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“‘Nenhum homem produtivo pensa como se
estivesse escrevendo uma dissertagao.”

(Albert Einstein)



RESUMO

Rodrigues LFL. Analise da interacdo entre acetilcolina, dopamina e 6xido
nitrico sobre o comportamento motor em um modelo animal da doenga de
Parkinson. Campo Grande; 2012. [Dissertacdo - Programa e Pés-Graduacdo em
Saude e Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste, Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul].

O objetivo deste trabalho foi avaliar a interacdo entre 0s neurotransmissores
acetilcolina, dopamina e 6xido nitrico nos nucleos basais de camundongos.

Foram realizados quatro experimentos, com seis grupos, com oito camundongos
suicos, machos, pesando entre 20-30g. No Experimento 1, os animais receberam
injecado intraperitoneal (i.p.) de salina ou haloperidol (1mg/kg) seguida pela aplicacao
i.p. de salina ou biperideno (2,5 e 10mg/kg). No Experimento 2, os animais
receberam injecéo intraperitoneal (i.p.) de salina ou L-NOARG (40mg/kg) seguida
pela aplicacdo i.p. de salina ou biperideno (2,5 e 10mg/kg). No Experimento 3, 0s
animais receberam injecéo intraperitoneal (i.p.) de salina ou haloperidol (1mg/kg)
seguida pela aplicacdo i.p. de salina ou tropicamida (2,5 e 10mg/kg). No
Experimento 4, os animais receberam injecéo intraperitoneal (i.p.) de salina ou L-
NOARG (40mg/kg) seguida pela aplicacdo i.p. de salina ou tropicamida (2,5 e
10mg/kg). Apos 30, 60 e 90 minutos da aplicacdo das drogas, os animais foram
submetidos ao teste de catalepsia na barra. Apés 60 minutos, ao teste de campo
aberto. No Experimento 1, o grupo haloperidol+salina apresentou maior tempo de
catalepsia em relacdo aos demais (pOs-teste de Tukey p<0,05). Os grupos
Haloperidol+biperideno (2,5 e 10mg/kg) apresentaram menor tempo de catalepsia
gue o Haloperidol+salina (p<0,05). No Experimento 2, o grupo L-NOARG+ salina
apresentou maior tempo de catalepsia em relacdo aos demais (p<0,05). Os grupos
L-NOARG+biperideno (2,5 e 10mg/kg) apresentaram menor tempo de catalepsia
gque L-NOARG+salina (p<0,05). No Experimento 3, o grupo Haloperidol+salina
apresentou maior tempo de catalepsia em relacdo aos demais (p<0,05). Os grupos
Haloperidol+tropicamida (2,5 e 10mg/kg) apresentaram menor tempo de catalepsia
gue Haloperidol+salina (p<0,05). No Experimento 4, o grupo L-NOARG+salina
apresentou maior tempo de catalepsia em relacdo aos demais Os grupos L-
NOARG+tropicamida (2,5 e 10mg/kg) apresentaram menor tempo de catalepsia que
L-NOARG+salina (p<0,05). O antagonista de dopamina, haloperidol, causou
alteracbes no comportamento motor, levando a catalepsia e diminuicdo na
exploragéo horizontal e exploragéo vertical. O antagonista da sintese de 6xido nitrico
(NOS), L-NOARG causou as mesmas alteragbes, porém mais discretamente. Os
antagonistas de receptores muscarinicos de acetilcolina (M1), biperideno e
tropicamida (M4) reverteram catalepsia e aumentaram a exploragdao horizontal e
vertical induzida.

Palavras Chave: nucleos da base, receptores de acetilcolina, catalepsia, dopamina.



ABSTRACT

Rodrigues LFL. Analysis of the interaction between acetylcholine, dopamine
and nitric oxide on motor behavior in an animal model of Parkinson's disease.
Campo Grande; 2012. [Thesis - Graduate Program and Health and Development in
the Midwest Region, Federal University of Mato Grosso do Sul].

The aim of this study was to evaluate the interaction between the neurotransmitters
acetylcholine, dopamine and nitric oxide in basal ganglia of mice.
Four experiments were conducted with six groups of eight Swiss mice, male,
weighing 20-30g. In Experiment 1, animals were injected intraperitoneally (ip) with
saline or haloperidol (1mg/kg) followed by ip application of saline or biperiden (2.5
and 10mg/kg). In Experiment 2, animals were injected intraperitoneally (ip) of saline
or L-NOARG (40mg/kg) followed by ip application of saline or biperiden (2.5 and
10mg/kg). In Experiment 3, animals were injected intraperitoneally (ip) with saline or
haloperidol (1mg/kg) followed by ip application of saline or tropicamide (2.5 and
10mg/kg). In Experiment 4, animals were injected intraperitoneally (ip) with saline or
L-NOARG (40mg/kg) followed by ip application of saline or tropicamide (2.5 and
10mg/kg). After 30, 60 and 90 minutes of application of drugs, the animals were
submitted for catalepsy in the bar. After 60 minutes an open field. In Experiment 1,
saline + haloperidol group showed a longer catalepsy in relation to the others
(Tukey's test p <0.05). The groups haloperidol + biperiden (2.5 and 10mg/kg) were
shorter than the haloperidol catalepsy + saline (p <0.05). In Experiment 2, the group
L-NOARG + saline showed longer catalepsy in relation to the others (p <0.05). The
groups L-NOARG + biperiden (2.5 and 10mg/kg) showed less catalepsy time that L-
NOARG + saline (p <0.05). In Experiment 3, haloperidol + saline group had longer
catalepsy in relation to the others (p <0.05). The groups haloperidol + tropicamide
(2.5 and 10mg/kg) were shorter than haloperidol catalepsy + saline (p <0.05). In
Experiment 4, the group L-NOARG + saline showed longer catalepsy in relation to
other groups tropicamide + L-NOARG (2.5 and 10mg/kg) showed less catalepsy time
that L-NOARG + saline (p < 0.05). The dopamine antagonist, haloperidol, caused
changes in motor behavior, leading to the decrease in catalepsy and horizontal
scanning and vertical scanning. The antagonist of nitric oxide synthesis (NOS), L-
NOARG caused the same changes, but more discreetly. Antagonists of muscarinic
acetylcholine receptors (M1), biperiden and tropicamide (M4) reversed catalepsy and
increased explotation induced horizontal and vertical.

Keywords: basal ganglia, acetylcholine receptors, -catalepsy, dopamine.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Parkinson (DP) é o principal disturbio da postura e do movimento
encontrado na populacédo idosa, perdendo apenas para 0s acidentes vasculares
encefalicos (AVE). Estima-se que esse disturbio acomete cerca de 1% da populacéo
mundial com mais de 65 anos, representando até 2/3 dos pacientes que frequentam
os grandes centros de distlrbios do movimento em todo o mundo (MENESES et al.,
1996).

A Doenca de Parkinson é considerada cosmopolita, uma vez que nao
apresenta distincdo entre as classes sociais, nem entre racas, acometendo homens
e mulheres, principalmente, na faixa etaria entre 55 a 65 anos, porém tende a
ocorrer com maior frequéncia nos homens (LIMONGI, 2001). Porém, em alguns
casos, a DP pode manifestar-se também em individuos com menos de 40 anos,
caracterizando o Parkinsonismo Precoce (BARBOSA ; SALLEM, 2005).

Conforme Silberman et al. (2002), o nimero de idosos com mais de 60 anos
vem aumentando, bem como a expectativa de vida dos brasileiros. Assim, é possivel
teorizar que a DP pode provocar um impacto nas estruturas econémicas, sociais e
de saude, o que necessitard& de um maior conhecimento acerca da DP e um
melhoramento do planejamento de saldde publica. Ademais, estima-se que em 2020
aproximadamente 40 milhdes de pessoas no mundo terdo desordens motoras
secundarias a DP (LANA et al., 2007).

A DP é uma doenca crbnica, causada pela perda seletiva de neurdnios
dopaminérgicos localizados na pars compacta da substancia nigra, determinando
uma diminuicdo da neurotransmissdo dopaminérgica no corpo estriado, em especial
no putdmen. Seus sintomas caracteristicos sdo o tremor de repouso, a rigidez
muscular e a acinesia ou bradicinesia (SHIH et al., 2006).

Teives (2005) destaca que pesquisas recentes tém demonstrado que a DP
deve ser considerada como uma enfermidade neurodegenerativa, progressiva, com
hipoteses etioldgicas de origem genética e ambiental caracterizada pela presenca de
disfuncdo monoaminérgica multipla, incluindo o déficit de sistemas dopaminérgicos,
colinérgicos, serotoninérgicos e noradrenérgicos.

O tratamento corrente da doenca de Parkinson esta baseado na terapia

dopaminérgica, visando reverter os efeitos da deplecdo de dopamina estriatal
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induzida pela destruicdo da via nigro-estriatal (JANKOVIC, 2002; OBESO et al.,
2000; QUINN, 1998).

Seu principal tratamento é a levodopa (L-dopa), considerado o agente
farmacoldgico sintomatico mais eficaz. No entanto seu uso continuo apresenta
declinio da eficacia terapéutica e surgem efeitos colaterais a longo prazo, como as
flutuagbes motoras, as discinesias e os distirbios neuro-psiquiatricos (JURI,
CHANA, 2006; MATTOS, MATTOS, 1999; SALAMONE, 2010).

