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RESUMO

O coliculo inferior (CI) esta primariamente envolvido com o processamento da
informacédo auditiva, mas também integra informagcbes sensoriais de natureza
aversiva. Algumas evidéncias sugerem que o substrato neural responséavel pelo
comportamento defensivo no Cl também pode ser regulado por amino&cidos
excitatérios, uma vez que microinjecbes de NMDA nessa estrutura induzem
comportamentos defensivos como, alerta, congelamento e fuga caracterizada por
saltos e galope, que sé&o bloqueadas pelo AP7, um antagonista competitivo de
receptor NMDA. Também tem sido demonstrado que um doador de 6xido nitrico
(NO) microinjetado diretamente no Cl induz reacao de fuga que pode ser inibida pelo
AP7, sugerindo que o NO pode induzir respostas defensivas nessa estrutura através
de mecanismos dependentes de glutamato. Também tem sido demonstrado que a
administracdo i.p. de L®-nitro-arginina (L-NOARG), um inibidor da sintese de NO,
induz catalepsia de maneira dose-dependente. A catalepsia pode ser definida por
um estado de rigidez muscular e auséncia de atividade espontanea (acinesia). O
presente trabalho investigou se a microinjecdo de AP7 diretamente no Cl é capaz de
influenciar a catalepsia induzida pela administracdo de L-NOARG (ip). Também foi
investigado se a microinjecdo de L-NOARG diretamente no CI poderia influenciar o
comportamento motor de ratos. Foram usados (n = 45) ratos Wistar, machos que
foram submetidos a cirurgia para implante de uma céanula no Cl. Os animais foram
distribuidos em cinco grupos, que receberam uma microinjecdo de AP7 (10 ou 20
nmol/0,5 pl) ou salina fisiol6gica diretamente no Cl antes da administragéo sistémica
de L-Noarg (90 mg/kg) ou veiculo. Imediatamente depois foram submetidos ao teste
de catalepsia. Outros trés grupos de animais (n = 29) receberam microinjecdes de L-
NOARG (50 ou 100 nmol/0,5 pl) ou veiculo no Cl e uma hora depois 0s animais
foram submetidos ao teste de catalepsia. Os resultados mostraram que a
microinjecdo de AP7 diretamente no CI reverteu significativamente a catalepsia
produzida pela administracdo intraperitoneal de L-NOARG. Entretanto, o L-NOARG
microinjetado diretamente no Cl néo foi capaz de modificar o tempo de catalepsia.
Com base nesses dados pode-se sugerir que a neurotransmissao glutamatérgica no
Cl pode exercer um papel modulatério importante na catalepsia induzida pelo L-
NOARG (ip).
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ABSTRACT

The inferior colliculus (IC) is primarily involved in auditory information
processing but also integrates sensory information of aversive nature. Much
evidence suggests that the neural substrates responsible for defensive behavior in
the IC can also be regulated by excitatory amino acids since microinjections of
NMDA into this structure induce defensive behaviors, characterized by running,
rearing, and jumping, that are prevented by AP7, a competitive NMDA receptor-
channel blocker. It has been shown that a nitric oxide (NO) donor injected into the IC
induces flight reaction. This reaction was inhibited by AP7, suggesting that NO may
induce defensive responses in this structure through glutamate-dependent
mechanisms. Interestingly, it has been shown that acute ip administration of L®-nitro-
arginine (L-NOARG), a nitric oxide synthase inhibitor, induces catalepsy in a dose-
dependent manner. Linking these two pieces of information, this work examined
whether the microinjection of the AP7, an NMDA antagonist receptors into the IC is
able to influence the catalepsy induced by systemic injections of L-NOARG. It was
also examined if microinjection of L-NOARG into the IC could influence the motor
behavior in rats. Each rat had a cannula implanted in the IC and received
microinjection of AP7 (10 or 20 nmol/0,5 pl) or saline into the IC prior to systemic
administration of L-NOARG (90 mg/kg). Immediately after that they were submitted to
the wooden bar test where three catalepsy evaluations were recorded during 300
seconds. Another group of animals received microinjections of L-NOARG (50 or 100
nmol/0,5 pl) or saline into the IC and an hour after the animals were placed on the
wood bar test and the motor behavior was evaluated. The results showed that IC
microinjection of AP7 significantly reversed the catalepsy elicited by systemic
injections of L-NOARG. However L-NOARG microinjected directly into the IC was not
able to influence the catalepsy. Based on these findings, it is suggested that
glutamatergic mechanisms in the IC may have a modulatory role in the L-NOARG (ip)
-induced catalepsy.
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1.1. Coliculo Inferior

O coliculo inferior (Cl) € uma estrutura bilateral localizada no mesencéfalo
dorsal (Fig. 1) envolvida principalmente com o processamento de informacdes
auditivas. Também integra informacgfes sensoriais de natureza aversiva (Schimitt et
al, 1986; Brandao et al, 1988, 1994, 1999; Cardoso et al, 1994; Troncoso et al, 1998;
Castilho e Brandao, 2001) e possivelmente exerce um papel de filtro para sons que
requerem reacdes de defesa imediatas e explosivas como aquelas executadas por

presas e predadores (Casseday e Covey, 1996).

Fig. 1: Fotografia de um corte sagital do encéfalo de rato indicando a localizagdo anatémica
do Coliculo Inferior. Modificado de: Winer e Schreiner, 2005.

Com base na morfologia celular, no padréo de projecdes e nas propriedades
fisiologicas dos seus neurdnios, o Cl pode ser dividido em trés nlcleos: o ndcleo
central, um cortex dorsal e um coértex externo (Saldafia e Merchan, 1992) (Fig. 2).
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Fig. 2: Vista posterior do Cl de rato. MB: Mesencéfalo; IC: Coliculo Inferior; ICc: Coliculo
Inferior, nucleo central; ICe: Coliculo Inferior, cortex externo; Coliculo Inferior, ICd: Coliculo

Inferior, cortex dorsal; PAG: Substancia cinzenta periaquedutal. Modificado de Solan et al.,
2008)

Os Cls estao conectados a areas corticais (Adams, 1979: Hoffman e Ison,
1980; Meininger et al, 1986; Brodal, 1992). O cértex externo tem suas principais
aferéncias provindas das areas cerebrais 39 e 41 de Brodmann ipsilaterais, que
correspondem a area de Wernicke e areas auditivas primarias respectivamente,
nacleo da coluna dorsal (aferéncias somatosensoriais), do nucleo central (aferéncias

auditivas), do nucleo parabraquial, nacleo cuneiforme, gracil, trigeminal, e da parte
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lateral da substéncia negra (Coleman e Clerici, 1987). O cortex externo também
apresenta conexfes com estruturas envolvidas na organizacdo e modulacéo de
comportamentos defensivos como a substancia cinzenta periaquedutal, o coliculo
superior, o hipotalamo e a amidala medial (via tAlamo) (Adams, 1980; LeDoux et al.,
1990)

O cortex dorsal também apresenta conexfes com a substancia cinzenta
periaguedutal e a substancia negra. Ele recebe aferéncias corticais ipsilaterais de
varias regifes, como as areas 20, 36 e 41 de Brodmann (cortex temporal), e do
globo palido (Moriizumi e Hattori, 1991). Devido a essas diferentes conexdes entre
0s nucleos do CI, Tokunaga et al., (1984) sugeriram uma divisdo entre as funcdes
dessa estrutura: a primeira delas seria uma funcéo de integracdo auditiva, sendo o
nacleo central o responsavel, e a outra funcdo seria a de integracdo sensorial-
motora, que estariam envolvidos os cortices dorsal e externo.

Evidéncias do envolvimento do CI na elaboracéo de respostas defensivas tém
sido comprovadas por estudos imunohistoquimicos e comportamentais (Silveira et
al.,1993). Além disso, estudos mostram a presenca de conexdes reciprocas entre o
Cl, o coliculo superior e a substancia cinzenta periaquedutal (Kudo e Niimi, 1980),
que sao estruturas que juntamente com a amidala, e o hipotadlamo medial,
participam na elaboragéo de estados aversivos no encéfalo, constituindo o “sistema
cerebral aversivo” (Graeff, 1990; 1981).

As respostas de defesa expressas pelos diferentes organismos diante de
situacdes aversivas, particularmente os mamiferos, estdo organizadas dentro de um
padrdo hierarquico especifico que varia de estados de alerta a congelamento, até
fuga (Blanchard e Blanchard, 1988).

Os estudos para investigacdo da participacdo do Cl na reacdo de defesa
comecaram no fim da década de 80, quando Brandao et al., (1988) verificaram que
reacbes de fuga e respostas vegetativas caracteristicas do comportamento
defensivo eram produzidas por microinjeces de bloqueadores GABAérgicos
diretamente no CI.

Posteriormente, Melo et al., (1992) observaram que a administracéo sistémica
ou a microinjecao de midazolam diretamente no CI reduz a resposta de fuga em um
procedimento de “switch-off”. Além disso, Cardoso et al., (1994) verificaram o

envolvimento de aminodcidos excitatérios no Cl, demonstrando que microinjecdes
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de NMDA realizadas diretamente nessa estrutura produz reacdes de fuga ou
pronunciada imobilidade.

A reacédo de corrida e galope também pode ser induzida pela microinjecdo de
um doador de Oxido Nitrico (NO, um neurotransmissor atipico que sera discutido
posteriormente) no Cl. Essa reacdo € revertida pela administracdo de AP7, um
antagonista de receptores NMDA (Moreira et al., 2003).

