupo sal+sa ndo apresentaram catalepsia em nenhum dos tempos
analisados (ANOVA de uma via de medidas repetitivas, p=0,17).

Ja os animais dos grupos sal+cafl e sal+caf2 apresentaram, nos trés momentos
avaliados, um tempo médio de catalepsia que variou entre 0,63+0,06 segundos (médiaterro
padrdo da média) e 2,19,13+0,20 segundos, sendo que ndo foi observada diferenca
significativa entre os trés momentos de andlise, para ambos os grupos (ANOVA de uma via

de medidas repetitivas, p=0,34 e p=0,51, respectivamente).

Campo Aberto:

Nos grupos controle sal+cafl, e sal+caf2, e L-Argininatcafl e L-Argininatcaf 2,
constatou-se que a cafeina ndo alterou o comportamento de EH e EV (ANOVA de uma via,
p<0,001).

Subexperimento |

Catalepsia

Os animais do grupo L-Arg+sal ndo apresentaram catal epsia em nenhum dos tempos
analisados (ANOV A de uma via de medidas repetitivas, p=0,35).

Os animais do grupo L-Arg+caf1 ndo apresentaram catal epsia em nenhum dos tempos
analisados (ANOVA de uma via de medidas repetitivas, p=0,72).

Os animais do grupo L-Arg+caf2 ndo apresentaram catal epsia em nenhum dos tempos
analisados (ANOVA de uma via de medidas repetitivas, p=0,30).

Na comparagdo entre 0s animais dos grupos experimentais, incluindo os animais dos
grupos controle, no momento 30 minutos, ndo houve diferenca entre eles (grupos), em relagdo
ao tempo de catalepsia (ANOV A de umavia, p=0,58, pés-teste de Duncan, p<0,05).

Na comparagdo entre 0s animais dos grupos experimentais, incluindo os animais dos
grupos controle, no momento 60 minutos, ndo houve diferenca entre eles (grupos), em relacéo
ao tempo de catalepsia (ANOV A de umavia, p=0,33 pos-teste de Duncan, p<0,05).

Na comparagdo entre 0s animais dos grupos experimentais, incluindo os animais dos
grupos controle, no momento 90 minutos, ndo houve diferenca entre eles (grupos), em relacéo
ao tempo de catalepsia (ANOV A de umavia, p=0,58, pos-teste de Duncan, p<0,05).
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Campo Aberto:

Em relac@o ao comportamento da exploragéo horizontal, mensurado pela quantificagéo
da distncia de quadrantes percorridos, os animais dos grupos L-arg+sal, L-arg+cafl e L-
arg+caf2, apresentaram uma média de distancia percorrida de quadrantes que variou entre
81,13+7,92 a 53,56+8,39 (ANOVA de uma via, p=0,159). Em relacdo a0 numero de
quadrantes percorridos ndo houve diferenca significativa entre os animais dos grupos
analisados, incluindo os do grupo controle (pos teste de Duncan, p<0,05).

Em relagdo ao comportamento de exploragdo vertical, mensurado pela quantificagéo
do nimero de erguimentos expressos pelos animais, 0s animais dos grupos L-arg+sal, L-
arg+cafl e L-arg+caf2 apresentaram uma média de erguimentos que variou entre 17,62+4,16
a 10,69+2,49(ANOVA de uma via, p=0,217). Em relacdo a exploracdo vertical, ndo houve
diferenca significativa entre os animais dos grupos analisados, incluindo os do grupo controle
(p6s teste de Duncan , p<0,05).

Subexperimento ||

Catalepsia

Os animais do grupo haldol+sal apresentaram catalepsia que variou entre 36,13+2,50 e
117,00+12,90 segundos, sendo que o tempo de catalepsia observada nos momentos 60 e 90
minutos foi maior do que aquele observado no momento 30 minutos (ANOV A de umaviade
medidas repetitivas, p=0,01, pos-teste de Duncan, p<0,05).

Os animais do grupo haldol+caf1l apresentaram tempo de catalepsia que variou entre
34,88+2,35 e 146,50+16,34 segundos, sendo que o tempo de catalepsia observado no
momento 90 minutos, foi maior do que aquele observado no momento 60 minutos (ANOV A
de uma via de medidas repetitivas, p=0,03, pos-teste de Duncan, p<0,05).

Os animais do grupo haldol+caf2 apresentaram tempo de catalepsia que variou entre
31,63+2,88 e 40,50 segundos, sendo que neste grupo ndo houve diferenca entre os momentos
de andlise, em relacdo ao tempo de catalepsia (ANOVA de uma via de medidas repetitivas,
p=0,85).

Na comparagdo entre 0s animais dos grupos experimentais, incluindo os animais dos
grupos controle, no momento 30 minutos, houve diferenca entre eles (grupos), em relacéo ao
tempo de catalepsia (ANOVA de uma via, p<0,001), sendo gue neste momento o tempo de

catalepsia observado nos animais do grupo haldol+cafl foi maior do que aquele observado
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para os animais dos grupos sal+sal, sal+caf1, sa+caf2, haldol+sal e haldol+caf2. O tempo de
catalepsia observado nos animais do grupo haldol+sal e haldol+caf2 foi maior que o
observado nos grupos dos animais sal+sal, sal+caf1 e sal+caf2 (pds-teste de Duncan, p<0,05).

Na comparagdo entre 0s animais dos grupos experimentais, incluindo os animais dos
grupos controle, no momento 60 minutos, houve diferenca entre eles (grupos), em relacdo ao
tempo de catalepsia (ANOVA de uma via, p<0,001), sendo gue neste momento o tempo de
catalepsia observado nos animais do grupo haldol+sal foi maior do que aquele observado para
0s animais dos grupos sal+sal, sal+cafl, sa+caf2, haldol+cafl e haldol+caf2. O tempo de
catalepsia observado nos animais dos grupos haldol+cafl e haldol+caf2 foi maior que o
observado nos animais dos grupos sal+sal, sal+caf 1 e sal+caf2 (pos-teste de Duncan, p<0,05).

Na comparagdo entre 0s animais dos grupos experimentais, incluindo os animais dos
grupos controle, no momento 90 minutos, houve diferenca entre eles (grupos), em relacdo ao
tempo de catalepsia (ANOVA de uma via, p<0,001), sendo gue neste momento o tempo de
catalepsia observado nos animais dos grupos haldol+sal e haldol+cafl foi maior do que
aquele observado para os animais dos grupos sal+sal, sal+cafl, sal+caf2 e haldol+caf2. O
tempo de catalepsia observado nos animais do grupo haldol+caf2 foi maior que o observado
nos animais dos grupos sal+sal, sal+caf1 e sal+caf 2 (pds-teste de Duncan, p<0,05).

Campo Aberto:

Em relac&o ao comportamento da exploragéo horizontal, mensurado pela quantificagéo
da disténcia de quadrantes percorridos, os animais dos grupos haldol+sal, haldol+cafl e
haldol+caf2, apresentaram uma média de distancia percorrida de quadrantes que variou entre
2,38+1,07 a 0,38+0,18 (ANOVA de uma via, p<0,001). Em relagdo ao nimero de quadrantes
percorridos, houve diferenca significativa entre os animais dos grupos analisados, incluindo
0os do grupo controle, sendo que os animais dos grupos sal+sal, sa+cafl, e sal+caf2
percorreram mais quadrantes que os animais dos grupos haldol+sal, haldol+caf1, haldol+caf2
(pbs teste de Duncan, p<0,05).

