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RESUMO

A doenca de Parkinson (DP) é uma desordem neurodegenerativa
progressiva que atinge 1% da populacdo mundial acima dos 55 anos. Em trabalho
anterior, verificou-se que a atividade rotacional ipsilateral induzida pelo teste de
motricidade sobre grade (TMG) é um parametro util para a triagem de animais
extensamente lesionados apés infusdo de 6-hidroxidopamina (6-OHDA) no feixe
prosencefalico medial (FPM), um modelo animal muito utilizado para o estudo da
doenca. Entretanto, ndo se sabe como diferentes variaveis do aparato (altura e
natureza da grade, presenca ou nao de paredes) e do modelo (diferentes sitios de
infusdo ou de variagbes no protocolo comportamental, com sessdes de reteste ou
aplicacdo de diazepam, interferem nessa atividade. Ratos Wistar machos de 110
dias de idade receberam infusdes de 6-OHDA no corpo estriado (3,3 pg/uL, 6 pL),
no FPM (3 pg/pL, 5,5 pL) ou na substancia nigra (0, 3, 6 e 12ug/uL, 4 pL), sendo
submetidos ao TMG 22 dias depois. No caso dos animais com infusdo no FPM, o
TMG teve variacbes de altura (8 ou 76,5 cm), de superficie (presenca ou ndo de
vidro transparente sobre a grade), ou de borda (presenca ou néo de parede a 30 ou
60 cm). Uma leva desses animais foi submetida a uma sesséo prévia do TMG 7 dias
antes da cirurgia, e outra recebeu diazepam (2 mg/kg, i.p.) ou apenas salina 30
minutos antes do teste. Verificou-se que a colocagdo de uma parede ao redor do
aparato elimina a atividade rotacional (teste exato de Fisher, p=0, 016), embora nao
tenha sido possivel observar esse efeito ao se discriminar a distancia em 30 ou 60
cm (teste exato de Fisher, p= 0, 066 e p= 0,070, respectivamente). Nao houve
diferenca significativa na atividade rotacional ao se variar a altura da grade ou sua
superficie (teste exato de Fisher, p= 0,424 e p=1,000), nem com a administracdo
prévia de diazepam (teste exato de Fisher, p= 0,648). Verificou-se que infusbes
realizadas no estriado podem produzir atividade rotacional no TMG (teste exato de
Fisher, p=0,016) e que infusdes na substancia nigra o fazem quanto maior for a
dose (teste de correlagdo de Spearman, p= 0,53, p=0,003). Os resultados sugerem
que variagdes na altura da grade e na superficie de locomocgédo nao interferem na
inducado da atividade rotacional no TMG, e que a mesma pode ocorrer em animais
infundidos em quaisquer dos sitios de infusdo utilizados neste trabalho. Entretanto, a
possibilidade de tigmotaxia pela presenca de paredes ao redor do aparato inibe essa



atividade, embora a administracdo de diazepam néo tenha surtido efeito, o que
exige maiores estudos para se verificar o papel da ansiedade no processo. A
exposicdo prévia a cirurgia, ao TMG nao interferiu na atividade rotacional indicando
gue o fator novidade do teste parece ndo ser relevante para a atividade rotacional.
Desse modo, destaca-se a tigmotaxia como principal fator interferente da atividade
rotacional induzida pelo TMG e para o esclarecimento dos seus mecanismos e

continuidade de estudos futuros utilizando o aparato.
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ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is a progressive neurodegenerative disorder that affects
1% of the population above 55 years. In a previous work, it was shown that the
footfault test is a tool for screening highly lesioned rats in modeling for PD using the
toxin 6-hydroxydopamine (6-OHDA), which is widely used, by observing whether
animals present or not context-induced ipsilateral rotational activity (CIIRA).
However, it is not known whether CIIRA may change because of variations in the
apparatus — such as in height or in surface texture, or in placing a surrounding wall -
or of other differences, such as varying the 6-OHDA infusion site or the behavioral
protocols, by including other testing sessions or applying a drug before testing. Male
Wistar rats (110 days old) received 6-OHDA infusions into either the striatum (3.3
Mg/uL, 6 pL), the MFB (3 pg/uL, 5,5 pL) or the substantia nigra (0, 3, 6, 12ug/uL, 4 uL),
and were submitted to the footfault test 22 days later. In the case of animals that
received infusions into the MFB, the footfault test varied in height (8 or 76.5 cm),
surface (presence or not of a transparent glass on the grid), edge (presence or not of
a surrounding wall 30 or 60 cm from the center). One cohort of these animals had a
previous testing session 7 days before surgery and another received either diazepam
(2 mg/kg, i.p.) or saline 30 min before testing. Our results show that a surrounding
wall eliminates CIIRA (Fisher's exact test, p = 0.016), even though it was not possible
to specify this effect concerning the wall distance from the center (30 or 60 cm;
Fisher's exact test, p= 0.066 and 0.070, respectively). There was no difference by
varying the height or the surface of the apparatus (Fisher's exact test, p =0.424 and
1.000, respectively) or by administrating diazepam before testing (Fisher's exact test,
p =0, 648). It was observed that animals who received infusions into either the
striatum (Fisher's exact test, p = 0.016) or the substantia nigra (Spearman
correlation, p= 0,53, p=0,003) presented CIIRA in the footfault test. Our results
suggest that CIIRA in the footfault is a robust effect in PD animal models considering
the 6-OHDA infusion site and height of TMG, or if a transparent glass is placed on
the grid. The presence of a surrounding wall eliminates the rotational activity,
indicating that the possibility of presenting a tigmotaxic behavior interfere in this
process. However, diazepam was not effective, indicating that the role of anxiety in
this process requires further studies. Thus, we show the importance of tigmotaxic
behavior as a main factor of rotational activity induced by the footfault test, and
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probably for understanding the underlying mechanisms and for the continuity of the

studies using the apparatus.
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LISTA DE ABREVIATURAS

PD- Doenga de Parkinson

6-OHDA - 6-hidroxidopamina

DA - Dopamina

NE - Noradrenalina

DAT- Transportador de dopamina

NAT - Transportador de noradrenalina
FPM- Feixe prosencefalico medial

VTA- Area tegmentar ventral

TMG- Teste de Motricidade Sobre Grade
SNpc- Parte compacta da substancia nigra
SN - Substéancia nigra

GPi - Globo palido interno

SNpr- Parte reticular da substancia nigra
MAO- Monoaminoxidase

EROs- Espécies reativas de oxigénio
MPTP- 1-metil- 4-fenil-1,2,3,6- tetrahidropiridina
MPP” - 1-metil-4-fenilpiridina

APO- Apomorfina

GABA- Acido gama-aminobutirico

BZ- Benzodiazepinicos
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1. INTRODUCAO

