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RESUMO

O coliculo inferior (Cl) é uma estrutura mesencefédlica envolvida
primariamente no processamento de informagdes auditivas. Também parece estar
envolvido na elaboragdo de comportamentos aversivos além de estabelecer
conexdes com sistemas motores. E sabido também, que o Cl é uma estrutura rica
em neurotransmissores inibitérios como o GABA. Por outro lado, sabe-se que o
sistema GABAeérgico exerce um efeito inibitério sobre os receptores de dopamina
nos nucleos da base (NB). Dessa maneira, € possivel que, ao se intensificar a
neurotransmissdo GABAérgica no CIl, ocorra influéncia na neurotransmissao
dopaminérgica nos NB. Para estudo dessas relagfes, utilizou-se um modelo
animal de catalepsia e acredita-se que receptores dopaminérgicos estejam
envolvidos com esse fenOmeno. Assim, o presente trabalho procurou investigar o
papel da neurotransmissdo GABAérgica no Cl sobre a catalepsia induzida pelo
haloperidol (Halo) administrado sistemicamente. Para 0s procedimentos
comportamentais 0s animais receberam uma microinjecdo de midazolam (MDZ)
ou salina fisiolégica (Sal) no CI e haloperidol ou salina fisiol6gica intraperitoneal
(i.p.). Para estudo do efeito do antagonista de receptores GABAa sobre a
catalepsia, os animais receberam haloperidol, i.p. seguido da microinjecao de
bicuculina (BIC) diretamente no Cl. Os resultados foram analisados pelo teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido de analise post hoc student-Newman-
Keuls quando necesséario e os valores de p<0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. Os animais do grupo Sal/Halo apresentaram uma
catalepsia significativa quando comparados com o0s animais do grupo controle
(Sal/Sal) (H=32,017; p<0,001). Entretanto, essa catalepsia foi potencializada pela
microinjecao prévia de MDZ diretamente no CI no ultimo intervalo investigado (50-
60 min). A catalepsia induzida pelo haloperidol administrado sistemicamente foi
atenuada pela microinjecdo de BIC no CI [H=21,12, p<0,001] no primeiro intervalo
de observagdo (10-20 min). Os resultados obtidos mostram que a catalepsia
induzida em ratos, pela administracdo de haloperidol, i.p., foi potencializada pela
microinjecdo de MDZ no CI e a BIC, quando administrada no Cl, em doses
subconvulsivantes, foi capaz de reduzir o tempo de catalepsia nos animais. Dessa
maneira, a presenca de conexdes GABAérgicas entre o Cl e os NB fortalecem os
dados obtidos no presente estudo e € possivel que a intensificacdo da
neurotransmissdo GABAérgica no Cl module a neurotransmissdo dopaminérgica
nos NB através de conexdes entre o Cl, a substancia negra e o globo palido.

Palavras-chave: coliculo inferior, midazolam, catalepsia
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ABSTRACT

The inferior colliculus (IC) is a mesencephalic structure involved primarily in
processing auditory information and also seems to be involved in the elaboration of
aversive behavior and establish connections with motor systems. It is also known
that the IC is a structure rich in inhibitory neurotransmitters such as GABA.
Moreover, it is known that the GABAergic system exerts an inhibitory effect on
dopamine receptors in the basal ganglia (BG). Thus it is possible that, when
enhancing GABA neurotransmission in the IC, influence occurs in dopaminergic
neurotransmission in BG. To study these relationships, we used an animal model
of catalepsy, and it is believed that dopamine receptors are involved in this
phenomenon. Thus, this study sought to investigate the role of GABAergic
neurotransmission in the IC on the catalepsy induced by haloperidol (Halo)
administered systemically. For the behavioral procedures, animals received a
microinjection of midazolam (MDZ) or saline (Sal) in IC and haloperidol or saline
intraperitoneal (ip). To study the effect of antagonist of GABA on catalepsy, the
animals received haloperidol, i.p. followed by microinjection of bicuculline (BIC)
directly into the IC. The results were analyzed by nonparametric Kruskal-Wallis
followed by post hoc analysis Student-Newman-Keuls test where appropriate and
P values <0.05 were considered statistically significant. The animals in group Sal /
Halo showed a significant catalepsy compared to control animals (Sal / Sal) (H =
32.017, p <0.001). However, the catalepsy was potentiated by previous
microinjection of MDZ in the IC directly investigated in the last interval (50-60 min).
The catalepsy induced by haloperidol administered systemically was attenuated by
microinjection of BIC in the IC [H = 21.12, p <0.001] in the first interval of
observation (10-20 min). The results show that the catalepsy induced in rats by
administration of haloperidol, i.p., was enhanced by microinjection of MDZ in the IC
and BIC, when administered in the IC, subconvulsant doses, was able to reduce
the time of catalepsy in animals. Thus, the presence of GABAergic connections
between the IC and BG strengthen the data obtained in this study and it is possible
that an enhancement of GABAergic neurotransmission in the IC module
dopaminergic neurotransmission in NB through connections between the IC, the
substantia nigra and globus pallidus.

Keywords: inferior colliculus, midazolam, catalepsy
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1. Introducéao
1.1 - O Coliculo Inferior

O coliculo inferior (CI) € uma estrutura mesencefalica envolvida primariamente
no processamento de informagdes auditivas. Solan, et al., 2008 dividiu-o didaticamente
em nucleos externo, central e dorsal destacando que a regido dorsal contém a maior
concentragdo de células, enquanto a externa apresenta a menor densidade e a central

tem uma distribuicéo intermediaria (ver Figura 1).

Nucleo Nucleo Nucleo
dorsal central Externo

Figura 1- Corte coronal do mesencéfalo mostrando a localizacdo do Coliculo inferior,

seus nucleos intrinsecos e sua relacdo com o Aqueduto Mesencefélico. CI: Coliculo

inferior; AqM.: Aqueduto Mesencefalico.
Fonte: Modificado a partir do Atlas de Paxinos e Watson (2007).



Neurénios do Cl sdo sensiveis a diferentes tonalidades de sons funcionando
como um modulador dos sons recebidos do ambiente (Knudsen, 1985). Além disso, 0s
neurénios auditivos do mesencéfalo seriam sensiveis a sons biologicamente
importantes, que exigem uma acdo imediata, produzidos por predadores ou outro
animal da mesma espécie. Esses neurdnios funcionariam como filtros para esses tipos
de sons (Carey et al., 1971).

Tém sido fornecidas evidéncias do envolvimento do nucleo central do Cl na
elaboracdo de comportamentos aversivos e estudos utilizando técnicas
imunohistoquimicas reforcam esse envolvimento (Brandao et al., 1988, Silveira et al.,
1993). O chamado sistema cerebral aversivo (SCA) & composto pelo hipotalamo
medial, a amigdala, a substancia cinzenta periaqueductal (SCP) e também pelo CI
(Brandéo et al., 2003).

Existem conexdes funcionais do Cl com a amigdala (um importante filtro para
informacdes aversivas) e lesdes no nucleo central da amigdala reduzem a aversividade
consequente a estimulacao elétrica do Cl enquanto efeitos opostos ocorrem com lesdes
no complexo basolateral da amigdala (Maisonnete et al., 1996). As conexdes
anatdbmicas ascendentes entre amigdala e Cl parecem estar ligadas indiretamente ao
nicleo geniculado medial do talamo (LeDoux et al., 1986; Iwata et al., 1987). E
interessante observar que o CI distingue-se das outras estruturas do SCA por manter
conexdes com sistemas motores (Knudsen, 1985). Lesbes na substancia negra (SN)
aumentam a aversividade provocada pela estimulacéo do Cl (Maisonnete et al., 1996).
Neurbnios do CI disparam potenciais de acdo durante exposi¢cdo a estimulos externos
ou estimulagdo da SCP, mas ndo antes do inicio da vocalizagdo, como ocorre com a
SCP, uma importante estrutura motora-vocal mesencefalica (Pieper e Jurgens, 2003).

Estudos neurofisiolégicos e comportamentais identificaram que ha uma macica
convergéncia das vias auditivas paralelas para o Cl e interagdes entre essa estrutura e
sistemas motores (Casseday e Covey, 1996).

1.2 - Relacéao do Cl com o sistema motor
Cajal, 1911 (Apud Casseday e Covey, 1996) acreditava que o Cl era um centro

reflexo para sons e que fibras auditivas provenientes do tronco encefalico, a caminho



do talamo, enviavam colaterais para o Cl. Com o uso de técnicas de tracamento
retrogrado e anterogrado, sabe-se hoje que o Cl é um terminal para uma grande
quantidade de fibras auditivas ascendentes provenientes de regides inferiores do tronco
encefalico e que o talamo auditivo recebe quase todas as aferéncias ascendentes do Cl
(Casseday e Covey, 1996). Com excecao dos circuitos relacionados ao reflexo de
sobressalto ao som, o Cl é a primeira estrutura do sistema auditivo que envia grande
quantidade de eferéncias para vias motoras e para sistemas que coordenam 0s
movimentos. Por exemplo, o Cl envia projecbes para a camada intermediaria e
profunda do coliculo superior (CS; Covey et al., 1987). As camadas profundas do CS
controlam movimentos da cabeca, dos olhos e movimentos de observacéo e localizagéo
espacial (Henkel e Edwards, 1978; Jay e Sparks, 1987; Sparks e Nelson, 1987; Masino
e Kanudsen, 1993).