Em relacdo ao comportamento de exploragdo vertical, mensurado pela quantificagcéo
do nimero de erguimentos expressos pelos animais, os animais dos grupos haldol+sal,
haldol+cafl e haldol+caf2 apresentaram uma meédia de erguimentos que variou entre
1,00+£0,57 a 0,00£0,00 (ANOVA de uma via, p<0,001). Em relacdo a exploracdo vertical,
houve diferenca significativa entre os animais dos grupos analisados, incluindo os do grupo

controle, sendo que os animais dos grupos sal+sal, sal+cafl e sal+caf2 apresentaram mais
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erguimentos do que os animais dos grupos haldol+sal, haldol+caf 1 e haldol+caf2 (pos teste de
Duncan, p<0,05).

Para os grupos hadol+cafl e hadol+caf 2 a cafeina demonstrou ndo alterar o
comportamento de EH e EV dos animais analisados. Observou-se que o haloperidol diminuiu
ambos os comportamentos exploratérios e que esse ndo foi revertido pela acdo da cafeina em
ambas as doses (ANOV A de umavia, p<0,001)

Subexperimento 111

Catalepsia

Os animais do grupo L-NOARG+sa apresentaram catalepsia que variou entre
62,38+13,93 e 190,75+18,48 minutos, sendo gue a catal epsia nos momentos 60 e 90 minutos
maior do gque aquela observada no momento 30 minutos (ANOVA de uma via de medidas
repetitivas, p=0,02, pos-teste de Duncan, p<0,05).

O grupo L-NOARG+cafl apresentou catalepsia que variou entre 86,13+13,78 e
112,63+13,68 minuto, sendo que neste grupo ndo houve diferenca entre os momentos de
andlise, em relacdo a catalepsia (ANOV A de uma via de medidas repetitivas, p=0,46).

O grupo L-NOARG+caf2 apresentou catalepsia que variou entre 41,00+8,44 e
58,88+12,19 minutos, sendo que neste grupo ndo houve diferenca entre os momentos de
andlise, em relacdo a catalepsia (ANOVA de uma via de medidas repetitivas, p=0,78).

Na comparacdo entre 0s grupos experimentais, incluindo os grupos controle, no
momento 30 minutos, houve diferenca entre eles (grupos), em relagdo ao tempo de catalepsia
(ANOVA de uma via, p<0,001), sendo que neste momento o tempo de catalepsia observado
nos grupos L-NOARG+sal, L-NOARG+caf1 e L-NOARG+caf2 foi maior do que aguele
observado para os grupos sal+sal, sal+caf1 e sal+caf2 (pods-teste de Duncan, p<0,05).

Na comparacdo entre 0s grupos experimentais, incluindo os grupos controle, no
momento 60 minutos, houve diferenca entre eles (grupos), em relagdo ao tempo de catalepsia
(ANOVA de uma via, p<0,001), sendo que neste momento o tempo de catalepsia observado
nos grupos L-NOARG+sal e L-NOARG+cafl foi maior do que aguele observado para os
grupos sal+sal, sal+cafl, sa+caf2. O tempo de catalepsia observado no grupo L-
NOARG+caf2 foi maior que o observado nos grupos sa+sal e sal+caf2 (pos-teste de Duncan,
p<0,05).

Na comparacdo entre 0s grupos experimentais, incluindo os grupos controle, no

momento 90 minutos, houve diferenca entre eles (grupos), em relagdo ao tempo de catalepsia
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(ANOVA de uma via, p<0,001), sendo que neste momento o tempo de catalepsia observado
no grupo L-NOARG+sal foi maior do que aguele observado para os grupos sal+sal, sal+caf1,
sa+caf2 e L-NOARG+caf2. O tempo de catalepsia observado nos grupos L-NOARG+caf1 e
L-NOARG+caf2 foi maior que o observado nos grupos sa+sal, sal+cafl e sal+caf2 (pds-teste
de Duncan, p<0,05).

Campo Aberto:

Em relac@o ao comportamento da exploragéo horizontal, mensurado pela quantificagéo
da distancia de quadrantes percorridos, os animais dos grupos L-NOARG+sal, L-
NOARG+cafl e L-NOARG+caf2, apresentaram uma média de distancia percorrida de
guadrantes que variou entre 61,75+10,00 a 40,0+5,14 (ANOVA de uma via, p=0,029). Em
relacdo a0 numero de quadrantes percorridos, ndo houve diferenca significativa entre os
animais dos grupos analisados, incluindo os do grupo controle, sendo que os animais do grupo
sal+caf2 percorreram mais quadrantes que os animais do grupo L-NOARG+caf1 (pdés teste de
Duncan, p<0,05).

Em relacdo ao comportamento de exploracdo vertical, mensurado pela quantificacéo
do nimero de erguimentos expressos pelos animais, os animais dos grupos L-NOARG+sdl, L-
NOARG+cafl e L-NOARG+caf2, apresentaram uma média de erguimentos que variou entre
3,38+1,18 a 2,38+1,96 (ANOVA de uma via, p<0,001). Em relacdo a exploracdo vertical,
houve diferenca significativa entre os animais dos grupos analisados, incluindo os do grupo
controle, sendo que os animais dos grupos sa+sal, sal+cafl e sal+caf2 apresentaram mais
erguimentos do que os animais dos grupos L-NOARG+sal, L-NOARG+cafl e L-
NOARG+caf2 (pos teste de Duncan, p<0,05).

Observou-se que nos animais dos grupos L-NOARG+caf1 e L-NOARG+caf2 que o
L-NOARG diminuiu o comportamento de EH e EV dos animais avaliados, e que esse efeito
ndo foi revertido pela acdo da cafeina em nenhuma das doses empregadas (ANOVA de uma
via, p<0,001)

Subexperimento 1V

Catalepsia
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O grupo L-NAME+sal apresentou catalepsia que variou entre 6,25+0,34 e 17,25+2,49
minutos, sendo que neste grupo ndo houve diferenca entre os momentos de analise, em
relacdo a catalepsia (ANOVA de uma via de medidas repetitivas, p=0,27).

O grupo L-NAME+caf 1 apresentou catalepsia que variou entre 2,50+0,18 e 5,00+0,36
minutos, sendo que neste grupo ndo houve diferenca entre os momentos de andlise, em
relacdo a catalepsia (ANOV A de uma via de medidas repetitivas, p=0,06).

O grupo L-NAME+caf2 apresentou catalepsia que variou entre 2,00+0,12 e 4,00+0,47
minutos, sendo que neste grupo ndo houve diferenca entre os momentos de andlise, em
relacdo a catalepsia (ANOVA de uma via de medidas repetitivas, p=0,12).

Na comparacdo entre oS grupos experimentais, incluindo os grupos controle, no
momento 30 minutos, houve diferenca entre eles (grupos), em relagdo ao tempo de catalepsia
(ANOVA de uma via, p<0,001), sendo que neste momento o tempo de catalepsia observado
no grupo L-NAME+sal foi maior do que aguele observado para os grupos sal+sal, sal+cafl,
sal+caf2, L-NAME+cafl e L-NAME+caf2 (pos-teste de Duncan, p<0,05).