1.1 Doencga de Parkinson

A Doenca de Parkinson (DP) é uma desordem progressiva, sendo a
segunda doenga neurodegenerativa mais comum, pois atinge 1% da populacéo
mundial acima de 55 anos e possui incidéncia aumentada com o avancgo da idade
(Lees, Hardy et al. 2009; Hayes, Fung et al. 2010). Os principais sintomas clinicos
sao motores, podendo-se citar tremor, rigidez muscular, acinesia, bradicinesia,
micrografia, hipofonia, alteracbes posturais e de marcha. No entanto, existem
também alguns sintomas nao-motores, que podem incluir fadiga, depressao,
distarbios do sono, constipagéo e distarbios cognitivos. O quadro clinico apresenta-
se em decorréncia da morte de neurbnios dopaminérgicos da parte compacta da
substéncia nigra (SNpc), resultando em uma deplecéo de dopamina (DA) no corpo
estriado e disfungdo da circuitaria que envolve os nucleos da base. No principio do
aparecimento dos sintomas clinicos, em torno de 80% de neurdnios da SNpc podem
estar degenerados e 60% da dopamina no corpo estriado pode estar depletada.
Acompanhando a perda neuronal, ha a presenca de inclusbes protéicas
intracitoplasmaticas neuronais, denominadas corpos de Lewy, e 0 aumento de
células gliais na substancia nigra (SN) (Blaszczyk 1998; Dauer and Przedborski
2003; Fahn and Sulzer 2004; Wu, Le et al. 2010).

Os nucleos da base sdo responsaveis pelo controle, iniciagdo de
movimentos voluntérios e inibicdo de movimentos nao-requeridos (Marsden and
Obeso 1994). Na PD, sua disfuncdo é caracterizada pela atividade aumentada do
globo pélido interno (GPi) e da parte reticular da substancia nigra, o que acredita-se
gerar uma auséncia de desinibicdo de algumas regifes do tdlamo e do neocértex

(Obeso, Marin et al. 2008) conforme esquematizado na figura 1.



Mesencéfalo

Figura 1. Esquema simplificado da circuitaria envolvida na DP. A esquerda, circuito neuronal
normal. A direita, circuito alterado na DP. A comunicacg&o nigroestriatal é interrompida devido & morte
de neurbnios na SNpc, ocasionando maior atividade do GPi que, por sua vez, causa maior inibicdo do
sistema motor talamo-cortical. GPe, globo palido externo; GPi, globo palido interno; PUT, putamen;
SN, substancia negra; TA, talamo. Linhas azuis representam vias excitatorias e linhas vermelhas

representam vias inibitérias.

A etiologia da DP ndo é bem elucidada. Entretanto, a neurodegeneragéo
parece ser resultante da interacdo de diversos fatores tais como neuroinflamagao
(Betchen and Kaplitt 2003; Barnum and Tansey 2010; Chung, Ko et al. 2010),
disfungcdo mitocondrial (Surendran and Rajasankar 2010), mau enovelamento
protéico (Dauer and Przedborski 2003) e excitotoxicidade pelo glutamato
(Greenamyre 2001).

O tratamento da PD ainda é apenas sintomatico e os farmacos utilizados sao
somente atenuantes da sintomatologia motora e ndo-motora. Dentre os principais
farmacos utilizados, estdo a levodopa acrescentada de inibidores da descarboxilase
periférica (e.g., carbidopa), agonistas dopaminérgicos (e.g., pramipexol, ropinirol e
bromocriptina), inibidores da monoaminoxidade B (e.g., selegilina), inibidores da
catecol-o-metil-transferase (e.g., entacapona, tolcapona) e anticolinérgicos (e.g.,
triexifenidil, benzotropina). Esses farmacos ndo retardam ou inibem a

neurodegeneragao progressiva, e alguns medicamentos podem ocasionar efeitos



colaterais, como com a utilizagcédo da levodopa, que gera discinesias e flutuacdes
motoras (Silver 2008; Salawu, Olokoba et al. 2010). Em estagios mais avancados da
doenca, ha a necessidade de intervencdes cirlrgicas para inser¢ao de eletrodos em
estruturas dos nucleos da base (Morley and Hurtig 2010) ou técnicas mais antigas
de ablacédo de regites (Betchen and Kaplitt 2003).

1.2 Modelos Animais da Doenca de Parkinson

Existem modelos animais que mimetizam a DP com distintas metodologias
no desenvolvimento da doenca, podendo ser genéticos (Harvey, Wang et al. 2008)
ou baseados em neurotoxinas (Meredith, Sonsalla et al. 2008). Dentre as
neurotoxinas empregadas estdo o MPTP, paraquat, rotenona e a 6-hidroxidopamina
(6-OHDA).

O modelo animal que utiiza o MPTP (1-metil- 4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina) foi identificado na década de 80 como indutor de PD em usuarios
de heroina contaminada com a toxina, sendo utilizado como modelo experimental
bem sucedido por causar morte neuronal na SNpc através de seu metabdlito toxico
MPP* (1-metil-4-fenilpiridina). O MPP* é um potente inibidor do complexo | da cadeia
transportadora de elétrons nos neurbnios produtores de DA (Langston, Forno et al.
1984).

O emprego da rotenona e do paraquat como pesticida e herbicida,
respectivamente, séo relacionados ao desenvolvimento de PD e, dessa maneira,
introduzidos como modelos experimentais. Entretanto, suas toxicidades diferem:
enquanto a rotenona inibe o complexo | da cadeia transportadora de elétrons, o
paraquat age na mitocondria, sendo reduzido pelo complexo | e resultando em um
radical superoxido (Oz ) com posterior inducdo de danos oxidativos mitocondriais
(Caboni, Sherer et al. 2004; Cocheme and Murphy 2008). Tanto o MPTP quanto a
rotenona e o paraquat sdo lipofilicos e atravessam a barreira hematoencefalica
(BHE) (Meredith, Sonsalla et al. 2008).

O modelo animal de DP induzido por 6-OHDA é amplamente empregado e
possui mecanismos de acdo semelhantes aos ja descritos. A neurotoxina 6-OHDA
possui grande semelhangca estrutural com catecolaminas, sendo dessa maneira
toxica aos neurbnios catecolaminérgicos (Breese and Traylor 1971). A 6-OHDA é

largamente utilizada em modelos de PD e mostra-se bastante (til e de grande valia



para o estudo dos mecanismos e possiveis terapias farmacologicas da doenca, o

qual sera abordado com mais detalhes a seguir.