Com o objetivo principal de superar ou controlar as limitacdes do uso da L-
dopa, foram introduzidos os agonistas dopaminérgicos, altamente efetivos em tratar
0s estagios iniciais da doenca, que ndo modificam significativamente a progressao
da doenca. Mas novas manipula¢des farmacolégicas para o tratamento da DP
devem produzir agentes com acgéo anti-parkinsoniana em todas as fases da doenca,
sem perda da eficacia da droga e que previna o surgimento de complicacfes
(JENNER, 2003; JURI, CHANA, 2006; MATTOS, MATTOS, 1999).

O estudo de novas terapias para a doenca de Parkinson esta voltado para
sistemas ndao dopaminérgicos dentro dos nucleos da base que vao além das vias
nigroestriatais lesionadas (BROTCHIE, 1998; JENNER, 2000; SALAMONE, 2010).
Vérios agentes que apresentam potencial terapéutico tem sido descritos, incluindo
agentes que atuam em receptores glutamatérgicos, canabindides, opidides, a2-
adrenérgicos e receptores colinérgicos nicotinicos e muscarinicos (JENNER, 2003).

Devido a alta incidéncia e prevaléncia da DP, associado ao surgimento dos
efeitos colaterais relacionados ao uso continuo da terapia dopaminérgica, esta
pesquisa busca o melhor conhecimento da fisiologia dos nucleos da base e da
fisiopatologia da DP, assim como, em um modelo animal, refletir acdes anti-
parkinsonianas de novos agentes, para que assim, possam ser produzidas novas
manipula¢cbes farmacoldgicas capazes de apresentar um potencial terapéutico em
todas as fases da doenca, sem o declinio da eficiéncia e que possam também

prevenir o surgimento de complicacdes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A doenca de Parkinson (DP) é primariamente uma doenca da funcdo motora
extrapiramidal, causada por degeneracdo severa de neurbnios dopaminérgicos da
substancia nigra. 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 (JANKOVIC, 2002; OBESO,
OLANOW:; NUTT, 2000 & QUINN, 1998).

O tratamento sintomatico da doenca de Parkinson com L-dopa e drogas
agonistas de dopamina predominam a terapia farmacolégica e sdo altamente
efetivos em tratar os estagios iniciais da doenca. Todavia, com a introducédo de
drogas dopaminérgicas associam-se efeitos colaterais adversos, 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, as demais terapias utilizadas atualmente tratam os sintomas
neuromotores e ndo modificam significativamente a progressdo da doenca. Como
consequéncia disso, ha a necessidade do desenvolvimento de novas manipulacdes
farmacoldgicas para o tratamento da DP capazes de produzir agentes com acéo
anti-parkinsonianas em todas as fases da doenca, sem perda da eficicia da droga e
gue previna o surgimento de discinesias (JENNER, 2003; SALAMONE, 2010).

O estudo de novas terapias para a DP esta voltada para sistemas néo
dopaminérgicos dentro dos nudcleos basais que vado além das vias nigro-estriatais
lesionadas (BROTCHIE, 1998; JENNER, 2000; SALAMONE, 2010).

No estriado (nucleo caudado e putamen), acetilcolina e dopamina interagem
fortemente e desempenham um papel importante no controle motor normal
(CALABRESI et al., 2006; INCE, CILAX & LEVEY, 1997; JENSEN et al, 2011). O
desequilibrio da transmissdo de acetilcolina e dopamina no sistema nigro-estriatal é
a base patogénica das desordens extrapiramidais, como no caso da DP. De acordo
com a classica hipotese clinica, a diminuicéo da atividade do sistema dopaminérgico
é paralela a hiperfuncdo do sistema colinérgico (DAGAEV et al., 2004).

A liberacdo de acetilcolina depende de um controle inibitério continuo de
dopamina, mediante sua acdo sobre os receptores de dopamina do tipo D2,

presentes nos interneurdnios colinérgicos. A diminuicdo da atividade dopaminérgica
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resulta no aumento da liberagdo de acetilcolina e, portanto no excesso de
estimulacao dos receptores muscarinicos do estriado (ALFARO et al., 2005).

O conhecimento das fun¢gBes dos receptores muscarinicos colinérgicos e de
seus subtipos avancou consideravelmente apds a clonagem de seus cinco genes
distintos (M1-M5) em células de mamiferos. Entre 0s cinco subtipos de receptores
muscarinicos clonados apenas o subtipo M5 nao foi totalmente caracterizado ao
nivel farmacolégico e funcional. Todos o0s receptores muscarinicos pertencem a
familia de receptores acoplados a proteina G, sendo esta uma classe de proteina
envolvida na transducdo metabotrépica de sinais celulares (LANGMEAD et al., 2008;
GUO et al., 2010).

Sitios de ligacdo especificos para acetilcolina, agonistas e antagonistas
muscarinicos estdo presentes na regido N-terminal e nas alcas extra-celulares. Na
regido intracelular, os receptores muscarinicos colinérgicos conservam a regiao C-
terminal, além de trés alcas intracelulares (i1, i2, i3) (VANKOPPEN & NATHANSON,
1991).

A diferenca funcional na ativacdo dos diferentes subtipos de receptores
muscarinicos colinérgicos reside principalmente na constituicdo da al¢ca i3 desses
receptores. A i3 € a regido dos receptores muscarinicos que interage com a proteina
G e apresenta variacdo na sequécia de aminoacidos entre 0s receptores
muscarinicos colinérgicos. Ja as alcas il e i2 sdo bastante conservadas em todos 0s
subtipos (WESS, 1993).

A variacdo da sequéncia de aminoacidos na alca i3 nos dois grupos de
receptores muscarinicos provavelmente determina o acoplamento distinto & proteina
G, justificando os diferentes mecanismos de regulacdo da resposta celular. Os
receptores M1, M3 e M5, quando ativados por agonistas colinérgicos, acoplam-se
preferencialmente com a proteina G 11, induzem a ativagdo da fosfolipase C, que
promove a hidrdlise de fosfoenositideos presentes na membrana e a producao de
diacilglicerol e inositol trifosfato (segundos mensageiros) (SANDIFORD; SLEPAK,
2009).

De forma diferenciada, os receptores M2 e M4, quando ativados, acoplam-se
preferencialmente a proteina G inibitoria, G i, que inibe a atividade da adenociclase
e reduz os niveis intracelulares de AMP ciclico (CAULFIELD, 1993; GUO, et al.,
2010; LANGMEAD, et al., 2008).
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No SNC, os receptores muscarinicos subtipo M1 estéo localizados no cortex,
hipocampo, estriado e tdlamo, encontrados nos axoénios pds-sinapticos, M2
encontram-se predominantemente no talamo, cértex, hipocampo e estriado, nos
terminais sinapticos colinérgicos, M3 encontram-se no coértex e hipocampo, M5
localizam-se muito discretamente na substancia nigra (LANGMEAD, et al., 2008).

Em particular, o subtipo M4 é encontrado em muitas regides do cérebro,
incluindo cortex e hipocampo, porém, em abundancia no estriado, desempenhando
papel importante no controle motor e no controle da liberacdo de dopamina
(DENCKER et al., 2009; LANGMEAD, et al.,2008; JENSEN, 2011).

Antagonistas ndo seletivos de receptores muscarinicos de acetilcolina sdo
utilizados ha varios anos como drogas anti-parkinsonianas (BETZ et al., 2007). No
entanto, com a abundancia de receptores M4 encontrados no estriado, e por estar
demonstrado seu importante papel na funcdo motora, supde-se que antagonistas de
receptores M4 poderiam também ser Uteis na restauracdo do equilibrio entre
dopamina e acetilcolina e, portanto, serem utilizados como tratamento na DP (BETZ
et al.,, 2007; LANGMEAD et al., 2008; JENSEN et al., 2011).

Como os anticolinérgicos utilizados clinicamente ndo possuem seletividade
particular pelos subtipos de receptores muscarinicos, aliado as fortes evidéncias do
importante papel na fungdo motora dos receptores M4, € necessario investigar a
possivel utilidade terapéutica de antagonistas muscarinicos seletivos a esse subtipo
de receptores e seus efeitos em modelos animais. Estudos tém demonstrado forte
afinidade de tropicamida por receptores M4. A tropicamida, um antagonista de
receptores muscarinicos que penetra facilmente na barreira hemato-encefélica, é
utilizada clinicamente para fins oftdlmicos e seus efeitos anti-parkinsonianos sao
pouco conhecidos (BETZ et al., 2007).

No entanto, outros neurotransmissores, além de acetilcolina e dopamina,
estéo presentes nos nucleos da base e participam da modulagcdo do comportamento.
Entre eles, o neuromodulador 6xido nitrico (NO), o qual tem de forma crescente sido
reconhecido como um mensageiro inter e extracelular no SNC (PRAST; PHILIPPU,
2001).

Ativacao de receptores NMDA € um estimulo pivd para a producdo de NO em
neurdnios, em um processo dependente de Ca?*-calmodulina (KISS; VIZI, 2001;
PRAST; PHILIPPU, 2001). O NO pode se difundir por distancias relativamente
grandes no tecido cerebral (LANCASTER, JR., 1997), é também habil para regular a



19

atividade sinaptica (KISS; VIZI, 2001; PRAST; PHILIPPU, 2001). Entre seus papéis
extra-celulares, o NO tem sido mostrado regular a liberacdo de varios
neurotransmissores, tais como aminodacidos, 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 diminuigdo dos niveis de NO, observados
em hiper-locomocdo induzida por antagonistas de receptores NMDA (BUJAS-
BOBANOVIC et al., 2000; JOHANSSON et al., 1997), epilepsia, sono (FARADJI et
al., 2000) e leséo cerebral (IADECOLA et al, 1997).

