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RESUMO

MODENA, C.C. Influéncias de um inibidor seletivo da monoamino-oxidase
tipo-B (IMAO-B) na sensibilizacdo comportamental para anfetamina em
camundongos. Sao Paulo, 2006......p. Dissertacdo (Mestrado em
Neurociéncias e Comportamento). Instituto de Psicologia, Universidade de
Sao Paulo, Sao Paulo, 2006.

A sensibilizacdo comportamental € caracterizada por aumento no
efeito comportamental de uma droga ap6s administracdes repetidas. Este
fenbmeno é intensamente aplicado em estudos com modelos animais que
enfocam a dependéncia de drogas. A maioria destas drogas promove
adaptagbes em sistemas de neurotransmissdao, (ex. sistema
dopaminérgico), como € o caso da anfetamina, morfina e etanol. No
entanto, estudos que avaliam os efeitos de drogas administradas durante
a abstinéncia e posterior expressado de sensibilizacdo comportamental sdo
escassos. Neste trabalho avaliou-se as influéncias de um inibidor seletivo
da monoamino-oxidase tipo-B (selegilina, 10mg/Kg) na sensibilizacao
comportamental para anfetamina (2mg/Kg) observada em camundongos.
Os resultados mostraram que o tratamento crénico com anfetamina
promoveu sensibilizacdo comportamental, efeito também observado no
tratamento com selegilina, o qual resultou em sensibilizacao prévia para a
anfetamina, além de potencializar os efeitos desta. Evidenciou-se também
que a sensibilizacdo comportamental ndo € um processo dependente dos
niveis de corticosterona. O tratamento agudo com selegilina reduziu a
atividade locomotora observada em campo aberto devido a hipotenséo e
bradicardia causadas pela mesma. Além disso, a selegilina agudamente
também causou diminuigdo nos niveis de coticosterona motivo pelo qual é
utilizada em clinica veterinaria para o tratamento da Sindrome de Cushing.
O tratamento agudo com anfetamina promoveu aumento no parametro
comportamental, evidenciando seu efeito estimulante, mas n&o causou
hipertensao.

Palavras-chave: Sensibilizacdo. Anfetamina. Selegilina. Camundongos



ABSTRACT

MODENA, C.C. Influences of a selective inhibitor monoamine oxidase
type-B (IMAO-B) in behavior sensitization for amphetamine in mice. Sao
Paulo, 2005. 80p. Boneco da Dissertacdo de Mestrado para qualificacao.
Neurociéncias e Comportamento, Instituto de Psicologia, Universidade de
Sao Paulo.

The behavior sensitization is defined by a progressive enhancement of the
behavioral response after repeated treatments. This phenomenon is
intensely applied in studies with animal models that focus drug addiction.
The majority of these drugs promote adaptations in neurotransmission (ex.
dopaminergic system) as is the case of amphetamine, morphine and
ethanol. However, studies which evaluate the drugs effects during
abstinence and the induction of behavioral sensitization are scarce. In the
present study we evaluated the influences of a selective inhibitor
monoamine oxidase type-B (selegiline, 10mg/Kg) in the behavioral
sensitization for amphetamine (2mg/Kg) in mice. The results shown that
the chronic treatment with amphetamine promoted behavioral sensitization,
like selegiline treatment that results in previous sensitization for
amphetamine therefore potentiate the effects of this drug. Showed up that
behavioral sensitization is not dependent process of the levels of
corticosterone. The acute treatment with selegiline reduced the locomotor
activity in open field test because of hypotension and decrease in heart
rate. Another important acute effect of selegiline is the decrease in
corticosterone levels; this is the cause that this drug is using in treatment of
Cushing syndrome in veterinary. The acute treatment with amphetamine
promoted increase in the locomotor activity, showing this stimulant effect
but did not show effects in the blood pressure.

Key-words: Sensitization. Amphetamine. Selegiline. Mice.