1.2.1 O Modelo Animal da Doenca de Parkinson induzido por 6-OHDA

O modelo animal da doenca de Parkinson através da lesdo por infusdo da
toxina 6-OHDA foi inicialmente introduzido no final da década de 1960, onde eram
realizadas infusdes bilaterais da neurotoxina na SN de ratos (Ungerstedt 1968). Mais
tarde, a infusé@o unilateral foi apontada como mais proveitosa para induzir a DP em
ratos, visto que as infusdes bilaterais podem causar adipsia e afagia nos animais
(Ungerstedt 1971). Do mesmo modo, outra importancia relevante do procedimento
unilateral é a disposicdo de um hemisfério lesionado e outro intacto para a
realizacdo de comparacbes entre ambos e de testes comportamentais que
visualizem essa assimetria (Ungerstedt and Arbuthnott 1970; Ungerstedt 1971;
Ungerstedt 1971).

A 6-OHDA é uma neurotoxina estruturalmente analoga as catecolaminas DA
e noradrenalina (NE), exercendo efeitos neurotéxicos seguindo dois passos: (1)
acumulo em neurdnios catecolaminérgicos seguido de alteracdo na homeostase, e
(2) dano neuronal. Ela é levada ao meio intracelular pelos transportadores de DA e
NE (DAT e NAT, respectivamente), que reconhecem e captam a 6-OHDA. Os
principais danos neuronais sdo causados pelo aumento de espécies reativas de
oxigénio (EROs) no interior do neurdnio, originados através da oxidagdo da 6-OHDA
pela enzima MAO, e de eventos de auto-oxidacdo, nos quais os produtos gerados
sao H,O, e quinonas, respectivamente, resultando assim em morte neuronal.
Também a 6-OHDA pode induzir neurotoxicidade por alterar a fungdo mitocondrial,
agindo no complexo | da cadeia transportadora de elétrons (Simola, Morelli et al.
2007), conforme mostrado na figura 2.

Por ndo atravessar a barreira hematoencefalica, a 6-OHDA deve ser
infundida através de cirurgia estereotaxica nas mesmas estruturas afetadas na DP: a
propria SN, onde estao corpos dos neurdnios; o feixe prosencefalico medial (FPM),
onde estdo os axbOnios desses neurdnios; ou o corpo estriado, onde estdo as

terminagdes nervosas (Kirik, Rosenblad et al. 1998; Deumens, Blokland et al. 2002).
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Figura 2: Mecanismos de neurotoxicidade induzida por 6-OHDA. ApOs sua captacao por
transportadores DAT ou NAT, a 6-OHDA entra nos neurbnios catecolaminérgicos e é degradada
enzimaticamente pela MAO ou auto-oxidada, gerando espécies citotdxicas que danificam proteinas e
acidos nucléicos, induzindo ao dano neuronal. Além disso, a 6-OHDA pode levar a neurotoxicidade

através da disfuncdo do complexo mitocondrial I. Adaptado de Simola et al., 2007.

1.3 Testes de Avaliacdo Rotacional em Modelos Animais de Parkinson

O modelo animal da doenca de Parkinson através da infusao unilateral de 6-
OHDA no FPM provoca a morte dos neurdnios produtores de DA na SNpc, com
posterior deplecéo ipsilateral a lesdo desse neurotransmissor no corpo estriado, no
nucleo accumbens, bem como em outras areas, como os tubérculos olfatérios, o
septo e o cortex pré-frontal. Essa deplecao gera uma assimetria tanto nos niveis de
DA quanto na sensibilidade a ela, que pode gerar comportamento rotacional
induzido pela administracdo intraperitoneal (i.p.) de uma droga dopaminomimética
como anfetamina, apomorfina (APO), metilfenidato (MF) (Schwarting e Huston 1996;

Schwarting e Huston 1996) ou pela simples submissdo do animal ao teste de



motricidade sobre grade (TMG), onde ndo é administrado nenhum farmaco para a

inducéo da atividade rotacional (Silvestrin, de Oliveira et al. 2009).

1.3.1 Atividade rotacional induzida por drogas dopaminomiméticas

A administracdo de drogas dopaminomiméticas gera uma alteracdo na
transmissao dopaminérgica entre os hemisférios. A anfetamina é um agonista
indireto da DA que aumenta sua liberagéo e inibe sua recaptagéo, resultando em um
aumento da DA em receptores poOs-sinapticos. Sendo assim, o animal apresenta
atividade rotacional ipsilateral a lesdo, pois sao as fibras existentes que promoverao
a liberagdo de DA no estriado e estas estdo em maior nimero no hemisfério ndo-
lesionado. Vale destacar que estriado direito possui um controle sobre os membros
do lado esquerdo, e vice-versa (Torres and Dunnett 2007). O MF é um agente que
facilita a liberacdo de DA e inibe sua recaptagdo, evocando rotagdes ipsilaterais
apos sua administracdo, gerando um perfil de comportamento motor e mecanismo
de acdo semelhantes a anfetamina (Kuczenski and Segal 1997; Chopin, Colpaert et
al. 1999).

Com a administracdo de APO, um agonista direto de receptores D; e D, de
DA, os animais exibem rotacbes contralaterais a lesdo, pois sua acgao
diferentemente do MF e da anfetamina, ocorre nos receptores sensibilizados do lado
lesionado (Ungerstedt 1971; Hudson, van Horne et al. 1993). Para haver atividade
rotacional induzida pela administracdo de APO, ha a necessidade de uma grande
extensdo de lesdo superior a 90% de morte dos neurbnios dopaminérgicos na SNpc
(Hefti, Melamed et al. 1980).

1.3.2 Teste de Motricidade Sobre Grade

O teste de motricidade sobre grade (TMG) ou, em inglés, footfault test (fig.
3.), avalia a capacidade locomotora de um animal sobre uma grade elevada. O teste
foi inicialmente utilizado em modelos animais de isquemia (Lubics, Reglodi et al.
2005), lesédo medular (Himes, Neuhuber et al. 2006) e piramidotomia (Starkey, Barritt
et al. 2005) para analisar o padréo de erros de colocacdo de patas (footfaults)

durante a exploracdo do aparato: animais com lesdes unilaterais apresentam um



padrdo assimétrico, ao contrario de animais ndo lesionados. Entretanto, foi
evidenciada a utilidade do TMG como um teste de triagem de animais lesionados
unilateralmente por 6-OHDA no FPM pela observacao de giros ipsilaterais a lesdo
induzidos pelo teste (Silvestrin, de Oliveira et al. 2009).

Figura 3. Aparato do TMG

O TMG é um teste rapido, com duracdo de 3 minutos, e ndo ha a
necessidade da administracdo de drogas antes de sua realizagdo, provavelmente
pouco alterando parametros neuroquimicos no animal. O TMG tem altissima
especificidade, sendo mais sensivel que a APO na dose de 1mg/Kg e menos
sensivel que MF na dose de 40mg/Kg, que é equivalente a 5mg/Kg de anfetamina
(Silvestrin, de Oliveira et al. 2009).