Doadores de NO estimulam a liberacdo de acetilcolina em “slices” estriatais,
ao passo que inibidores da sintase do 6xido nitrico (NOS) diminuem os niveis de
acetilcolina estriatal (HANANIA; JOHNSON, 1998). Todavia, a interacdo entre NO e
acetilcolina ndo esta bem esclarecida ao nivel do comportamento.

Assim, neste trabalho foi testado o efeito de um antagonista de receptores
muscarinicos de acetilcolina M1 e um antagonista de receptores muscarinicos de
acetilcolina M4, na catalepsia induzida por inibidores de dopamina e de 6xido nitrico.
Além disso, também foram estudadas as possiveis modificagbes no comportamento
motor decorrentes da interacdo destes neurotransmissores, por meio do teste do

campo aberto.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a interacdo entre 0s neurotransmissores acetilcolina, dopamina e

oxido nitrico sobre o comportamento motor de camundongos.

3.2 Especificos

a) Avaliar o efeito de dois antagonistas de receptores muscarinicos de
acetilcolina, biperideno (mais seletivo para receptores tipo M1) e tropicamida (mais
seletivo para receptores tipo M4), no comportamento de catalepsia em
camundongos, induzida por inibicdo de receptores de dopamina;

b) Avaliar o efeito de dois antagonistas de receptores de muscarinicos de
acetilcolina, biperideno (mais seletivo para receptores tipo M1) e tropicamida (mais
seletivo para receptores tipo M4), no comportamento de catalepsia em
camundongos, induzida por inibicdo da NOS;

c) Estudar a interacdo entre os neurotransmissores acetilcolina, dopamina e
oxido nitrico sobre o comportamento motor de camundongos, especificamente em

relacdo a exploracao horizontal e vertical, por meio do teste do campo aberto.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Neste experimento foram utilizados camundongos Suicos, machos, adultos
jovens, oriundos do biotério da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul,
pesando entre 20-30g. No laboratério, os animais foram alojados em grupo de até
quatro animais e mantidos com agua e comida a vontade até o inicio dos testes. O
ciclo de luz (12/12 h, 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 Resolu¢do normativa n° 1 de 09
de julho de 2010, do CONCEA, sendo os protocolos experimentais aprovados pelo
CEUA da UFMS, sob o n° 281/2010.

4.2 Drogas

Antagonistas de receptores de dopamina: haloperidol 1mg (Haldol-Janssen-
Cilag); inibidores da sintase do 6éxido nitrico: N®-nitro-L-arginine (L-NOARG - Sigma);
antagonista de receptores muscarinicos de acetilcolina M1: 3 biperidino-1-fenil-1-
bicicloheptenil-1-propanol ou biperideno — Abbott; antagonista de receptores de
acetilcolina M4: N-etil-N-(4-piridilmetil) tropicamida ou tropicamida - Alcon. Todas as

drogas foram dissolvidas em solucéo salina a 0,9%.

4.3 Experimentos e grupos experimentais

Foram realizados 4 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.
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4.3.1 Experimento |

Avaliar o efeito do 3 biperidino-1-fenil-1-biciclohptenil-1-propanol (biperideno)
nas alteracdes do comportamento motor induzidas pelo haloperidol:

Neste experimento 0s animais receberam injecdo intraperitoneal (i.p.) de
salina ou haloperidol (1mg/kg), seguida pela aplicacado i.p. de salina ou de biperideno
(2,5 e 10mg/kg) ap6s 30 minutos. Foram realizados 0s seguintes grupos
experimentais:

Grupo 1 (n=8): os animais receberam injecao i.p. de salina e ap6s 30 minutos,
outra injecédo i.p. de salina;

Grupo 2 (n=8): os animais receberam injecéo i.p. de salina e apdés 30 minutos,
injecao i.p. de biperideno (2,5mg/kg);

Grupo 3 (n=8): os animais receberam injecao i.p. de salina e apds 30 minutos,
injecdo i.p. de biperideno (10mg/kg);

Grupo 4 (n=8): os animais receberam injecéo i.p. de haloperidol (1mg/kg) e
apos 30 minutos, injecédo i.p. de salina;

Grupo 5 (n=8): os animais receberam injecao i.p. de haloperidol (1mg/kg) e
apo6s 30 minutos, injecdo i.p. de biperideno (2,5mg/kg);

Grupo 6 (n=8): os animais receberam injecao i.p. de haloperidol (1mg/kg) e
apos 30 minutos, injecdo i.p. de biperideno (10mg/kg).

As etapas do Experimento | relacionando o tempo de aplicacdo das drogas

com o tempo de aplicacdo dos testes estdo apresentados na Figura 1.
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Grupos experimentais

EXPERIMENTO | Salina - Salina

Salina - Biperideno 2,5 mgikg
Salina - Biperideno 10 mgikg
Haloperidol 1 mgikg - Salina

Apll_cagao 1 Apllt_:agao 2 Haloperidol 1 mgikg - Biperideno 2,5 mgikg
(i.p.) (i.p.) Haloperidol 1 mgikg - Biperideno 10 mgikg
Salina ou Salina ou ]
Haloperidol Biperideno Teste de catalepsia
I i i 1 |
-30 0 30 60 90

Tempo em relagao a Aplicagao 2 (min) T

Teste no Campo Aberto

Figura 1 - llustracdo da representacdo esquematica do Experimento I.
Fonte: Elaboragéo propria

4.3.2 Experimento |l

Avaliar o efeito do 3 biperidino-1-fenil-1-bicicloheptenil-1-propanol (biperideno)
nas alteracées do comportamento motor induzidas pelo L-NOARG:

Neste experimento 0s animais receberam injecdo intraperitoneal (i.p.) de
salina ou L-NOARG (40mg/kg), seguida pela aplicacéo i.p. salina ou de biperideno
(2,5 e 10mg/kg) ap6s 30 minutos. Foram realizados o0s seguintes grupos
experimentais:

Grupo 1 (n=8): os animais receberam injecao i.p. de salina e ap6s 30 minutos,
outra injecédo i.p. de salina;

Grupo 2 (n=8): os animais receberam injecao i.p. de salina e apés 30 minutos,
injecao i.p. de biperideno (2,5mg/kg);

Grupo 3 (n=8): os animais receberam injecdo i.p. de salina e ap6s 30 minutos,
injecédo i.p. de biperideno (10mg/kg);

Grupo 4 (n=8): os animais receberam injecao i.p. de L-NOARG (40mg/kg) e
apos 30 minutos, injecao i.p. de salina;

Grupo 5 (n=8): os animais receberam injecao i.p. de L-NOARG (40mg/kg) e
apos 30 minutos, injegdo i.p. de biperideno (2,5mg/kg);

Grupo 6 (n=8): os animais receberam injecao i.p. de L-NOARG (40mg/kg) e
apos 30 minutos, injegéo i.p. de biperideno (10mg/kg).
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As etapas do Experimento Il relacionando o tempo de aplicagcdo das drogas

com o tempo de aplicacdo dos testes estdo apresentados na Figura 2.

Grupos experimentais

EXPERIMENTO Il Salina - Salina
Salina - Biperideno 2,5 mgikg
Salina - Biperideno 10 mgikg

Aplicagao 1 Aplicagéo 2 L-NOARG 40 mglkg - Salina
) y L-NOARG 40 mgikg - Biperideno 2,5 mgikg
(ip.) (i.p.) L-NOARG 40 mgikg - Biperideno 10 mglkg
Salina ou Salina ou ]
L-NOARG Biperideno Teste de catalepsia
I 1 1 1 |
-30 0 30 60 90

Tempo em relagao a Aplicagéo 2 (min) T

Teste no Campo Aberto

Figura 2 - llustracdo da representacdo esquematica do Experimento Il.
Fonte: Elaboragéo propria

4.3.3.Experimento Il

Avaliar o efeito da N-etil-N-(4-piridilmetil)tropicamida (tropicamida) nas
alteracdes do comportamento motor induzidas pelo haloperidol:

Neste experimento 0s animais receberam injecdo intraperitoneal (i.p.) de
salina ou haloperidol (1mg/kg), seguida pela aplicacéo i.p. salina ou de tropicamida
(2,5 e 10mg/kg), ap6s 30 minutos. Foram realizados 0s seguintes grupos
experimentais:

Grupo 1 (n=8): os animais receberam injecdo i.p. de salina e ap6s 30 minutos,
outra injecéo i.p. de salina;

Grupo 2 (n=8): os animais receberam injecdo i.p. de salina e ap6s 30 minutos,
injecao i.p. de tropicamida (2,5mg/kg);

Grupo 3 (n=8): os animais receberam injecéo i.p. de salina e apés 30 minutos,
injecéo i.p. de tropicamida (10mg/kg);

Grupo 4 (n=8): os animais receberam injecdo i.p. de haloperidol (1mg/kg) e

apos 30 minutos, injecédo i.p. de salina;
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Grupo 5 (n=8): os animais receberam injecdo i.p. de haloperidol (1mg/kg) e
apos 30 minutos, injecédo i.p. de tropicamida (2,5mg/kg);

Grupo 6 (n=8): os animais receberam injecdo i.p. de haloperidol (1mg/kg) e
apos 30 minutos, injecédo i.p. de tropicamida (10mg/kg).