1 INTRODUGAO

1.1 Dependéncia a Drogas

A dependéncia a drogas € um fendmeno complexo caracterizado
por um desejo compulsivo de buscar/obter a droga, persistindo mesmo em
face as conseqiéncias adversas de seu uso. Para muitas pessoas, a
dependéncia a drogas se torna crbnica, reincidindo apds longos periodos
de abstinéncia (ROBINSON e BERRIDGE, 1993). Segundo LAMBERT e
KINSLEY (2005) a dependéncia envolve o aspecto fisiolégico e o
psicolégico do usuario. O fisioldégico é caracterizado por modificacbes na
fisiologia do usuario durante o uso continuo da droga. O aspecto
psioldgico se caracteriza pelos efeitos da droga no usuario que a necessita
para realizar suas tarefas ou somente para poder “viver” cada novo dia!

Mais de trés décadas de pesquisas tém mostrado que a
dependéncia de drogas € passivel tanto por tratamento medicamentoso
quanto psicolégico. Segundo relatérios do NIDA (National Institute on Drug
Abuse, 1997), os melhores resultados no tratamento de individuos
dependentes de drogas sdo conseguidos quando o tipo de droga e as
caracteristicas individuais sdo levadas em consideracdo na escolha da
terapia medicamentosa. Entre os fatores individuais, um dos mais
importantes € a coexisténcia de outros disturbios psiquiatricos, como por

exemplo, depressao, ansiedade e stress. Segundo LAMBERT e KINSLEY



(2005) o stress tem sido identificado como um fator contribuinte para a
aquisicdo e a manutencdo da dependéncia de drogas. Desse modo,
tratamentos que considerem a droga de dependéncia em conjunto com

outros disturbios psiquiatricos existentes tendem a ser mais eficazes.

1.2- Sensibilizacdo Comportamental

Um fendmeno intensamente utilizado em pesquisas de laboratério
que enfocam a dependéncia a drogas € a sensibilizacdo comportamental,
que se caracteriza por uma exacerbacgao no efeito comportamental de uma
droga ap6s administragdes repetidas que persiste mesmo apds longos
periodos de abstinéncia(PIERCE e KALIVAS, 1997; TSAI e HONG, 2003).
Foi caracterizada em 1932 quando os efeitos psicomotores da anfetamina
estavam sendo estudados em animais de laboratério (DOWNS e EDDY,
1932). Em 1958 esse fenbémeno foi registrado em humanos em relacao
aos efeitos psicéticos da anfetamina; esta induz uma psicose indistinguivel
da esquizofrenia paran6ica (CONNELL, 1958).

Evidéncias sugerem que o substrato neural da sensibilizacdo
comportamental seja o sistema dopaminérgico mesotelencefalico
(KUCZENSKI e SEGAL, 1990).

Devido ao papel potencial da sensibilizagdo comportamental na
dependéncia de drogas, tem havido grande interesse em identificar drogas
que atuam em receptores para nicotina, GABA, glutamato do tipo NMDA
(TZSCHENTKE e SCHMIDT, 1999), e colecistocinina (FELICIO et al.,
2001) e neurotensina (COSTA et al., 2001; ROMPRE e PERRON, 2000;

HORGER et al., 1994) que prejudicam tanto a inducéo quanto a expressao



da sensibilizacdo comportamental. No entanto, avaliagdes dos efeitos de
drogas administradas durante a abstinéncia da droga de abuso e na
posterior expressdo da sensibilizacdo sdo escassas. E interessante
observar que esse periodo de abstinéncia corresponderia ao periodo no
qual costuma-se iniciar o tratamento da dependéncia em humanos.
Assim, fica clara a relevancia desse tipo de abordagem na sensibilizacao
comportamental para avaliagdo da eficacia de drogas no tratamento da
dependéncia.