1.4 Infusdo de 6-OHDA no corpo estriado

A infusdo de 6-OHDA no corpo estriado atinge os terminais axonais
dopaminérgicos e gera uma perda gradual de neurbnios na SN ipsilateral que
consiste em dois passos: uma fase rapida, que é completada em trés a quatro
semanas, seguida de uma fase prolongada de perda neuronal, que perdura por
meses. A infusdo no corpo estriado ndo é considerada de magnitude abrupta em

guestbes de morte neuronal como as lesdes realizadas na SN e no FPM.



Adicionalmente, apesar da similaridade da assimetria motora em tarefas
comportamentais, a resposta rotacional induzida por drogas dopaminomiméticas €
maior em animais com lesdo induzida por infuséo intraestriatal (Dowd and Dunnett
2004).

Dentre as vantagens de utilizar o corpo estriado como sitio de infuséo,
temos: (1) infusGes no FPM a lesédo podem acarretar danos neuronais na regido do
nucleo accumbens, que € de grande importancia para a amplitude da resposta e a
iniciacdo do movimento (Przedborski, Levivier et al. 1995); (2) modelos que
envolvem lesdes menos intensas e com isso simulam estégios iniciais da DP podem
ser facilmente alcangcados com infusdes no corpo estriado (McGeer, Itagaki et al.
1988; Kirik, Rosenblad et al. 1998). Portanto, verificar se a atividade rotacional
induzida pelo TMG pode ocorrer quando o corpo estriado é utilizado como sitio de
infusdo poderia vir a se tornar uma ferramenta Gtil para modelos animais da DP em

seus estagios iniciais.

1.5 Infusédo de 6-OHDA na substancia nigra

A infusdo de 6-OHDA na SN é considerada pioneira, pois foi realizada
inicialmente no desenvolvimento do modelo de PD com o uso da neurotoxina
(Ungerstedt and Arbuthnott 1970). Quando infundida na SN, sua acédo toxica se da
primariamente nos corpos celulares dos neurbnios dopaminérgicos, causando a
morte dessas células, que possuem suas termina¢des no corpo estriado.

As infusdes realizadas caudalmente na SN ndo produzem atividade
rotacional, diferentemente de infusdes realizadas anteriormente ou na regiao medial,
que geram atividade rotacional induzida por drogas dopaminomiméticas (Schwarting
and Huston 1996).

Animais que possuem atividade rotacional espontanea através de lesdo
realizada na SN possuem um padrdo de rotagcdo ipsilateral, e para tal ha a
necessidade de uma deplecdo de DA no estriado em torno de 95%, e lesdes em
torno de 80% de morte neuronal. Lesdes menores podem provocar mecanismos
compensatorios, ndo gerando atividade rotacional (Schwarting and Huston 1996).
Em outro trabalho com animais lesionados na SN, foi descrita atividade rotacional
através da inducdo por APO e L-DOPA, que necessita extensdo de leséo

aproximadamente 90%), ou por anfetamina, com limiar de lesdo de 50% de morte



neuronal para haver o comportamento rotacional (Hefti, Melamed et al. 1980).
Portanto, com esses dados a verificagdo do potencial do TMG pode vir a ser til para

trabalhos que utilizem a infusdo na SN.

1.6 Comportamento motor e caracteristicas de aparatos comportamentais

Diferentes tarefas comportamentais s&o realizadas em condi¢des
especificas relacionadas ao aparato utilizado. No TMG, existem diversas variaveis
como a altura do aparato, a natureza da superficie em que o animal se locomove
(tamanho das aberturas da grade ou mesmo a auséncia dessas aberturas), e a
presenca ou ndo de paredes laterais que permitiriam a tigmotaxia do animal durante
o teste. Por sinal, animais lesionados pela infusdo de 6-OHDA no estriado ou na
SNpc apresentam assimetria no comportamento de tigmotaxia devido as diferencas
entre os hemisférios intacto e lesionado (Sullivan, Fraser et al. 1994). Contudo, nédo
se sabe se esses fatores estruturais no TMG como a superficie de locomocéao
composta por grade, a altura elevada, ou a auséncia de bordas podem ser
interferentes importantes no teste.

Na tarefa do labirinto em cruz elevado, essas variaveis tém sido bem
estudadas (Treit, Menard et al. 1993; Carobrez and Bertoglio 2005). Nessa tarefa,
observam-se respostas emocionais relacionadas a ansiedade, que podem ser
eliminadas por farmacos ansioliticos administrados antes dos testes, uma vez que o
animal apresenta um conflito entre explorar o novo ambiente, que inclui os bragos
abertos, e permanecer um tempo maior do teste no abrigo dos bragos fechados
(Pellow, Chopin et al. 1985; Treit, Menard et al. 1993; Hogg 1996). Dessa maneira,
as questdes comportamentais do labirinto em cruz elevado podem auxiliar algumas

indagacdes ainda ndo entendidas relacionadas ao TMG.

1.7 Interacdo entre atividade gabaérgica e dopaminérgica

O &cido gama-aminobutirico (GABA) medeia a maioria dos eventos de
transmissao inibitéria no encéfalo dos vertebrados. Existem trés classes de
receptores GABA poés-sinapticos: os GABA, e 0s GABAc, que sdo receptores
ionotrépicos, e os GABAg, metabotrépicos. Os receptores ionotrépicos sdo acoplados

a um canal permeavel ao cloreto (CI) e o aumento da condutancia desse ion
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impulsiona o potencial de membrana para o potencial do CI" que é em torno de -65
mV inibindo o disparo de novos potenciais de acdo. Esses receptores sao
pentameros constituidos por cinco tipos de subunidades (a, B, y, e 8). Os receptores
metabotrépicos GABAg, sdo inibitérios devido a abertura de canais de potassio (K*),
ou através do bloqueio de canais Ca’, tendendo a hiperpolarizar as células pos-
sindpticas (Kuffler and Edwards 1958).

Substancias que agem como agonistas ou moduladores de receptores pos-
singpticos GABA,, como os benzodiazepinicos (BZ), possuem grande relevancia
pela longa utilizacdo histérica de aplicacdo terapéutica como terapia ansiolitica,
sedativa, hipnética, amnésica e relaxante muscular (Barnard, Skolnick et al. 1998;
Hoffman and Mathew 2008).