A descoberta de que o CS é o ordenador dos movimentos sacadicos estimulou a
busca do circuito neural completo. Os ax6nios das células dos neurdnios coliculares
nao se projetam diretamente aos nucleos motores dos globos oculares, mas o fazem
através de neurdnios da formacao reticular pontina e estes emitem fibras aos nucleos
dos nervos cranianos que inervam 0s musculos extra-oculares (Lent, 2005). O CS
recebe projecdes da area 8 do cértex frontal (campo ocular frontal) e dos nucleos da
base (NB). Sao essas regibes as responsaveis pelo comando consciente dos
movimentos sacadicos. O CS da origem ao feixe tecto-espinhal, que é o ordenador dos
motoneurdnios cervicais que comandam a musculatura do pescocgo (Lent, 2005).

O CI, por sua vez, envia informacdes auditivas para 0s centros motores e estes
participam de comportamentos como captura de presas, fuga de predadores, andlise de
NOvVOS sons ou comunicacgao sonora (Casseday e Covey, 1996). Esses comportamentos
podem ser estudados no ambito do SCA. De fato, como discutido anteriormente,
comportamento de alerta, congelamento e fuga podem ser obtidos pela estimulag&o
elétrica (Brandao et al., 1993) ou pela microinjecao de NMDA (N-methyl D-aspartato) no
Cl (Cardoso et al., 1994). E interessante observar que a microinjecdo de NMDA no
nacleo central do CI produz tanto a fuga quanto a imobilidade (Cardoso et al., 1994).
Sabe-se que essa estrutura possui grande quantidade de neurotransmissores
excitatorios e inibitorios (Oliver e Morest, 1984; Ribak e Roberts, 1986; Rockel e Jones,



1973; Saint Marie et al., 1989). O que pode, em parte, explicar esses comportamentos
antagonicos.

Além das projecdes do Cl para os sistemas motores, ha evidéncias de que esses
sistemas também se projetam para o Cl. Olazabal e Moore (1989) relataram projecdes
a partir da SN em gatos, ratos e morcegos enquanto Moriizumi e Hattori (1991)
relataram projecdes a partir do globo pélido (GP) para o CI de ratos.

Tem sido imputado a SN o papel de influenciar a modulagdo dos movimentos de
cabeca e dos olhos através de suas projecdes de sua parte reticulada (SNpr) para o CS
(Chevalier et al., 1984, 1985; Hikosaka e Wurtz, 1983). Entretanto, o papel subjacente
as projecdes nigrotectais originadas na parte lateral da SN (SNpl) para o Cl permanece
desconhecido (Yasui et al., 1991). Observa-se, contudo, que o nucleo externo do CI
envia projecdes para o CS (Edwards et al., 1979; Kudo e Niimi, 1980) e desse modo,
eferéncias nigrais da SNpl também poderiam ser conduzidas ao CS via nacleo externo
do ClI, possivelmente modulando a orientagdo de movimentos dos olhos e da cabeca
(Yasui etal., 1991) .

A microinjecao de tracadores no Cl produz marcacao retrégrada em células no
cortex auditivo, na SNpl, no GP e no nudcleo geniculado lateral do talamo. O GP, junto
com o cortex auditivo e a SNpl, possuem nudcleos que enviam projecfes descendentes
para o Cl. As projecOes palidotectais mostram evidéncias de que o GP caudal
relaciona-se com o sistema auditivo (Moriizumi e Hattori, 1991). Contrariamente a
situacdo encontrada na porc¢ao rostral do GP cujas projecdes para o mesenceéfalo estao
restritas ao complexo nigral, as eferéncias do GP caudal aparentemente inervam
diversas partes do mesencéfalo além da SN, como por exemplo, o nucleo do brachium
do CI, nucleos externo e dorsal do ClI, nucleo pedunculopontino, cuneiforme e SCP
(Mcbride e Larsen, 1980; Jackson e Crossman, 1981; Moriizumi et al., 1988; Schmued
et al., 1989; Yasui et al., 1990; Moriizumi e Hattori, 1991, Shinonaga et al., 1992).

Shammah-Lagnado et al. (1996), confirmaram que o GP caudal faz conexdes
com estruturas auditivas do tdlamo posterior e nucleo lateral terminal do sistema 6ptico
acessorio. O significado funcional dessas conexdes nao esta claro, entretanto, parece
gue esses segmentos palidais estdo envolvidos em processamento motor visual e

auditivo, o que esta de acordo com o fato de que recebem aferéncias primariamente de



areas corticais auditivas e visuais.

Castelan-Baldan et al. (2006) investigaram as conexdes entre o neoestriado, a
SNpr, o Cl e a SCP bem como as funcdes desempenhadas pelo circuito cortex—
neostriadonigral-nigrotectal na mediacdo de estados aversivos induzidos pela
estimulagdo do Cl. Os achados farmacologicos e neuroanatbmicos obtidos
demonstraram claramente que essas estruturas estdo conectadas por fibras
GABAérgicas neoestriado-nigrais desinibitérias e formam circuitos inibitorios
nigrotectais. De fato, evidéncias prévias sugerem que neurdnios nigrocoliculares estao
organizados através de conexdes GABAErgicas estriado-nigral/nigrotectais (Jayaraman
et al.., 1977; Grofova et al., 1978; Faull e Mehler, 1978; Vincent et al., 1978; Feger e
Crossman, 1984; Takada et al., 1988; Williams e Faull, 1988). A pesquisa realizada por
Castelan- Baldan et al. (2006) obteve as primeiras evidéncias morfolégicas de que
circuitos GABAérgicos provenientes da SNpr projetam-se ao CIl. A neuroanatomia
funcional das vias GABAérgicas estriado-nigrais e nigrotectais, conectando a SNpr, o
nacleo pericentral e central do Cl também evidenciam um substrato neural morfolégico
gue sugere a influéncia modulatéria da SN sobre o CI (Maisonnette et al., 1996;
Castellan-Baldan e Coimbra, 2003; Nobre et al., 2004).

1.3 - 0Os Nducleos da Base

Os nudcleos da base (NB), como observado na Figura 2, sdo uma série de
agrupamentos neuronais de origem telencefalica, localizados na base do cérebro, na
intimidade da substancia branca. Anatomicamente, VAarios grupos neuronais
telencefalicos podem ser considerados NB, mas do ponto de vista funcional, considera-
se 0 caudado, o putamen e o globo palido. O conjunto formado pelo caudado e o
putamen constitui o estriado (Mello e Villares, 1997). A SN, apesar de ter origem
mesencefalica, e o nucleo subtalamico (NST), cuja origem é diencefalica, também sédo

considerados funcionalmente como parte dos NB (Mello e Villares, 1997).
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Figura 2- Representacdo esquematica dos nucleos da base.
Fonte: Modificado de St. Clair et al. [Acesso em 27/05/2010]. Disponivel em <http://www.epistemic-

forms.com/Limbic-system.html|>.

A origem das projecOes para os NB encontra-se em areas distintas do coértex
frontal. O estriado é porta de entrada do circuito e recebe projecdes glutamatérgicas de
inUmeras areas do cortex e de varios nucleos talamicos. O estriado esta ligado a SNpr
e ao globo palido interno (GPi) por duas vias que exercem efeitos opostos, conhecidas
como vias direta e indireta (Albin et al., 1989). A via direta é constituida pela conexéo
do estriado diretamente com o GPi e a SNpr. J& a via indireta, é formada pela conexao
do estriado com o globo palido externo (GPe), em seguida ao NST e finalmente ao GPi
e SNpr (Teixeira Jr e Cardoso, 2004). As fibras provenientes do cOrtex sé&o
glutamatérgicas, portanto excitatorias e fazem sinapses com neurdnios do estriado

denominados células espinhosas médias, que constituem cerca de 90% da populacéo
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neuronal deste nucleo (Young e Penney, 1993).

Os neurdnios estriatais que participam da via direta sao estimulados pelas fibras
dopaminérgicas provenientes da substancia negra parte compacta (SNpc) por
possuirem receptores D1, enquanto os envolvidos na via indireta possuem receptores
D2 e séo inibidos (Young e Penney, 1993). A atividade inibitéria preponderante dos NB
sobre o talamo resultaria na inibicdo de movimentos indesejados, enquanto a atividade
facilitadora possibilitaria a execucdo do movimento desejado. Seriam entdo
responsaveis pela facilitacdo dos movimentos desejados e supressdo de movimentos
indesejados e isto é respaldado pela fisiopatologia de transtornos de movimentos
hipercinéticos e hipocinéticos (Mink, 1999; Young e Penney, 1993).