Além dos estudos realizados com estimulacdo quimica do Cl para verificar
seu envolvimento em respostas de defesa, foram realizados estudos para verificar
se a estimulagdo elétrica dessa estrutura é capaz de produzir o mesmo padréo
comportamental. Os resultados obtidos demonstraram que muitas das
caracteristicas presentes na reacao de defesa induzida pela estimulacdo de outras
estruturas pertencentes ao sistema cerebral aversivo, tais como amidala, camadas
profundas do coliculo superior, substancia cinzenta periaquedutal dorsal e
hipotdlamo medial, também eram observadas apo6s a estimulacédo elétrica do ClI
(Brandao et al., 1980; Melo et al., 1992; Branddo et al., 1994; Maisonnette et al.,
1996; Brandao et a., 1999; Panddssio et al.,1999; Castilho et al., 2001; Lamprea et
al., 2002; Macedo et al., 2002; Santos et al., 2002). A estimulacdo elétrica do Cl de
ratos induz comportamento de defesa caracterizado por alerta (durante o no qual o
animal interrompe qualquer atividade em que esteja engajado, perscrutando
cuidadosamente o ambiente), seguido de congelamento (imobilidade tensa
acompanhada de respostas vegetativas como exoftalmia, piloerecdo e arqueamento
do dorso), e fuga (saltos e galopes) (Brandao et al., 1980; 1993; 1994; 1997; 1999;
Melo et al., 1992; Coimbra et al., 1993; Melo et al., 1995; Maisonnette et al., 1996;
Troncoso et al., 1998; Pandossio et al., 1999; 2000; Cuadra et al., 2000; Castilho e
Bradao, 2001; Lamprea et al., 2002; Macedo et al., 2002). Em geral essas respostas
sdo acompanhadas de alteracbes vegetativas, alteracbes na pressdo arterial,
freqUéncia cardiaca e respiratéria (Hilton et al., 1986; Yardley et al., 1986; Brandao
et al., 1988) além de analgesia (Coimbra et al., 1992; 1997), que vao dar o suporte
necessario ao organismo para uma possivel fuga ou luta em uma situacdo de
ameaca.

Além disso, alguns estudos sugeriram também a possivel influéncia de outras
estruturas encefalicas sobre os estados aversivos gerados por estimulagdo do CI,

dentre elas possivelmente a substancia negra (Coimbra et al., 1989; Coimbra e
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Brandao, 1993; Maisonnette et al., 1996). Esses autores demonstram que a lesao

prévia da substancia negra altera os limiares aversivos do CI.

1.1.1. Coliculo Inferior e Controle Motor

Casseday e Covey (1996) sugerem que o Cl € uma estrutura biologicamente
importante para selecionar informagfes auditivas e distribui-las em um ritmo
adequado para o desempenho motor. O mecanismo neural para a percepgao
auditiva e o desempenho motor, tendo evoluido juntos, estdo intimamente
relacionados. O Cl estda anatomicamente posicionado de maneira estratégica para
enviar informacgdes auditivas para as regides motoras que participam da organizacéo
de comportamentos como a captura da presa e fuga do predador, orientacdo para
um estimulo novo ou comunicacao sonora (Casseday e Covey, 1996).

Schweizer (1981), Schuller et al., (1991) e Wenstrup et al., (1994) relatam que
o Cl de morcegos apresenta grande quantidade de projecbes para o cerebelo, via
matéria cinzenta periaquedutal. A presenca dessas projecbes sugere que a
informacédo auditiva é enviada para redes neurais que coordenam movimentos
ritmicos (Casseday e Covey, 1996).

Assim, a atividade motora seria influenciada por estimulos auditivos, sejam
componentes somatico, visceral, vocalizacdo e planejamento de movimento. O
sobressalto acustico e sua inibicdo sdo modulados pelas aferéncias sensoriais que
exigem a integracao entre esses quatro componentes (Winer et al., 1998).

Casseday e Covey (1996) sugerem que um papel importante do Cl refere-se
ao comportamento denominado pelos etélogos de “padrdes fixo de agéo”. Esse
termo refere-se a comportamentos estereotipados, que sdo mais complexos do que
simples reflexos, mas ndo sdo eliciados por um determinado estimulo. Podemos
citar como exemplo de padrdes fixos de agcdo o movimento da orelha de um gato em
resposta a um estimulo sonoro desconhecido, o0 movimento giratério da cabeca de
uma coruja em direcdo a origem do som emitido por uma presa, ou uma pessoa
modulando sua voz durante uma fala ou ao cantar. Esses autores também sugerem
que o CI participa na elaboracdo de padrbes fixo de acdo que dependem da
velocidade que eles sdo executados apds o estimulo sonoro. Essa resposta inclui a

reacdo do animal momento a momento, a sons que requerem uma acao imediata
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(~100 ms). Cajal, 1911 (apud Casseday e Covey, 1996) acreditava que o Cl era
um centro reflexo para sons e que as fibras auditivas provenientes de regides
inferiores do tronco encefalico, direcionadas para o talamo enviariam colaterais para
o Cl. Devido ao uso de técnicas de tracamento anterdgrado e retrogrado, sabe-se
atualmente que o Cl é um terminal para a maioria das fibras auditivas que ascendem
de porc¢des inferiores do tronco encefalico e que o tdlamo auditivo recebe quase
todas as aferéncias ascendentes provenientes do Cl. Essas observacdes que
enfatizam o sistema talamocortical, revelam pouco sobre o possivel papel do Cl no
comportamento motor. Entretanto é importante salientar que, com exce¢do dos
circuitos relacionados ao reflexo de sobressalto em resposta a um som, o Cl é a
primeira estrutura do sistema auditivo que envia importantes eferéncias para vias
motoras e sistemas que coordenam o movimento (Casseday e Covey, 1996). Além
disso, existem também evidencias de que estruturas dos sistemas motores projetam-
se para o Cl. Assim, Olazabal e Moore (1989) relataram uma projecéao da substancia
negra para o Cl em gatos, ratos e morcegos, e Moriizumi e Hattori (1991)
descreveram uma projecdo do globo palido também para essa estrutura em ratos.
Existem ainda evidéncias eletrofisiolégicas sugerindo que a atividade de neurdnios
no Cl pode ser modulada pela atividade motora (Casseday e Covey, 1996).

Considerando o exposto acima, fica evidente que existem proje¢des para o ClI
provenientes de vias motoras. Ainda ndo esta claro como estas conexdes estao
relacionadas a comportamentos especificos, mas sabe-se que a vocalizacdo, que é
considerada uma atividade motora, pode influenciar as respostas de alguns
neurénios do Cl. Os resultados de experimentos envolvendo crises audiogénicas
indicam que uma acao inibitéria é importante para regular as eferéncias do CI para
ndcleos motores ou pré-motores. A origem dessa regulacdo inibitéria ainda néo é
conhecida, mas € possivel que seja motora e/ou sensorial (Casseday e Covey,
1996).

1.1. Ndcleos da Base e Controle Motor

Os nucleos da base sdo um conjunto de cinco nucleos: o nucleo caudado, o
putamen, o globo palido, o nucleo subtalamico e a substancia negra. Esses nucleos

estdo situados em diferentes regibes do sistema nervoso, que tém conexdes entre Si
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e participacdo no mesmo sistema funcional de controle motor. O nucleo caudado e o
putamen se desenvolvem na mesma estrutura do telencéfalo e formam os
componentes de entrada para os nucleos da base e, em conjunto, sdo chamados de
estriado. O globo palido € derivado do diencéfalo e dividido em segmentos interno e
externo. O nucleo subtalamico localiza-se abaixo do talamo e a substancia negra
localiza-se no mesencéfalo (Kandel et al., 2000).

Estudos mostram que lesdes nos nucleos da base podem causar disturbios
de movimentos observados em diversas patologias, incluindo a Doenca de
Parkinson (DP). Os principais sinais e sintomas da DP parecem estar relacionados a
reducdo na neurotransmissdo dopaminérgica no estriado como resultado da
degeneracdo na substancia negra parte compacta (Lange et al., 1997) e essa
reducdo tem sido apontada como o mecanismo subjacente aos principais sintomas
da DP como acinesia e rigidez (Ehringer e Homykiewi, 1960).

Apesar da presenca de uma grande quantidade de estruturas interconectadas
com o0s nucleos da base, existe um circuito basico que processa as informacdes
através desses nucleos (Fig. 3). O circuito basico é organizado em uma grande alca
motora que se inicia no cortex cerebral e se projeta para o corpo estriado, globo
palido, talamo e volta para o coOrtex cerebral. Circuitos neurais paralelos que
atravessam diferentes porc¢des do estriado, globo pélido e talamo (Albin et al., 1989)
influenciam o funcionamento do circuito basico.

As projecdes neuronais provindas do cértex cerebral para o estriado sdo do
tipo excitatérias glutamatérgicas, enquanto as duas outras intermediarias, a estriado-
palidal e pélido fugal, sdo do tipo inibitérias GABAérgicas. Isso significa que a
ativacdo do sistema cortico-estriatal desinibe as regides do talamo, bem como areas
do tronco cerebral, que sao inervadas por eferéncias dos nucleos da base. Muitas
teorias sobre desordens do movimento relacionadas aos ndcleos da base tém sido

focadas nesta dupla agéo inibitoria no circuito motor (Lange et al., 1997).
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Fig. 3: Alca motora no sistema nervoso. Abreviagbes: SNc, substancia negra parte
compacta; SNr, substancia negra parte reticulada; GPe, globo palido segmento externo;
GPi, globo palido segmento interno; NST, nucleo subtalamico; Glu, glutamato; GABA, &cido
gama-aminobutirico; DA, Dopamina; Encef., encefalina; Sub. P, substancia P (Modificado de
Lange et al., 1997).