Na comparacdo entre 0s grupos experimentais, incluindo os grupos controle, no
momento 60 minutos, houve diferenca entre eles (grupos), em relagdo ao tempo de catalepsia
(ANOVA de uma via, p<0,001), sendo que neste momento o tempo de catalepsia observado
no grupo L-NAME+sa foi maior do que aguele observado para os grupos sal+sal, sal+cafl,
sal+caf2 e L-NAME+caf2. O grupo L-NAME+caf2 apresentou tempo de catalepsia maior do
gue agquel e observado nos grupos sal+sal e sal+caf 1 (pos-teste de Duncan, p<0,05).

Na comparacdo entre 0s grupos experimentais, incluindo os grupos controle, no
momento 90 minutos, houve diferenca entre eles (grupos), em relagdo ao tempo de catalepsia
(ANOVA de uma via, p<0,001), sendo que neste momento o tempo de catalepsia observado
no grupo L-NAME+sa foi maior do que aguele observado para os grupos sal+sal, sal+cafl,
sal+caf2, L-NAME+cafle L-NAME+caf2. O tempo de catalepsia observado no grupo L-
NAME+caf2 foi maior do que aguele observado no grupo sal+cafl (pos-teste de Duncan,
p<0,05).

Campo Aberto:

Em relac@o ao comportamento da exploracéo horizontal, mensurado pela quantificacéo
da disténcia de quadrantes percorridos, os animais dos grupos L-NAME+sal, L-NAME+caf1
e L-NAME+caf2, apresentaram uma média de distancia percorrida de quadrantes que variou
entre 35,25+7,04 a 29,25+4,50 (ANOVA de uma via, p<0,001). Em relagcdo ao nimero de
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guadrantes percorridos, houve diferenca significativa entre os animais dos grupos analisados,
incluindo os do grupo controle, sendo que os animais dos grupos sal+sal, sal+caf1, e sal+caf2
percorreram mais quadrantes que os animais dos grupos L-NAME+sal, L-NAME+cafl e L-
NAME+caf2 (p0s teste de Duncan, p<0,05).

Em relagdo ao comportamento de exploracdo vertical, mensurado pela quantificacdo
do ndimero de erguimentos expressos pelos animais, os animais dos grupos L-NAME+sal, L-
NAME+caf1l e L-NAME+caf2 apresentaram uma média de erguimentos que variou entre
3,38+1,49 a 3,00+0,73 (ANOVA de uma via, p<0,001). Em relacdo a exploracdo vertical,
houve diferenca significativa entre os animais dos grupos analisados, incluindo os do grupo
controle, sendo que os animais dos grupos sa+sal, sal+cafl e sal+caf2 apresentaram mais
erguimentos do que os animais dos grupos L-NAME+sal, L-NAME+caf1l e L-NAME+caf2
(p6s teste de Duncan, p<0,05).

Para os animais dos grupos L-NAMEIl+cafl e L-NAME+caf2 a cafeina demonstrou
ndo aterar o comportamento de EH e EV dos animais analisados. Observou-se que o L-
NAME diminuiu ambos os comportamentos exploratorios e que esse ndo foi revertido pela

acdo da cafeina em ambas as doses (ANOV A de umavia, p<0,001)
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Experimento 2

Os resultados referentes a andlise da catalepsia e do campo aberto para os animais dos
grupos do experimento |1 estdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2: Resultados referentes ao tempo de permanéncia dos camundongos em catalepsia e,
campo aberto quanto a locomocgao em exploracdo horizonta e vertical, apresentados
em valor médioterro padréo, observados em cada um dos grupos experimentais com
administragdo de NECA e de drogas antagonistas de dopamina e NOS.

CATALEPSIA CAMPO ABERTO
GRUPOS Tempo (Minutos) Exploracéo
30 60 90 Horizontal Vertical

salina + salina 1,44+0,06 1,50+0,07 2,44+0,10 70,19+6,19  15,75%1,82
salina + NECA 0,05mg 58,38+7,13 42, 63+5,67 36,25+4,36 1,63+0,32 0,00+0,00
sal + NECA 0,1mg 79,13+9,50 74,13+4,27 73,88+1,78 1,75+0,45 0,00+0,00
L-ARG + salina 2,44%0,23 10,06+2,00 2,00+0,14 53,56+8,39  10,69+2,49
L-ARG + NECA 0,05mg 59, 38+12,45  196,88+17,91 153,75+13,25 2,75+2,75 0,38+0,38
L-ARG + NECA 0,1mg 89,00+8,46 77,50£8,04 84,88+10,52 5,00+1,93 0,00+0,00
haloperidol + salina 36,13+2,50 117,00+12,90 102,13+8,82 2,38+1,07 0,50+0,38
haloperidol + NECA 0,05mg 292,75+2,56 300,00+0,00 300,00+0,00 0,13+0,13 0,00+0,00
haloperidol + NECA 0,1mg 270,50+8,02  270,75+10,34  280,88+6,76 0,00+0,00 0,00+0,00
L-NOARG + salina 62,38£13,93  139,25+15,11 190,75+18,48 61,75+10,00 2,38+0,73
L-NOARG + NECA 0,05mg 271,38+7,13  202,50+13,68  260,13+7,67 0,00+0,00 0,00+0,00
L-NOARG + NECA 0,1mg 223,13+10,66 266,88+11,71 258,25+8,05 0,00+0,00 0,00+0,00
L-NAME + salina 6,25+0,34 12,13+1,40 17,25+2,49 31,63+4,96 3,38+1,02
L-NAME + NECA 0,05mg 67,50+5,58 180,75+11,92 138,63+16,15 7,63+7,48 1,50+1,50

138,00+14,08  237,38+9,88  139,63+13,27 0,00+0,00 0,00+0,00

L-NAME + NECA 0,1mg

Grupos controle:

Catalepsia

Os animais do grupo sal+sal ndo apresentaram catalepsia em nenhum dos tempos
analisados (ANOVA de uma via de medidas repetitivas, p=0,17).

Ja os animais dos grupos sal+NECAOQ,05 e sal+NECAOQ,1 apresentaram, nos trés
momentos avaliados, um tempo médio de catalepsia que variou entre 36,25+4,36 segundos
(médiaterro padréo da média) e 79,13+9,50 segundos, sendo que ndo foi observada diferenca
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significativa entre os trés momentos de andlise, para ambos os grupos (ANOVA de uma via

de medidas repetitivas, p=0,59 e p=0,67, respectivamente).

Campo Aberto:

Neste experimento observou-se que o0 grupo sal+sal ndo apresentou ateracdo
significativa no comportamento de exploragdo horizontal (EH) e no de exploracéo vertica
(EV) em nenhum dos grupos analisados (ANOV A de umavia p<0,001).

No grupo controle sal+NECAO0,05 e sal+NECAO,1 o emprego do NECA diminui

progressivamente o comportamento EH e EV (ANOVA de umavia p<0,001).

Subexperimento V

Catalepsia

O grupo de animais L-Arg+sal ndo apresentou catalepsia em nenhum dos momentos
avaliados (ANOVA de uma via de medidas repetitivas, p=0,35).