Aferéncias dopaminérgicas da SNpc interagem com aferéncias glutamatérgicas
do cortex para regular a atividade estriatal. Além disso, as células estriatais de projecéo
(neurdnios espinhosos) recebem aferéncias GABAérgicas de interneurdnios, de axdnios
colaterias e do GPe (Bolam e Smith, 1990; Tepper e Bolam, 2004). Todos 0s neurdnios
espinhosos médios estriatais sdo GABAérgicos. As ceélulas que dao origem a via direta
expressam preferencialmente Substancia P, encefalina e receptores dopaminérgicos do
tipo D1, enquanto as células estriatais que se projetam para o GPe expressam
principalmente encefalina e receptores dopaminérgicos do tipo D2 (Gerfen e Wilson,
1996). O GPe recebe inervacbes GABAérgicas provenientes do estriado e de axdnios
colaterais locais, como também aferéncias glutamatérgicas dos NST e talamo. Células
subtalamicas séo, por sua vez, conectadas por vias GABAérgicas ao GPe e recebem
aferéncias glutamatérgicas do cortex, talamo e ndcleos peddnculopontinos
mesencefalicos. Neurbnios do GPi e SNpr recebem suas principais aferéncias
glutamatérgicas dos NST e macicas aferéncias GABAérgicas do estriado e GPe. O GPi
e a SNpr sdo considerados as vias de saida dos nucleos da base porque suas
projecdes motoras GABAérgicas direcionam-se para o nucleo intralaminar do tadlamo,
habénula, CS, ndcleos pedunculopontinos e para a formacéo reticular (Gerfen e
Wilson, 1996). Células dopaminérgicas na SNpc recebem um significativo niumero de
aferéncias glutamatérgicas dos nucleos pedunculopontinos e mais discretamente
aferéncias do cortex cerebral e NST. O estriado, o GPe e o palido ventral bem como

axonios colaterais da SNpr, contribuem para a sua inervacdo GABAérgica. Células da



SNpc projetam-se retrogradamente para o estriado e também fornecem uma
significativa inervagdo para nacleos extraestriatais basais, cortex cerebral e talamo (ver
Fig. 3; Alexander e Crutcher, 1990; DelLong, 1990; Parent, 1990; Joel e Weiner, 1994;
Parent e Hazrati, 1995; Gerfen e Wilson, 1996; Smith et al., 1998; Bolam et al., 2000).

A Cortex B - Cortex
Striatum | [ Striaturm 4—

'."_ D1 D2| _ "-" D1 D2 | _ :
l Thalamus \l =T~ Thalamus
GPe & ;;GPE T
STN > STN :_

v 4 W v

"Sr'-ln:. GPUSMr _;SNE_ GPUSMr

DO GABA Glutamals

S e —

Figura 3: Representacdo esquematica da organizacéo intrinseca dos nucleos da base.
Em A, observa-se os circuitos coértico-basais e talamo-corticais, além da organizacdo intrinseca dos NB
como proposto por Albin et al., (1989). Em B, estéo indicados os principais sistemas de neurotransmissao
envolvidos nessa circuitaria. GPe: Globo Pdlido externo; STN: Nudcleo Subtaldmico; SNc: Substancia
Negra parte compacta; GPi: Globo Palido interno, SNr: Substancia Negra parte reticulada; D1 e D2:
receptores de dopamina.

Fonte: Redgrave, P. Basal ganglia. Scholarpedia, 2(6):1825; 2007, [acesso em 15/06/2010]. Disponivel

em: <http://www.scholarpedia.org/article/Basal ganglia>.

1.4 - Disfungdes motoras
Nas ultimas décadas, o entendimento dos circuitos dos NB nas disfuncbes

motoras, assim como o envolvimento dos NB nos movimentos voluntarios e as
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implicag@es clinicas nas desordens de movimento, tém sido alvo de muitas pesquisas.
Estudos demonstram a participacdo destes nucleos no planejamento e execug¢do dos
movimentos voluntarios pela integracdo com regides corticais (Brooks, 1995; Aparicio,
Diedrichsen, 2005). Algumas dessas disfuncbes sdo caracterizadas pela incapacidade
ou lentiddo para iniciar movimentos voluntarios, além de alteragbes na velocidade e
amplitude de movimentos, como acontece na Doenca de Parkinson (DP; Robinson,
2002; Moore, 2003).

O GP e o nucleo entopeduncular de roedores sdo homdlogos aos segmentos
externo e interno do GP de primatas, respectivamente. Enquanto o GP é o principal
elemento intrinseco dos NB, o nucleo entopeduncular junto com a SNpr representam a
principal estacdo de saida dos NB principalmente para estruturas talamicas e tronco
encefalico (Heimer et al., 1995; Parent e Hazrati, 1995). Pesquisas mostram que a
aplicacdo de muscimol, um agonista de receptores GABAérgicos, dentro do nucleo
ventromedial do talamo de ratos produz catalepsia enquanto que o blogueio da
transmissdo GABAérgica dentro dessa estrutura, por aplicagcdo de bicuculina (BIC),
resulta em incremento da atividade locomotora (Klockgether et al.,1986). Por outro lado,
a desinibicdo de neurbnios nigrais e palidais eferentes pela microinjecao de
antagonistas GABAérgicos diretamente na SNpr ou no nucleo entopeduncular do
talamo em roedores e felinos e no GPi de primatas, resulta em catalepsia, enquanto
que a inibicdo desses neurbnios por aplicacdo de agonista GABAEérgico resulta em
atividade locomotora (Di Chiara et al., 1981; Scheel-Kruger, 1983).

Ellenbroek et al. (1984) demonstraram que a rigidez muscular poderia ser
desencadeada a partir de uma regido que contém terminacbes GABAgérgicas
nigrocoliculares. Demonstrou-se também, que o decréscimo na atividade GABAérgica
estriadonigral poderia levar a um aumento nesta mesma atividade no circuito
nigrocolicular. A rigidez muscular, pelo menos em parte, seria mediada pelo circuito
nigrocolicular. Entretanto, a catalepsia seria mediada por circuitos nigrotalamicos (Di
Chiara et al., 1979).



1.4.1 - Doencga de Parkinson

A DP ¢é causada por uma degeneracdo progressiva dos neurdnios
dopaminérgicos na SNpc, resultando em deficiéncia de dopamina no estriado. Os
sintomas mais evidentes s&o acinesia, tremores e rigidez muscular. Sua etiologia ainda
permanece nao esclarecida (Yuan et al.,, 2010). Na DP, a perda de dopamina &
observada também em todas as estruturas extra-estriatais dos NB como, por exemplo,
0s nucleos eferentes, isto €: GPe, GPi, SNpr e NST. No estriado, a relagcdo acido
homovanilico/dopamina esta desviada a favor do primeiro indicando um aumento da
taxa de renovacdo de dopamina (Hornykiewicz, 2001). Sendo assim, é muito provavel
gue o fluxo de dopamina no estriado tenha um papel relevante no controle dos impulsos
gerados nos NB e a perda de dopamina extraestriatal na DP pode resultar no conjunto
de disfuncbes motoras observadas nessa patologia (Hornykiewicz, 1998). Em
portadores de DP as concentragdes de GABA no estriado estdo geralmente acima do
normal, especialmente no putamen posterior e essa elevacdo também pode ser
observada no GPi e GPe correlacionando-se inversamente com a severidade da perda
de dopamina (Kish et al., 1986). De forma semelhante, as concentra¢gdes de glutamato
estdo elevadas no estriado de portadores de DP, com um significante acréscimo no
putamen e uma tendéncia a elevacédo de suas concentragdes nos NST (Hornykiewicz,
2001). No sentido contrario, 0s neuropeptideos correspondentes, metaencefalina e
Substancia P, apresentam concentracdes abaixo do normal no putamen dos portadores
desta patologia (Agid e Javoy-Agid, 1985; Nisbet et al., 1995; Fernandez et al., 1996).
Uma vez que na DP os circuitos neurais intrinsecos aos NB estdo preservados, as
mudancas nas concentracdes de GABA, glutamato e neuropeptideos provavelmente
sdo o resultado de alteracdes funcionais de neurbnios que compdem os NB nesses

pacientes (Hornykiewicz, 2001).

1.4.2 - Catalepsia

A catalepsia em animais de laboratério pode ser definida como uma
dificuldade em corrigir uma postura imposta externamente (Sanberg et al., 1988; ver
Fig. 4). Existem diversos métodos para induzir catalepsia em animais e o teste mais

utilizado consiste em colocar o animal numa postura ndo usual e registrar o tempo
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necessario para ele corrigir tal postura (Sanberg et al., 1988).