7z

Existem duas grandes proje¢cbes dos nucleos da base, isto €, de uma
estrutura aferente (putamen no caso do circuito motor) para uma estrutura eferente
(representada pelo segmento interno do globo palido). A via direta projeta-se
diretamente de uma determinada subpopulagdo de neurdnios estriatais no putamen
para o segmento interno do globo palido e envolve fibras GABAérgicas contendo
substancia P, esses neurbnios exercem uma inibicdo sobre o segmento interno do
globo palido, que por sua vez causam uma diminuicdo na atividade inibitoria das
fibras GABAérgicas palido fugal, dessa forma, causando uma desinibi¢cdo do talamo.
Essa estrutura desinibida estimula o cortex encefalico, que por sua vez facilita o
desempenho motor. A via indireta, que tem origem em uma populagéo diferente

de neurdnios estriatais, segue através do segmento externo do globo palido e do
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ndcleo subtaldmico antes de atingir o segmento interno do globo palido. Todas as
projec¢des intrinsecas sao inibitorias exceto a projecdo do nucleo subtalamico para o
segmento interno do globo palido, que é excitatéria (Lange et al., 1997).

Na via indireta, as fibras GABAérgicas/encefalinérgicas fornecem uma
inervacao inibitéria para o segmento externo do globo palido. Por sua vez, projecdes
GABAérgicas do segmento externo fornecem uma inervacao inibitéria para o nucleo
subtalamico. A via indireta termina com fibras glutamatérgicas excitatérias, dos
ndcleos subtalamicos para o segmento palidal interno causando uma excitacao
dessa estrutura. Os neurbnios que se projetam do globo palido interno em direcao
ao talamo sdo do tipo GABAérgicos, que em consequUéncia da excitagdo do globo
palido interno causam inibicdo sobre o talamo. Nesse circuito, uma inibicdo sobre o
talamo faz com que essa estrutura deixe de estimular o cortex encefalico, diminuindo
o desempenho motor (Lange et al., 1997).

Uma vez que tanto a via direta quanto a indireta convergem, com efeitos
opostos, no segmento interno do globo pélido, um equilibrio entre a influéncia
inibitoria da via direta e a influéncia excitatéria da via indireta controla as eferéncias
do globo palido interno. As fibras GABAérgicas da projecao palido- talamica exercem
uma influencia inibitoria no talamo ventrolateral (Lange et.al., 1997).

Tanto a via direta quanto a via indireta sdo influenciadas por axonios
dopaminérgicos projetando-se da substancia negra parte compacta para o putamen.
A DA tem, contudo, um efeito diferencial nessas duas vias. A DA excita 0s neurénios
estriato-nigrais ligando-se a receptores D1, e também inibe os neurdnios estriato-
palidais ligando-se a receptores D2 (Starr, 1995). Fibras dopaminérgicas exercem,
portanto, uma acédo inibitéria nas células estriatais GABAérgicas/encefalinérgicas
gue se projetam para o segmento palidal (via indireta), e também uma acao
excitatoria nos neurénios GABAérgicos contendo substancia P que se projetam
diretamente para o segmento interno do globo pélido (via direta) e a substancia
negra parte reticulada. A substancia negra pode assim modular o equilibrio entre as
vias diretas e indiretas (Lange et al., 1997).

Com base no exposto acima, o aumento da atividade dopaminérgica no
estriado poderia diminuir o efeito inibitorio que o segmento palidal interno (via
indireta) exerce sobre o sistema talamo-cortical e o tronco encefélico. Esta

desinibicdo do tdlamo teria um efeito facilitatorio sobre os movimentos gerados pela
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atividade cortical ou do tronco encefalico e contribui para a hiperatividade do
paciente. De um modo semelhante, uma leséo nos nucleos subtalamicos contribuiria
para uma reducdo da excitacdo de duas estruturas eferentes dos nucleos da base,
ou seja, o segmento interno palidal e a substancia negra parte reticulada, e uma
desinibicdo do talamo. Isto poderia explicar os movimentos hipercinéticos
observados no hemibalismo apds a destruicdo do nucleo subtalamico (Lange et al.,
1997).

De acordo com o modelo da alga motora, a diminuicdo da atividade da DA,
como acontece na DP, levaria a uma reducdo da atividade da via direta e também
aumentaria a influéncia inibitéria dos nucleos da base sobre o sistema talamo-
cortical e do tronco encefélico (Fig. 4). Na via direta, os neurénios glutamatérgicos
gue se projetam dos nucleos subtalamicos poderiam tornar-se hiperativos. Tanto a
diminuicdo da atividade da via direta quanto o aumento da atividade da via indireta
resultam em uma grande ativacdo do segmento palidal interno e aumentam a

inibicdo do talamo.
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Fig. 4: Alteragdo da neurotransmissdo na alca motora na doenca de Parkinson. Para
abreviacdes ver Fig. 3 (Modificado de Lange et.al., 1997).

1.2. Oxido nitrico

O Oxido Nitrico (NO), também conhecido por monéxido de nitrogénio ou
mondxido de azoto, de férmula quimica NO, é um géas solavel, altamente lipofilico,
sintetizado pelas células endoteliais, macréfagos e certo grupo de neurbnios. A
sintese de NO se realiza por acdo de uma enzima, a sintase do 6xido nitrico (NOS)
a partir do aminoacido L-arginina que produz NO e L-citrulina necessitando da
presenca de dois co-fatores, o oxigénio e o fosfato de dinucleotideo adenina
nicotinamida (NADPH).

O NO é um neurotransmissor atipico (Forstermann et al., 1991; Bredt e
Snyder, 1992; Bredt, 1999, Wang et al., 1999) e sua primeira identificagdo foi como

um derivado do fator de relaxamento endotelial em vasos sanguineos periféricos
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(Palmer et al.,, 1987). O NO é expresso em estruturas como o Cl, a substancia
periaquedutal dorsal, a amidala e o hipotalamo (Vincent e Kymura, 1992).

Embora o NO ndo preencha todos os critérios da definicdo classica de
neurotransmissor, possui muitas propriedades de um neurotransmissor, e pode ser
considerado como um dos principais mensageiros inter e intracelular, no sistema
nervoso periférico e central (Duncan e Heales, 2005). Diferente dos
neurotransmissores classicos, o NO é sintetizado de acordo com a demanda e é
sensivel a um processo de rapida regulacdo, ndo sendo armazenado em vesiculas,
nem tado pouco liberado por exocitose. Por ser um gas labil, difunde-se por
membranas de células pré e pos-sinpticas (Snyder e Ferris, 2000).

Existem duas formas constitutivas da enzima que sintetiza o NO e uma outra
forma induzida. As formas constitutivas (cCNOS) séo expressas em niveis basais, e
apresentam-se em duas isoformas distintas considerando sua localizag&o e efeito: a
neuronal (nNOS), principalmente localizada em tecido neural; e a endotelial (eNOS),
isolada do endotélio (Garthwaite et al., 1989; Esplugues, 2002; Moncada, 1999). A
forma induzida (iNOS) é a isoforma da NOS independente de Ca®', encontrada em
uma variedade de células apds a indu¢do com mediadores inflamatérios e produtos
bacterianos (Moncada, 1999).

A formacéo do NO no encéfalo segue percursos semelhantes aos da geracao
do mesmo em outros tecidos. O encéfalo expressa as trés isoformas identificadas de
NOS e o NO produzido pode agir fisiologicamente e patologicamente sobre diversos
alvos (Lincoln et al., 1997).

O NO é formado a partir do nitrogénio da guanidina presente no aminoacido
L-arginina que reage com uma molécula de oxigénio na presenca da NOS (Fig. 5).
Véarios co-fatores sdo necessarios para a formacdo do NO, incluindo Tetra-
hidrobiopterina (BH,4), Mononucleétido de Flavina (FMN), Fosfato de dinucle6tido de
Nicotinamida e adenina (NADPH), e o complexo Ca?*/Calmodulina, se a enzima de
sintese de NO for nNOS ou a eNOS (Duncan, 2005).
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Fig. 5: Reag0es catalisadas e co-fatores da NOS. AMPA: receptor a-amino-3-hidroxi-5-metil-
4-isoxazolepropridnico; NMDA: receptor N-metil-D-aspartato (Modificado de Salum et al.,
2008a).

A enzima NOS esta fisicamente ligada ao receptor N-metil-D-aspartato
(NMDA) através da proteina PSD-95 (Esplugues, 2002). Sendo assim, no encéfalo,
o NO é produzido pela NOS neuronal quase que exclusivamente pela ativacdo dos
receptores glutamatérgicos do tipo NMDA. Apesar dos neurdnios que contém NOS
representarem apenas 1% das células neuronais, a ramificacdo de seus axbnios é
tdo extensa que parece atingir a grande maioria das células cerebrais (Salum et al.,
2008b).