Os animais do grupo L-Arg+NECAOQ,05 apresentaram catalepsia que variou entre
59,38+12,45 segundos e 196,88+17,91 segundos, sendo que a catalepsia nos momentos 60 e
90 minutos foi maior do que aquela observada no momento 30 minutos (ANOV A de umavia
de medidas repetitivas, p=0,03, pos-teste de Duncan, p<0,05).

O grupo L-Arg+NECAO,1 apresentou catalepsia que variou entre 77,50+8,04
segundos e 89,00+8,46 segundos, sendo que neste grupo ndo houve diferenca entre os
momentos de andlise, em relacdo a catalepsia (ANOVA de uma via de medidas repetitivas,
p=0,77).

Na comparagdo entre os animais dos grupos experimentais, incluindo os animais dos
grupos controle, no momento 30 minutos, houve diferenca entre eles (grupos), em relagéo ao
tempo de catalepsia (ANOVA de uma via, p<0,001), sendo gue neste momento o tempo de
catdepsia observado nos animais dos grupos sa+NECAO0,05, sa+NECAO,1, L-
Arg+NECAO0,05 e L-Arg+NECAO,1, foi maior do que aquele observado para os animais dos
grupos sal+sa e L-Arg+sal (pos-teste de Duncan, p<0,05).

Na comparagdo entre 0os animais dos grupos experimentais, incluindo aqueles dos
grupos controle, no momento 60 minutos, houve diferenca entre eles, em relagdo ao tempo de

catalepsia (ANOVA de uma via, p<0,001), sendo que neste momento o tempo de catalepsia
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observado nos animais dos grupos sa+NECAOQ,05, sal+NECAOQ,1, L-Arg+NECAO0,05 e L-
Arg+NECAO,1, foi maior do que aquele observado para os animais dos grupos sal+sal e L-
Arg+sal (pbs-teste de Duncan, p<0,05).

Na comparagdo entre 0os animais dos grupos experimentais, incluindo aqueles dos
grupos controle, no momento 90 minutos, houve diferenca entre eles, em relagdo ao tempo de
catalepsia (ANOVA de uma via, p<0,001), sendo que neste momento o tempo de catalepsia
observado nos animais dos grupos sa+NECAOQ,05, sal+NECAOQ,1, L-Arg+NECAOQ,05 e L-
Arg+NECAO,1, foi maior do que aquele observado para os animais dos grupos sal+sal e L-
Arg+sal (pbs-teste de Duncan, p<0,05).

Campo Aberto:

Os resultados demonstraram que no grupo L-Arg+sal que a L-Arginina ndo alterou o
comportamento de EH e EV (ANOVA de umavia, p<0,001).

Verificou-se que o NECA quando aplicado, em ambas as doses, causou diminuicdo da
EH e EV cujo efeito ndo foi revertido pela L-Arginina (ANOVA de umavia, p<0,001).

Quanto a EV, a L-Arginina demonstrou néo aterar o comportamento dos animais
analisados (ANOVA de umavia, p<0,001).

Em relacéo ao comportamento da exploracdo horizontal, mensurado pela quantificagéo
da disténcia de quadrantes percorridos, os animais do grupo L-Arg+sal, L-Arg+NECAO0,05 e
L-Arg+NECAO,1 apresentaram uma média de distancia percorrida por quadrantes que variou
entre 53,56+8,39 a 2,75+2,75 (ANOVA de uma via, p<0,001). Em relacdo ao nimero de
guadrantes percorridos, houve diferenca significativa entre os animais dos grupos analisados,
incluindo os do grupo controle, sendo que os animais dos grupos sal+sal e L-arg+sal
percorreram mais quadrantes que os animais dos grupos sal+NECAOQ,05, sal+NECAOQ,1, L-
Arg+NECAO0,05 e L-Arg+NECAO,1. O grupo L-Arg+sal percorreu mais quadrantes que os
animais dos grupos sal+NECAOQ,05, sal+NECAO,1, L-Arg+NECAO0,05 e L-Arg+NECAO,1
(pbs teste de Duncan, p<0,05).

Em relacdo ao comportamento de exploragdo vertical, mensurado pela quantificagéo
do nimero de erguimentos expressos pelos animais, os animais dos grupos L-arg+sal, L-
arg+tNECAOQ,05 e L-arg+NECAO,1 apresentaram uma média de erguimentos gue variou entre
10,69+2,49 a 0,00+0,00 (ANOVA de uma via, p<0,001). Em relagdo a exploracéo vertical,
houve diferenca significativa entre os animais dos grupos analisados, incluindo os do grupo

controle, sendo que os animais dos grupos sa+sal e L-Argt+sal apresentaram mais
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erguimentos do que os animais dos grupos sal+NECA0,05, sal+NECADO,1, L-Arg+NECAO0,05
eL-Arg+NECAO,1.

Subexperimento VI

Catalepsia

Os animais do grupo haldol+sal apresentaram catal epsia progressiva com o tempo que
variou entre 36,13+2,50 e 117,00+12,90 segundos, sendo que o tempo de catalepsia nos
momentos 60 e 90 minutos, foi maior do que aquele observado no momento 30 minutos
(ANOVA de uma via de medidas repetitivas, p=0,01, pds-teste de Duncan, p<0,05).

Os animais do grupo haldol+NECAOQ,05 apresentaram catalepsia que variou entre
292,75+2,56 e 300,00+0,0 minutos, sendo que neste grupo ndo houve diferenca entre os
momentos de andlise em relacdo a catalepsia (ANOVA de uma via de medidas repetitivas,
p=0,39).

Os animais do grupo haldol+NECAO,1 apresentaram catalepsia que variou entre
270,50+8,02 e 280,88+6,76, sendo que neste grupo ndo houve diferenca entre os momentos
de andlise em relacdo a catalepsia (ANOVA de uma via de medidas repetitivas, p=0,45).

Na comparacdo entre os animais dos grupos experimentais, incluindo aqueles dos
grupos controle, no momento 30 minutos, houve diferenca entre eles em relacéo ao tempo de
catalepsia (ANOVA de uma via, p<0,001), sendo que neste momento o tempo de catalepsia
observado nos animais dos grupos haldol+NECAO0,05 e haldol+NECAO,1 foi maior que nos
animais dos grupos sal+sdl, sal+NECAO0,05, sal+NECAO,1 e haldol+sal (pds-teste de Duncan,
p<0,05).