Outro aspecto interessante da sensibilizacdo comportamental é a
sua modulagao por variaveis comportamentais. Por exemplo, tanto o
estresse quanto o isolamento social induzem sensibilizacdo cruzada aos
efeitos psicomotores de drogas de abuso (PIAZZA et al., 1990). Nao
obstante a essas observacdes, PIAZZA et al., (1989) verificaram que a
resposta locomotora inata de ratos a um ambiente novo estaria
correlacionada com o desenvolvimento da sensibilizacdo comportamental.
Assim, animais com alta atividade locomotora, quando expostos a um
ambiente  novo, apresentaram maior predisposicdo para 0
desenvolvimento da sensibilizacdo comportamental em relacdo aos
animais com resposta locomotora baixa. Além disso, PIAZZA et al., (1991)
observaram que os animais com resposta comportamental exacerbada ao
ambiente novo também apresentam uma hiperatividade dopaminérgica no
nucleo accumbens em relagao aos animais com resposta baixa. O nacleo
accumbens também esta envolvido na sensibilizagdo comportamental uma
vez que, como ja citado anteriormente, existe um aumento da liberagéo de

dopamina (DA) (PIERCE e KALIVAS, 1997). Assim, esses resultados em



conjunto apontam que diferengas comportamentais prévias a
sensibilizagdo comportamental estariam associadas com a predisposicao
ao desenvolvimento desse fendbmeno.

Trabalhos para a avaliacdo da sensibilizagdo comportamental tém
sido feitos utilizando-se anfetamina, entre outras drogas (COSTA et al.,
2001; FELICIO, 2001). Como visto anteriormente, a sensibilizacao
comportamental esta intimamente relacionada com a dependéncia de
drogas. Paralelamente, um aspecto clinico importante na dependéncia de
drogas é a coexisténcia de outros disturbios psiquiatricos, como por
exemplo, depressdo e ansiedade, e a necessidade de considerar esses
disturbios em conjunto com a dependéncia para melhor eficacia
terapéutica (NIDA, 1997). Desse modo, seria interessante considerar o
papel da variabilidade das respostas comportamentais em modelos
animais de depressdo e ansiedade no fenémeno de sensibilizacao
comportamental. Atenta-se ainda para o fato da sensibilizacdo
comportamental poder ser induzida por outras drogas, que nao sao
consideradas drogas de abuso, além da anfetamina ou também poder ser

induzida por outras drogas associadas a esta (SPANAGEL, 1995).

1.3- Circuitos dopaminérgicos cerebrais
As drogas que induzem dependéncia quimica representam um
grupo diverso de compostos que diferem em suas acobes
comportamentais e neuroquimicas. Entretanto, praticamente todas

essas drogas podem induzir neuroadaptacées em sistemas de



neurotransmissao (ex. dopaminérgico) como é o caso da anfetamina,
morfina e etanol (PIERCE e KALIVAS, 1997).

Hoje se sabe que a DA representa mais de 50% das catecolaminas
centrais, sendo encontrada em altas concentracées nos nucleos da base,
no ndcleo accumbens, tuberculos olfatérios, nucleo central da amigdala,
eminéncia média e algumas areas do coértex frontal (KANDEL et al., 2003).

As vias dopaminérgicas sdao de suma importancia devido as suas
implicagdes comportamentais, neuroendécrinas entre outras. O
mapeamento destas vias comecou em 1965 com trabalhos que
demonstraram a existéncia de trés vias dopaminérgicas principais no
cérebro: nigroestriatal, mesocortical e mesolimbica que compreende a
tubero-infundibular e a da area postrema (FALLON, 1988; LINDVALL e
BJORKLUND, 1974; UNGERSTEDT, 1971).

O trato nigroestriatal é formado pelos neurbnios da parte compacta
da substancia negra, denominados A9, que se projetam através do feixe
do mesencéfalo para o corpo estriado (DOMESICK, 1988; MONGENSON
et al., 1988; THIERRY et al., 1988).