As etapas do Experimento Ill relacionando o tempo de aplicacdo das drogas
com o tempo de aplicacdo dos testes estéo apresentados na Figura 3.

Grupos experimentais

EXPERIMENTO Ill Salina - Salina
Salina -Tropicamida 2,5 mgikg
Salina -Tropicamida 10 myg/ky

Aplicacéo 1 Aplicacdo 2 Haloperidol 1 mgtkg - Salina
(i.p.) {i.p.) Haloper!dol 1mglkg -Trop!cam!da 2,5 mgikg
Haloperidol 1 mgikg - Tropicamida 10 mgikg
Salina ou Salina ou -
Haloperidol Tropicamida Teste de catalepsia
i i i i |
-30 0 30 60 90

Tempo em relagao a Aplicagao 2 (min) T
Teste no Campo Aberto

Figura 3 - llustracdo da representacéo esquematica do Experimento lll.
Fonte: Elaboragéo propria

4 3.4 Experimento IV

Avaliar o efeito da N-etil-N-(4-piridimetil)tropicamida (tropicamida) nas
alteracdes do comportamento motor induzidas pelo L-NOARG:

Neste experimento 0s animais receberam injecdo intraperitoneal (i.p.) de
salina ou L-NOARG (40mg/kg), seguida pela aplicagéo i.p. salina ou de tropicamida
(2,5 e 10mg/kg) apos 30 minutos. Foram realizados 0s seguintes grupos
experimentais:

Grupo 1 (n=8): os animais receberam injecao i.p. de salina e apds 30 minutos,
outra injecéo i.p. de salina;

Grupo 2 (n=8): os animais receberam injecéo i.p. de salina e apés 30 minutos,

injecao i.p. de tropicamida (2,5mg/kg);
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Grupo 3 (n=8): os animais receberam injecao i.p. de salina e apds 30 minutos,
injecéo i.p. de tropicamida (10mg/kg);

Grupo 4 (n=8): os animais receberam injecao i.p. de L-NOARG (40mg/kg) e
apos 30 minutos, injecédo i.p. de salina;

Grupo 5 (n=8): os animais receberam injecao i.p. de L-NOARG (40mg/kg) e
apos 30 minutos, injecédo i.p. de tropicamida (2,5mg/kg);

Grupo 6 (n=8): os animais receberam injecao i.p. de L-NOARG (40mg/kg) e
apos 30 minutos, injecdo i.p. de tropicamida (10mg/kg).

As etapas do Experimento IV relacionando o tempo de aplicacédo das drogas
com o tempo de aplicacdo dos testes estdo apresentados na Figura 4.

Grupos experimentais

EXPERIMENTO IV Salina - Salina
Salina -Tropicamida 2,5 mglkg
Salina -Tropicamida 10 mgikg

Aplicagao 1 Aplicagéo 2 L-NOARG 40 mgikg - Salina
(i.p.) (i.p.) L-NOARG 40 mgikg - Tropicamida 2,5 mglkg
il s L-NOARG 40 mglkg - Tropicamida 10 mg/kg
Salina ou Salina ou -
L-NOARG Tropicamida Teste de catalepsia
i ] 1 1 |

-30 0 30 60 a0

Tempo em relagao a Aplicagéo 2 (min) T

Teste no Campo Aberto

Figura 4 - llustracdo da representacdo esquematica do Experimento I1V.
Fonte: Elaboragéo propria

4.4 Avaliacao funcional dos animais

A avaliacao funcional dos animais ap0s a aplicacdo das drogas foi realizada
por meio do teste de catalepsia (ZARRINDAST, MODABBER e SABETKASAI,
1993), e do teste do campo aberto (WALSH, 1976; WHIMBEY, 1967).

4.4.1 Teste de catalepsia na barra:
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A catalepsia foi avaliada de acordo com método da barra, onde o
camundongo foi 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 colocacédo do animal em posi¢cao
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 30, 60 e 90 minutos apdés a administracdo das drogas
(Figura 5).

Figura 5: llustragdo de um animal cataléptico posicionado na barra, durante a

realizacdo do teste de catalepsia.
Fonte: Elaboragéo propria
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4.4.2 Teste do campo aberto:

Este teste foi utilizado para avaliar o estado motor e a emocionalidade 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, onde ficou
demonstrado que a quantidade de bolos fecais expelidos pelo rato era relacionada
positivamente com o medo. Através dos estudos de Whimbey e Denenberg (1967),
ficou demonstrado que no teste de campo aberto, havia uma forte correlacéo
positiva entre o comportamento de ambulacdo e o comportamento exploratorio do
rato (exceto no primeiro dia de teste no campo aberto), e negativamente
relacionados com o medo e a quantidade de bolos fecais expelidos durante o teste
(apud GRAY, 1987). Outros parametros de avaliacdo foram sendo gradativamente
acrescentados ao teste, sendo que atualmente, mais de 30 itens séo listados neste
teste (WALSH, 1976).

Neste estudo, os parametros avaliados durante a realizacdo do teste do
campo aberto foram: a frequéncia dos comportamentos de exploracdo horizontal e
vertical em uma arena cilindrica, de 40 cm de didmetro, com paredes de acrilico
translucido, de 30 cm de altura, colocada sobre uma base de madeira recoberta de
férmica de cor branca, a qual é subdividida em 12 quadrantes de 104,7 cm? cada
(Figura 6). O teste foi aplicado 60 minutos apés a administracdo das drogas, onde o

animal permanecia na arena durante 5 minutos.
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=

Figura 6: llustracdo da arena onde foi realizado o teste do campo aberto. A)
exploracdo horizontal do animal (quadrantes percorridos); B)
comportamento de exploragao vertical do animal (erguimentos).

Fonte: Elaboracao propria.

4.5 Descarte dos animais

ApGs o procedimento experimental, os animais foram sacrificados com CO; e

encaminhados para incineragao.
4.6 Andlise dos resultados

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, seguido pelo pos-teste de Tukey. J& a comparacao
entre 0s grupos experimentais, em relacdo aos comportamentos de exploragédo
horizontal e vertical no campo aberto, foi realizada por meio do teste ANOVA de uma
via, seguida pelo pés-teste de Tukey. Os demais resultados das variaveis avaliadas

neste estudo foram apresentados na forma de estatistica descritiva ou na forma de
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tabelas e graficos. A analise estatistica foi realizada utilizando-se o “Software”

SigmasStat, versdo 3.5, considerando um nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 Experimento |

Os resultados referentes ao tempo de catalepsia para 0s grupos do
Experimento |, mensurados 30, 60 e 90 minutos apods a aplicacdo das drogas, estao
apresentados na Tabela 1 e ilustrados na Figura 7. Na analise de variancia de duas
vias dos dados referentes ao tempo de catalepsia nos animais dos grupos do
Experimento |, houve efeito do grupo experimental (p<0,001), porém ndo houve
efeito do tempo (p= 0,309) e nem interacéo entre grupo e tempo (p= 0,352).

Em todos os momentos analisados, o tempo de catalepsia nos animais nao
apresenta diferenca significativa, exceto para o grupo Haloperidol+biperideno
(10mg/kg), onde o tempo de catalepsia passou de 2,00£73 segundos apo6s 30
minutos da aplicacdo das drogas, para 4,25+80 segundos no tempo de 90 minutos.

Na comparacéo entre grupos experimentais, houve diferenca significativa em
todos os momentos analisados. Nos momentos 30, 60 e 90 minutos, os animais do
grupo Haloperidol+salina apresentaram maior tempo de catalepsia em relagéo
agueles dos demais grupos experimentais (pos-teste de Tukey p<0,05). Foi
observado também que o tempo de catalepsia nos animais dos grupos
Haloperidol+biperideno (2,5mg/kg) e (10mg/kg) apresentaram menor tempo de
catalepsia (reversdo) do que aquele observado para o grupo Haloperidol+salina
(pbés-teste de Tukey, p<0,05). Esta reversdo foi total para o grupo
Haloperidol+biperideno (10mg/kg) aos 30 e 60 minutos e parcial aos 90 minutos.
Para o grupo Haloperidol+biperideno (2,5mg/kg) a reversao foi total aos 90 minutos
e parcial aos 30 e 60 minutos, com valores semelhantes aqueles do grupo
Salinatsalina (pos-teste de Tukey, p>0,05).