A modulacédo de receptores GABAa através da administracdo de farmacos
benzodiazepinicos, como seu agonista diazepam, é realizada pela ligacdo do
farmaco em um sitio especifico de alta afinidade para benzodiazepinicos que se
localiza dentro do canal de CI. Esses receptores estdo localizados ubiqguamente no
sistema nervoso central, como o cértex, nlcleos da base, SN e cerebelo, na forma
de neurdnios de projecéo e interneurdnios (Foster and Kemp 2006).

Os BZ possuem um efeito anti-dopaminérgico, pois inibem a liberacao de
DA no estriado e nacleo accumbens. Em animais unilateralmente lesionados com
infusdo de 6-OHDA na via nigroestriatal, séo observados um aumento da liberacao
de GABA e da expressao de seus receptores no estriado ipsilateral a lesdo. Esse
evento se da pela diminuicdo de DA que medeia a inibicio GABA. Também os BZ,
como o clanazepan, inibem a atividade rotacional induzida por APO, o0 que mostra
esse poder antagdnico entre o sistema dopaminérgico e gabaérgico (Tenn and Niles
1995).

Desse modo, torna-se interessante investigar a influéncia da interagao entre
as atividades dopaminérgica e gabaérgica sobre a atividade rotacional realizada no
TMG, assim como avaliar como modificagdes estruturais do aparato (altura
superficie e bordas) podem influenciar nesse comportamento. Da mesma forma,
como anteriormente abordado, avaliar a utilizacdo de outros sitios de infusdo de 6-
OHDA, como o estriado e a SN, também pode ser Util para estudos posteriores.

Dessa forma, o presente trabalho buscara responder a essas questdes.
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2. OBJETIVO

Investigar os fatores que podem interferir na indugéo da atividade rotacional
presente no Teste de Motricidade sobre Grade (TMG) em ratos lesionados pela

infus@o unilateral de 6-hidroxidopamina em modelo animal de Parkinson.

2.1 Objetivos especificos

1. Verificar se a atividade rotacional no TMG em animais lesionados pela
infusdo unilateral de 6-OHDA no feixe prosencefélico medial pode ser afetada
pela modificacédo da altura da grade;

2. Verificar se a atividade rotacional no TMG em animais lesionados pela
infusdo unilateral de 6-OHDA no feixe prosencefélico medial pode ser alterada
através modificacao da superficie de locomocéao pela colocacdo de um vidro liso e
transparente;

3. Verificar se a atividade rotacional no TMG em animais lesionados pela
infusdo unilateral de 6-OHDA no feixe prosencefalico medial pode ser alterada
pela colocacgéo de paredes circulares de 30 e 60 cm ao redor o centro do aparato;

4. Verificar se a atividade rotacional no TMG em animais lesionados pela
infusdo unilateral de 6-OHDA no feixe prosencefalico medial pode ser alterada
apos a administracéo pré-teste de diazepam;

5. Verificar se a exposicdo prévia ao TMG pode prevenir a atividade
rotacional em uma segunda sesséo 22 dias apoés a cirurgia de infusdo de 6-OHDA
no feixe prosencefalico medial.

6. Verificar se a infusdo unilateral de 6-OHDA no corpo estriado induz
atividade rotacional no TMG;

7. Verificar se a infusdo unilateral de diferentes doses de 6-OHDA na

substéncia nigra induz atividade rotacional no TMG.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Ratos Wistar machos adultos de 110 dias de idade foram utilizados,
provenientes do Centro de Produgdo e Experimentacdo Animal (CEPEA) do
Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Os
animais foram mantidos em gaiolas/caixas (cinco animais por caixa) em um ciclo
claro/escuro de 12 horas (7h-19h) em ambiente com temperatura controlada (22°C),
e acesso livre a agua e ragdo padrao ad libitum.

Para a realizacdo dos testes comportamentais, 0s animais eram
acomodados na sala de comportamento 30 minutos antes para ambientacao,
permanecendo em suas caixas-moradia. Dessa forma, os experimentos de
comportamento foram realizados na mesma sala para todos os grupos de estudo, e
em iguais horarios. Durante todos os testes, o comportamento foi filmado e
analisado com o programa Any Maze em iluminacgao de 20 lux.

Este trabalho foi aprovado pelo comité de Etica em pesquisa desta

Universidade com o parecer nimero 17860.

3.2 Infusdes de 6-OHDA

Os animais foram anestesiados com equitesina (3,3 mg/Kg, i.p.) e
acomodados em aparelho estereotaxico para receber infusées de 6-hidroxidopamina
(veiculo: &cido ascorbico 0,20% em salina), em diferentes sitios de infusdo, como
descrito a seguir, com suas coordenadas baseadas no atlas (Paxinos

1998)relacionadas ao bregma:

§ Estriado - 12 infusao: 0,5 nL./min, 2,0nL, AP 0,0mm, LL -2,8mm, DV -6,0mm
a partir do bregma; 22 infuséo: 2,0 ni., AP -0,5 mm, LL -3,9 mm, DV. -6,0; 32
infusdo: 1nL, AP -1,2 mm, LL -4,1 mm, DV -6,0 mm. Bucal 0,0 mm. A
concentracdo utilizada de foi 3,3 pg/pL. Adaptado de (Kirik, Rosenblad et al.
1998).

§ Feixe prosencefalico medial - 12 infusdo: 0,5 ni/min, 2,5nL, AP -4,4 mm,

LL -1,8 mm, -8,8 mm a partir do bregma; 22 infusdo: 3,0 ni., AP -4,0 mm, LL
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-1,6 mm, DV. -9,0 mm. Bucal -3,3mm. A concentracado utilizada foi 3 pg/uL.
Como descrito em nosso trabalho anterior, (Silvestrin, de Oliveira et al.
2009).

§ Substancia Negra — Infusdo: 1nL /min, 4, AP -4,8mm, LL 2,0mm, DV
7,8mm a partir do bregma. Bucal -3,3mm. A concentracdo utilizada foi
4ug/pL (Hefti, Melamed et al. 1980).

Para a realizacdo das infusOes, foi utilizada uma agulha conectada a uma
microsseringa de 10 m (Hamilton, 701 N) e uma bomba de infus&o (Insight, Brasil).
Apbds a conclusédo de cada infusdo, a agulha foi mantida no encéfalo por quatro ou
cinco minutos para permitir a difusdo da droga. Posteriormente a cirurgia, os tecidos
foram unidos com adesivo cianocrilato. Os animais ficaram sob observacdo e
aquecidos até recobrarem os sentidos e foram, entdo, acomodados em suas caixas-

moradia em sala especifica de pés-operatorio.

3.3 Testes Comportamentais

3.3.1 Triagem Locomotora

No 20° dia ap0s a cirurgia, 0os animais que realizaram o TMG somente apoés
a cirurgia (exceto aqueles com lesdo na SN), eram colocados durante 4 minutos em
uma arena circular de 60 cm de didmetro para se avaliar a distancia percorrida pelos
animais através da filmagem e analise do comportamento pelo programa Any Maze.