Os neurbnios dopaminérgicos do trato mesolimbico se projetam
primeiramente da darea ventral tegmental, do grupo de células
denominadas A10, inervando nucleo accumbens, nucleo septal lateral,
amigdala e nucleo caudado lateral. Os corpos celulares desses neur6nios
também dao origem ao sistema dopaminérgico mesocortical, se
projetando para o cértex pré-frontal, girus cinguli e sitios alvo e
neocorticais (DOMESICK, 1988; MONGENSON et al., 1988; THIERRY et

al., 1988). Os neur6nios do grupo A8, que ocupam a porcao retrorubral,



contribuem para a inervagao das areas mesolimbica e estriatal, mas nao
para sitios neocorticais (BERMAN, 1968; DEUTCH, 1988; UNGERSTEDT,
1971).

Os receptores dopaminérgicos estao divididos em duas subfamilias
D1 e D2. A subfamilia D1 inclui os receptores D1, e os receptores D5. A
subfamilia D2 inclui além dos receptores D2, D3 e D4. Os receptores da
subfamilia D1 ativam a adenilato ciclase aumentando os niveis
intracelulares de AMPc (CLARK e WHITE, 1987), sendo expressos em
alta concentragdo no corpo estriado, nucleo accumbens e tubérculo
olfatério (MANSUR e WATSON, 1995). A subfamilia D2 tem influéncia
inibitéria na adenilciclase além de agir por meio de outros segundos
mensageiros que incluem ativacdo dos canais de potassio (K*) e inibicao
dos canais de calcio (Ca®*) (VALLAR e MELDOLESI, 1989). As areas de
maior expressao desses receptores concentram-se na substancia negra
pars compacta, na area ventral do tegmento mesencefalico, no corpo
estriado, no nucleo accumbens e no tubérculo olfatério (MANSUR e
WATSON, 1995).

A anfetamina e a cocaina induzem neuroplasticidade, uma vez que
a primeira aumenta a liberagdo de DA e a segunda inibe a recaptacao,
prolongando o tempo em que a DA permanece na fenda sinaptica
(KANDEL et al., 2003). ROBINSON e BERRIDGE (1993) defendem que a
sensibilizagao do circuito dopaminérgico mesolimbico esta correlacionada
com aspectos motivacionais atribuidos ao ato de buscar/obter a droga,
introduzindo o componente compulsivo na dependéncia. Esses autores

ainda sugerem que a ocorréncia de neuroadaptacdes relacionadas a



sensibilizacdo gera nos dependentes uma hipersensibilidade as drogas e
estimulos relacionados a elas. Tal fendmeno seria efetivo em precipitar
recaida em individuos desintoxicados. Corroborando com isto,
MOGENSON et al., (1988), afirmam que o sistema dopaminérgico
mesolimbico transforma estimulos biologicamente relevantes em
respostas comportamentais a estimulos ambientais e farmacolégicos,
regulando o limite e a intensidade da resposta comportamental ao

estimulo recebido.

1.4.1 Eixo hipotalamo-pituitario-adrenal

O hipotalamo-pituitario adrenal (HPA) mantém os niveis apropriados
de glicocorticoides que sao determinadas por flutuacées na liberacao de
hormonio adrenocorticotrépico (ACTH) pelos corticotropos hipofisarios.
Esses séo regulados pelo horménio de liberagdo da corticotropina (CRH)
que € liberado por neurdnios de CRH do hipotalamo endécrino. Esses trés
o6rgaos em conjunto sdo designados como eixo HPA. A regulacédo deste
eixo é realizada de trés maneiras: o ritmo diurno na esteroidogenese
basal, a regulacdo de retroalimentagcdo negativa pelos corticosteroides
supra-renais e 0os aumentos acentuados da esteroidogenese em resposta

ao stress (SCHIMMER e PARKER, 2003).

1.4.3 Mineralocorticoides
O principal mineracolocorticdide, como ja citado anteriormente, € a
aldosterona. Sua sintese e liberagdo dependem da composicao de

eletrélitos no plasma e do sistema angiotensina Il. As baixas



concentragdes plasmaticas de sédio (Na*) e altos niveis plasmaticos de K*
afetam as células da zona glomerular da supra-renal, estimulando a
liberacao de aldosterona (SCHIMMER e PARKER, 2003).