Os resultados referentes a exploracdo horizontal e vertical dos animais no
campo aberto, 60 minutos apés a aplicacdo das drogas, para cada um dos grupos
do Experimento |, estdo apresentados na Tabela 2 e ilustrados na Figura 8. Na
comparacao entre 0s grupos experimentais, houve diferenca significativa entre eles,
em relacdo aos comportamentos de exploragdao horizontal (quadrantes percorridos)

e de exploracao vertical (erguimentos) expressos pelos animais (teste ANOVA de
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uma via, horizontal: p<0,001; vertical: p<0,001), sendo que 0s animais do grupo
Haloperidol+salina percorreram um ndmero menor de quadrantes que aos demais
grupos experimentais, com excecdo para aqueles animais do grupo
Haloperidol+biperideno (2,5mg/kg) (p>0,05), sendo que o0s animais deste grupo
também percorreram um numero menor de quadrantes do que aqueles do grupo
Salinat+salina (p<0,05). Por outro lado, os animais do grupo Haloperidol+biperideno
(10mg/kg) percorreram mais quadrantes que 0s animais do grupo
Haloperidol+salina, além de néo diferirem dos animais do grupo Salina+salina (pos-
teste de Tukey, p>0,05). Finalmente, os animais do grupo Salina+biperideno
(10mg/kg) percorreram um namero maior de quadrantes do que aqueles do grupo
controle Salina+salina (pés-teste de Tukey p<0,05). Em relacdo a exploracao
vertical, os animais dos grupos Salina+biperideno (10mg/kg) e Haloperidol+salina,
realizaram menos erguimentos que 0s animais dos demais grupos experimentais
(pGs-teste de Tukey, p<0,05). Também foi observado que os animais dos grupos
Haloperidol+biperideno (2,5mg/kg) e (10mg/kg) realizaram um ndamero maior de
erguimentos do que aqueles do grupo controle Haloperidol+salina, além disso, o

grupo Haloperidol+biperideno (2,5mg/kg) n&o difere do grupo Salina+salina (p>0,05)
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Tabela 1: Resultados referentes ao tempo de catalepsia para os grupos do
Experimento |, mensurados 30, 60 e 90 minutos apds a aplicacao das
drogas.

Catalepsia
Tempo ap6s a aplicacdo das drogas

Grupos experimentais (MinUtOS)

30 60 90

Salina+salina 1,13+0,30Ca 1,38+0,32CDa  1,25%0,45CDa

Salina+biperideno 0,25+0,16Ca  0,50+0,19CDa  1,00+0,33CDa

(2,5mg/kg)

Salinatbiperideno 0,00+0,00Ca  0,00+0,00Da  0,00+0,00Da
(10mg/kg) 1 -_— L H -_ 1 1 -_— 1
Haloperidol+salina 100,63+21,26Aa 88,13+28.98Aa 105,38+29 06Aa

Haloperidol+biperideno
(2,5mg/kq)

Haloperidol+biperideno
(10mg/kQ)

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

5,13+1,22Ba 4,38+1,51Ba 4,13+1,27Ca

2,00+0,73BCb  2,75+0,94Cab 4,25+0,80Ba
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[0 salina+salina

) Saline+biperideno (2,5mg/kg)

A\ Salina+biperideno (10mg/kg)

[l Haloperidol+salina

@ Haloperidd+biperideno (2,5mg/kg)
A Haloperidol-+biperideno (10mg/kg) —

150 -

120

Tempo de catalepsla (segundos)

0 - SE :!—
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Figura 7: Gréfico ilustrando o tempo de catalepsia para os grupos do experimento |,
mensurados 30, 60 e 90 minutos apdés a aplicacdo das drogas. Cada
simbolo representa a média e a barra o erro padrdo da média.
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Tabela 2: Resultados referentes a exploracdo horizontal e vertical dos animais no
campo aberto, 60 minutos apds a aplicacdo das drogas, para cada um
dos grupos do Experimento |.

Exploracao
Grupos experimentais

Horizontal Vertical
Salinatsalina 103,63+7,18B 49,50+5,08A
Salina+biperideno(2,5mg/kg) 130,88+10,56AB 38,38+2,20AB
Salina+biperideno(10mg/kg) 158,25+8,50A 11,13+3,00C
Haloperidol+salina 27,751£3,91D 10,00+1,65C
Haloperidol+biperideno(2,5mg/kg) 61,38+4,70CD 42,6315,21A
Haloperidol+biperideno(10mg/kg) 100,00+17,47BC 22,1345,31BC

Vel € <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 8: Grafico ilustrando o numero de quadrantes percorridos (exploracéo
horizontal) e de erguimentos (exploracdo vertical) expressos pelos
animais no campo aberto, 60 minutos apds a aplicacédo das drogas, para
cada um dos grupos do Experimento |. Cada coluna representa a média
e a barra o erro padrao da média.

5.2 Experimento Il

Os resultados referentes ao tempo de catalepsia para os grupos do
Experimento Il, mensurados 30, 60 e 90 minutos apods a aplicacédo das drogas, estao
apresentados na Tabela 3 e ilustrados na Figura 9. Na anélise de varianca de duas
vias dos dados referentes ao tempo de catalepsia nos animais dos grupos do
Experimento Il, houve efeito do grupo experimental (p<0,001), efeito do tempo
(p<0,001), porém nao houve interacédo entre grupo e tempo (p= 0,073).

Na comparagéo entre os momentos analisados, houve diferenga significativa

entre eles, em relacdo ao tempo de catalepsia nos animais, para 0S Qgrupos
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Salinatsalina, L-NOARG+biperideno (2,5mg/kg) e (10mg/kg) (pds-teste de Tukey,
p<0,05). Nos grupos L-NOARG+biperideno (2,5mg/kg) e (10mg/kg), o tempo de
catalepsia nos momentos 60 e 90 minutos foi maior do que aquele observado no
momento 30 minutos. Além disso, para o grupo Salina+salina, o tempo de catalepsia
no momento 90 minutos foi maior do que aquele observado no momento 30 minutos.

Na comparagao entre grupos experimentais, houve diferenga significativa
entre eles, em todos os momentos analisados. Nos momentos 30, 60 e 90 minutos,
os animais do grupo L-NOARG+ salina apresentaram maior tempo de catalepsia em
relacdo aqueles dos demais grupos experimentais (pés-teste de Tukey p<0,05). Foi
observado também que o tempo de catalepsia nos animais dos grupos L-
NOARG+biperideno (2,5mg/kg) e (10mg/kg) apresentaram menor tempo de
catalepsia (reverséo) do que aquele observado para o grupo L-NOARG+salina (poés-
teste de Tukey, p<0,05). Esta reversdao foi total para o0s grupos L-
NOARG+biperideno (2,5mg/kg) e (10mg/kg), em todos os momentos, com valores
semelhantes (pés-teste de Tukey, p>0,05) ou menores aqueles do grupo
Salina+salina (p<0,05).

Os resultados referentes a exploracao horizontal e vertical dos animais no
campo aberto, 60 minutos apo6s a aplicacdo das drogas, para cada um dos grupos
do Experimento Il, estdo apresentados na Tabela 4 e ilustrados na Figura 10. Na
comparacao entre os grupos experimentais, houve diferenca significativa entre eles,
em relacdo aos comportamentos de exploracdo horizontal (quadrantes percorridos)
e de exploracdo vertical (erguimentos) expressos pelos animais (teste ANOVA de
uma via, horizontal: p<0,001; vertical: p<0,001), sendo que os animais dos grupos L-
NOARG+biperideno (2,5mg/kg) e (10mg/kg) percorreram um numero maior de
guadrantes do que aqueles dos grupos Salina+salina e L-NOARG+salina (pds-teste
de Tukey, p<0,05). Além disso, o numero de quadrantes percorridos pelos animais
dos grupos Salina+biperideno (2,5mg/kg) e (10mg/kg) foi maior do que aquele para
0S animais do grupo Salina+salina (p<0,05). Quanto a exploracao vertical, foi
observado que os animais dos grupos Salinatsalina, realizaram mais erguimentos
gue os animais dos demais grupos experimentais (pés-teste de Tukey, p<0,05). Foi
observado também que os animais do grupo L-NOARG-+biperideno (10mg/kg)
realizaram um numero maior de erguimentos do que 0s animais do grupo L-
NOARG-+biperideno (2,5mg/kg) (p<0,05).
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Tabela 3: Resultados referentes ao tempo de catalepsia para os grupos do
Experimento Il, mensurados 30, 60 e 90 minutos apds a aplicacao das
drogas.

Catalepsia
Grupos experimentais Tempo apos a a_pllcagao das drogas
(Minutos)
30 60 90

Salinatsalina 1,38+0,42Bb  3,13+0,72Bab  5,13+0,64Ba
Salina+biperideno(2,5mg/kg) 0,38+0,38Ba  0,00+0,00Ca  0,00+0,00Da
Salina+biperideno(10mg/kg) 0,00£0,00Ba  0,25+0,16Ca  0,25+0,16Da
L-NOARG+salina 13,25+3,23Aa 14,00+2,58Aa 21,63+6,08Aa

L-NOARG+biperideno
(2,5mg/kqg)
L-NOARG+biperideno
(10mg/kQ)
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).

1,00+0,38Bb  4,00+1,44Ba  3,88+1,03BCa

0,00+0,00Bb  2,50+1,83BCa 1,38+0,65CDa
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Figura 9: Grafico ilustrando o tempo de catalepsia para os grupos do experimento I,
mensurados 30, 60 e 90 minutos ap0s a aplicacdo das drogas. Cada
simbolo representa a média e a barra o erro padréo da média.
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Tabela 4: Resultados referentes a exploracdo horizontal e vertical dos animais no
campo aberto, 60 minutos apds a aplicacdo das drogas, para cada um
dos grupos do Experimento II.