Os receptores dopaminérgicos parecem estar claramente relacionados com este
fendbmeno (Sanberg, 1980), uma vez que o haloperidol, antagonista de receptores
dopaminérgicos, administrado intraperitonealmente (i.p.) nas doses de 0,5 a 2mg/kg em
ratos reduz a atividade motora espontanea e o0 interesse por estimulos externos
(Campbell e Baldessarini, 1982). Drogas que deprimem a neurotransmissao
dopaminérgica no estriado, como 0s neurolépticos, induzem catalepsia em roedores e
sintomas parkinsonianos em humanos (Koffer et al., 1978; Sanberg et al., 1988).
Antagonistas de receptores D1 de dopamina atuam como potentes agentes
cataleptogéncios (Calderon et al., 1988; Lappalainen et al., 1989; Wanibuchi e Usuda,
1990) e compartilham efeitos comuns com o0s antagonistas D2 como o haloperidol.
Diversos estudos utilizando técnicas de lesdo neuroquimica (administrando-se acido
Kainico e Kinolinico) indicam que os receptores dopaminérgicos do estriado estdo
implicados na catalepsia induzida por neurolépticos (Sanberg et al., 1981; Calderon et
al.,, 1988). Também ¢é possivel que mecanismos noradrenérgicos, colinérgicos e
GABAérgicos estejam também implicados na modulacdo da catalepsia (Sanbeg et al.,
1988).
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Figura 4 - Fotografia do animal em catalepsia

Nesse Sentido, Balsara et al. (1980), demonstraram que a administracdo de
GABA em doses de 0,25 a 1,0g/kg (i.p.), previamente a administracdo de haloperidol
(i.p.) potencializa a catalepsia em ratos, enquanto que a administracdo apenas de
GABA na dose de 2,0g/kg (i.p.) desencadea a catalepsia. Esse efeito pode ser
explicado pelo fato de que neurbnios GABAérgicos que se originam no estriado e
terminam na SN exercem um efeito inibitorio sobre os neurénios dopaminérgicos nigro-
estriatias (Bartholini e Stadler, 1975).

1.4.3 - Parkinson e estimulagédo acustica

Estimulos acusticos podem imprimir comportamentos motores antecipatorios
através da ativacdo de vias neurais auditivas dedicadas ao comportamento (Anderson
et al., 2006, Mooney et al., 2003). Acredita-se que esses sistemas auditivos consistem
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de circuitos n&o-leminiscais e leminiscais que contribuem diferentemente para a
ativacdo comportamental associada ao processamento tonotopico do som (Chomiak et
al., 2008; Hu, 2003; Mooney et al., 2003). Deste modo, haveria um subsistema no
sistema auditivo que estaria seletivamente envolvido na estimulacdo de movimentos em
resposta a estimulacao sonora (Clark et al., 2009).

Como ja mencionado, sabe-se que a perda gradual de dopamina nigral na DP
esta relacionada a mudancas progressivas em movimentos espontaneos, incluindo
acinesia e bradicinesia (Jenkins et al., 2004). Surpreendentemente a estimulagéo
auditiva pode ajudar pacientes com DP a superar deficiéncias na iniciagdo de
movimentos e na sua execucédo (Del Olmo et al., 2006; Suteerawattananon et al., 2004;
Thaut, 2003).

Estimulos auditivos podem interromper a catalepsia e endireitar a postura em
ratos, ou seja, o0 som pode ativar mecanismos de suporte postural em ratos
catalépticos. O som induziria uma ativacdo do sistema motor através da ativacdo de
conexdes intrinsecas audio-motoras que sdo sensiveis a estimulacéo externa (Clark et
al., 2009).

Ha muito tempo se sabe da presenca de aferéncias auditivas para os NB. Desta
forma, déficits no processamento auditivo em neurdnios do nucleo caudado tém sido
demonstrados em modelos animais de DP (Scheneider, 1991). A deplecéo de
dopamina no estriado que resulta nos sintomas motores Parkinsonianos € coincidente

com a perda de resposta sensorial dos neurdnios desta area (Schneider, 1991).

15 - Relagcdo entre os sistemas de neurotransmissdo GABAérgico,

glutamatatérgico e dopaminérgico

Estudos demonstram que a neurotransmissdo GABAérgica exerce uma
influéncia inibitoria nos terminais dopaminérgicos (Smolders et al., 1996; Glowinski et
al., 1988). Além disso, essa via inibitéria pode ser ativada pela estimulacdo de
receptores NMDA levando a uma maior liberacdo de GABA e subsequentemente,
inibicdo da liberacdo de dopamina (Krebs et al., 1994). Deste modo, o bloqueio

farmacolégico das vias GABAeérgicas, demonstra uma facilitacdo da liberacdo de
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dopamina mediada por NMDA (Krebs et al., 1994).

Ha uma consideravel capacidade de homeostase do sistema dopaminérgico
nigroestriatal (Grace, 1991). Células GABAérgicas na SNpr modulam a atividade de
células dopaminérgicas na SNpc (Grace e Bunney, 1979, 1985). Pesquisadores tém
proposto que neurbnios GABAEérgicos que se originam no estriado e que terminam na
SN exercem uma influéncia inibitéria sobre os neurdnios dopaminérgicos nigro-estriatais
(Bartholini e Stadler, 1975). Desta forma, neurdnios dopaminérgicos parecem ser
controlados em parte por neurdnios GABAérgicos (Andén e Stock, 1973; Roberts,
1974).

E esperado que drogas que influenciam o sistema GABAérgico podem também
influenciar a catalepsia induzida por neurolépticos. Compostos que mimetizam a acao
do GABA potencializam a catalepsia induzida pelo haloperidol enquanto antagonistas
GABAérgicos como a BIC e alilglicina em doses subconvulsivantes, diminuem
significativamente os efeitos catalépticos do haloperidol (Worms et al., 1978).

Aminoacidos excitatorios, especialmente o glutamato, tém um papel relevante na
mediacdo de sinapses neuronais. Rukoyatkina et al. (2003) identificaram diversos
subtipos de receptores de glutamato em diferentes estruturas cerebrais. A
neurotransmissdo mediada por glutamato interage com a neurotransmissao
dopaminérgica no estriado e tem um papel importante no controle do comportamento
motor (Calabresi et al., 1997; West et al., 2002). O glutamato € um neurotransmissor
encontrado em todo o cortex e este envia eferéncias glutamatérgicas aos NB. O
estriado, como principal estacdo de aferéncias corticais, recebe neurdnios
glutamatérgicos de todo o cértex, mas também cerca de 10 a 15% do tdlamo. No
estriado, ha um equilibrio entre os efeitos inibitérios da dopamina (receptores D2) e
efeitos glutamatérgicos excitatorios (receptores NMDA). O déficit de dopamina, como
ocorre na DP, resulta numa hiperatividade glutamatérgica dos neurdnios palido-
estriatais (Schmidt, 1998).

Uma importante questdo € identificar as caracteristicas funcionais dos muitos
subtipos de receptores de glutamato nas diferentes estruturas. Dados acumulados até a
presente data mostram que os receptores de glutamato NMDA e ndo-NMDA (AMPA e
Kainato) permitem uma abordagem farmacolégica do papel funcional a ser
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desenvolvido (Rukoyatkina et al., 2003).

Receptores de glutamato estdo reconhecidamente envolvidos em uma variedade
de disfuncbes motoras (Danysz e Parsons, 1998; Greenamyre e Porter, 1994; Parsons
et al.,, 1998 e 1999). Com isso, 0s receptores de glutamato sdo candidatos em potencial
para corrigir essas disfungdes, e a possibilidade do uso de antagonistas de glutamato
na DP, em combinacdo com agentes que mimetizam a acdo da dopamina, tem sido
alvo de muitas discussfes. Modelos experimentais para a DP, que se baseiam na
inducdo de deficiéncia de dopamina no encéfalo, tém demonstrado que diversos
bloqueadores de receptores NMDA apresentam atividade anticataléptica, incluindo
dizocilpine (MK-801), phencyclidine, memantina e outros (Elliot et al., 1990; Mele et al.,
1998; Ossowska, 1994; Parsons et al., 1999; Carlsson e Carlsson, 1990; Greenamyre e
O’Brien, 1991). O uso de antagonistas NMDA seria justificado uma vez que a reducéo
na atividade dopaminérgica produz mudancas na taxa de disparos em diversas vias
eferentes. A hipofuncdo dopaminérgica leva a uma reducdo na atividade de eferéncias
para a SNpr e globo palido medial e aumenta a atividade de eferéncias GABAérgicas
para o globo palido lateral, que por sua vez leva a um aumento na atividade de
eferéncias glutamatérgicas excitatérias. Esse aumento da atividade glutamatérgica
pode, por sua vez, ser reduzido por antagonistas de receptores NMDA (Greenamyre e
O’Brien, 1991). Desse modo, a reducdo da atividade glutamatérgica cortico-estriatal
deveria levar a um efeito comportamental semelhante aquele obtido apds uma
intensificacdo na modulacado dopaminérgica (Carlsson, 1988; Yoshida et al., 1991).