Os mineralcocorticéides causam alteracbes no sistema
cardiovascular, devido ao controle na excrecao renal de so6dio podendo

causar hipertensado (SCHIMMER e PARKER, 2003).

1.4.2 Glicocorticoides

O principal estimulo fisiolégico responsavel pela sintese dos
glicocorticéides é a presenca de ACTH (como ja citado anteriormente). A
substancia inicial para sintese de glicocorticoides é o colesterol obtido do
plasma e também nos granulos lipidicos das células da camada média do
cértex da supra-renal que & convertido em pregnenoloma e a velocidade
deste processo € regulada pelo ACTH. Os glicocorticdides exercem seus
efeitos sob trés aspectos principais: efeitos metabdlicos e sistémicos
gerais, efeitos da retroalimentacdo negativa sobre a adeno-hipéfise e o
hipotalamo e efeitos antiinflamatérios e imunosupressores (SCHIMMER e
PARKER, 2003).

A liberacdo dopaminérgica no cortex frontal (CLAUSTRE et al.,
1986) aumenta a corticosterona e esta relacionada também a
sensibilizacdo comportamental. Estes efeitos segundo BUUSE et al.,
(2004) seriam possivelmente devido a um efeito indireto como o hormaénio

de liberacdo de CRH.



No sistema cardiovascular os glicocorticéides causam hipertensao
aumentando a expressao dos receptores adrenérgicos na parede vascular
causando vasonconstricdo. Em contrapartida também se observa
hipertensdao em pacientes com secrecao excessiva de glicocorticéides, por
exemplo, pacientes com sindrome de Cushing (BAXTER e ROSSEAU,

1979).

1.4- Corticosterona

O cortex da supra-renal é estimulado pelo ACTH para fabricar seus
esterdides que sao os mineralocoticdides e os glicocorticdides. Os
mineralocorticéides afetam o equilibrio hidroeletrolitico e o principal
horménio é a aldosterona. Os glicocorticéides afetam o metabolismo dos
carboidratos e das proteinas, atividade antiinflamatéria e imunosupressora
e 0s principais horménios em animais sdo: a hidrocorticosona e a
corticosterona (SCHIMMER e PARKER, 2003).

O ACTH estimula a supra-renal porque reage com o receptor
especifico de membrana que é acoplado a proteina G. O ACTH atua
através da proteina G para ativar a adenilil-ciclase e aumentar o conteudo
intracelular de AMP ciclico que € um segundo mensageiro dos efeitos de
ACTH sobre a esteroidogénese. Além disso, a esteroidogénese também é
regulada fisilogicamente pela angiotensina II e K" (SCHIMMER e
PARKER, 2003).

1.5- Sistema cardiovascular e pressao arterial
A pressao arterial é determinada pelo débito cardiaco e pela

resisténcia ao fluxo de sangue nos vasos sanguineos. Os sistemas renina-



angiotensina, hipotalamo, simpatico e parassimpatico participam do
controle do sistema cardiovascular e da pressao arterial (JACKSON,

2003).

1.5.1- Sistema renina-angiotensina

A renina € uma enzima sintetizada, armazenada e secretada na
circulacao arterial renal pelas céluas justaglomerulares granulares. Esta
atua no angiotensinogénio para catalisar a formagdo do decapeptidio
angiotensina |. Este é clivado pela enzima conversora de angiotensina
(ECA) em angiotensina Il. Esta atua através de mecanismos diferentes
para elevar a pressao arterial. Possui uma importante fungdo que é a de
inibir a excrecdo de Na?* e 4gua pelos rins para estabilizagdo da pressao
arterial.
A resposta pressorica rapida a angiotensina Il é devida a um aumento na
resisténcia periférica total, esta ajuda a manter a pressao arterial diante de
um estimulo hipotensivo agudo. A angiotensina Il também aumenta a
contratibilidade e a frequéncia cardiaca. O mecanismo pelo qual a
resisténcia periférica total acontece é pela abertura dos canais de célcio
regulados pela voltagem nos midcitos cardiacos. A contratibilidade e a
freqUéncia cardiaca ocorrem através da facilitacdo do ténus simpético,
aumento da neurotransmissao noradrenérgica e liberagdo supra-renal de
catecolaminas (JACKSON, 2003).