_ _ Exploracéo
Grupos experimentais
Horizontal Vertical
Salina+salina 73,25+7,98C 52,50+3,05A
Salinat+biperideno(2,5mg/kg) 123,75+9,66AB 22,88+3,51BC
Salina+biperideno(10mg/kg) 141,63+8,56AB 16,13+2,17BC
L-NOARG+salina 98,25+5,64BC 28,38+5,89BC
L-NOARG+hiperideno 156,75+12,08A 9,63+3,84C
(2,5mg/kQ) ' ’ ’ '
L-NOARG-+biperideno 159,38+16,42A 29,25+6,68B
(10mg/kQ) ’ ’ ’ '
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 10: Gréfico ilustrando o numero de quadrantes percorridos (exploracéo
horizontal) e de erguimentos (exploracdo vertical) expressos pelos
animais no campo aberto, 60 minutos apds a aplicacdo das drogas,
para cada um dos grupos do Experimento Il. Cada coluna representa a
média e a barra o erro padrdo da média.

5.3 Experimento Il

Os resultados referentes ao tempo de catalepsia para 0s grupos do
Experimento Ill, mensurados 30, 60 e 90 minutos apds a aplicagdo das drogas,
estdo apresentados na Tabela 5 e ilustrados na Figura 11. Na analise de varianga 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), houve efeito do
tempo (p<0,001) e houve interacéo entre grupo e tempo (p<0,001).

Na comparagdo entre os momentos analisados, houve diferenca significativa

entre eles, em relacdo ao tempo de catalepsia nos animais, para 0S Qgrupos
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Haloperidol+tropicamida (2,5mg/kg) e (10mg/kg), sendo que nestes grupos o tempo
de catalepsia nos tempos 60 e 90 minutos foi maior do que aquele observado no
momento de 30 minutos (pés-teste de Tukey, p<0,05). Para os demais grupos nao
houve diferenca significativa entre os momentos, em relacdo ao tempo de catalepsia
dos animais (p>0,05).

Na comparagao entre grupos experimentais, houve diferenca significativa
entre eles em todos os momentos analisados. Nos momentos 30, 60 e 90 minutos,
0s animais do grupo Haloperidol+salina apresentaram maior tempo de catalepsia em
relacdo aqueles dos demais grupos experimentais (pés-teste de Tukey p<0,05). Foi
observado também que o tempo de catalepsia nos animais dos grupos
Haloperidol+tropicamida (2,5mg/kg) e (10mg/kg) apresentaram menor tempo de
catalepsia (reversdao) do que aquele observado para o grupo Haloperidol+salina
(pGs-teste de Tukey, p<0,05). Esta reversdao foi total para 0s grupos
Haloperidol+tropicamida (2,5mg/kg) e (10mg/kg) aos 30 minutos, com valores
semelhantes aqueles do grupo Salina+salina (pés-teste de Tukey, p>0,05). Para os
grupos Haloperidol+tropicamida (2,5mg/kg) e (10mg/kg) a reverséao foi parcial aos 60
e 90 minutos (p6s-teste Tukey, p<0,05), em relagdo ao grupo Salina+salina.

Os resultados referentes a exploracao horizontal e vertical dos animais no
campo aberto, 60 minutos ap6s a aplicacdo das drogas, para cada um dos grupos
do Experimento lll, estdo apresentados na Tabela 6 e ilustrados na Figura 12. Na
comparacao entre 0s grupos experimentais, houve diferenca significativa entre eles,
em relacdo aos comportamentos de exploracdo horizontal (quadrantes percorridos)
e de exploracdo vertical (erguimentos) expressos pelos animais (teste ANOVA de
uma via, horizontal: p<0,001; vertical: p<0,001), sendo que os animais do grupo
Haloperidol+salina percorreram um numero de quadrantes menor que o0s demais
grupos experimentais (p<0,05). Além disso, ndo houve diferenca significativa entre
os grupos Haloperidol+tropicamida (2,5mg/kg) e (10mg/kg) e o grupo Salina+salina
(p>0,05). Em relacdo a exploracdo vertical no campo aberto, os animais do grupo
Haloperidol+salina apresentaram um namero menor de erguimentos que 0s animais
dos demais grupos experimentais (pés-teste de Tukey, p<0,05), todavia, os animais
dos grupos Haloperidol+tropicamida (2,5mg/kg) e (10mg/kg) ainda realizaram menos

erguimentos do que aqueles do grupo controle Salinat+salina (p<0,05).
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Tabela 5: Resultados referentes ao tempo de catalepsia para 0s grupos do
Experimento Ill, mensurados 30, 60 e 90 minutos apds a aplicagdo das

drogas.

Grupos experimentais

30

Salina+salina 1,25+0,37BCa

Salina+tropicamida
(2,5mg/kQg)

Salina+tropicamida
(10mg/kQ)

2,13+0,61BCa
0,13+0,13Da

Haloperidol+salina 86,63+23,93Aa

Haloperidol+tropicamida

(2,5mg/kg) 1,75+1,35Cb
Haloperidol+tropicamida
(10mg/kg) 5,13+1,63Bb

Catalepsia
Tempo apos a aplicagdo das drogas
(Minutos)

60 90
1,13+0,30Ca 1,50+0,33Ca
1,38+0,32Ca 1,63%0,75Ca
0,75+0,31Ca 1,00+0,38Ca

142,63+21,28Aa  113,88+14,42Aa

18,13+2,41Ba 23,00+7,38Ba

13,88+2,21Ba 25,25+5,13Ba

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 (pds-teste de

Tukey, p<0,05).
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Figura 11: Grafico ilustrando o tempo de catalepsia para 0s grupos do experimento
[Il, mensurados 30, 60 e 90 minutos apds a aplicacao das drogas. Cada
simbolo representa a média e a barra o erro padrédo da média.
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Tabela 6: Resultados referentes a exploracdo horizontal e vertical dos animais no
campo aberto, 60 minutos apds a aplicagdo das drogas, para cada um
dos grupos do Experimento |Il.

Exploragcéo
Grupos experimentais
Horizontal Vertical
Salinat+salina 77,25+6,65AB 40,25+3,23B
Salina+tropicamida(2,5mg/kg) 101,00+10,38A 60,00+6,34A
Salina+tropicamida(10mg/kg) 80,75+7,91AB 37,6315,40BC
Haloperidol+salina 22,50+2,21C 9,75+£1,00D
Haloperidol+tropicamida(2,5mg/k) 57,50+£2,93B 22,25+3,23C
Haloperidol+tropicamida(10mg/kg) 60,63+3,58B 21,13+2,55C
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 12: Gréfico ilustrando o numero de quadrantes percorridos (exploracéo
horizontal) e de erguimentos (exploracdo vertical) expressos pelos
animais no campo aberto, 60 minutos apés a aplicacdo das drogas,
para cada um dos grupos do Experimento Ill. Cada coluna representa a
média e a barra o erro padrdo da média.

5 4 Experimento IV

Os resultados referentes ao tempo de catalepsia para 0s grupos do
Experimento 1V, mensurados 30, 60 e 90 minutos apés a aplicacdo das drogas,
estéo apresentados na Tabela 7 e ilustrados na Figura 13. Na analise de varianca de
duas vias dos dados referentes ao tempo de catalepsia nos animais dos grupos do
Experimento IV, houve efeito do grupo experimental (p<0,001), houve efeito do
tempo (p<0,001) houve interacéo entre grupo e tempo (p<0,001).

Na comparagdo entre os momentos analisados, houve diferenga significativa
entre eles, em relacdo ao tempo de catalepsia nos animais, para oS grupos L-
NOARG+salina, L-NOARG+tropicamida (2,5mg/kg) e (10mg/kg) (pos-teste de Tukey,
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p<0,05). Nos grupos L-NOARG+salina e L-NOARG+tropicamida (2,5mg/kg), o tempo
de catalepsia no momento 90 minutos foi maior do que aquele observado no
momento 30 minutos. No grupo L-NOARG+tropicamida (10mg/kg) o tempo de
catalepsia no momento 90 minutos foi maior do que aquele observado nos
momentos 30 e 60 minutos. Além disso, o tempo de catalepsia ho momento 60
minutos foi maior do que aquele no momento 30 minutos (p<0,05).

Na comparacéo entre grupos experimentais, houve diferenca significativa em
todos os momentos analisados. Nos momentos 30, 60 e 90 minutos, os animais do
grupo L-NOARG+salina apresentaram maior tempo de catalepsia em relacéo
aqueles dos demais grupos experimentais, com exce¢do do momento 90 minutos,
onde ele nao diferiu do grupo L-NOARG+tropicamida (10mg/kg) (pos-teste de Tukey
p<0,05). Foi observado também que o tempo de catalepsia nos animais dos grupos
L-NOARG+tropicamida (2,5mg/kg) e (10mg/kg) apresentaram menor tempo de
catalepsia (reversao) do que aquele observado para o grupo L-NOARG+salina (p6s-
teste de Tukey, p<0,05). Esta reversdo foi total para 0s grupos L-
NOARG+tropicamida (2,5mg/kg) e (10mg/kg) aos 30 e 60 minutos, com valores
semelhantes aqueles do grupo Salina+salina (pos-teste de Tukey, p>0,05). Para os
grupos L-NOARG+tropicamida (2,5mg/kg) esta reverséao foi parcial aos 90 minutos
(pGs-teste de Tukey, p<0,05).