Estudos nos quais foram realizadas microinjecbes de antagonistas de receptores
ionotrépicos de glutamato no estriado, na presenca de um bloqueador de transportador
de dopamina, demonstraram que o glutamato exerce uma influéncia facilitatoria sutil
sobre a quantidade extracelular de dopamina, que € demonstrada a seguir pelo

bloqueio da recaptacdo de dopamina (Moghaddam e Bolinao, 1994).

1.6 — Coliculo Inferior e GABA

Como descrito previamente, além das projecdes do Cl para os sistemas
motores, ha evidéncias de que estes sistemas também se projetam para o Cl. Olazabal
e Moore (1989) relataram proje¢cfes da SN em gatos, ratos e morcegos enquanto
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Moriizumi e Hattori (1991) relataram projecdes a partir do GP para o Cl de ratos.

Pesquisa realizada por Castelan-Baldan et al. (2006) obteve as primeiras
evidéncias morfologicas de que circuitos GABAérgicos projetam-se ao Cl, vindos da
SNpr. A neuroanatomia funcional das vias GABAérgicas estriado-nigrais e nigrotectais,
conectando a SNpr e SNpl, o nucleo pericentral e central do Cl também evidenciam um
substrato neural morfolégico que sugere a influéncia modulatéria da SN sobre o CI
(Maisonnette et al., 1996; Castellan-Baldan e Coimbra, 2003; Nobre et al., 2004).

Como discutido anteriormente, a neurotransmissdo GABAérgica exerce uma
influéncia inibitoria nos terminais dopaminérgicos (Smolders et al., 1996; Glowinski et
al., 1988). Balsara et al. (1980) demonstraram que a administracdo de GABA em doses
de 0,25 a 1,0g/kg (i.p.), previamente a administracéo de haloperidol (i.p.) potencializa a
catalepsia em ratos, enquanto que a administracdo apenas de GABA na dose de
2,0g/kg (i.p.) desencadea a catalepsia. Esse efeito pode ser explicado pelo fato de que
neurénios GABAEérgicos que se originam no estriado e terminam na SN exercem um
efeito inibitorio sobre os neurénios dopaminérgicos nigro-estriatias (Bartholini e Stadler,
1975). Dessa forma, a neurotransmissdo dopaminérgica nos NB poderia ser
influenciada pelo estimulo ou inibicdo da neurotransmissédo GABAérgica vinda do CI.

A participacdo da neurotransmissao GABAérgica no Cl esta bastante descrita em
estudos que investigam o SCA. Os substratos neurais responsaveis pelo
comportamento de defesa no Cl sédo regulados por mecanismos GABAEérgicos, e drogas
como o0s benzodiazepinicos, podem causar efeitos antiaversivos por aumentarem ou
mimetizarem a acao inibitéria endégena do GABA no CI (Brandédo et al., 1993). Em
pesquisa realizada por Melo et al. (1992), observou-se que microinje¢cdes de muscimol
diretamente no Cl atenuou os efeitos aversivos da estimulacdo elétrica dessa estrutura.
O GABA medeia esta importante funcédo do Cl como tem sido observado por estudos
imunohistoquimicos, mostrando que o Cl possui altas concentragcdes de GABA e
sintetiza a enzima descarboxilase do acido glutamico (Roberts e Ribak, 1987;
Thompson et al., 1985).

Estudos comportamentais demonstram que a estimulacéo elétrica ou quimica do
Cl produz respostas de medo como “freezing” e comportamento de fuga. Isto tem sido
observado com microinje¢cbes de BIC, um antagonista GABA, no CI, produzindo
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ativacdo comportamental além de respostas autondmicas, semelhantes as reacdes de
defesa induzidas pela estimulagdo quimica ou elétrica da SCP, amigdala, hipotalamo e
outras estruturas do SCA (Branddo et al., 1988, 1993, 1994). Ao contrario, a
neurotransmissdo GABAérgica € acentuada pela injecdo de midazolam, um agonista
benzodiazepinico, e do muscimol, um agonista GABAérgico nessa estrutura,
aumentando a laténcia e diminuindo a frequéncia de respostas de fuga em animais
submetidos a um modelo de esquiva ativa (Melo et al., 1992).

O CI é uma estrutura mesencefalica, primariamente associado ao sistema
auditivo, além de ter também um papel relevante no SCA e ainda estabelecer conexdes
com o sistema motor e estruturas que coordenam 0s movimentos como 0s NB.
Acredita-se que esses sistemas e estruturas se correlacionem funcionalmente e que o
GABA e a dopamina representem um substrato neural importante para essas funcoes.
O processamento neural exercido pelo CI possibilitaria uma integragdo entre as
informagdes aversivas, motoras e auditivas. Sendo assim, o presente trabalho teve

como objetivo investigar essa proposicao.
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2- Objetivos

2.1-Objetivo geral
O presente trabalho teve como objetivo investigar a influéncia do CI sobre
funcdes motoras, utilizando o modelo animal de catalepsia induzida pelo haloperidol,

que reproduz experimentalmente alguns dos disturbios motores observados na DP.

2.2-Objetivos especificos

- elucidar o papel da neurotransmissdo GABAérgica no Cl sobre a catalepsia
induzida pela administracdo i.p. de haloperidol, um antipsicético tipico, que atua
bloqueando os receptores dopaminérgicos nos NB;

- avaliar os efeitos da administracao intracolicular de Midazolam (MDZ), um
agonista de receptores benzodiazepinicos e de BIC, um antagonista de receptores

GABA\ sobre a catalepsia induzida pelo haloperidol.
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3. Material e Métodos
3.1. Animais

Para os experimentos, foram respeitados os principios éticos na experimentacao
animal, de acordo com o Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal, sendo utilizados
108 ratos Wistar machos, pesando entre 250 e 300g, provenientes do Centro de
Bioterismo — UNICAMP. Os animais foram alojados no biotério da Universidade Sao
Francisco e permaneceram por um periodo de adaptagdo de no minimo 5 dias até o
inicio dos experimentos. Durante os experimentos, 0s animais tiveram livre acesso a
agua e alimento e permaneceram com um ciclo claro-escuro de 12/12 horas. Apoés a
cirurgia os animais foram mantidos em gaiolas individuais. O presente trabalho foi

submetido e aprovado pelo Comité de Etica Animal da Universidade S&o Francisco

3.2. Barra Horizontal

Consiste em uma barra horizontal feita em madeira apresentando 0,5cm de
diametro colocada a 8 cm de altura do solo. Esse aparato foi colocado no centro de um
cilindro construido em acrilico, apresentando 60 cm de diametro, e 50 cm de altura. A
luminosidade da sala foi controlada de maneira que no centro do aparato houvesse 60
Lux. O comportamento do animal foi registrado por meio de uma camera filmadora e
observado em um computador localizado em uma sala contigua. Esse procedimento
evitou que a presenca do observador interferisse no comportamento do animal e

permitiu que o registro fosse analisado por mais de um experimentador.
3.3. Drogas e doses

Foi utilizado haloperidol (Janssen-Cilag) na dose de 0,5mg/Kg, dissolvido em
solucéo salina fisiologica. O haloperidol comercial formulado para uso endovenoso é
apresentado em solucdo contendo acido latico como veiculo e foi diluido em solucéo
salina fisioldgica.

Para a microinjecao, foram utilizados o Maleato de Midazolam (Nortec Quimica,
Brasil) nas doses de 10 ou 20 nmol/0.5ul (Melo et al., 1992) e a BIC (Sigma Aldrich,
USA) nas doses de 100 ou 150 ng/0,5pl.
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3.4. Cirurgia

Os ratos foram anestesiados com Cloridrato de Ketamina (100 mg/kg) e
Cloridrato de Xilasina (200 mg/kg) em uma relacéo 1:1 (i.p.). Em seguida foram fixados
a um aparelho estereotaxico. ApOs a injecdo subcutanea de um anestésico local
(xilocaina a 2%), o calvario foi exposto e o peridsteo removido por raspagem com 0O
auxilio de um bisturi. Com o cranio em posi¢ado horizontal entre bregma e lambda, dois
orificios foram perfurados por meio de uma broca, para introducdo de pequenos
parafusos de aco inoxidavel, que serviram para ancorar a protese ao cranio do animal.
Em seguida, uma canula foi implantada em direcdo a um dos coliculos inferiores,
seguindo as seguintes coordenadas, tendo lambda como referéncia de acordo com o
Atlas de Paxinos e Watson (2007): AP=-1,2 mm; L=-1,5 mm e P=-4,5 mm. A seguir,
afixou-se a canula ao cranio por meio de cimento de acrilico autopolimerizavel. Ao final

da cirurgia introduziu-se na canula um fio de aco inoxidavel para impedir sua obstrucao.