Provoca também uma resposta pressérica lenta que estabiliza a
pressao arterial por um longo periodo. Isto € mediado pela reducao na

funcdo excretora renal. Facilita a neurotransmissdo noradrenérgica



periférica aumentando a liberagdo de noradrenalina (NA) pelos terminais
nervosos simpaticos, inibindo a recaptacao de NA por estes e aumentando

a resposta vascular a noradrenalina (JACKSON, 2003).

1.5.2 Sistema Nervoso autonémico

O sistema nervoso autonémico tem trés principais divisdes:
simpatico, parassimpatico e entérico. As divisbes simpatica e
parassimpatica inervam a musculatura cardiaca, lisa e tecidos glandulares,
também medeiam uma variedade de respostas viscerais. O sistema
entérico consiste em neurbnios sensérios e motores do trato
gastrointestinal que medeiam os reflexos digestivos (MONTANO et al.,
2001).
No sistema cardiovascular o sistema simpatico aumenta a freqiéncia
cardiaca e a forca de contracdo e o sistema parassimpatico induz
bradicardia. A estimulacdo simpatica aumenta a pressao arterial pelo
aumento do débito cardiaco e da resisténcia periférica. O tbénus
vasoconstritor simpatico resulta de um disparo continuo de neurénios
adrenérgicos localizados principalmente no bulbo ventrolateral rostral, e
que inervam os neurbnios pré-ganglionares simpaticos vasoconstritores
(MONTANO et al., 2001).

A estimulagdo parassimpatica tem efeito pequeno sobre a
resisténcia periférica. A vasodilatacdo parassimpatica pode envolver
mensageiros quimicos, como o Oxido-nitrico. A agdo da noradrenalina e

acetilcolina sobre o coracdo € um exemplo do complexo sistema



regulatério celular envolvido no sistema autondmico (MONTANO et al.,

2001).

1.5.3 Noradrenalina e acetilcolina

A NA age sobre o musculo cardiaco estimulando a freqiéncia
cardiaca e a forca de contracdo. Aumenta a forca de contragdo porque
age sobre os receptores B-adrenérgicos, que ativam o sistema de
segundo-mensageiro que utiliza o monofosfato de adenosina ciclico
(AMPc), que aumenta a corrente de longa duracdo de canais de Ca®** do
tipo L do musculo. A ativacdo dos receptores B-adrenérgicos também
diminui o limiar de disparo das células marcapasso cardiacas do nédulo
sinoatrial, aumentando a freqiéncia cardiaca. A adrenalina (AD) circulante
liberada pela medula adrenal reforca estes efeitos da noradrenalina
(HOFFMAN e LIF KOWITZ, 2003).
A acetilcolina € liberada nos terminais nervosos parassimpaticos e diminui
a frequéncia cardiaca pela acao dos receptores muscarinicos a células
dos nodos sinoatrial e atrioventricular, aumentando assim a condutancia
de potassio de repouso nessas células. A acetilcolina também diminui a
frequéncia cardiaca pelo aumento do limiar para o disparo das células
marcapasso de maneira oposta a NA, diminuindo a freqUéncia cardiaca.
inda reduz a forgca de contracao pela diminuicdo do AMPc intracelular

(MILUTINQVIC et al., 2006).