Os resultados referentes a exploracdo horizontal e vertical dos animais no
campo aberto, 60 minutos apés a aplicacdo das drogas, para cada um dos grupos
do Experimento 1V, estdo apresentados na Tabela 8 e ilustrados na Figura 14. Na
comparagao entre 0os grupos experimentais, ndo houve diferenga significativa entre
eles, em relacdo aos comportamentos de exploracdo horizontal (quadrantes
percorridos), expressos pelos animais (teste ANOVA de uma via, p=0,097), porém
houve diferenca significativa em relacdo aos comportamentos de exploracéo vertical
(erguimentos) expressos pelos animais (teste ANOVA de uma via, p<0,001). Em
relacdo a exploracdo vertical no campo aberto, os animais do grupo L-
NOARG+salina, L-NOARG+tropicamida (2,5mg/kg) e (10mg/kg), realizaram um
namero menor de erguimentos que 0s animais dos grupos L-Salina+salina,

Salina+tropicamida (2,5mg/kg) e (10mg/kg) (pos-teste de Tukey, p<0,05).
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Tabela 7: Resultados referentes ao tempo de catalepsia para 0s grupos do
Experimento IV, mensurados 30, 60 e 90 minutos apos a aplicacdo das
drogas.

Catalepsia
Tempo ap6s a aplicacdo das drogas

Grupos experimentais (MinUtOS)

30 60 90

Salina+salina 1,13+0,35BCa 1,88+0,40Ba 1,25+0,41Ca

Salina+tropicamida
(2,5mg/kg) 1,25+0,37BCa  1,38+0,60BCa 2,88+1,01BCa

Salina+tropicamida
(10mg/kQg) 0,00+0,00BCa 0,13+0,13Ca 0,63+0,38Ca

L-NOARG+salina 10,88+2,48Ab  19.25+4,82Aab  29.38+8,70Aa
L-NOARG+tropicamida
(2,5mg/kg) 2.00+0,46Bb  2.75+0.45Bab 4,00+0,38Ba

L-NOARG+tropicamida
(10mg/kQ)

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

0,75+0,41BCc 3,63+1,07Bb 15,50+2,86Aa
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Figura 13: Gréfico ilustrando o tempo de catalepsia para os grupos do experimento
IV, mensurados 30, 60 e 90 minutos apds a aplicacdo das drogas. Cada
simbolo representa a média e a barra o erro padréo da média.
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Tabela 8: Resultados referentes a exploracéo horizontal e vertical dos animais no
campo aberto, 60 minutos apos a aplicagédo das drogas, para cada um dos
grupos do Experimento 1V.

Exploracéo
Grupos experimentais

Horizontal Vertical
Salinat+salina 98,63+9,36A 55,00+6,11A
Salina+tropicamida(2,5mg/kg) 124,25+12,84A 59,38+5,74A
Salina+tropicamida(10mg/kg) 146,63+6,84A 71,1314,62A
L-NOARG+salina 137,88£18,93A 20,13+6,23B
L-NOARG+tropicamida(2,5mg/kg) 151,759, 20A 27.75+4,88B
L-NOARG+tropicamida (10mg/kg) 136,63+18,79A 28,00+6,87B

VeVl 12 2 0,097 <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 numero de quadrantes percorridos (exploragcéo
horizontal) e de erguimentos (exploracdo vertical) expressos pelos
animais no campo aberto, 60 minutos apés a aplicacdo das drogas,
para cada um dos grupos do Experimento IV. Cada coluna representa a
média e a barra o erro padrdo da média.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo, o antagonista de dopamina, haloperidol, causou alteracdes no
comportamento motor, levando a catalepsia e diminuicdo na exploracdo horizontal e
exploracdo vertical. O antagonista da sintase de 6Oxido nitrico (NOS), L-NOARG
causou as mesmas alteracfes, poréem de maneira mais discreta. O antagonista de
receptores muscarinicos de acetilcolina (mais seletivo para receptores tipo M1),
biperideno e o antagonista de receptores muscarinicos de acetilcolina (mais seletivo
para receptores tipo M4), tropicamida, reverteram a catalepsia e aumentaram a
exploracdo horizontal e vertical induzida.

A doenca de Parkinson (DP) é primariamente uma doenca da funcdo motora
extrapiramidal, causada por degeneracdo severa de neurbnios dopaminérgicos da
substéancia nigra. Ela apresenta um conjunto de desordens motoras, cujos sintomas
incluem a bradicinesia, rigidez e tremor (SALAMONE, 2010).

A terapia de reposicao de dopamina com L-3,4 dihidroxifenilalanina (L-DOPA)
permanece como 0 mais efetivo tratamento para a doenga de Parkinson (FAHN,
2008; OLANOW, 2008). Entretanto, novos avancos 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, opidides e receptores colinérgicos nicotinicos e muscarinicos tém
sido propostos (CHASE et al., 2000; SILVERDALE et al., 2003; BROTCHIE, 2005;
JENNER, 2008).

Na presente investigacdo, os resultados obtidos demonstraram que a inibicéo
de receptores de dopamina, por meio de haloperidol, causou catalepsia, com
aumento do tempo de permanéncia na barra, em todos os tempos analisados.
Também foi observada, a diminuicéo da exploracao horizontal e vertical, no teste de
campo aberto nos animais analisados.

Estes achados hipocinéticos sdo coerentes com experimentos anteriores, 0s
quais constataram que a inibicdo de receptores de dopamina dos nucleos basais do
encéfalo produzem catalepsia e hipocinesia, sintomas semelhantes aqueles
observados em pacientes com DP (DEL BEL et al., 2002; HAUBER et al., 2001).

Outro neurotransmissor que pode estar envolvido na prevengdo de

discinesias induzidas pela administracdo repetida de L-DOPA € o o6xido nitrico.
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Neste estudo, foi observado que o emprego do inibidor da NOS (L-NOARG) causou
catalepsia e hipolocomoc¢&o, com a diminuicdo da exploracdo horizontal e da
exploracdo vertical dos animais nos experimentos analisados, porém de maneira
mais discreta.

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

Corroboram com esses dados, estudos anteriores que constataram que 0S
inibidores da NOS diminuem a locomocéao 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).

O NO é uma molécula lipossoluvel de curta vida, gerada a partir do
aminoécido L-Arginina, que pertence a familia de enzimas chamadas de sintase do
oxido nitrico (NOS). Embora a producéo de interneurbnios componha apenas 1%-
2% da populacédo de neurbnios estriatais, evidéncias convincentes tém demonstrado
gue o NO controla o comportamento motor modulando a integracdo e informacéo
processada pelos nucleos da base. Mecanismos nitrérgicos podem contribuir com a
morte de neurdnios de DA visto na doenca de Parkinson (GOMES et al., 2008). A
modulagéo do NO libera varios neurotransmissores incluindo DA, 5- hidroxitriptamina
(5-HT), acetilcolina e GABA (TRABACE e KENDRICK, 2000). Inibidores da sintase
do oxido nitrico (NOS) diminuem os niveis de acetilcolina estriatal (HANANIA,
JOHNSON, 1998). Porém, a nivel de comportamento a interacdo entre NO e
acetilcolina ndo esta bem esclarecida.

Tem sido proposto que o NO desempenha um papel pivd no controle
homeostatico no processo que fornece estabilidade ao sistema DA-nigral. O
bombardeio de neurbnios dopaminérgicos causa a liberagdo de NO a partir de
interneurdnios GABAérgicos estriatais (SAMMUT et al., 2006) o qual por sua vez
influencia a inducédo a longo prazo da depressdo do estriato (CALABRESI et al.,
1999). A terapia com L-DOPA tem demonstrado causar um aumento marcante na
producédo de NO (ITOKAWA et al., 2006).

Padovan-Neto et al. (2009) hipotetizaram que a reducdo endogena tbnica de
nitrérgicos induzida pelo tratamento com inibidores da NOS poderiam diminuir os
movimentos involuntarios anormais induzidos pela L-DOPA, em ratos com lesfes

neurotdxicas da via dopaminérgica nigroestriatal. Observou-se que o inibidor seletivo
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da sintase do NO (Nnos)7-NI, aumentou a performace motora de ratos com
discinesia. Diante destes resultados, apontando que os inibidores da sintase de NOS
sdo capazes de reduzir as discinesias induzidas pela terapia com L-DOPA, estes
pesquisadores 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 neurdnios alvos. Também pela influéncia ao longo
prazo da depressao 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 interneurdnios estriatais facilitam concomitantemente o lancamento de DA
(WEST e GALLOWAY, 1998; TRABACE e KENDRICK, 2000; GRACE, 2008) e a
produgéo de NO pelos interneurdnios estriatais que sao regulados pela transmissao
fasica de DA (WEST e GRACE, 2000).

A acetilcolina e dopamina interagem fortemente no estriado e desempenham
um papel importante no controle motor normal. O desequilibrio da transmissao de
acetilcolina e dopamina no sistema nigro-estriatal € a base patogénica das
desordens extrapiramidais, como no caso da DP. A diminuicdo da atividade do
sistema dopaminérgico € paralela ao aumento da atividade do sistema colinérgico
(THRELFELL et al., 2010).

Evidéncias experimentais sugerem as propriedades anti-parkinsonianas de
alguns antagonistas muscarinicos de acetilcolina, como a escopolamina, antagonista
muscarinico de acetilcolina com maior afinidade com o receptor tipo M1, ao reduzir
catalepsia induzida por haloperidol em camundongos (HARAGUCHI et al., 1997). A
administracdo de biperideno, anticolinérgico central, também com afinidade para o
receptor tipo M1, foi investigada apods inducdo de catalepsia por amoxapina,
cinarizina e ciclosfamida em camundongos, onde a catalepsia foi significantemente
revertida (NASU et al., 2000).