3.5. Microinjecéo das drogas

Para a microinjecdo das drogas ou veiculo utilizou-se uma seringa de Hamilton
de 10ul, acoplada a uma agulha dental 26G por meio de uma canula de polietileno
(P10). Através dessa agulha, que foi conectada a canula previamente fixada no animal,
0,5 pl da solugao foi microinjetada com velocidade controlada em 0,5 pl/min utilizando-
se uma bomba de microinfusdo. A agulha foi retirada 1 min apds a microinjecao das

drogas.
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3.6. Distribuicao dos grupos

Tabela 1: Distribuicdo dos animais no experimento com Midazolam

Grupos | Intracolicular Intraperitoneal (i.p.) n
Grupo 1 | Sal (0,5ul) Sal (0,1ml/100g) 11
Grupo 2 | Sal (0,5ul) Halo (0,5mg/Kg) 9
Grupo 3 | MDZ (10nmol/0,5pl) Sal (0,1mI/100g) 11
Grupo 4 | MDZ (20nmol/0,5ul) Sal (0,1mI/100g) 11
Grupo 5 | MDZ (10nmol/0,5pl) Halo (0,5mg/Kg)

Grupo 6 | MDZ (20nmol/0,5ul) Halo (0,5 mg//Kg)

Tabela 2: Distribuicdo dos animais no experimento com Bicuculina

Grupos | Intracolicular Intraperitoneal (i.p.) n
Grupo 1 | Sal (0,5ul) Sal (0,1mI/100q) 11
Grupo 2 | Sal (0,5ul) Halo (0,5mg/KQ) 9
Grupo 3 | BIC (100 ng/0,5ul) Sal (0,1ml/100g) 5
Grupo 4 | BIC (150 ng/0,5ul) Sal (0,1mI/100g) 8
Grupo 5 | BIC (100 ng/0,5ul) Halo (0,5mg/Kg) 8
Grupo 6 | BIC (150 ng/0,5ul) Halo (0,5 mg//Kg) 9

3.7. Procedimentos Comportamentais

Apés uma semana de recuperagdo da cirurgia esterotdxica, 0s animais
receberam uma microinjecdo de MDZ 10 ou 20 nmol/0,5ul ou solugéo salina fisioldgica
(0,5ul) no Cl e 10 min apéds foi administrado haloperidol (0,5 mg/Kg), i.p. ou solugéo
salina fisiolégica (1ml/Kg), i.p.

Para estudo do efeito do antagonista de receptores GABAA sobre a catalepsia,
0s animais receberam haloperidol (0,5mg/Kg), i.p. € ap6s 10 min foi realizada a
microinjecdo de BIC (100 ou 150 ng/0,5ul), diretamente no Cl. Os animais foram

colocados na barra horizontal imediatamente apds a injecdo de BIC e mediu-se o tempo
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de catalepsia.

A catalepsia foi determinada posicionando-se cuidadosamente os animais com
as patas anteriores sobre a barra horizontal. O tempo durante o qual o animal se
mantinha nessa posicao foi registrado até no maximo 10 min, sendo permitidas até no
méaximo 3 tentativas de reposicionamento do animal na barra. Considerou-se finalizado
0 tempo de catalepsia quando as patas anteriores do animal tocavam o assoalho.

Foram realizadas 3 medidas de catalepsia durante 10 min cada (nos intervalos
10-20, 30-40, e 50-60 min) no decorrer de 60 min. A catalepsia foi determinada pela

soma dos tempos de permanéncia, em posicdo anormal em cada intervalo.

3.8. Perfuséo

ApoOs o término dos experimentos, 0os animais foram sacrificados com uma
overdose de Cloridrato de Ketamina (300 mg/kg) e Cloridrato de Xilasina (600 mg/kg)
em uma relagdo 1:1 (i.p.). Em seguida foram perfundidos intracardiacamente com
solucéo salina fisiologica seguida por solucdo de formalina (10%). As canulas foram
retiradas e os encéfalos removidos e colocados em solucdo de formalina a 10% para

posterior andlise histolégica.

3.9. Histologia

Trés dias apos a perfusdo, os encéfalos foram congelados e foram realizados
cortes coronais com espessura de 50um com o auxilio de um microtomo (Leica, USA).
Os sitios de microinjecdo das drogas foram identificados de acordo com o Atlas de
Paxinos e Watson (2007).

3.10. Analise Estatistica
Os tempos de permanéncia em catalepsia foram representados como a média +
Erro Padrdao Médio (EPM) e foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-

Wallis, seguido de andlise post hoc student-Newman-Keuls quando necessario. Os

valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4 — Resultados

Os sitios de microinjecdo das drogas encontram-se representados em cortes

coronais de diagramas esquematicos do Atlas de Paxinos e Watson (2007). O namero

7z

de sitios representados é menor que o numero de animais utilizados devido a

sobreposicao (ver Fig. 5).

BREGMA —9.30mm

BREGMA — 8.80mm

BREGMA — 8.72mm

BREGMA — 8.30mm

Figura 5. Representacédo de cortes histologicos do mesencéfalo de rato demonstrando
0s pontos de microinjecdo das drogas no Coliculo inferior a partir da ilustracdo em
anagramas do Atlas de Paxinos e Watson (2007).

23



A Figura 6 representa os efeitos da microinjecao intracolicular de MDZ sobre a
catalepsia induzida pelo haloperidol. Os animais do grupo Sal/Halo apresentaram uma
catalepsia significativa quando comparado com os animais do grupo controle (Sal/Sal)
(H=32,017; p<0,001). Entretanto, essa catalepsia foi potencializada pela microinjecao
prévia de MDZ diretamente no CIl. Os animais que receberam uma microinjecdo de
MDZ (20nmol/0,5ul) diretamente no CI antes da injecdo de haloperidol (i.p.)
apresentaram maior tempo de catalepsia, apenas no intervalo 50-60min (p< 0,05). Os
animais dos grupos MDZ10/Sal e MDZ20/Sal ndo foram diferentes dos animais do

grupo controle Sal/Sal (p>0,05).

600

500

400 A
300 -
200 -
100 ~
0 | o N ﬂ

10-20 3040 50-60
Tempo (min)

OSalSal OMDZ10/Sal OMDZ20/Sal B SalHalo OMDZ(10)Hale O MDZ(20)/Halo

Tempo de catalepsia (s)

Figura 6: Potencializacdo do tempo de catalepsia induzida pelo Haloperidol, i.p, apos
administragdo de MDZ no CI (10 ou 20 nmol).

Os tempos de permanéncia em catalepsia foram representados como a média + Erro Padrao Médio e
foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido de analise post hoc student-

Newman-Keuls quando necessario.

* p< 0,05 em relacdo aos grupos Sal/Sal e Sal/Halo.
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Tempo de catalepsia (S)

A figura 7 mostra que a catalepsia induzida pelo haloperidol administrado
sistemicamente foi atenuada pela microinjecdo de BIC no CI [H=21,12, p<0,001] no
primeiro intervalo de observacdo (10-20 min). Esse efeito da BIC desapareceu no
segundo [H=17,25; p>0,05] e terceiro [H=19,66; p>0,05] intervalos. Nao foi observado
convulsdo nos animais que receberam administracao intracolicular de BIC no presente
estudo. Os animais pertencentes aos grupos BIC100/Sal e BIC150/Sal apresentaram

alguma agitacao locomotora (dados ndo mostrados).

600 ~
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400 ~
300 ~

200 A

100 ~

10-20 30-40 50-60
Tempo (min)

O Sal/Sal O BIC100/sal W BIC150/Sal W Sal/Halo OBIC100/Halo @ BIC150/Halo

Figura 7. Inibicdo da catalepsia induzida pelo haloperidol, i.p., ap6s microinjecdo de BIC
no CI.

Os tempos de permanéncia em catalepsia foram representados como a média + Erro Padrao Médio e
foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido de analise post hoc student-

Newman-Keuls quando necessario.

* p< 0,001 em relacao ao grupo Sal/Halo.
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5- Discusséo

A catalepsia tem sido definida como uma falha em corrigir uma postura
externamente imposta ao animal. Existem varios procedimentos para induzir catalepsia
em ratos e o mais utilizado consiste em colocar o animal com as patas anteriores
apoiadas em uma barra horizontal a uma altura de 8 cm e registrar 0 tempo necessario
para corrigir tal postura (Sanberg et al., 1988). No presente trabalho, a catalepsia foi
induzida pela administracdo i.p. de haloperidol, um farmaco antipsicotico, indicado
especialmente em estados de agitacdo psicomotora, alucinagbes e psicoses maniaco-
depressivas (Mason e Granacher, 1980; Carlsson, 1982). Pesquisas em animais
utilizando técnicas de lesdo (com &acido kainico ou acido quinolinico) reforcam a
proposicdo de que o0s receptores dopaminérgicos no estriado estdo implicados na
catalepsia induzida pelo haloperidol (Sanberg et al., 1981; Calderon et al., 1988).