Na comparagdo entre 0s animais dos grupos experimentais, incluindo os animais dos
grupos controle, no momento 60 minutos, houve diferenca entre os grupos, em relacdo ao
tempo de catalepsia (ANOVA de uma via, p<0,001), sendo que neste Ja 0s animais do grupo
sa+NECAOQ,1 apresentaram tempo de catalepsia menor que grupo de animais haldol+sal;
enquanto os animais do grupo sal+NECA0,05 apresentaram tempo de catalepsia maior que 0s
animais do grupo sal+sal (pos-teste de Duncan, p<0,05). momento o tempo de catalepsia
observado nos animais dos grupos haldol+NECAO0,05 e haldol+NECAO,1 foi maior que nos
animais dos grupos sal+sal, sal+NECAO0,05, sal+NECAO,1 e haldol+sal. Além disso, o tempo
de catalepsia nos animais dos grupos sal+NECADO,1 e haldol+sal foi maior do que aguele
observado para os animais dos grupos sal+sal e sal+NECAO0,05.
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Na comparagdo entre 0s animais dos grupos experimentais, incluindo aqueles dos
grupos controle, no momento 90 minutos, houve diferenca entre os grupos, em relagcéo ao
tempo de catalepsia (ANOVA de uma via, p<0,001), sendo gue neste momento o tempo de
catalepsia observado nos animais dos grupos haldol+NECAO0,05 e haldol+NECAOQ,1 foi
maior do que aguele observado nos animais dos grupos sal+sal, sal+NECAO,05,
sal+NECAOQ,1 e haldol+sal. O tempo de catalepsia nos animais dos grupos sal+NECAOQ,1 e
haldol+sal foi maior do que aguele apresentado dos animais dos grupos sa+sa e
sal+NECAOQ,05; enquanto que o tempo de catalepsia dos animais do grupo sal+NECAO0,05
foi maior do que o observado para os animais do grupo sa+sal (pés-teste de Duncan,
p<0,05).

Campo Aberto:

O estudo demonstrou que nos grupos haldol+NECAO,05 e haldol+NECAOQ,1 apés a
aplicacdo do haloperidol ocorreu diminuicdo significativa quanto ao comportamento de
exploragdo horizontal (EH) e exploracéo vertica (EV) dos animais independentemente das
doses do NECA utilizadas (ANOVA de umavia, p<0,001).

Em relac@o ao comportamento da exploracéo horizontal, mensurado pela quantificacéo
da distancia de quadrantes percorridos, os animais dos grupos haldol+sal, haldol+NECAO0,05
e haldol+NECAO,1, apresentaram uma meédia de distancia percorrida por quadrantes que
variou entre 2,38+1,07 a 0,00£0,00 (ANOVA de uma via, p<0,001). Em relagdo ao nimero
de quadrantes percorridos, houve diferenca significativa entre os animais dos grupos
analisados, incluindo os do grupo controle, sendo que os animais do grupo sa+sd
percorreram mais quadrantes que os animais dos grupos sal+NECAO0,05, sa+NECAO,1,
haldol+sal, haldol+NECAO0,05 e haldol+NECADO, 1 (pos teste de Duncan, p<0,05).

Em relagdo ao comportamento de exploracdo vertical, mensurado pela quantificacdo
do nimero de erguimentos expressos pelos animais, os animais dos grupos haldol+sal,
haldol+NECAO0,05 e haldol+NECAO,1 apresentaram uma meédia de erguimentos que variou
entre 0,50+0,38 a 0,00+£0,00 (ANOVA de uma via, p<0,001). Em relacdo a exploracéo
vertical, houve diferenca significativa entre os animais dos grupos analisados, incluindo os do
grupo controle, sendo que os animais dos grupos sal+sal apresentaram mais erguimentos do
gue os animais dos grupos sa+NECAO0,05, sal+NECAOQ,1, haldol+sal, haldol+NECAO,05,
haldol+NECAOQ,1 (p6s teste de Duncan, p<0,05).
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Subexperimento VI

Catalepsia

Osanimais do grupo L-NOARG+sal apresentaram catal epsia progressiva com o tempo
gue variou entre 62,38+13,93 e 190,75+18,48 segundos, sendo o tempo de catalepsia nos
momentos 60 e 90 minutos maior do que aguele observado no momento 30 minutos (ANOV A
de uma via de medidas repetitivas, p=0,02,pods-teste de Duncan, p<0,05).

Os animais do grupo L-NOARG+NECAO0,05 apresentaram catal epsia que variou entre
202,50+13,68 e 271,38+7,13 segundos, sendo gque neste grupo ndo houve diferenca entre os
momentos de andlise, em relacdo a catalepsia (ANOVA de uma via de medidas repetitivas,
p=0,15).

Os animais do grupo L-NOARG+NECAO,1 apresentaram catalepsia que variou entre
223,13+10,66 e 266,88+11,71 segundos, sendo gque neste grupo ndo houve diferenca entre os
momentos de andlise, em relacdo a catalepsia (ANOVA de uma via de medidas repetitivas,
p=0,68).

Na comparagdo entre os animais dos grupos experimentais, incluindo os dos grupos
controle, no momento 30 minutos, houve diferenca entre eles (grupos), em relacdo ao tempo
de catalepsia (ANOVA de uma via, p<0,001), sendo que neste momento o0 tempo de
catalepsia observado nos animais dos grupos L-NOARG+NECA0,05 e L-NOARG+NECAO0,1
foi maior do que aguele encontrado para os animais dos grupos sal+sal, sal+NECAOQ,05,
sa+NECAOQ,1 e L-NOARG+sda. O tempo de catalepsia observado nos animais dos grupos
sa+NECAO0,05 e sa+NECAO,1 foi maior que o observado nos grupos sal+sa e L-
NOARG+sa, enquanto que o tempo de catalepsia dos animais do grupo L-NOARG+sal foi
maior do que aquel e apresentado nos animais do grupo sal+sal (pos-teste de Duncan, p<0,05).

Na comparacdo entre os animais dos grupos experimentais, incluindo os dos grupos
controle, no momento 60 minutos, houve diferenca entre eles (grupos), em relagdo ao tempo
de catalepsia (ANOVA de uma via, p<0,001), sendo que neste momento o tempo de
catalepsia observado nos animais grupo L-NOARG+NECAO,1 foi maior do que aquele
observado para os grupos sal+sal, sal+NECAOQ,05, sal+NECAOQ,1 e L-NOARG+sal. O tempo
de catalepsia observado no grupo L-NOARG+NECAO,05 foi maior que o observado nos
grupos sal+sal e sal+NECAOQ,05; e o tempo de catalepsia dos grupos sal+NECAOQ,05,
sal+NECAO,1 e L-NOARG+sal maior do que aquele observado no grupo sal+sal (pos-teste de
Duncan, p<0,05).
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Na comparagdo entre 0S grupos experimentais, incluindo os animais dos grupos
controle, no momento 90 minutos, houve diferenca entre eles (grupos), em relagdo ao tempo
de catalepsia (ANOVA de uma via, p<0,001), sendo que neste momento o tempo de
catalepsia observado nos animais dos grupos L-NOARG+NECA0,05 e L-NOARG+NECAO,1
fol maior do que aquele observado para os animais dos grupos sal+sal, sal+NECAOQ,05,
sa+NECAO,1 e L-NOARG+sa. O tempo de catalepsia observado nos animais dos grupos
sa+NECAOQ,1 e L-NOARG+sal foi maior do que aguele observado nos animais dos grupos
sa+sa e sa+NECAO0,05 enquanto o tempo de catalepsia dos animais do grupo
sal+NECAO0,05 foi maior do que aquele observado nos animais do grupo sal+sal (pos-teste de
Duncan, p<0,05).

Campo Aberto:

Neste experimento observou-se que a droga L-NOARG quando aplicada isoladamente
(grupo L-NOARG+sal) ndo diminuiu significativamente o comportamento da EH, ao passo
gue o NECA quando associado, independentemente da dose, causou diminuicdo dos
guadrantes percorridos (ANOVA de umavia, p<0,001).