Assim, podem-se homogeneizar os grupos quanto a atividade locomotora (Figura 4).

Figura 4. Avaliacdo locomotora em arena circular
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3.3.2 Teste de Motricidade Sobre Grade (TMG)

No 22° dia apés a cirurgia, foi avaliada a atividade rotacional no TMG, que
consiste de uma grade elevada (80 cm x 60 cm) com aberturas de 3cmx 3 cm, e 76
cm de altura (Figura 5). Durante o teste, os animais foram colocados no centro da
grade, um de cada vez, e deixados livres para exploragdo durante trés minutos.
Avaliou-se apenas a presenca ou auséncia desse giro, ndo sua intensidade (nimero
de giros ou velocidade), por ser um parametro de avaliagdo suficiente para treinar

animais com alto grau de leséo (Silvestrin, de Oliveira et al. 2009).

Figura 5. Vista superior do animal sobre a grade

Em paralelo ao TMG tradicional, foram conduzidos testes com uma das
seguintes alteragcdes no aparato:

- altura da grade, diminuida para 10 cm através da colocacao de um fundo
falso abaixo da grade, de facil visualizacao pelo animal;

- superficie de locomocao, ao se colocar um vidro liso e transparente sobre a
grade, evitando-se a sensibilidade da mesma durante a exploragcdo, mas
preservando a visédo da altura do aparato pelo animal;

- bordas, ao serem colocadas paredes circulares ao redor do centro do

aparato a 30 ou 60 cm do centro do aparato.
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Com essas alteragOes, verificaram-se, entdo, como os referidos fatores

podem interferir na indugéo da atividade rotacional.

3.3.2.1 Administracdo de diazepam pré-teste

Para a avaliacdo se a modulacdo gabaérgica pode influenciar a atividade
rotacional no TMG, foi administrado Diazepam 2mg/Kg (Unido Quimica Nacional
S/A), i.p., ou apenas seu veiculo (solugdo salina 0,9%) 30 minutos antes do TMG. A
dose foi escolhida de acordo com estudos que utilizam diazepam como controle

positivo ansiolitico no labirinto em cruz elevado (Engin, Treit et al. 2009).
3.3.2.2 Exposicao dos animais ao TMG prévia a cirurgia

Sete dias antes da cirurgia os animais foram expostos previamente ao
aparato do TMG por 3 minutos. Passados 29 dias, os animais foram re-expostos ao
TMG.

4. ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi feita através do programa SPSS 10.0 para Windows.
Para se verificar a diferenca entre 0s grupos quanto ao nimero de animais que
tiveram atividade rotacional, os dados referentes foram analisados com a utilizagdo
do teste exato de Fisher.

O numero de animais que apresentou atividade rotacional no TMG para
cada dose de 6-OHDA infudida na SN foi analisado pelo teste de correlacdo de
Spearman e por regressao logistica binaria.

O numero de animais que apresentou atividade rotacional no TMG e na
arena circular foi comparado pelo teste do sinal. No caso dos animais submetidos a
uma sessao do TMG antes da cirurgia, os dados foram comparados pelo teste do x-
guadrado.

Para todos os resultados, o valor de p < 0,05 foi considerado como diferenca

significativa entre os grupos.
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5. RESULTADOS

5.1 Modificagdes na estrutura do TMG

5.1.1 Da altura da grade

Ndo houve diferenca no ndmero de animais que mostraram atividade
rotacional ipsilateral no TMG com duas diferentes alturas da grade: 8 e 76,5 cm
(teste exato de Fisher, p= 0,424) (Tabela 1).

Tabela 1. Atividade rotacional no TMG em diferentes alturas da grade

Atividade

Rotacional Altura de 8 cm Altura de 76,5 cm Total
N&o 15 18 33
Sim 14 10 24
Total 29 28 57

NUmero de animais que apresentaram ou nao atividade rotacional induzida pelo TMG, n=57

Teste exato de Fisher, p =0, 424

5.1.2 Da Superficie de Locomocgé&o

Como indicado na tabela 2, a colocagdo de um vidro liso e transparente
sobre a grade ndo alterou o numero de animais que apresentaram atividade
rotacional ipsilateral a lesdo no teste de motricidade (teste exato de Fisher, p= 1,000)
(Tabela 3).

Tabela 2. Atividade rotacional no TMG normal ou com vidro liso e transparente sobre

a grade
Atividade
Rotacional Grade Vidro Total
Néo 12 11 23
Sim 6 7 13
Total 18 18 36

NUmero de animais que apresentaram ou nao atividade rotacional induzida pelo TMG, n=36

normal ou com vidro sobre a grade (teste exato de Fisher, p=1,000)




5.1.3 Das Bordas

Os resultados observados na tabela 3 mostram que a presenca de uma
parede rodeando o centro do aparato diminuiu o numero de animais que
apresentaram atividade rotacional no TMG (teste exato de Fischer, p=0,016).
Entretanto, ao se discriminar a distancia dessa parede ao centro do aparato (30 ou
60 cm), houve em ambas as distancias apenas uma tendéncia para a diminuicéo do
namero de animais que apresentam atividade rotacional no TMG (tabelas 5 e 6)

(teste exato de Fisher, p=0,066 e p=0,070, respectivamente).

Tabela 3. Atividade rotacional induzida pelo TMG com ou sem paredes circulares ao

redor do centro do aparato

Parede a 30 | Parede a 60
Atividade | Sem parede Com cmdo cmdo Total
Rotacional parede?® centro do centro do
aparato® aparato®
Nao 10 35 18 17 80
Sim 5 2 1 1 9
Total 15 37 19 18 89

NUmero de animais que apresentaram ou nao atividade rotacional induzida pelo TMG, n=89

Com ou sem paredes circulares ao redor do centro do aparato; a, b e c indicam

p=0, 016, 0,066 e p=0,070, respectivamente, quando comparados ao valores “sem parede”

5.2 Modulacdo Gabaérgica

(teste exato de Fisher).