O NO ¢é sintetizado pds-sinapticamente e ndo age em receptores
convencionais ha membrana de neurbnios adjacentes. Porém, ao atravessar a
membrana desses neurdnios atua intracelularmente (ver Fig. 5). Como mencionado,
o NO liberado no sistema nervoso esta relacionado tipicamente a ativacdo de
receptores de glutamato do tipo NMDA, e desencadeia uma potencializagéo a longo
prazo que pode ser importante em funcdes de aprendizagem e memoria como
aguelas elaboradas pelo hipocampo e também outros tipos de plasticidade sinaptica
(Schuman e Madison,1991).

O metabolismo do NO no sistema nervoso parece vital para a funcao
encefalica normal e a producdo inapropriada ou excessiva do NO no sistema
nervoso estd relacionada com varias patologias incluindo a DP, a Doenca de

Alzheimer e Esclerose Mdltipla (Bolafios et al., 1997; Stewart e Heales, 2002).
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O mecanismo exato de como o NO contribui para essas doencas
neurodegenerativas ndo é completamente conhecido. Varias evidéncias indicam que
o NO esta associado com excitotoxidade, dano ao DNA, e alteracdes proteicas, que
estdo comumente envolvidas em diversas doencas neurodegenerativas (Zhang et
al., 2006).

1.3. NO e Catalepsia

A catalepsia é definida como uma dificuldade para a corre¢cdo de uma postura
externamente imposta. Algumas drogas sdo conhecidas por induzirem rigidez
muscular e auséncia de atividade espontanea (acinesia), 0 que caracteriza um
estado de catalepsia atribuido a influéncia modulatéria dessas drogas na via
dopaminérgica nigroestriatal (Hornykiewicz, 1973).

Quando um animal normal é colocado em uma postura ndo usual, ele mudara
esta posicdo dentro de segundos. Um animal apresentando catalepsia, em contra
partida, mantera essa postura por um longo periodo de tempo. Esse tempo é
considerado como um indice de catalepsia. O teste de catalepsia € usado para
avaliar os efeitos motores de determinadas drogas no sistema lateral (antigo sistema
extrapiramidal; Sanberg et al., 1988) e € considerado um modelo animal para o
estudo de distirbios motores observados em pacientes portadores da DP.
Entretanto, ainda ndo existe um modelo animal perfeito, que nos permita investigar
comportamento, bases celulares e interacbes bioguimicas e anatdbmicas dos
sintomas da DP (Salum et al., 2008a).

Resultados obtidos utilizando-se o teste de catalepsia mostraram que
inibidores da NOS, bem como o haloperidol, antagonista de receptores
dopaminérgicos do tipo D, podem induzir déficits motores em roedores (Del Bel e
Guimaraes, 2000), reforcando a hipétese de que a nNOS desempenha um
importante papel no controle do comportamento motor. Estudos demonstraram que
injecdes sistémicas de L-NOARG e 7-NlI, inibidor ndo especifico e especifico da
NNOS, respectivamente, induzem catalepsia em camundongos (Star e Star, 1995;
Dzoljic et al., 1997; Araki et al., 2001; Uzbay, 2001; Dall'lgna et al., 2001; Del Bel et
al., 2002).
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Os sintomas motores causados pela DP, podem ser reduzidos com terapia de
reposicdo dopaminérgica tanto na fase final, inicial ou intermediaria da doencga,
apesar deste tratamento ndo ser capaz de interromper ou atrasar a progressao da
neurodegeneracdo. Os sintomas aparecem quando o contetudo de DA esta reduzido
em torno de 80% (Hornykiewicz, 1998).

O efeito cataléptico da inibicdo da NOS pode envolver o estriado. Neurbnios
positivos da NOS estéo localizados nos nucleos da base (Vicente e Kimura, 1992) e
o NO parece regular a neurotransmissdo dopaminérgica no estriado (West et al.,
2002), o que o torna um forte candidato a exercer um importante papel no controle
motor (Kriegsfeld et al., 1999).

O NO parece também estar envolvido no controle do comportamento motor.
Essa evidéncia € baseada em pesquisas realizadas em camundongos portadores de
mutac&do na isoforma nNOS que apresentaram alteracdes na habilidade locomotora
(Kriegsfeld et al., 1999).

1.4. Oxido Nitrico, Glutamato e Coliculo Inferior

Nas vias auditivas subcorticais, 0s niveis mais altos de NOS, sdo encontrados
no Cl (Coote e Rees, 2000). Dois estudos realizados em ratos descrevem a
distribuicdo de neurdnios que expressam o NO no CI (Herbert et al., 1991; Druga
and Syka, 1993). Em ambos os estudos a presenca de NOS foi identificada pela
marcacao histoquimica de B nicotinamida adenina dinucleotidio fosfato diaforase
(NADPH-d), que representa a atividade da NOS (Dawson et al., 1991; Hope et al.,
1991). Utilizando esse método histoquimico os autores relataram uma distribuicéo
diferencial na marcacao de corpos de neurbnios entre as trés principais divisées do
Cl: o nacleo central, o cortex dorsal e o cortex externo (Faye Lund e Osen, 1985). O
NO se expressa em grande quantidade nos cortex dorsal e externo e em menor
guantidade nos nucleos centrais, particularmente na regido ventral (Coote e Rees,
2008). E interessante ressaltar que essas duas subdivisdes do Cl| estdo
particularmente envolvidas na integracdo sensério-motora (Tokunaga et al., 1984).
S&ao encontrados receptores AMPA e NMDA no CI (Kelly e Caspary, 2005),
sugerindo que a neurotransmissao excitatoria nessa area é glutamatérgica (Caicedo
e Eybalin, 1999). O glutamato ao ligar-se aos receptores NMDA promove influxo de
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calcio que pode ativar a enzima célcio-calmodulina dependente (Garthwaite et al.,
1988; Garthwaite, 1991). Essa enzima sintetiza NO junto com a citrulina da L-
arginina (Palmer et al., 1988). Em seguida o NO se difunde para neurénios pré e pés
sinapticos (Edelman e Gally, 1992; Garthwaite, 1991; Bredt e Snyder, 1990). E
interessante observar que pelo menos 75% do efeito do NO é blogueado por
antagonistas de glutamato (West e Galloway, 1996; Nakahara et al., 1994).

1.5. NO e Dopamina

Em condicdes fisiologicas o NO facilita a neurotransmissao dopaminérgica no
estriado (West et al., 2002). O mecanismo pelo qual o NO aumenta a liberacdo de
DA pode ser dependente (Lonart et al.,, 1993; West e Galloway, 1996, 1998;
Buyukuysal, 1997; Trabace e Kendrick, 2000) bem como independente de Ca*
(Black et al., 1994). No mecanismo dependente de Ca®*, o NO facilita a liberacdo de
DA por um mecanismo dependente de receptor NMDA. Por outro lado o NO pode
induzir a liberac&o de vesiculas sinapticas independentemente de Ca?*, por meio de
nitrosilagcdo que facilita o ancoramento e a fusdo de vesiculas sinapticas na
membrana (Meffert et al., 1994).

Alguns estudos tém demonstrado que a estimulacao da producéo de NO, pelo
aumento dos substratos da NOS, NG-hidroxi-L-arginina (H-ARG) ou L-arginina,
produz um aumento da liberagdo de DA e de glutamato (GLU) no estriado e em
outras regides encefélicas. Por sua vez, a inibicdo da NOS por meio de inibidores
enzimaticos como o 7-nitroindazole (7-NI) produz efeito oposto (Kiss & Vizi, 2001).

Trabalhos in vitro e in vivo sugerem que o NO enddgeno desempenha um
efeito inibitdrio sobre os transportadores de monoaminas. Assim, o NO parece agir
inibindo a recaptacdo de DA e aumentando a liberacdo deste neurotransmissor (Fig.
6) (Kiss & Vizi, 2001; Rocchitta et al., 2005). Essa atuacdo do NO pode representar
uma nova forma de comunicacdo interneuronal, ou seja, uma interacdo nao-

sinaptica independente de receptores (West et al., 2002).

24



neurdnio
dopaminérgico

Fig. 6. llustracdo da liberacdo do NO a partir da ativagcdo dos receptores
glutamatérgicos do tipo NMDA e sua interferéncia na terminagdo dopaminérgica; 1:
neurbnio glutamatérgico pré-sinaptico; 2: neurbnio pos-sinaptico; 3: neurbnio
dopaminérgico (Modificado de Salum et al., 2008a).

E provavel que o NO exerca seus efeitos por multiplos circuitos efetores.
Estudos utilizando preparages in vitro proporcionaram evidéncias consideraveis
indicando que na desnervagao ou isolamento do estriado, o NO facilita a liberagéao
de DA através de uma acéo direta sobre o terminal de DA. E provavel que essa agéo
do NO resulte em alteracdo no funcionamento do transportador de DA ou na
regulacdo da liberacéo de vesiculas sinapticas. No animal intacto, essas influéncias
diretas do NO no terminal de DA parecem ser importantes (West et al., 2002).

De acordo com a proposta de West et al, (2002) as aferéncias
glutamatérgicas mantém tonicamente a concentracdo extracelular de DA de forma
direta, ativando receptores glutamatérgicos ionotropicos localizados em terminais
dopaminérgicos, e de forma indireta via interneurdnios que contém NOS no estriado.