No entanto a andlise dos resultados na EV as drogas L-NOARG e NECA, em ambas
as doses, demonstraram diminuir significativamente o comportamento da EV em todos os
grupos avaliados (ANOVA de umavia, p<0,001).

Em relac&o ao comportamento da exploragéo horizontal, mensurado pela quantificagéo
da distancia de quadrantes percorridos, os animais dos grupos L-NOARG+sal, L-
NOARG+NECAO0,05 e L-NOARG+NECAO,1, apresentaram uma média de distancia
percorrida de quadrantes que variou entre 61,75+10,00 a 0,00+0,00 (ANOVA de uma via,
p<0,001). Em relacdo a0 nimero de quadrantes percorridos houve diferenca significativa
entre 0s animais dos grupos analisados, incluindo os do grupo controle, sendo que os animais
do grupo sal+sa e L-NOARG+sal percorreram mais quadrantes que os animais dos grupos
sal+NECAO0,05, sal+NECAOQ,1, L-NOARG+NECAO0,05 e L-NOARG+NECAO,1 (pos teste de
Duncan, p<0,05).

Em relacdo ao comportamento de exploragdo vertical, mensurado pela quantificagéo
do nimero de erguimentos expressos pelos animais, os animais dos grupos L-NOARG+sdl, L-
NOARG+NECAO0,05 e L-NOARG+NECAO,1 apresentaram uma meédia de erguimentos que
variou entre 2,38+0,73 a 0,00£0,00(ANOVA de uma via, p<0,001). Em relagcdo a exploracéo

vertical, houve diferenca significativa entre os animais dos grupos analisados, incluindo os do
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grupo controle, sendo que os animais dos grupos sal+sal apresentaram mais erguimentos do
gue os animais dos grupos sa+NECAO0,05 sa+NECAO,1, L-NOARG+sd, L-
NOARG+NECAO0,05 e L-NOARG+NECAO,1 (p6s teste de Duncan, p<0,05).

Subexperimento VIII

Catalepsia

Os animais do grupo L-NAME+sal apresentaram catalepsia que variou entre
6,25+0,34 e 17,25+2,49 segundos, sendo que neste grupo ndo houve diferenca entre os
momentos de andlise, em relacdo a catalepsia (ANOVA de uma via de medidas repetitivas,
p=0,28).

Os animais do grupo L-NAME+NECAO0,05 apresentaram catalepsia que variou entre
67,50£5,58 e 180,75+11,92 segundos, sendo gque o tempo de catalepsia no momento 60
minutos foi maior do que aquele observado no momento 30 minutos (ANOV A de umaviade
medidas repetitivas, p=0,03, pos-teste de Duncan, p<0,05).

Os animais do grupo L-NAME+NECAQO,1 apresentaram catalepsia que variou entre
138,00+14,08 e 237,38+9,88 minutos, sendo que neste grupo ndo houve diferenca entre os
momentos de andlise em relacdo a catalepsialANOVA de uma via de medidas repetitivas,
p=0,13).

Na comparagdo entre os animais dos grupos experimentais, incluindo os animais dos
grupos controle, no momento 30 minutos, houve diferenca entre eles (grupos), em relacéo ao
tempo de catalepsia (ANOVA de uma via, p<0,001), sendo gue neste momento o tempo de
cataepsia observado nos animais dos grupos sa+NECAO0,05, sad+NECAO,1, L-
NAME+NECAO0,05 e L-NAME+NECAO,1 foi maior do que aquele observado nos animais
dos grupos sal+sal e L-NAME+sal. O tempo de catalepsia observado nos animais do grupo L-
NAME+sal foi maior do que aguele observado nos animais do grupo sal+sa (pos-teste de
Duncan, p<0,05).

Na comparacdo entre 0s grupos experimentais, incluindo os grupos controle, no
momento 60 minutos, houve diferenca entre eles (grupos), em relagdo ao tempo de catalepsia
(ANOVA de uma via, p<0,001), sendo que neste momento o tempo de catalepsia observado
nos grupos L-NAME+NECAO0,05 e L-NAME+NECAO,1 foi maior do que aguele observado
nos grupos sa+sal, sal+NECAOQ,05, sa+NECAO0,1, L-NAME+sa. O tempo de cataepsia
observado do grupo sa+NECAO,1 foi maior do que aquele observado nos grupos sal+sal,
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sa+NECAO0,05 e L-NAME+sal, ao passo que o tempo de catalepsia observado do grupo L-
NAME-+sal foi maior que o0 observado no grupo sal+sal (poés-teste de Duncan, p<0,05).

Na comparacdo entre os animais dos grupos experimentais, incluindo os animais dos
grupos controle, no momento 90 minutos, houve diferenca entre eles (grupos), em relacéo ao
tempo de catalepsia (ANOVA de uma via, p<0,001), sendo gue neste momento o tempo de
catalepsia observado nos animais dos grupos L-NAME+NECAO0,05 e L-NAME+NECAO0,1
foi maior do que aguele observado nos animais dos grupos sal+sal, sal+NECAOQ,05 e L-
NAME+sal. O tempo de catalepsia observado nos animais do grupo sal+NECAO,1 foi maior
do que aquele observado nos animais do grupo sal+sal e L-NAME+sal. Os animais dos
grupos sa+NECAO0,05 e L-NAME+sal apresentaram tempo de catalepsia maior do que aquele
apresentado pelos animais do grupo sal+sal (pos-teste de Duncan, p<0,05).

Campo Aberto:

Observou-se que no grupo L-NAME+sa que a aplicagdo do L-NAME diminuiu
significativamente o comportamento de EH e EV dos animais anaisados, porém em menor
intensidade do que NECA quando aplicado com salina ou de forma combinada com L-NAME
isoladamente ou combinado (ANOVA de umavia, p<0,001).

Nos grupos L-NAME+NECAO0,05 e L-NAME+NECAOQ,1 verificou-se que o NECA
potencializou o feito do L-NAME progressivamente com o aumento da dose. Portanto,
ressalta-se que L-NAME e NECA diminuiram o comportamento de EH e EV (ANOVA de
umavia, p<0,001).

Em relac@o ao comportamento da exploragéo horizontal, mensurado pela quantificagéo
da distancia de quadrantes percorridos, os animais dos grupos L-NAME+sal, L-
NAME+NECAO0,05 e L-NAME+NECAO,1, apresentaram uma média de distancia percorrida
de quadrantes que variou entre 31,63+4,96 a 0,00+0,00 (ANOVA de umavia, p<0,001). Em
relacdo ao nimero de quadrantes percorridos houve diferenca significativa entre os animais
dos grupos analisados, incluindo os do grupo controle, sendo que os animais do grupo sal+sa
percorreram mais quadrantes que os animais dos grupos sal+NECAOQ,05, sal+NECAOQ,1, L-
NAME+sal, L-NAME+NECAO0,05 e L-NAME+NECAO,1. Os animais do grupo L-
NAME+sal percorreram mais quadrantes que os animais dos grupos sa+NECAO,05,
sal+NECAOQ,1 e L-NAME+NECADO,1 (pos teste de Duncan, p<0,05).