Varios estudos demonstraram que a neurotransmissdo GABAérgica exerce uma
influéncia inibitoria nos terminais dopaminérgicos (Smolders et al., 1996; Glowinski et
al.,, 1988). Dessa forma, drogas que influenciam o sistema GABAérgico podem
influenciar a catalepsia induzida pela administracdo de haloperidol, i.p., uma vez que
compostos que mimetizam o GABA podem ser capazes de potencializar essa
catalepsia, enquanto antagonistas de receptores GABA como a BIC administrada
sistemicamente em doses subconvulsivantes, diminuem significativamente os efeitos
catalépticos do haloperidol (Worms et al, 1978). Os resultados obtidos no presente
estudo sugerem que o Cl parece exercer alguma participacao nesse efeito.

A administracdo intracolicular de MDZ, um agonista de receptores
benzodiazepinicos, potencializou a catalepsia induzida pelo haloperidol, i.p. (Ver Fig.6).
Esse efeito ndo pode ser atribuido a uma possivel sedacédo provocada pelo MDZ, uma
vez que os animais do grupo controle que receberam a microinjecdo de MDZ (10 ou
20nmol) diretamente no CI e salina fisioldgica, i.p. ndo apresentaram sedac¢do. Nesses
animais o tempo de permanéncia na barra horizontal foi igual ao do grupo Sal/Sal. Por
outro lado, os animais que receberam a microinjecdo de BIC, um antagonista de
receptores GABA,, diretamente no CI, apresentaram uma reducdo no tempo de

catalepsia, quando se utilizou a menor dose, ou um bloqueio total com a maior dose.
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Como pode ser observado na figura 7, a BIC exerceu um bloqueio da catalepsia
somente no primeiro intervalo de tempo pesquisado (10-20min), sendo que nos dois
outros intervalos os animais retornavam a catalepsia. Isso se deve provavelmente ao
efeito fugaz dessa droga. A dose mais elevada de BIC (150ng/0,5ul) provocou certa
agitacdo nos animais, mas nao induziu convulsio. E possivel que a droga utilizada no
presente estudo tenha sofrido alguma alteracdo uma vez que Cairasco (2002)
demonstrou que doses superiores a 80ng/0,2ul sdo potencialmente convulsivantes
(Cairasco, 2002). No entanto, apesar disso, esses resultados sugerem que o0 substrato
neural GABAérgico do Cl é capaz de interferir na catalepsia induzida pelo haloperidol.

Como descrito no inicio dessa discussdo, a catalepsia induzida pela
administracdo de haloperidol, i.p. é atribuida ao bloqueio de receptores dopaminérgicos
do subtipo D2 no estriado. Os nossos resultados sugerem que a potencializacdo da
neurotransmissdo GABAérgica no ClI, provocada pela microinjecdo de MDZ, pode levar
a uma maior acdo inibitéria sobre a neurotransmissao dopaminérgica no estriado
através de conexdes entre o Cl e a SN ou outras estruturas pertencentes ao circuitos
motores. Entretanto, o0 mecanismo especifico responsavel por essa inibicdo necessita
de maiores investigacoes.

A participacdo do CI na catalepsia induzida pelo haloperidol j& foi demonstrada
em trabalho pioneiro recentemente realizado em nosso laboratorio sugerindo o
envolvimento do substrato neural glutamatérgico nesse circuito. Esse estudo
demonstrou que antagonistas de receptores de glutamato (AP7 e MK-801)
administrados diretamente no CIl atenuaram a catalepsia induzida pelo haloperidol
administrado sistemicamente, enquanto a microinjecdo do agonista (NMDA) aumentou
o tempo de catalepsia. Esses resultados sugerem que o0 substrato neural
glutamatérgico no Cl é capaz de influenciar o estado de imobilidade produzido pelo
enfraguecimento da neurotransmissao dopaminérgica nigroestriatal (Melo et al., 2010).

Em condi¢cbes normais, o sistema dopaminérgico nigroestriatal mantém-se em
equilibrio (Grace, 1991). Células GABAérgicas na SNpr modulam a atividade de células
dopaminérgicas na SNpc (Grace e Bunney, 1979, 1985). Neurénios GABAérgicos que
se originam no estriado e que terminam na SN exercem uma influéncia inibitéria sobre

0s neurbnios dopaminérgicos nigroestriatais (Bartholini e Stadler, 1975), mostrando,
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dessa forma, que neurbnios dopaminérgicos parecem ser controlados em parte por
neurénios GABAeérgicos (Andén e Stock, 1973; Roberts, 1974).

Células estriatais, por sua vez, recebem aferéncias glutamatérgicas do cortex e
talamo, aferéncias dopaminérgicas da SNpc (Graybiel, 2005) e sdo intrinsecamente
inervadas por interneurénios GABAEérgicos e colinérgicos (Tepper et al., 2004). Noventa
e cinco por cento das células estriatais enviam projecdes GABAgérgicas a partir de
neurénios espinhosos médios (Venance e Glowinski, 2003) através de dois caminhos
que sao: (i) o estriado-palidal (via indireta), que expressa receptores dopaminérgicos do
subtipo D2 e inibe o movimento ou (ii) estriado-nigral (via direta) que expressa
receptores do subtipo D1 e facilita o movimento (Gerfen et al., 1990). A DP é decorrente
da degeneracdo dos neurbnios dopaminérgicos da SNpc (Alexi et al., 2000) e essa
degeneracéo provoca um desequilibrio da atividade inibitoria e/ou excitatoria do cértex
motor, levando a diversos comprometimentos motores, além de resultar em
degeneracédo dos circuitos cortico (fronto)-basais (Braak et al., 1995; Damier et al.,
1999; Hirsch et al., 1988; Taylor e Saint-Cyr, 1995). Além disso, ocorre aumento da
excitabilidade celular e inibicAo das eferéncias dos neurbnios espinhais médios
estriado-palidais (Filion e Tremblay, 1991; Raz et al.,, 2000). Esse efeito tem sido
associado a mudancas no controle GABAérgico dos neurdnios estriatais médios no
disparo de potenciais de acao (Mallet et al., 2006).

Cobb e Abercrombie (2002) demonstraram que o blogueio de receptores GABAa
pela microinjecdo de BIC na SN, apesar de induzir aumento da liberacdo dendritica de
dopamina nessa estrutura, ndo alterou os efeitos sistémicos do haloperidol. No que diz
respeito ao glutamato, foi demonstrado que o efluxo espontaneo de dopamina nao foi
significativamente afetado pela aplicacdo local de antagonistas de glutamato, mas
diminuiu significativamente a liberacdo dendritica de dopamina induzida pela
administracdo sistémica de haloperidol. Esses dados sugerem que a liberacdo de
dopamina da SN, quando os circuitos dos NB encontram-se intactos, parece estar
submetida a uma forte regulacédo de aferentes GABAérgicos com pouca ou nenhuma
influéncia da neurotransmissao glutamatérgica. Entretanto, quando a neurotransmissao
dopaminérgica dessa circuitaria encontra-se prejudicada pela administracdo sistémica
de haloperidol, os efeitos excitatérios do glutamato sobre a liberacdo dendritica de

28



dopamina se sobrepdem a inibicdo ténica exercida pelo GABA e aumentam a liberacao
de dopamina na SN. Portanto, esses resultados revelam que as aferéncias
GABAérgicas e glutamatérgicas para a SN, exercem papéis distintos sobre a regulacéo
da liberacdo dendritica de dopamina nessas duas condicbes. Esses resultados
apontam para a necessidade de maiores investigacbes sobre o verdadeiro substrato
anatdémico envolvido nessa liberacdo dopaminérgica, no sentido de elucidar seu papel
em condi¢cBes normais e patologicas. Além disso, a partir das evidéncias do presente
trabalho, os reultados apontam para o envolvimento do Cl nesse processo.