5.2.1 Administracdo de diazepam pré-teste

Na tabela 4 observam-se o0s

resultados preliminares

referentes a

administragdo de diazepam 2mg/Kg ou salina (i.p.) 20 minutos antes do TMG. O

diazepan ndo alterou significativamente o ndmero de animais que apresentaram

atividade rotacional (teste exato de Fisher p=0, 648).
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Tabela 4. Atividade rotacional induzida pelo TMG com a administracdo de diazepam

2mg/Kg ou salina

Atividade

Rotacional TMG + salina TMG + diazepam Total
Néo 10 11 21
Sim 4 2 6
Total 14 13 27

NUmero de animais que apresentaram ou nao atividade rotacional induzida pelo TMG, n=27

Teste exato de Fisher, p=0,648

5.3 Exposicéao prévia ao TMG

A tabela 5 apresenta os resultados da exposi¢do prévia ao TMG (7 dias
antes) da cirurgia de infusédo de 6-OHDA. Desse modo a realizagdo do teste antes
da cirurgia ndo alterou o numero de animais que apresentaram atividade rotacional

posterior a cirurgia, quando comparados aqueles que nado sofreram uma exposi¢cao

anterior.
Tabela 5. Atividade rotacional no TMG com exposicao prévia ao aparato
antes da cirurgia
Numero de animais Total
com atividade
rotacional
Sem novidade 5 16
Com novidade 4 15

NUmero de animais que apresentaram ou nao atividade rotacional induzida pelo
TMG. P = 0,7787 (teste do x°).

5.4 Quanto ao Sitio de Infusao

5.4.1 Corpo Estriado

Conforme se pode observar na tabela 6, os animais que receberam a

infusdo de 6-OHDA no corpo estriado apresentaram atividade rotacional ipsilateral
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induzida pelo TMG. Em acréscimo, o TMG induz essa atividade em mais animais do

gue a exposicao a arena circular (teste do sinal, p= 0, 016).

Tabela 6. Atividade rotacional no TMG e em Arena circular

Atividade TMG @
Rotacional
Nao Sim Total
Arena circular | Ndo 5 7 12
Sim 0 1 1
Total 5 8 13

NUmero de animais que apresentaram ou nao atividade rotacional induzida pelo TMG, n=13

( teste do sinal, p= 0,016).

5.4.2 Substancia Nigra

Conforme se pode observar no grafico 1, os animais que receberam a
infusdo de 6-OHDA na substancia nigra apresentaram atividade rotacional ipsilateral
induzida pelo TMG. Em acréscimo, houve uma correlacdo positiva entre o a
porcentagem de animais que apresentaram atividade rotacional no TMG com a dose
de 6-OHDA infundida na substancia negra (correlacdo de Spearman, p= 0,53,
p=0,003).
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Atividade rotacional ipsilateral induzida pela infusdo de 6-OHDA na
Substancia Nigra

Rho=0,53
p=0, 003

100% -+

80% -

NO TMG (%)

0 2 4 6 8 10 12 14
DOSES DE 6-OHDAEM (ug/pl)

ANIMAIS COM ATIVIDADE ROTACIONAL

Figura 1. Ordenadas indicam a porcentagem dos animais que apresentaram atividade rotacional
induzida pelo TMG. N=5, 7, 10 e 7 para as doses de 6-OHDA de 0, 3,6 e 12ug/uL, respectivamente,
gue sao indicadas nas abscissas, e que foram infundidas diretamente na substancia negra. Teste de
correlagdo de Spearman, p= 0,53, p=0,003. Regressdo logistica binaria: teste de Hosmer e
Lemeshow, X= 0,730. G.L.= 2, p = 0,694; parametros estimados dos animais que apresentaram
rotacdes, B = 1,285+ 0.506 (S.E; p < 0.011), exp B = 3,613 (95% CI, de 1,339 a 9,749) e C =
-2,666+0,959 (p = 0,005).
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6. DISCUSSAO

Nesse trabalho buscou-se investigar os fatores que interferem na atividade
rotacional no TMG e seus mecanismos subjacentes em ratos que receberam infusdo
unilateral de 6-OHDA na via nigroestriatal ou no corpo estriado. Avaliou-se da
mesma maneira se a lesdo no corpo estriado e na SNpc produz atividade rotacional
no TMG. Na analise dos animais lesionados no FPM, verificaram-se os fatores
interferentes no TMG como altura da grade e superficie de locomoc¢do do animal,
paredes ao circulares ao redor do aparato, a administracdo de diazepam pré-teste e
a exposicao prévia a cirurgia dos animais ao TMG.

Nossos resultados mostram que a colocacdo de uma parede circular ao
redor do aparato inibe a atividade rotacional. Infelizmente, ndo conseguimos mostrar
gue, individualmente, cada distancia da parede ao centro, 30 ou 60 cm, seria capaz
de inibir o comportamento rotacional, ja que tal demonstracdo exige um maior
namero amostral, ndo alcancado por nosso experimento. Sabe-se que ratos
unilateralmente lesionados com 6-OHDA preferem fazer tigmotaxia do lado
ipsilateral a lesdo (Steiner, Bonatz et al. 1988; Fornaguera, Carey et al. 1994,
Sullivan, Fraser et al. 1994), juntamente com o giro dos mesmos no centro do TMG
na mesma direcdo (Fornaguera, Schwarting et al. 1993). Portanto, um possivel
motivo para a auséncia de atividade rotacional pela colocacdo de uma parede no
aparato seria que ambos 0S comportamentos rotacionais, 0 giro no centro e a
possibilidade de tigmotaxia nas paredes, possuem mecanismos dopaminérgicos
(Sullivan, Fraser et al. 1994). Entdo, a “atracdo” do animal para a parede por si s
poderia afetar a atividade rotacional pelo fato de ambas recrutarem mecanismos
modulatérios similares ou mesmo iguais.

Outra possibilidade ndo necessariamente excludente a primeira seria que
fatores ansiogénicos estimulem a indugcdo do comportamento rotacional e a
presenca de uma parede, que permite o comportamento tigmotaxico do animal, teria
um efeito ansiolitico. Sabe-se que animais colocados no labirinto em cruz elevado
procuram evitar os bragos abertos do aparato, uma vez que 0 mesmo poSsui
diversos fatores aversivos, tais como a altura e a aversdo do animal a ambientes
abertos: o comportamento de tigmotaxia e a permanéncia em um ambiente de
paredes verticais seria parte de seu repertorio natural de defesa (Carobrez and

Bertoglio 2005). Um dos grandes fatores motivadores que contribuem para essa
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aversdo aos bragos abertos € a ansiedade, que vem notavelmente sendo estudada
h& mais de 20 anos através do teste, pois farmacos ansioliticos (e.g., diazepam,
clonazepam) revertem essa auséncia de permanéncia no local (Pellow, Chopin et al.
1985). Com esses dados, poderiamos, em principio, sobrepor o conhecimento do
labirinto em cruz para o TMG, sendo que o Ultimo também poderia ser considerado
extremamente ansiogénico quando da auséncia de paredes.