1.6- Anfetamina



A anfetamina € uma amina simpaticomimética de acao indireta. No
SNC, libera monoaminas (como por exemplo, DA, NA e 5-HT) de estoques
nao vesiculares por meio da ligacdo da mesma aos transportadores de
monoaminas, os quais funcionam como falsos substratos, promovendo
assim um transporte reverso do neurotransmissor (VANDERSCHUREN e
KALIVAS, 2000). Como resultado ha maior quantidade destas aminas na
fenda sindptica e por um periodo maior. Devido a estes fatores, seus
principais efeitos em humanos s&o estimulagdo locomotora, euforia,
comportamento estereotipado e anorexia, enquanto que em animais
experimentais s&o aumento do estado de alerta e da atividade locomotora.
Estes efeitos estdo relacionados a ativacdo das vias dopaminérgicas
mesolimbica, mesocortical e nigroestriatal (KUCZENSKI ET AL., 1997).

Além disso, sabe-se que a anfetamina, utilizada repetidamente em
tratamento farmacolégico causa dependéncia e tolerancia. A tolerancia
aos efeitos anorexigénicos e simpaticomiméticos periféricos desenvolvem-
se rapidamente. Quando administrada repetidamente, a anfetamina causa
alteracées em padrées comportamentais que persistem mesmo apdés um
periodo de abstinéncia, e este fendmeno é por muitos pesquisadores
chamada de sensibilizacdo comportamental (KUCKZENSKI et al., 1997). A
sensibilizacdo comportamental, como ja citado anteriormente, ocorre como
ja citado anteriormente, devido a um aumento dos niveis de DA nas vias
mesoestriatal e mesolimbica; estas areas estdo sabidamente envolvidas
na estimulagédo da atividade locomotora. Estudos tém demonstrado que a
anfetamina exerce também uma acdo simpaticomimética periférica,

produzindo aumento da pressao arterial, vasoconstricdo e inibicdo da



motilidade gastrointestinal (KUCKZENSKI et al., 1997; CREESE e
IVERSEN, 1974; KELLY, 1977; COLE, 1978; SESSIONS et al., 1980;

KEHNE et al., 1981; SWERDLOW et al., 1986).

1.7- Selegilina

A sensibilizacdo comportamental pode ser induzida nao sé por
drogas que causam dependéncia mais também por outros tipos de drogas
ou drogas associadas as de abuso. Devido a isto, a selegilina (Deprenyl),
um inibidor seletivo da monoamino—oxidase (MAO) e que é comumente
empregada no tratamento da Doenga de Parkinson, tem sido
recentemente estudada. A MAO é uma enzima que se encontra no interior
das células, ligada a membrana de superficie das mitocéndrias. Converte
as catecolaminas em seus respectivos aldeidos que, na periferia, sao
rapidamente metabolizados pela aldeido desidrogenase nos &acidos
carboxilicos correspondentes. Também oxida outras monoaminas como
DA e serotonina (5-HT). No interior de neurbnios do sistema nervoso
simpatico ela controla o conteldo de DA e noradrenalina (NA) (KNOLL,
1989; RINNE et al., 1991).

Em 1968, descobriu-se que havia dois tipos da MAO: MAO-A: a
qual inativa a 5-HT, NA, tiramina e, em niveis menores, a DA e a AD, b)
MAO-B: que inativa prioritariamente DA e feniletilamina, esta esta presente
apenas em tracos no cérebro. A MAO-B esta presente predominantemente

no



estriado onde é responsavel pelo mecanismo oxidativo de DA nesta
regiao (STANDART e YOUNG, 2001). Por meio da inibicdo da MAO pode-
se atuar no sistema dopaminérgico, proporcionando assim um aumento
significativo da concentracao cerebral de DA.

A selegilina foi descoberta entre 1964 e 1965, por KNOLL et al.,
sendo que as primeiras perspectivas farmacoldgicas desta droga se
voltaram para o metabolismo cerebral, onde possivelmente atua como um
estimulante. Sendo assim, esta substancia foi motivo de intensas
pesquisas nos ultimos 36 anos. No principio, KNOLL nao percebeu que
tinha desenvolvido uma molécula com peculiar atividade sobre
“catecolaminas neurotransmissoras”, provocando especificamente o
aumento de DA e de feniletilamina (KNOLL, 1983). A selegilina é
absorvida rapidamente (Tmax= 0,5 - 2 horas) (HEINONEN et al, 1989b;
GERLACK et al, 1996) e sua metabolizacdo hepatica produz
desmetilselegilina, metaanfetamina e esta em anfetamina (Fig. 1)

(GERLACK et al, 1996; CHRISP et al, 1991).