Em relagdo ao comportamento de exploracdo vertical, mensurado pela quantificacdo

do nimero de erguimentos expressos pelos animais, os animais dos grupos L-NAME+sal, L-
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NAME+NECAO0,05 e L-NAME+NECAOQ,1 apresentaram uma média de erguimentos que
variou entre 3,38+1,02 a 0,00+£0,00(ANOVA de uma via, p<0,001). Em relacdo a exploracédo
vertical, houve diferenca significativa entre os animais dos grupos analisados, incluindo os do
grupo controle, sendo que os animais dos grupos sal+sal apresentaram mais erguimentos do
gue os animais dos grupos sa+NECAO0,05, sa+NECAO,1, L-NAME+sd, L-
NAME+NECAO0,05 e L-NAME+NECAQO,1 (pds teste de Duncan, p<0,05).
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6 DISCUSSAO

A terapia de reposicdo de dopamina com L-3,4 dihidroxifenilalanina (L-DOPA)
permanece como 0 mais efetivo tratamento para a doenca de Parkinson (FAHN, 2008;
OLANOW, 2008).

Nos ultimos anos terapias ndo dopaminérgicas tem sido empregadas na melhora
motora das complicagdes do L-DOPA (JENNER, 2008). De fato novos avangos para o
tratamento das desordens dos movimentos baseadas na manipulacdo de sistemas ndo
dopaminérgicos tais como glutamato, 5-hidroxitriptamine (5-HT), canabindides, adenosina,
adrenérgicos, histaminérgicos e opidides tém sido propostos (CHASE et al., 2000;
SILVERDALE et al., 2003; BROTCHIE, 2005; JENNER, 2008).

Neste estudo avaliou-se os efeitos de um agonista e um antagonista de receptores de
adenosina (NECA e cafeina, respectivamente), agonistas e antagonistas de inibidores da
sintase do Oxido nitrico NOS (L-Arginina e L-NOARG, L-NAME, respectivamente) no
comportamento motor de camundongos empregando os testes de catalepsia e campo aberto,
apos ainibicdo de receptores de dopamina com haloperidol.

Na presente investigacdo, os resultados obtidos na pesquisa demonstraram que 0
haloperidol, antagonista de D2 causou catalepsia e hipolocomog&o nos animais analisados.
Estes achados hipocinéticos sdo coerentes com experimentos anteriores, 0s quais constataram
que ainibicdo de receptores de dopamina dos nucleos basais do encéfalo produzem catalepsia
e hipocinesia;; sintomas semelhantes aqueles observados em pacientes com doenca de
Parkinson (DEL BEL et al. .,2002; HAUBER et al., 2001).

A catalepsia e discinesia, induzidas pelo haloperidol, tém sido amplamente utilizadas
nos estudos dos impedimentos motores de animais modelos com doenca de Parkinson
(BALDESSARINI, 1980, HAGINO et al., 1988; GLAZER, 2000; JACKSON et al., 2004,
WANG et al., 2005).

Estudos demonstraram a efetividade de antagonistas seletivos de adenosina como
adjuvantes no tratamento da terapia com L-DOPA (FUXE et al., 2008; GOTTWALD e
AMINOFF, 2008; HAUSER et al., 2008; JENNER, 2005; KASE et al., 2003), e pesquisas
com roedores mostram que antagonistas de A2A reduzem efetivamente a catalepsia e
revertem a atividade motora suprimida pelos antagonistas de D2 (ANTONIOU et al., 2005;
CORREA et al., 2004; MALEC, 1997; MOO-PUC et al., 2003; SALAMONE et al., 2008b).
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Entretanto, ainda permanece de forma pouco evidente até onde os efeitos benéficos
da manipulagéo de adenosina se estendem para equilibrar 0 antagonismo de um ou de ambos
0s tipos de receptores de adenosina (A1 ou A2A).

Outro neurotransmissor que pode estar envolvido na prevencdo de discinesias
induzidas pela administracdo repetida de L-DOPA é o Oxido nitrico. Neste estudo, foi
observado que o emprego do substrato para a formacdo do NO (L-Argininad) ndo causou
alteragdes no comportamento motor dos animais em nenhum dos experimentos analisados.
Porém, o uso do inibidor da NOS (L-NOARG) causou catalepsia e hipolocomoc&o. Notou-se
ainda que o inibidor da NOS (L-NAME) nas doses utilizadas ndo alterou significantemente o
comportamento motor dos animais analisados.

Estes eventos permitem correlacionar as interferéncias na formagdo do NO com a
producéo de déficits motores encontrados no comportamento motor de animais com
Parkinson.

Corroboram com esses dados, estudos anteriores que constataram que os inibidores
da NOS diminuem a locomocg&o e exploragdo vertical de camundongos no teste do campo
aberto (DEL BEL et al., 2002) e a atividade motora espontanea de ratos (HALCAK et al.,
2000).

O NO é uma molécula lipossoluvel de curta vida, gerada a partir do aminoacido L-
Arginina, que pertence a familia de enzimas chamadas de sintase do éxido nitrico (NOS).
Embora a producéo de interneurénios componha apenas 1%-2% da populacdo de neurdnios
estriatais, evidéncias convincentes tEm demonstrado que o NO controla o comportamento
motor modulando a integracdo e informagao processada pelos nuicleos da base. Mecanismos
nitrérgicos podem contribuir com a morte de neurdnios de DA visto na doenca de Parkinson
(GOMES €t al., 2008). A modulacdo do NO libera vérios neurotransmissores incluindo DA,
5- hidroxitriptamina (5-HT), acetilcolinae GABA (TRABACE e KENDRICK, 2000).

Tem sido proposto que o NO desempenha um papel pivd no controle homeostético
no processo que fornece estabilidade ao sistema DA-nigral. O bombardeio de neurdnios
dopaminérgicos causa a liberacdo de NO a partir de interneurdnios GABAérgicos estriatais
(SAMMUT et al., 2006) o qual por suavez influencia aindugdo alongo prazo da depresséo
do estriato (CALABRESI et al., 1999). A terapia com L-DOPA tem demonstrado causar um
aumento marcante na producéo de NO (ITOKAWA et al., 2006).

Padovan-Neto et al. (2009) hipotetizaram que a reducdo endodgena ténica de
nitrérgicos induzida pelo tratamento com inibidores da NOS poderiam diminuir os

movimentos involuntarios anormais induzidos pela L-DOPA, em ratos com lesdes
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neurotoxicas da via dopaminérgica nigroestriatal. Observou-se que o inibidor seletivo da
sintase do NO (Nnos)7-NI, aumentou a performance motora de ratos com discinesia. Diante
destes resultados, apontando que os inibidores da sintase de NOS s&o capazes de reduzir as
discinesias induzidas pela terapia com L-DOPA, estes pesguisadores sugerem que a
hiperatividade do sistema nitrérgico esta envolvida nesta desordem.

West e Grace (2000) sugeriram que o NO ocupa um papel modulatério no estriado,
mudando sua relagdo “input-output” (entrada-saida) e produzindo um impacto funcional
significante nos neurénios alvos. Também pela influéncia ao longo prazo da depressdo no
estriato pela via NO/cGMP tem sido proposta no controle da conectividade corticoestriatal
(CALABRESI et al., 1999). O lancamento de NO a partir de interneurbnios estriatais
facilitam concomitantemente o lancamento de DA (WEST e GALLOWAY, 1998;
TRABACE e KENDRICK, 2000; GRACE, 2008) e a producéo de NO pelos interneurénios
estriatai s que sdo regulados pela transmissdo fasica de DA (WEST e GRACE, 2000).