Dessa forma, o NO pode desempenhar um papel importante na integracdo da

25



informacdo transmitida aos nucleos da base, mediando e/ou regulando aspectos
diversos da neurotransmissao dopaminérgica (Salum et al., 2008a).
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[I. JUSTIFICATIVA
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Embora o Cl seja uma estrutura do teto mesencefalico envolvida
principalmente com o processamento de informacdes auditivas e com a integragao
de informacdes sensoriais de natureza aversiva, também parece ser uma estrutura
importante para selecionar informacdes auditivas e distribui-las em um ritmo
adequado para o desempenho motor. Como descrito anteriormente o Cl é a primeira
estrutura do sistema auditivo que envia eferéncias importantes para estruturas
motoras. Sabe-se também que estruturas motoras como a substancia negra e o
globo palido projetam-se para o Cl (Casseday e Covey, 1996).

Além disso, considerando-se as vias auditivas subcorticais, observa-se que 0
Cl é a estrutura que apresenta a maior expressao de NO. Além disso, Moreira et al.,
(2003) mostraram que a microinjecdo de doadores de NO no CI é capaz de induzir
reacoes de fuga caracterizada por saltos e galope.

Sabe-se que o NO promove uma facilitagdo da neurotransmissao
dopaminérgica em condi¢des fisioldgicas, e que a DA é um neurotransmissor
importante nos nudcleos da base. Conseglentemente, alguma alteracdo na
neurotransmissdo dopaminérgica envolvida nesse circuito, pode ser capaz de
interferir no controle motor. E possivel observarmos esse tipo de alteracdo em
doencas neurodegenerativas como a DP, cuja causa principal € a degeneracédo de
neurdénios dopaminérgicos na substancia negra parte compacta, e se caracteriza por
um distarbio progressivo do movimento,

Estudos prévios realizados em nosso laboratério mostram que a
administragcdo de antagonistas de receptores NMDA no CI reduziu a duragéo da
catalepsia induzida pelo haloperidol, um antagonista de receptores dopaminérgicos.
Sendo assim, torna-se importante investigar se a microinjecdo de antagonistas
glutamatérgicos no Cl também é capaz de influenciar a catalepsia induzida pelo L-

NOARG, um inibidor da sintese de NO, quando administrado intraperitonealmente.
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. OBJETIVOS

29



Considerando-se que o Cl também apresenta funcdes motoras, como pode
ser observado pelas projecdes reciprocas entre o Cl e estruturas motoras como a
substancia negra e o globo palido, o presente trabalho investigou: (i) a participacéo
do substrato neural glutamatérgico presente no CI, na catalepsia induzida pelo L-
NOARG administrado intraperitonialmente em ratos; (ii) se a microinjecao de L-
NOARG diretamente no Cl poderia influenciar a catalepsia em ratos.
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IV. MATERIAIS E METODOS
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41. Animais

Foram utilizados 74 ratos Wistar machos pesando entre 200 e 250g,
provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica (CEMIB —
Unicamp). Os animais foram mantidos em grupos de 06 animais em caixas de
polipropileno, e apds a realizagdo da cirurgia estereotaxica, foram acomodados 2
animais em cada caixa de acrilico transparente, todos os animais foram mantidos em
ambiente com temperatura controlada (24 £ 1°C), em um ciclo claro-escuro de 12:12
horas (7:00 — 19:00h), com livre acesso a agua e alimento durante todo o
experimento. Todos os procedimentos experimentais estdo de acordo com o Comité

de ética do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

4.2. Drogas e Doses

Foram utilizados N-nitro-L-arginina (L-NOARG; Sigma, USA) na dose de
90mg/Kg dissolvido em uma solucéo de HCI 0,01N (Del Bel et al., 2004). Os animais
do grupo controle receberam o veiculo (HCI 0,01N) em um volume de 1ml/Kg por via
intraperitoneal. Também foram realizadas microinjecbes de L-NOARG nas
concentra¢gfes de 50 ou 100nmol/0,5ul. O acido 2-amino-7-fosfonoheptandico (AP7;
Sigma) foi microinjetado diretamente no Cl nas concentragcbes de 20 ou

40nmol/0,5ul dissolvido em solucgéo salina fisioldgica.

4.3. Cirurgia Estereotaxica

Os animais foram anestesiados com Cloridrato de Ketamina (100mg/Kg) e
Cloridrato de Xilazina (200mg/Kg) em uma relacdo de 1:1, administrado por via
intraperitoneal (i.p.). Em seguida, os animais foram fixados ao aparelho
estereotaxico (David Kopff, USA), pelo rochedo temporal e incisivos superiores,
foram submetidos a tricotomia na regido dorsal da cabeca, seguida de anti-sepsia
com alcool iodado a 3% e administracdo subcutanea de anestésico local (Cloridrato
de Lidocaina a 3%, conjugado com vasoconstritor, norepinefrina 1:50.000).
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A calota craniana foi exposta cirurgicamente, o tecido subcutédneo removido,
assim como o periosteo (por raspagem, com auxilio de pin¢ca e algodao) e em
seguida o cranio foi ajustado em posicédo horizontal, entre bregma e lambda. Trés
orificios foram feitos nos 0ssos parietais, por meio de broca de trepanacao (Beltec
LB-100). Em dois deles foram fixados parafusos de ancoragem, e no outro foi
implantada a canula guia, constituida de um seguimento de agulha de aco inoxidavel
(BD 0,70x25 — 22G1), apresentando 0,6mm de diametro externo, 0,4mm de
diametro interno, para micoinjecao de drogas.

A canula guia foi introduzida no mesencéfalo, direcionado ao ClI e introduzida,
verticalmente a partir do bregma, seguindo as coordenadas propostas por Paxinos e
Watson (1997) utilizando como referéncia para os planos: antero-posterior: -1,6mm;
médio-lateral: -1,2mm; e dorso-ventral: -4,5mm. A cénula foi fixada a superficie
Ossea por meio de uma resina acrilica autopolimerizavel que encontrou sustentacao
adicional nos parafusos de ancoragem. Ao final da cirurgia, cada canula-guia foi
selada em seu interior, com um fio metalico, protegendo-a de impurezas e

entupimentos que prejudicariam a administracao das drogas.

4.4. Distribuicdo dos grupos

Tabela 1: Distribuigcdo dos animais no Experimento I.

INTRA PERITONIAL INTRA CEREBRAL
GRUPOS _ _ n
(i.p.) (i.c.)
Grupo 1 L-NOARG 90mg/Kg Veiculo 10
Grupo 2 Veiculo AP7 20 nmol 08
Grupo 3 Veiculo AP7 40 nmol 09
Grupo 4 L-NOARG 90 mg/Kg AP7 20 nmol 09
Grupo 5 L-NOARG 90 mg/Kg AP7 40 nmol 09
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Tabela 2: Distribuicdo dos animais no Experimento 1.

GRUPOS INTRA CEREBRAL (i.c.) n
Grupo 1 Veiculo 09
Grupo 2 L-NOARG 50 nmol 09
Grupo 3 L-NOARG 100 nmol 08

4.5. Microinjecédo de Drogas

Apés o periodo de 5 dias de recuperacao cirirgica, o fio metélico que protegia
o interior da céanula-guia foi removido. Uma microagulha confeccionada a partir de
uma agulha de injecdo gengival (Injecta, G-30) com comprimento de 15 mm,
conectada a uma microseringa de 10 ul (Hamilton RN-701) por meio de um
seguimento de polietileno, foi inserida na canula, ultrapassando-a em 1,0 mm abaixo
de sua seccao. O volume de 0,5 ul foi microinjetado a uma velocidade de 1 minuto
controlado por uma bomba de microinje¢cdes (modelo Insight Equipamentos BI12000).
Apoés o termino, foi aguardado 1 minuto para a retirada da microagulha, permitindo

assim uma melhor distribuicdo das drogas no tecido encefalico.

4.6. Experimento 1: Avaliacdo do Efeito de Bloqueio de Receptor NMDA
no ClI

No 5° dia pés-cirurgia, os animais foram conduzidos ao laborat6rio onde
receberam a microinjecdo de AP7 20 ou 40 nmol/0,5 ul (Melo et al., no prelo) ou
salina fisiologica 0,9% diretamente no Cl. Apés 10 minutos (Melo et al., no prelo) do
final da injecdo intracolicular foi administrado o L-NOARG 90mg/Kg ou veiculo via
I.p.

O tempo de catalepsia foi avaliado aos 10, 30, 60, 90 e 120 minutos (Del Bel
et al., 2005) apos a injecao i.p. de L-NOARG ou veiculo .

A representacdo esquematica desse experimento esta descrita na figura 7.
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« Microinjegdo 10, 30, 60,
de AP7 20 ou 90e 120
40 nmol/0,5 ul

minutos
apos

*AVALIAGAO

diretamente DO TEMPO DE

no ClI

CATALEPSIA

* Injecao de

10 minutos e
i 90mg/Kg ou
_depois veiculo (i.p.)

Fig. 7: Descrig&o das etapas para realizagdo do Experimento 1.

4.7. Experimento 2: Avaliagdo do Efeito do L-NOARG Microinjetado
Diretamente no ClI

Os animais receberam uma microinjecédo de L-NOARG 50 ou 100 nmol/0,5 pli
(Del Bel, 2003) diretamente no Cl e, 10 min apds, o tempo de catalepsia foi avaliado
como descrito para o Experimento 1. Os animais pertencentes ao grupo controle
receberam uma microinjecdo do veiculo (HCI 0,05N) e 10 minutos apés o tempo de
catalepsia foi avaliado

A representacdo esquematica desse experimento esta descrita na figura 8.

35



Microinjecédo de | 60.120. 180 e ’ AVALIAGAO DO |
L-NOARG 50 ou 240 minutos TEMPO DE
apos CATALEPSIA

A\

100 nmol/0,5 i
diretamente no CI

Fig. 8: Descricdo das etapas para realizacdo do Experimento 2.