Estes achados sdo similares aos resultados deste trabalho, onde a
administracdo de biperideno reverteu a catalepsia induzida por inibicdo de
receptores de dopamina com haloperidol em todos os tempos analisados. Esta
reversao foi total na dose 10mg/kg, nos momentos 30 e 60 minutos e parcial no
momento 90 minutos. Na dose 2,5mg/kg, a reversdo foi total no momento 90

minutos e parcial nos momentos 30 e 60.
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Foi observado também o aumento da exploracdo horizontal e da exploragéo
vertical no teste de campo aberto. Os animais dos grupos experimentais que
receberam Salina+salina, Salina+biperideno 2,5mg/kg, Salina+biperideno 10mg/kg
apresentaram comportamento inesperado durante este teste, o numero de
quadrantes percorridos (exploracdo horizontal) pelos animais de cada grupo foi
crescente a medida que a dose de biperideno aumentava, porém, o niumero de
erguimentos (exploracao vertical) foi decrescente a medida que a dose aumentava.

Em adicdo, a administracdo de biperideno reverteu totalmente a catalepsia
induzida por inibicdo da sintase de oxido nitrico (NOS) com L-NOARG, em todos o0s
momentos analisados, independente da dose utilizada.

Além disso, houve também o aumento da exploracdo horizontal e da
exploracédo vertical no teste de campo aberto. Os animais dos grupos experimentais
que receberam Salinat+salina, Salina+biperideno 2,5mg/kg, Salina+biperideno
10mg/kg apresentaram comportamento inesperado durante este teste, o numero de
quadrantes percorridos (exploracdo horizontal) pelos animais de cada grupo foi
crescente a medida que a dose de biperideno aumentava, porém, o nimero de
erguimentos (exploracao vertical) foi decrescente & medida que a dose aumentava.

Estes eventos reforcam o fato de antagonistas nao seletivos de receptores
muscarinicos de acetilcolina ja serem utilizados como drogas anti-parkinsonianas.

No entanto, estudos tém demonstrado a abundancia de receptores M4
encontrados no estriado. Por desempenharem um importante papel na funcéo
motora, supde-se que antagonistas de receptores muscarinicos M4 poderiam
também ser Uteis na restauracdo do equilibrio entre dopamina e acetilcolina (GUO et
al., 2010).

Foi revelado em um estudo de imunoprecipitacdo que 45% dos receptores
muscarinicos do estriado sdo do subtipo M4 (KARASAWA et al, 2003).
Imunohistoquimicamente foi detectado 92% de receptores muscarinicos M4 nos
neurbnios estriato-nigrais, demonstrando que 0s neurdnios estriato-nigrais co-
expressam receptores muscarinicos M4 e receptores de dopamina D1 (INCE et al.,
1997).

Estes dois recepetores desempenham papeis opostos no metabolismo de
CAMP. A estimulag&o dos receptores de dopamina D1 ativam a adenilatociclase, via
proteina G, e a estimulacdo dos receptores muscarinicos M4 inibem a atividade

enzimatica, via proteina G, sugerindo o equilibrio de acetilcolina-dopamina que
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reflete os efeitos neutralizantes desses neurotransmissores a nivel de cAMP
(KARASAWA et al., 2003).

Um estudo onde pilocarpina, agonista do receptor muscarinico tipo M3 de
acetilcolina, gerou tremores em ratos, sugere que a agao central de antagonistas
muscarinicos M4 poderia ser utilizada como tratamento de Parkinson (MAYORGA et
al.,1999).

Além disso, foi comparada a resposta cataléptica induzida por haloperidol em
camundongos com varios tipos de receptores muscarinicos e em camundongos
mutantes, estes apresentavam apenas receptores muscarinicos M4. A resposta
cataléptica foi idéntica para os dois grupos, porém, a resposta do antimuscarinico
escopolamina foi diferente entre os dois genotipos, abolindo catalepsia indudiza por
haloperidol nos camundongos com tipos variados de receptores. Em contraste, o
efeito anti-cataléptico da escopolamina nos camundongos mutantes foi fraca,
sugerindo que o efeito anti-cataléptico de agentes antimuscarinicos, depende do
bloqueio do receptor muscarinico M4 (KARASAWA, et al., 2003).

E por fim, também foi realizado mutacdo em camundongos, onde estes
apresentavam somente receptores muscarinicos M4 e receptores de dopamina D1
na expressdo de seus neurOnios. Foi induzida catalepsia por haloperidol e
risperidona, e escopolamina reduziu a resposta cataléptica nos camundongos
mutantes (DENCKER et al., 2009).

Betz et al., (2007) sugeriram a possivel utilidade terapéutica de antagonistas
de receptores muscarinicos seletivos ao subtipo M4, e seus efeitos, ja que os
anticolinérgicos utilizados clinicamente ndo possuem seletividade particular.

Evidéncias experimentais tém demonstrado forte afinidade de tropicamida por
receptores muscarinicos M4. A tropicamida, um antagonista de receptores
muscarinicos que penetra facilmente na barreira hemato-encefalica, é utilizada
clinicamente para fins oftdlmicos e seus efeitos anti-parkinsonianos sdo pouco
conhecidos. Foi realizada uma comparacéo dos efeitos da tropicamida e atropina na
supresséo de tremores induzidos por pilorcapina e pimozide em camundongos, onde
a tropicamida e atropina suprimiram de forma equivalente os tremores induzidos por
pilocarpina, porém a tropicamida suprimiu de forma mais potente os tremores
induzidos por pimozide (BETZ et al., 2007).

A fim de demonstrar a efetividade de antagonistas de receptores

muscarinicos do subtipo M4 o presente estudo testou o efeito da tropicamida, onde
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0S resultados apresentam a reversdao da catalepsia induzida por inibicdo de
receptores de dopamina com haloperidol, em todos os momentos testados. Esta
reversao foi total nas doses 2,5mg/kg e 10mg/kg no momento 30 minutos, e parcial
nos momentos 60 e 90 minutos.

Também foi observado aumento da exploracdo horizontal e da exploracéo
vertical no teste de campo aberto.

A catalepsia induzida por inibicdo da sintase de oxido nitrico (NOS) com L-
NOARG foi revertida em todos os tempos analisados, com a administracdo de
tropicamida, exceto no momento 90 minutos para o grupo L-NOARG+tropicamida
10mg/kg. Esta reverséo foi total na dose 2,5mg/kg nos momentos 30 e 60 minutos e
parcial no momento 90 minutos Na dose 10mg/kg, esta reversao foi total nos
momentos 30 e 60 minutos.

Além disso, foi observado o aumento da exploracdo horizontal no teste de
campo aberto.

Tais resultados apontam que a utilizacdo de doses experimentais de
tropicamida demonstra alteracdes no comportamento motor nesse modelo animal de
Parkinson, podendo exercer a¢Bes anti-parkinsonianas, sendo esta uma possivel
alternativa no tratamento clinico do Parkinsonismo.

Assim, a identificacdo de receptores muscarinicos de acetilcolina do tipo M4
nos nudcleos basais, surge como uma maneira potencial de modificar o
comportamento motor, por meio de um mecanismo ndao dopaminérgico, o que pode
ter consequéncias terapéuticas importantes para o tratamento futuro da doenca de
Parkinson, porém, outros estudos precisam ser realizados para elucidarem os
resultados obtidos nesta pesquisa.

Finalmente, os achados deste estudo corroboram aos que ressaltam que a
modulacdo do comportamento motor é influenciada pela acdo 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 CONCLUSAO

O antagonista de dopamina, haloperidol, causou catalepsia e diminuicdo na
exploragéo horizontal e exploragéo vertical. Entretanto, o antagonista de receptores
muscarinicos de acetilcolina, biperideno reverteu a catalepsia totalmente na dose
2,5mg/kg, no momento 90 minutos e na dose 10mg/kg, nos momentos 30 e 60
minutos. E o antagonista de receptores muscarinicos de acetilcolina, tropicamida
reverteu a catalepsia totalmente nas doses 2,5mg/kg e 10mg/kg no momento 30
minutos. Ambos aumentaram a exploracéo horizontal e vertical induzida.

O antagonista da sintase de oxido nitrico, L-NOARG causou as mesmas
alteracdes, porém de maneira mais discreta. Entretanto, o antagonista de receptores
muscarinicos de acetilcolina, biperideno reverteu totalmente a catalepsia em todos
0Ss momentos analisados, independente da dose utilizada. Este aumentou a
exploracdo horizontal e vertical induzida. E o antagonista de receptores
muscarinicos de acetilcolina, tropicamida reverteu totalmente a catalepsia na dose
2,5mg/kg e na dose 10mg/kg, nos momentos 30 e 60 minutos. Este aumentou a
exploragéo horizontal induzida.

Estes resultados podem favorecer o entendimento da fisiologia dos Nucleos
da Base e a fisiologia da doenca de Parkinson, além de contribuir com a busca de
novas manipulacdes farmacolégicas para o tratamento da DP capazes de
apresentar um potencial terapéutico em todas as fases da doenca, sem o declinio da

eficiéncia e que possam também prevenir o surgimento de complicacdes.
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