Os inibidores da NOS também sdo sintetizados dentro do organismo. Por exemplo,
N(G)-monometil-L-arginina e o assimétrico dimetil L-arginina sdo metilizados pelos
residuos de arginina nas proteinas (LEIPER e VALLANCE, 1999). Uma vez sendo as
proteinas discriminadas, metil |-arginina livre sdo lancadas dentro do citosol da célula e age
como um inibidor competitivo na inibicdo de todos isoformos da NOS. Um novo avanco
terapéutico podera ser manipulado a nivel dessa inibicdo enddgena do NO. Eles sdo
metabolizados para citrulina pela agdo da dimetil [-arginina dimetilaminohidrolise
(MACALLISTER et al., 1996; MURRAY -RUST et al., 2001). A inibi¢cdo desta enzima leva
aum acumulo de metil I-argininas e portanto ao blogueio da producéo de NO.

Nesta pesquisa, 0s agonistas de receptores de adenosina (NECA) causaram catalepsia
e hipolocomocéo nos animais avaliados. Ao passo que os antagonistas de receptores de
adenosina (cafeina) reverteram catal epsia e hipolocomocao. Esses resultados sdo consistentes
com muitos estudos que acreditam que antagonistas de A2A desempenham um efetivo
método no qual a catalepsia pode ser reduzida (ANTONIOU et al.; 2005; KAFKA e
CORBETT, 1996; MALEC, 1997; MOO-PUC et al., 2003).

Corroboram ainda os resultados achados, pesquisas conduzidas por Trevitt et
al.(2009), que demonstraram que a utilizacdo de 3 tipos de antagonistas de adenosina
(cafeina, CPT e SCH586210) foram capazes de reverter a catalepsia induzida por haloperidol
em modelos de ratos com Parkinson. O estudo apontou que a cafeina utilizada em doses
experimentais foi capaz de diminuir o tempo gasto na barra pelos animais para interval os de

tempo similares agueles medidos no patamar inicial.
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Uma explicagdo plausivel para o aumento da efetividade motora consiste na seletiva
co-localizag&o do receptor A2A com o receptor D2 dos neurénios da via estriatopalidal. Em
adicdo, tem sido achado que no cérebro de pacientes com Parkinson, que o nimero de
receptores A2A aumenta também na substancia negra pars (HURLEY et al., 2000).

Bibbiani et al. (2003), afirmam que € possivel gue o bloqueio de receptores A2A no
sistema nervoso, possa facilitar a producéo e liberacdo de dopamina a partir de neurénios
dopaminérgicos remanescentes.

Trevitt et al. (2009), obtiveram resultados inesperados e interessantes por meio de
experimentos que avaliaram a locomogéo. Entre eles, constatou-se que a administracéo da
cafeina reverteu a supressao locomotora, entretanto este evento apenas foi visto na dose 20,0
mg/kg. Em adicdo, o antagonista de A2A ndo restaurou a locomogdo, ao passo que 0
antagonista de A1 restaurou. Iniciamente, era esperado que o tratamento com receptores
antagonistas de A2A fossem capaz de reestabelecer os movimentos dos animais. Este dado €
contraditorio, pois a revisdo de literatura indica que outros pesquisadores encontraram que
antagonistas de A2A reestabeleceram efetivamente a atividade locomotora (CORREA et al.,
2004; SALAMONE et al., 2008 b). Além do mais, estudos apontam que a interagdo
dopamina-adenosina sugere que o receptor A2A costuma afetar somente o subreceptor D2 e
que este trabal ha primariamente por meio da viaestriato palidal (FERRE et al., 1993).

Evidéncia indireta de que o receptor de adenosina A2A esté envolvido na regulacdo
do comportamento motor, também foi notada na melhora da mobilidade apés tratamento com
cafeina e teofilina, antagonistas ndo seletivos de receptores A1/A2. Calon et al. (2004),
sugeriram que o tratamento a longo prazo com L-DOPA resulta na intensificacdo da sintese
de receptores de A2A na via entre estriado e substancia negra, e a ocorréncia de discinesia
em pacientes com Parkinson.

Até o momento, mudancas na quantidade de adenosina no cérebro de pacientes com
Parkinson ndo foram detectadas. Somente alguns estudos sugerem mudancgas na quantidade
de receptores de adenosina nesta doenca. Apesar de que, parece ser que a melhora na
mobilidade de pacientes com Parkinson possa ser acancada pela ativagdo simultanea de
receptores dopaminérgicos D2 e inibicdo de receptores de A2A (CIESLAK et al., 2008).

Para Ciédak et al. (2008), os efeitos terapéuticos dependem ndo apenas na mudanca
da concentragcdo ecto-adenosina ou na quantidade de receptores de adenosina, mas também
podem estar ligados ao desequilibrio na relagdo entre os niveis de adenosina e dopamina,
sendo que o efeito terapéutico € acangado pelo uso simultaneo de receptores antagonistas de

A2A ereceptores agonistas de D2.
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Finalmente, os achados deste estudo corroboram os estudos anteriores que ressaltam
gue a modulacdo do comportamento motor € influenciada pela agdo e interacdo de diversos
neurotransmissores e que esta Ultima vai além da acdo da dopamina, nos nucleos da base do
encéfalo
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7 CONCLUSOES

Os resultados observados neste estudo |evam as seguintes conclusdes:

a) O antagonismo de receptores de dopamina, com haloperidol, e ainibi¢do da sintase
do oxido nitrico (NOS), com L-NOARG, causaram catalepsia e hipolocomogdo nos animais,
sendo estas alteracBes do comportamento motor, parcialmente revertidas pela cafeina, um
antagonista ndo seletivo de receptores de adenosing;

b) O agonista de receptores de adenosina, 5',N-Ethylcarboxamidoadenosine (NECA)
levou a efeitos motores inversos aqueles observados pela aplicacdo de cafeina, causando por
s s0, catalepsia e hipolocomocgdo nos animais. Além disso, NECA potencializou a acéo do
haloperidol e do L-NOARG.

Todas estas observagdes corroboram com aguelas de estudos anteriores que ressaltam
gue a modulacdo do comportamento motor € influenciada pela agdo e interacdo de diversos
neurotransmissores e que elavai aém da agéo da dopamina, nos nicleos da base do encéfalo.
As observacdes deste estudo também corroboram com a hipétese da acdo inibitéria da
adenosina sobre receptores D2 de dopamina e sugerem uma estreita interacéo entre dopamina,
oxido nitrico e adenosina, nos nucleos da base do encéfalo. Por fim, novos estudos sdo
necessarios para confirmarem a interagdo entre estes neurotransmissores, ndo SO para O
entendimento da fisiologia dos nicleos da base, como também para o desenvolvimento de
tratamentos eficazes a curto, médio e longo prazo para a doenca de Parkinson, buscando

implementar a qualidade de vida dos individuos acometidos por esta doenca.
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