4.8. Medida da Catalepsia

A catalepsia foi avaliada posicionando-se o animal com as patas dianteiras
sobre a barra horizontal (diametro 0,5 cm), elevada 8,0 cm do chédo, colocada em
uma caixa de observacdo construida em acrilico transparente localizada em uma
sala com luminosidade controlada (60 lux). O tempo que o animal permaneceu sobre
a barra horizontal foi no maximo de 300 segundos (Del Bel e Guimaraes, 2000).
Caso o animal saisse da barra horizontal antes de 300s ele seria recolocado na por
no maximo trés vezes. Considerava-se encerrado o tempo de observacdo da
catalepsia quando o mesmo tocava o assoalho do campo aberto com as duas patas

dianteiras pela terceira vez.

4.9. Perfusao e Analise Histoldgica

Ao final dos experimentos comportamentais, os animais foram anestesiados
com uma associacao de Cloridrato de Ketamina (100mg/Kg) e Cloridrato de Xilazina
(200mg/Kg) em uma relagdo de volume de 1:1, administrado por via i.p., e
perfundidos via ventriculo esquerdo com solucéo salina fisiolégica 0,9% tamponada,
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seguida por uma solucdo de formaldeido 4%. Os animais foram decapitados e o
encéfalo removido da caixa craniana e colocado em solucéo de formaldeido 4%.
ApoOs dois dias em imersdao de solucdo de formaldeido, os encéfalos foram
congelados em gelo seco e cortados no microtomo (modelo Leika 2000), em
sec¢Oes de 40um. Em seguida os cortes foram moldados, sobre laminas de vidro
gelatinizadas, corados com hematoxilina e eosina, selados com laminulas, balsamo
do Canada e observados sob microscopia de luz. Dados obtidos em animais nos
quais as extremidades inferior da canula-guia estivesse localizada fora do CI, ndo

foram incluidos (n = 27) na analise estatistica.

4.10. Analise Estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). Para
avaliacdo dos tempos de catalepsia dos diversos grupos foi empregada uma ANOVA
nao paramétrica. Foi utilizado o teste Kruskal Wallis, para comparar os efeitos do
tratamento em cada tempo de avaliacdo, seguido do teste Bonferroni, para
comparacdes da significancia entre os grupos. O nivel de significancia foi fixado em
p < 0,05.
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V.RESULTADOS
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5.1. Experimento 1: Avaliacédo do Efeito de Bloqueio de Receptor NMDA
no ClI

Para avaliarmos a participacdo do substrato neural glutamatérgico presente
no ClI, na catalepsia induzida pelo L-NOARG em ratos, foi realizada a administragéo
intracolicular de AP7 20 ou 40nmol/0,5 pl ou salina fisioldgica e 10 minutos apds os
animais receberam uma injecdo i.p. de L-NOARG 90mg/Kg ou veiculo (HCIl). O
tempo de catalepsia foi avaliado 10, 30, 60, 90 e 120 minutos apods a inje¢ao i.p. de
L-NOARG 90mg/Kg ou veiculo (HCI). O indice de catalepsia foi avaliado pelo tempo
gue o animal permaneceu com as duas patas dianteiras sobre a barra horizontal. O
animal poderia ser recolocado por mais duas vezes sobre a barra e 0 tempo maximo
de permanéncia sobre a mesma era de 300 segundos. Caso esse tempo fosse
atingido, o teste era interrompido.

O tempo de catalepsia induzida pela administracdo de L-NOARG e seu
bloqueio pelo antagonista de receptores NMDA, AP7, estdo demonstrados na Figura
9. Pode ser observado que a microinjecédo de AP7 nas doses de 20 ou 40nmol/0,5ul
reduziu significantemente o tempo médio de catalepsia em cada tempo avaliado (10
min: H= 12,48, P= 0,0141; 30min: H= 24,16, P= 0,0001; 60min: H= 25,51, P= <
0.0001; 90min: H= 28,29, P= < 0.0001; 120min: H= 27,19, P= < 0.0001).
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Fig. 9: Efeitos da microinje¢cdo de AP7 20nmol/ 0,5 ul (n= 9) ou 40nmol/ 0,5 ul (n=9) no CI
sobre a catalepsia induzida pelo L-Noarg em ratos. O animal foi mantido na posi¢cdo de
catalepsia por no méaximo 300 segundos 10, 30, 60, 90 e 120 minutos apods a injecao i.p. de
L-NOARG ou veiculo. As colunas representam as médias + EPM sendo * P < 0.05, ** P <
0,001 pelo teste de Kruskal Wallis seguido do teste Bonferroni para multiplas comparacées
entre os tratamentos.

5.2. Experimento 2: Avaliacdo do Efeito do L-NOARG Microinjetado
Diretamente no ClI

Para avaliarmos se a microinjecdo de L-NOARG diretamente no CI poderia
influenciar a catalepsia em ratos, foi realizada uma microinjecao intracolicular de L-
NOARG 50 ou 100nmol/0,5 pl ou salina fisioldgica. O tempo de catalepsia foi
avaliado 60, 120, 180 e 240 minutos ap6s a microinjecdo. O indice de catalepsia foi

avaliado como descrito para o experimento 1.
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A microinjecao intracolicular de L-NOARG nas doses de 50 e 100nmol/ 0,5 pl,
nao interferiu no tempo de catalepsia dos animais (60 min: H= 3,19, P= 0,2023;
120min: H= 2,12, P= 0,3456; 180min: H= 12,27, P= 0,5413; 240min: H= 14,41, P=
0.4864).

Os resultados obtidos no Experimento 2 estdo demonstrados na Figura 10.

30 ~

20 A

ihhllll

60min 120min 180min 240min
TEMPO (MIN)

B VEICULO L-Noarg 50nmol M L-Noarg 100nmol

TEMPO DE CATALEPSIA (S)

Fig. 10: Efeitos da microinjecdo intracolicular de L-NOARG 50nmol/ 0,5 ul (n= 10) ou
100nmol/ 0,5 ul (n=10). As colunas representam as médias + EPM.
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A identificac&o histolégica dos locais de microinjecdo das drogas, nos animais
que participaram dos Experimentos 1 e 2, esta representada na Figura 11. Nem

todos os sitios de microinjecdo estdo representados devido a sobreposicdo dos

mesmaos.

BREGMA - 9.30mm

BREGMA - 8.80mm

BREGMA - 8.72mm

BREGMA - 8.30mm

Fig. 11: Representacdo da localizacdo das canulas (circulos pretos) no Cl em cortes
transversais, seguindo o Atlas de Paxinos e Watson (1997). As figuras representam as
coordenadas do atlas em milimetros em uma visdo posterior. Nem todos os sitios de
estimulacao estao representados devido a sobreposicao.
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VI. DISCUSSAO
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O presente estudo mostra que a injecéo intraperitonial de L-NOARG foi capaz
de promover catalepsia em ratos. Estudos utilizando inibidores da sintese do NO (L-
NOARG, L-NAME, L-NMMA, 7-NIO) mostraram que essas drogas quando
administradas intraperitonialmente sdo capazes de produzir um efeito cataléptico em
ratos. Além disso, quando microinjetados diretamente no estriado também séo
capazes de reproduzir esse efeito, sugerindo que essa estrutura pode ser um
importante sitio de acdo para os efeitos motores observados ap0s a administracao
sistémica dessas drogas (Del Bel et al., 2002; 2003; 2004; 2005).

Inibidores da NOS podem diminuir a atividade motora por interferir na
neurotransmissdo dopaminérgica estriatal. Estudos utilizando inibidores da NOS
mostraram uma reducédo da liberacdo da dopamina no estriado (Bowyer et al., 1995;
Sandor et al., 1995; West et al., 2002) e inibicdo do aumento da atividade motora
encontrada ap6s a administracdo de agonistas de dopamina (Abekawa et al., 1994;
Star e Star, 1995). Drogas que diminuem a neurotransmissdo dopaminérgica no
estriado, como por exemplo os neurolépticos, induzem catalepsia em roedores e
geram sintomas da DP em humanos (Koffer et al., 1978; Sanberg et al., 1988).

Os nucleos da base tém sido implicados em importantes fungdes motoras, em
particular a iniciagdo do movimento. De acordo com o atual modelo de
funcionamento dos nudcleos da base, o0 aumento ou a diminuicdo da atividade da
parte reticulada da substancia negra estdo associados com a facilitagdo ou inibicao,
respectivamente, da iniciacdo de respostas motoras. A dificuldade para iniciar o
movimento (acinesia) é um dos sintomas que caracterizam a DP e lesdes nos
ndcleos da base podem causar desordens de movimentos observadas em diversas
patologias. Os principais sinais e sintomas da DP parecem estar relacionados a
reducdo na neurotransmissao dopaminérgica no estriado como resultado da
degeneracgéo na substancia negra parte compacta (Lange et al., 1997).

A DP é um distarbio progressivo do movimento, descrita inicialmente por
James Parkinson, em 1817 que na época denominou-a “paralisia agitante” (Gerlach
e Riederer, 1996). A DP é caracterizada pela presencga de quatro sinais cardinais da
doenca, quais sejam tremor, lentiddo do movimento (bradicinesia), rigidez e
dificuldades para manter o equilibrio. A evolucdo da doenca caracteriza-se pela
piora da marcha (passos curtos), quedas frequentes, constipacdo, disartria,

dificuldades de degluticdo, sialorréia constante, incontinéncia urinaria e finalmente
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anartria (Weiner, 2008). Esses sinais cardinais iniciam-se unilateralmente e a medida
em que a doenca progride, podem se tornar bilaterais (Eberhardt e Schulz, 2003).