O Cl recebe aferéncias GABAérgicas vindas da SNpr, que por sua vez, conecta-
se reciprocamente ao neoestriado (Castelan-Baldan et al., 2006). Ha evidéncias
também de que existem conexfes ndo-dopaminérgicas, vindas da SNpl, direcionadas
ao CI (Yasui et al., 1991; Moriizumi e Hattori, 1991). Por outro lado, também existem
evidéncias da presenca de conexdes reciprocas entre o globo palido caudal, o
brachium, nucleos externo e dorsal do Cl (Shinonaga et al., 1992; Yasui et al., 1990;
Moriizumi e Hattori, 1991; Shammah-Lagnado et al., 1996). Como ja foi demonstrada a
presenca de conexfes GABAEérgicas entre o Cl e o GP (Shinonaga et al., 1992; Yasui
et al., 1990; Moriizumi e Hattori, 1991; Shammah-Lagnado et al., 1996), € possivel que
a potencializacdo da neurotransmissdo GABAérgica, através da administracao
intracolicular de MDZ, influencie no controle de movimentos, uma vez que o GP envia
projecbes GABAérgicas para o tadlamo e NST.

Os resultados obtidos no presente estudo trazem novas informacdes sugerindo
gue o substrato neural GABAérgico, no Cl, modula a atividade motora, provavelmente
influenciando a neurotransmissdo dopaminérgica. A Figura 8 representa algumas

conexdes que podem ajudar a compreender como se da essa modulacgéo.
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Figura 8: Representacdo esquematica de eferéncias da SNpr ao Cl segundo Castelan-
Baldan et al. (2006) e de conexdes reciprocas entre o GP e o Cl segundo Shinonaga et
al. (1992); Yasui et al. (1990); Morrizumi e Hattori (1991); Shammah-Lagnado et al.
(1996).

O CI pertence ao SCA, que é composto também pelo hipotdlamo medial, a
amigdala e a SCP (Brandéao et al., 2003). Ha evidéncias do envolvimento do nucleo
central do CI na elaboracdo de comportamentos aversivos (Brandédo et al., 1988,
Silveira et al., 1993) envolvendo conexdes dopaminérgicas (Cuadra et al., 2000) entre o
nacleo central do Cl e o cortex pré-frontal através do ndcleo geniculado medial,
amigdala e tédlamo dorsomedial (Brodal, 1992; Fuster, 1989). Projecdes dessas
estruturas telencefalicas podem modular neurénios em estruturas do tronco encefalico
(Koch, 1999) e podem ter um papel importante na modulacdo do componente
emocional de respostas motoras. Nesse sentido, € possivel considerar que a
bradicinesia observada em portadores de DP pode ser dependente do estado

emocional do paciente. Na verdade, ha relatos de que pacientes com imobilidade
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podem fazer movimentos rapidos como pegar uma bola ou ser capazes de se
movimentar rapidamente se alguém grita "Fogo!" (Jankovic, 2008). Esse fendmeno
(cinesia paradoxal) sugere que pacientes com DP possuem alguns circuitos motores
intactos, mas existe uma dificuldade em acessa-los sem estimulos externos. Dessa
forma, a estimulacdo sensorial visual ou auditiva poderia ativar esses circuitos motores
(Matsui et al., 2006; Baker et al., 2007; Willems et al., 2007; Arias e Cudeiro, 2008;
Jankovic, 2008; Clark et al., 2009).

E possivel que o Cl desempenhe um papel na integracdo sensorio-motora como
acima descrita e que mecanismos mediados pelo GABA estejam envolvidos, uma vez
que a potencializacdo da neurotransmissdo GABAérgica no CI, resulta em uma
potencializacdo da catalepsia. Dessa maneira, é provavel que o Cl estabeleca
conexdes com os NB, especialmente através de vias GABAérgicas direcionadas para o
GP e a SN. Essa evidéncia é suportada por trabalho recente realizado por Clark et al.
(2009), demonstrando que estimulos sonoros induzem o endireitamento da postura em
ratos em catalepsia. Os sinais sonoros induziriam a ativacdo do sistema motor através
de conexdes intrinsecas sensiveis a estimulacdo externa (Ver Fig. 9). Estimulos
acusticos podem desencadear comportamentos motores antecipatorios através da
modulacdo dedicada a ativacdo auditiva de comportamentos (Anderson et al., 2006;
Mooney et al., 2003). Sendo assim, o esclarecimento dos mecanismos que envolvem o
Cl e suas conexdes com 0s sistemas motores pode contribuir de maneira importante

para a compreensao e o tratamento da DP em humanos.
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Figura 9: Representacdo esquematica das possiveis relagdes entre o sistema auditivo e
A
motor, passando pelo Cl. Destacam-se as conexdes GABAérgicas entre o Cl e o GPi e

a SNpr. Abreviagdes: Cl= coliculo inferior; Nu Coclear= ndcleo coclear; SNpc e SNpr= substancia negra
parte compacta e parte reticulada respectivamente; GPi e GPe= globo pdlido interno e externo

respectivamente; NST= nlcleo subtalamico; VIlI= oitavo par craniano.

Ha evidéncias de que o cortex auditivo envia eferéncias para o putdmen e o
ndcleo caudado em gatos (Reale e Imig, 1983) e estudos da atividade de células
individuais indicam que neurdnios estriatais podem representar uma via de entrada do
sistema auditivo para os NB (Sedwick e Willims, 1967). Em estudo realizado por
Schneider (1991), utilizando-se estimulacdo sensorial periférica em gatos expostos ao
MPTP, observou-se que a resposta sensorial auditiva dos neurdnios estriatais,
especialmente no nucleo caudado, diminuia apds a aplicacdo do MPTP. Neurdnios no
estriado (Hikosaka et al., 1989), bem como na SNpr e no GP (ambas as areas recebem
aferéncias do estriado) tém sido associados com func¢des auditivas espaciais (Gardiner
e Kitai, 1992; Hikosaka e Wurtz, 1983; Joseph e Boussaoud, 1985; Schultz, 1986).
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Assim, a existéncia de projecdes da SNpr, SNpl e do GP para o Cl sugere um potencial
papel dessas estruturas pertencentes aos NB nas fungdes auditivas (Moriizumi e
Hattori, 1991; Olazabal e Moore, 1989; Shammah-Lagnado et al., 1996; Tokunaga et
al., 1984; Winer et al., 2002). Em um estudo utilizando corujas, Cohen e Knudsen
(1994) reforcam essa suposicdo e demonstram que a seletividade espacial dos
neurénios auditivos do estriado é homodloga aquela encontrada em mamiferos e foi
comparavel a observada em éareas sabidamente envolvidas no processamento de
informacdes auditivas espaciais como o nucleo externo do Cl e o CS (Knudsen, 1982;
Knudsen e Konishi, 1978).

Em conclusédo, é razoavel supor que o sistema nigroestriatal desempenhe um
importante papel na percepcdo dos estimulos auditivos e que ocorra um disturbio de
localizag&o espacial auditiva nos portadores de DP (Lewald et al., 2004). Considerando
que a catalepsia, desencadeada pela administracdo de haloperidol, i.p., resulta da
inibicdo de circuitos dopaminérgicos estriatais (Koffer et al., 1978; Sanberg et al., 1988),
a potencializacéo da catalepsia, observada apds a administracéo intracolicular de MDZ,
poderia ser explicada pela presenca de conexfes anatbmicas entre o Cl e a SN
(Olazdbal e Moore, 1989) e por conexdes reciprocas entre o globo palido caudal, o
brachium e nucleos externo e dorsal do Cl (Shinonaga et al., 1992; Yasui et al., 1990;
Moriizumi and Hattori, 1991; Shammah-Lagnado et al.,1996).

Os reultados obtidos no presente estudo trazem novas informacdes sugerindo
gue mecanismos GABAérgicos no Cl podem exercer um papel modulatorio em circuitos
motores. Esses resultados séo fortalecidos pelas evidéncias (i) do envolvimento do
circuito nigroestriatal no processamento de informacdes auditivas; (i) da presenca de
um prejuizo desse processamento na DP (Lewald et al., 2004); (ii) que o Cl é
reconhecidamente uma estrutura relevante no processamento destas mesmas
informagdes (Knudsen, 1982; Knudsen e Konishi, 1978) e (iv) da existéncia de
conexdes entre o Cl e duas estruturas motoras importantes como a SN e o GP.

A intensificacdo da neurotransmissdao GABAérgica, obtida com a microinjecéo de
MDZ no CI, resultando em aumento da catalepsia, sugere fortemente que a relacao
entre o Cl e o sistema motor deve ser melhor investigada. Tais proposi¢cbes podem
contribuir para a elucidagcado dos mecanismos envolvidos na fisiopatologia da DP.
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6- Conclusao

Os resultados obtidos no presente trabalho mostram que:

A catalepsia induzida em ratos, pela administracdo de haloperidol, i.p., foi
potencializada pela microinjecéo de MDZ, no CI.

A BIC, quando administrada no CI, em doses subconvulsivantes, foi capaz de
reduzir o tempo de catalepsia nos animais.

Concluimos entdo, que o Cl é uma estrutura que parece estar envolvida nao
somente nas funcdes auditivas e aversivas, mas também pode estar de alguma
maneira interligada aos sistemas motores, especialmente aos nucleos da base

exercendo alguma modulacéao sobre o seu funcionamento.
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