Para testar a hipotese da ansiedade como mecanismo estimulador ou
mesmo indutor de atividade rotacional no TMG, foi realizado o experimento de
administracdo do farmaco diazepam na dose ansiolitica de 2mg/Kg 30 minutos antes
do TMG. Entretanto, os resultados preliminares indicam que o diazepam néo elimina
a atividade rotacional, o que merece uma confirmacdo com um experimento
adicional.  Por sinal, resultados também preliminares (dados ndo mostrados)
poderiam apontar para a possibilidade de maiores niveis de rotagcdo em maiores
niveis de iluminagcédo da sala. Caso esse resultado se confirme, seria interessante
tentar obter a reversdo do efeito pelo diazepam nessas condicdes mais
ansiogénicas. Vale ressaltar que j4& se sabe da atividade antagbnica que
benzodiazepinicos causam no sistema dopaminérgico, causando uma diminui¢cao da
DA e assim, possivelmente, da atividade rotacional (Tenn and Niles 1995).

Nossos resultados indicam que as alteragdes no TMG de altura ou
colocacdo de um vidro transparente sobre a grade ndo alteram a atividade
rotacional. Como mostrado em resultados com o labirinto em cruz elevado, a altura
talvez ndo seja tdo critica ou mesmo aversiva aos animais quanto a auséncia de
locais para sua protecdo, como paredes ou bragos fechados (Carobrez and Bertoglio
2005). Vale destacar que o vidro colocado sobre a grade altera a estimulacéo tactil e
proprioceptiva do animal em relagdo ao TMG convencional, mas preserva a nogao
de altura do aparato.

Em trabalho anterior, mostramos que uma segunda sessédo do TMG néo era
capaz de reinduzir o comportamento rotacional. A hipétese inicial era de que a
novidade poderia ser fator primordial para explicar referido resultado. Um
experimento foi conduzido para testar essa hipétese. Nele, verificou-se que a pré-
exposicao dos animais ao TMG sete dias antes da infus&o de 6-OHDA néo alterou a
atividade rotacional no TMG conduzido 22 dias apés a cirurgia, indicando que o fato
dos animais serem reapresentados ao aparato pode ou nao influenciar no processo

de inducgéo da atividade rotacional pelo TMG: parece ser critico o fato de haver ou
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nao grande assimetria de atividade dopaminérgica entre os hemisférios na primeira
sessdo para que se iniba o comportamento rotacional em uma segunda sesséo.
Maiores estudos sao necessarios para se entender melhor referida questéo.

Nossos resultados mostraram haver uma correlacdo positiva entre a
porcentagem de animais que apresentaram atividade rotacional no TMG e as doses
de 6-OHDA infundida na SN, sendo assim um efeito dependente de dose. No estudo
de Przedborski em 1995, também se verificou um aumento do ndimero de rotacdes
induzidas por APO e anfetamina com o aumento da dose de 6-OHDA, que nesse
trabalho foi infundida no estriado. Nesse trabalho, também se mostrou correlagbes
negativas da dose de 6-OHDA com a ligacdo de manzidol (H®) e no nimero de
células através da coloracdo de Nissl, na SNpc, estriado e VTA ipsilaterais a leséo.
Esse estudo mostra as diminuicbes dos sitios de captacdo de DA e de maior
degeneracgédo celular com o aumento da dose da neurotoxina. Relacionando nosso
trabalho com o de Przedborski, sabe-se que o TMG é mais sensivel que a APO na
triagem de animais lesionados (Silvestrin, de Oliveira et al. 2009); logo, pode-se
hipotetizar que, em nosso trabalho, obtivemos crescente perdas de neurdnios
dopaminérgicos na SNpc com o aumento da dose de 6-OHDA. Portanto, o objetivo
de verificar se era possivel usar o TMG no modelo com infusdes diretamente na SN
foi alcancado. Nossos resultados indicam que animais com lesdo obtida através da
infusdo de 6-OHDA no estriado apresentam atividade rotacional no TMG. Esse
resultado é muito positivo, pois indica que o TMG pode ser empregado em
experimentos que usam o0 corpo estriado como sitio de infusdo, que, conforme
abordado anteriormente € uma metodologia com varias vantagens, entre as quais, 0
fato de poder modelar estagios precoces da doenca (McGeer, Itagaki et al. 1988;
Kirik, Rosenblad et al. 1998). Vale destacar que as infusdes realizadas no corpo
estriado através do protocolo utilizado no presente trabalho mostrou reduzir em 80 a
95% o0 numero de neurdnios positivos para tirosina hidroxilase (Kirik, Rosenblad et
al. 1998). Mostramos ainda que ha maior atividade rotacional no TMG do que em
arena circular, indicando que a natureza do aparato € relevante para a ocorréncia da
atividade rotacional, o que reproduziu resultado anterior (Silvestrin, de Oliveira et al.
2009). Nossos resultados também mostram que ha maior frequiéncia de animais que
possuem atividade rotacional no TMG pela infusdo de 6-OHDA no corpo estriado do
gue no FPM, possivelmente devido ao fato de que a infusdo no corpo estriado,

diferentemente de em outros sitios, ndo provoca a morte de neurdnios no nucleo
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accumbens, estrutura de importancia para a amplitude da resposta, conforme
abordado na literatura (Przedborski, Levivier et al. 1995). Portanto, pode haver
atividade rotacional induzida pelo TMG tanto em animais com infusdo no corpo
estriado, conforme feito neste trabalho, ou no FPM, conforme trabalho anterior.

Em resumo, na elucidacdo de fatores que interferem na atividade rotacional
no teste, nosso trabalho apontou que a presenca de paredes inibe o0 comportamento
rotacional, mas que grandes diferencas de altura e de natureza de superficie ndo
promovem o mesmo efeito. Diazepam, entretanto, ndo foi capaz de alterar o
comportamento rotacional em nossos resultados. Entretanto, ainda ndo se pode
descartar um possivel papel da ansiedade na indugdo do comportamento rotacional
induzido pelo TMG. Além disso, pode-se observar que a infusdo intraestriatal e
intranigral de 6-OHDA produz uma assimetria motora suficiente para permitir o
comportamento rotacional no TMG, indicando que variagdes quanto ao sitio de

infusdo ndo se mostram relevantes para a utilizagao geral do TMG.
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PERSPECTIVAS

Pretendemos dar continuidade aos estudos realizados através do
seguimento dos seguintes experimentos:

§ Complementar os resultados utilizando agonistas benzodiazepinicos,
tanto GABA A quanto GABA g;

§ Complementar os resultados do experimento utilizando morfina, com
lesdes no FPM, e complementando-0s com o antagonista naloxona;

§ Alterar as condigcdes de iluminacdo do TMG e verificar se esse
parametro altera a atividade rotacional induzida pelo TMG. Com esse
resultado, submeteremos um artigo em revista internacional da area
juntamente com os outros resultados referentes a variagdes de altura,

superficie e presenca ou ndo de paredes.
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