Entretanto, a DP tem sido reconhecida como uma neuropatologia obscura,
que envolve outras regides encefalicas além do sistema dopaminérgico
nigroestriatal, incluindo aquelas que nédo estado diretamente envolvidas no controle
motor como o locus coruleus, o nucleo dorsal do vago, o nucleo da rafe, o
hipotalamo, o tubérculo olfatério e grande parte do coértex limbico e neocortex
(Forno, 1982; Braak, 2003). Varias linhas de evidéncias indicam que mecanismos
patogénicos envolvidos com doencas neurodegenerativas, como a DP, estao
associados com excitotoxidade, dano no DNA e modificacbes protéicas (Zhang, et
al., 2006).

Inibidores da NOS quando administrados sistemicamente em baixas doses,
reduzem a ansiedade em animais e em altas doses diminuem a locomocéo. Os
inibidores da NOS séo capazes de reduzir a neurotransmissao dopaminérgica no
estriado, o que pode explicar pelo menos em parte esses resultados. Estudos
realizados por Del Bel e colaboradores (2005) usando modelos experimentais que
mimetizam sintomas motores presentes na DP, sugerem uma interacdo entre o
sistema nitrérgico e a neurodegeneracdo que acontece em neurbnios
dopaminérgicos na via nigroestriatal.

E interessante observar no presente estudo que a microinjecdo de L-NOARG
diretamente no Cl ndo produz catalepsia. Esses resultados indicam que a inibicdo da
sintese de NO no Cl ndo é capaz de interferir na motricidade do animal. E
interessante observar que o0 L-NOARG quando microinjetado diretamente no
estriado produz catalepsia sugerindo que essa estrutura pode ser um importante
sitio de acdo para os efeitos motores observados apos a administracdo sistémica
dessa droga. Vale ressaltar que no presente estudo, para a microinjecéo
intracolicular de L-NOARG, utilizou-se as mesmas doses (50 ou 100 nmol) capazes
de produzir prejuizos motores quando microinjetadas no estriado (Del Bel, 2003). Os
nossos resultados sugerem que apesar do Cl ndo estar envolvido na iniciacdo do
movimento voluntario, papel esse atribuido aos nacleos da base, é possivel que ele
exerca uma influéncia modulatéria sobre a atividade motora. Os resultados obtidos
com o bloqueio dos receptores glutamatérgicos no Cl sobre a catalepsia induzida

pelo L-NOARG, fortalecem essa proposigao.
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De fato, nossos resultados mostram que a microinjecdo prévia de AP7, um
antagonista competitivo de receptores NMDA, diretamente no ClI foi capaz de reduzir
a catalepsia induzida pela injecéo intraperitoneal de L-NOARG. De acordo com o
que foi sugerido para outras estruturas encefalicas, os presentes resultados
sugerem que 0s mecanismos glutamatérgicos do Cl também parecam ser
importantes para modular as eferéncias motoras nesse circuito. Porém, a natureza
desses mecanismos e como o Cl modula o circuito motor, ainda permanece
desconhecido.

Diversos relatos tém atribuido uma funcdo motora ao Cl. A estimulacdo
elétrica ou quimica dessa estrutura € capaz de produzir excitagdo comportamental
(Brandao et al. 1988; Coimbra et al. 2000). Além disso, diferentes padrdes de
ativacdo comportamental podem ser obtidos a partir da estimulacdo elétrica de
diferentes subndcleos do CIl. A estimulacdo da divisdo dorsal produz fuga
desabalada que perdura por varios segundos apos o término de estimulo (McCown
et al. 1984). A estimulacdo da divisdo ventral produz fuga desabalada que persiste
apenas durante o estimulo (McCown et al. 1984; Bagri et al. 1991). Microinjecdes de
aminoacidos excitatérios no Cl produzem uma ativacado comportamental prolongada
que € intercalada por estados de imobilidade (Cardoso et al. 1994).

Exceto para os circuitos relacionados com o reflexo de sobressalto acustico, o
Cl é a primeira estrutura do sistema auditivo que tem o maior niumero de eferéncias
para as vias motoras e sistemas que coordenam os movimentos. Por exemplo, o ClI
envia projecdes para camadas intermediarias e profundas do coliculo superior que
controla os movimentos da cabeca e olhos para orienta-los em direcao a objetos no
espaco (Henkel e Edwards 1978; Sparks e Nelson 1987; Masino e Knudsen 1993;
Casseday e Covey, 1996).

Além disso, existem também evidéncias que estruturas motoras enviam
projecdes para o Cl. Existem evidéncias de que existem proje¢des reciprocas entre
0 globo pélido e o Cl. O globo pélido além de inervar o brachium do ClI, os cortices
externo e dorsal do Cl também inerva outras estruturas importantes para o controle
motor, como por exemplo a substancia negra (Shinonaga et al. 1992; Yasui et al.
1990; Moriizumi e Hattori 1991; Shammah-Lagnado et al. 1996).

A substancia negra parte reticulada recebe aferéncias GABAérgicas dos

ndcleos da base (Bolam et al. 2000; Castellan-Baldan et al. 2006; Fallon e Laughlin
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1995), mas também envia eferéncias GABAérgicas para o Cl, bem como para o
ndcleo motor do tadlamo, para o coliculo superior e para a substancia cinzenta
periaguedutal dorsal (Fallon e Laughlin 1995; Eichenberger et al. 2002; Castellan-
Baldan et al. 2006). E interessante notar que a substancia negra parte reticulada
esta envolvida na modulacao de respostas que sao evocadas por estimulos elétricos
(Maisonnette et al. 1996; Castellan-Baldan et al. 2006) e quimicos (Castellan-Baldan
et al. 2006) do nucleo central do Cl.

O cortex dorsal do Cl também apresenta conexdes com a substancia cinzenta
periaquedutal e a substancia negra. Ele recebe aferéncias corticais ipsilaterais de
varias regides, como as areas 20, 36 e 41 de Brodmann, e do globo palido
(Moriizumi e Hattori, 1991). Devido a essas diferentes conexdes entre os nucleos do
Cl, Tokunaga e colaboradores (1984), sugeriram uma divisdo entre as funcdes
dessa estrutura: a primeira delas seria uma fungéo de integracdo auditiva, na qual o
ndcleo central seria o responséavel, e a outra funcéo seria a de integracédo sensorial-
motora, que estariam envolvidos os cortices dorsal e externo. E interessante
observar que em nosso estudo a grande maioria dos sitios de microinjecao
localizou-se exatamente nos cortices dorsal e externo do Cl.

Com base no exposto acima e nos resultados obtidos pelo presente estudo, 0
esquema abaixo ilustra uma possivel participacdo do Cl no circuito ja conhecido dos

ndcleos da base que controlam os movimentos.
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Fig. 12: Descrigcdo da projecdes existentes entre o Cl e estruturas motoras.

Observando-se o circuito acima, pode-se deduzir que uma menor excitacao
dos neurbnios GABAérgicos estriado-nigrais (resultado da degeneracdo dos
neurbnios dopaminérgicos excitatorios da via nigro-estriatal) pode resultar em uma
desinibicdo dos neurbnios GABAérgicos que se projetam da parte reticulada da
substancia negra para o Cl. Esses neurbnios mais excitados intensificam seu efeito
inibitério sobre interneurénios opiodidérgicos presentes no Cl, que dessa forma
reduzem sua influéncia inibitoria sobre neurénios glutamatérgicos que se projetam
para nucleos motores pontinos. Esses neurdnios glutamatérgicos por sua vez mais
excitados, aumentariam o tébnus muscular, contribuindo para a catalepsia. Estudos
prévios obtidos em nosso laboratério juntamente com os resultados observados no
presente trabalho mostram que a catalepsia, causada pela diminuicdo da atividade
dopaminérgica no estriado, pode ser revertida pela microinjecdo de antagonistas de
receptores glutamatérgigos do tipo NMDA, provavelmente devido a um bloqueio da
atividade excitatéria dos neurdnios glutamatérgicos que se projetam para os nucleos

pontinos motores. Como resultado haveria uma redugdo do tébnus muscular,
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facilitando o movimento. Inversamente, a administragao de agonista de receptores
NMDA no CI, aumenta o tempo de catalepsia (Melo et al., no prelo).

As evidéncias obtidas no presente trabalho reforcando um papel motor para o
Cl amplia o papel ja conhecido do Cl como uma estrutura acustica primaria. Essa
estrutura ocupa uma posicao crucial na via auditiva priméria, que integra eferéncias
ipsilaterais e contralaterais ascendentes de diversos nucleos auditivos do tronco
encefalico e envia essas informacdes para o talamo auditivo. Adicionalmente, o CI é
também parte do sistema cerebral aversivo, junto com a substancia cinzenta
periaquedutal dorsal, hipotalamo medial e complexo amidaléide (Brandao et al.
1999; 2005).

A interface entre do Cl e o circuito acima mencionado pode ser importante na
modulacdo do comportamento motor e emocao. Neste sentido, € interessante notar
que a bradicinesia, um dos sintomas parkinsonianos, € dependente do estado
emocional do paciente. Por exemplo, pacientes com imobilidade quando estimulados
podem fazer movimentos rapidos como pegar uma bola, ou podem ser capazes de
correr de repente se alguém grita "fogo”. Esse fendmeno (cinesia paradoxal) sugere
que pacientes com DP possuem programas motores intactos, porém apresentam
dificuldade de acessa-los na auséncia de um estimulo externo, como por exemplo,
um barulho, musica cadenciada ou um estimulo visual (Jankovic, 2008). A
estimulacdo sensorial (auditiva ou visual) ou mesmo qualquer mal funcionamento
nas vias responsaveis por esses programas, podem levar a consequéncias na
performance motora (Matsui et al., 2006; Baker et al., 2007; Arias e Cudeiro, 2008).

No que diz respeito ao uso terapéutico da estimulacdo sensorial auditiva em
pacientes com DP que apresentem imobilidade, tem sido mostrado que movimentos
como sair da cama pela manhd ou caminhar, sdo facilitados quando se utiliza
musica como estimulo (Thaut et al., 1999; Thaut et al., 1996). Se considerarmos que
o Cl é uma estrutura importante para selecionar informac6es auditivas e distribui-las
em um ritmo adequado para o desempenho motor (Casseday e Covey, 1996), ndo &
improvavel que as informacfes auditivas consideradas relevantes, ao serem
processados no Cl, possam ativar uma via motora alternativa e dessa forma retirar o

paciente da imobilidade.
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VII.

CONCLUSAO
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O presente estudo mostra que a injecao intraperitoneal de L-NOARG foi
capaz de promover catalepsia em ratos e que este efeito foi reduzido pela
microinjecdo prévia AP7, um antagonista competitivo de receptores NMDA,
diretamente no CI. Esses resultados sugerem que o substrato neural glutamatérgico
presente no Cl pode exercer uma influéncia sobre o estado de imobilidade que é
gerado apés a inibicdo da sintese de NO nos nudcleos da base em ratos. Essa
possibilidade € apoiada pela presenca das conexdes anatbmicas entre o Cl e a
substancia negra (Olazabal e Moore 1989) ou globo palido (Moriizumi e Hattori
1991).
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Tabela 3: Tempo de catalepsia (s) dos animais que receberam microinjecao de veiculo/0,5
ul diretamente no Cl e 10 minutos apés foram submetidos a uma injecéo i.p. de L-NOARG
90mg/Kg. O tempo de catalepsia foi avaliado 10, 30, 60, 90 e 120 minutos da inje¢éo i.p. de

L-NOARG.
Animais _ TE_MPO DE CAT_ALEPSIA (s) _ :
10 min 30 min 60 min 90 min 120 min

01 10 58 271 161 210

02 33 106 279 290 272

03 0 69 295 292 293

04 10 286 283 295 297

05 20 138 278 288 285

06 15 118 211 204 230

07 18 71 207 283 139

08 23 102 275 281 290

09 30 128 193 274 261

10 12 35 93 253 231
MEDIA 17,1 111,1 238,5 262,1 250,8
DesvPad 9,92 69,71 63,02 44,77 49,62
EPM 3,14 22,06 19,94 14,16 15,70

Tabela 4: Tempo de catalepsia (s) dos animais que receberam microinje¢cdo de AP7 20
nmol/0,5 ul diretamente no Cl e 10 minutos apds foram submetidos a uma injecdo i.p. de
veiculo (HCI 0,01N). O tempo de catalepsia foi avaliado apés 10, 30, 60, 90 e 120 minutos
da inje¢éo i.p. de L-NOARG.

Animais

AVALIACAO DO TEMPO DE CATALEPSIA (s)

10 min 30 min 60 min 90 min 120 min

11 16 6 10 12 11
12 36 48 100 30 21
13 6 7 9 19 62
14 0 4 0 0 0
15 3 4 4 7 18
16 5 7 10 5 12
17 5 3 5 7 3
18 0 3 3 10 13

MEDIA 8,875 10,25 17,62 11,25 17,5

DesvPad 12,05 15,34 33,47 9,37 19,27

EPM 4,27 5,44 11,87 3,32 6,83
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Tabela 5: Tempo de catalepsia (s) dos animais que receberam microinjecdo de AP7 40
nmol/0,5 ul diretamente no Cl e 10 minutos apés foram submetidos a uma injegdo i.p. de
veiculo (HCI 0,01N). O tempo de catalepsia foi avaliado apds 10, 30, 60, 90 e 120 minutos
da injecdo i.p. de L-NOARG.

AVALIACAO DO TEMPO DE CATALEPSIA (s)

ARTELS 10 min 30min | 60min | 90min | 120 min
19 0 3 24 3 13
20 3 6 2 18 13
21 6 6 8 12 6
22 2 0 2 2 6
23 4 4 9 3 3
24 11 12 24 33 23
25 6 5 3 6 8
26 14 32 17 17 20
27 5 3 4 11 9

Média 5,666667 7,888889 | 10,33333 | 11,66667 | 11,22222

DesvPad 4,136558 9,060837 | 8,550504 | 9.42809 | 6,32065
EPM 1,378853 3,020279 | 2,850168 | 3,142697 | 2,106883

Tabela 6: Efeito do AP7 sobre a catalepsia induzida pelo L-NOARG. Os animais receberam
microinjecdo de AP7 20 nmol/0,5 ul diretamente no Cl e 10 minutos apés foram submetidos
a uma injecéo i.p. de L-NOARG 90mg/Kg. O tempo de catalepsia foi avaliado apés 10, 30,
60, 90 e 120 minutos da injecéo i.p. de L-NOARG.

AVALIACAO DO TEMPO DE CATALEPSIA (s)

Animais 10 min 30 min 60 min 90 min 120 min
28 7 10 34 37 26
29 0 0 0 0 0
30 0 15 20 46 54
31 3 5 10 13 95
32 0 0 0 0 11
33 6 2 11 17 73
34 1 6 17 81 101
35 5 9 10 71 101
36 3 2 2 2 4
MEDIA 2,77 5,44 11,55 29,66 51,66
DesvPad 2,72 5,10 11,00 30,87 42,51
EPM 0,90 1,70 3,66 10,29 14,17
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Tabela 7: Efeito do AP7 sobre a catalepsia induzida pelo L-NOARG. Os animais receberam
microinjecdo de AP7 40 nmol/0,5 ul diretamente no Cl e 10 minutos apdés foram submetidos
a uma injecao i.p. de L-NOARG 90mg/Kg. O tempo de catalepsia foi avaliado apés 10, 30,
60, 90 e 120 minutos da injecéo i.p. de L-NOARG.

AVALIACAO DO TEMPO DE CATALEPSIA (s)

AUTETE 10 min 30 min 60 min 90 min 120 min
37 18 27 13 24 5
38 4 13 32 58 38
39 5 3 11 9 52
40 18 44 30 65 49
41 2 5 7 43 62
42 6 4 14 41 8
43 19 50 78 65 82
44 4 10 22 46 49
45 3 4 8 14 32
Media 9 14,33 18.66 3033 3166
DesvPad 6,37 9.84 9.46 20.49 10,70
EPM 2.12 3.28 3.15 6.83 6.56

Tabela 8: Efeito da microinjecédo intracolicular de Veiculo (HCI 0,05N)/0,5 ul sobre a
catalepsia. O tempo de catalepsia foi avaliado apdés 60, 120, 180 e 240 minutos da
microinje¢éo de L-NOARG.

AVALIACAO DO TEMPO DE CATALEPSIA (s)

Animais
60min 120min 180min 240min
46 4 3 2 2
47 4 7 17 5
48 18 18 5 10
49 12 24 16 15
50 24 7 17 12
51 5 5 10 12
52 10 20 16 11
53 7 7 5 3
54 8 10 8 12
55 3 3 2 2
Media 9,5 10,4 9,8 8,4
DesvPad 6,83 7,51 6,25 4,88
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EPM

\ 2,16

\ 2,37

\ 1,97

\ 1,54

Tabela 9: Efeito da microinjecdo intracolicular de L-NOARG 50 nmol/0,5 ul sobre a
catalepsia. O tempo de catalepsia foi avaliado apos 60, 120, 180 e 240 minutos da
microinjecéo de L-NOARG.

AVALIACAO DO TEMPO DE CATALEPSIA (s)

ARUTETE 60 min 120 min 180 min 240 min
56 7 10 7 16
57 8 8 20 25
58 10 15 5 5
59 8 12 3 10
60 2 2 3 26
61 5 5 2 5
62 12 8 10 11
63 4 3 2 2
64 4 4 9 8
Média 6,6 7,4 6,7 12,0
DesvPad 3,20 4,36 5,78 8,66
EPM 1,06 1,45 1,92 2,88

Tabela 10: Efeito da microinjecdo intracolicular de L-NOARG 100 nmol/0,5 ul sobre a
catalepsia. O tempo de catalepsia foi avaliado apds 60, 120, 180 e 240 minutos da
microinjecéo de L-NOARG.

AVALIACAO DO TEMPO DE CATALEPSIA (s)
Animais 60 min 120 min 180 min 240 min
65 1 0 1 1
66 10 5 9 10
67 12 7 18 31
68 3 0 1 18
69 2 2 2 4
70 4 4 9 7
71 4 7 17 5
72 15 17 12 28
73 2 4 31 33
74 3 20 31 33
Media 5,6 6,6 13,1 17
DesvPad 4,88 6,76 11,20 13,11
EPM 1,54 2,14 3,54 4,15
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