Desmetilselegilina

Metaanfetamina

\

Anfetamina

Figura 1 — Biotransformacao da selegilina (adaptado de Oliver, 2002)



A selegilina inibe irreversivelmente a MAO-B e o transportador de
DA, interferindo na recaptacao, sintese e liberacao desta. A peculiaridade
dessa molécula € a sua caracteristica como inibidora seletiva dose-
dependente da MAOQO: até a dosagem de 15mg/dia, inibe apenas a MAO-B;
acima dessa dosagem, especialmente a partir de 20mg/dia, pode atuar
também sobre a MAO-A. Provoca também uma inibicdo na recaptacao de
NA e tiramina, o que inibe o efeito “simpatomimético” indireto da tiramina e
aumenta ainda a feniletilamina, tem rapida acao, aumentando a DA sobre
os receptores dopaminérgicos estriados pods-sinapticos e uma acao
prolongada sobre a liberacdo de DA (isto se refere a seu papel
neuromodulador) (KNOLL, 1989).

Além disso, a selegilina tem uma acéo sobre os radicais livres de
oxigénio por meio de uma diminuicdo na formacdo de peroxido de
hidrogénio proveniente do metabolismo de DA, ao inibir a MAO-B e
aumentar a atividade de radicais enddgenos superdxido “desmutase e
catalase” (Fig. 2) (KNOLL, 1989; MARSDEN, 1990), sendo capaz de
retardar a morte neuronal (RINNE et al, 1991). Outro trabalho sugere
ainda que a selegilina estaria ligada a liberacao de fatores de crescimento

neuronais (RICHARDSON, 1993).



DA + O, + H,O

|

DOPAC + NH3 + H202

H202 + F62+

!

OH + OH + Fe’**

Figura 2 — Produgéao de radicais livres pelo metabolismo da DA.

Observando-se as peculiaridades da selegilina pode-se avaliar sua
associacdo com a anfetamina durante o tratamento e a abstinéncia desta
droga no comportamento de camundongos. No entanto, praticamente néo
existem trabalhos descritos cujo enfoque seja a interagdo anfetamina -

selegilina, sob o ponto de vista da sensibilizagdo comportamental.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar as influéncias de um inibidor seletivo da monoamino-oxidase
Tipo B (selegilina) na sensibilizagdo comportamental para anfetamina em

camundongos.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar a influéncia do tratamento da selegilina em:
e aspectos motores de camundongos observados no campo aberto.

e aspectos comportamentais de camundongos avaliados no labirinto

em cruz elevado.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss, machos, mantidos no
biotério do laboratério de Farmacologia Aplicada e Toxicologia do
Departamento de Patologia da FMVZ-USP, acondicionados em gaiolas de
polipropileno medindo 41x34x16 cm e com cama de maravalha
autoclavada. Agua e comida foram fornecidas ad libitum, durante todo
procedimento experimental. Os animais permaneceram em salas com
temperatura controlada (20 a 23°C), umidade relativa do ar entre 65 e 70%
e com ciclo de luz de 12 horas claro/escuro (luzes acesas as 6:00 horas).
Nos dias de observacdo os animais foram levados para a sala de
experimentagdo uma hora antes do inicio das manipulagdes. Os animais
controle e experimental foram observados intercaladamente durante a fase
clara do ciclo de luz, entre 13:00 e 17:00 horas. Todos 0s procedimentos
experimentais obedeceram as normas relativas ao uso de animais de
experimentacdo descritas pelo Comité de Manutencdo e Uso de Animais
de Laboratério da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da

Universidade de Sao Paulo e foram aprovados pela Comissdo de Bioética



da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da universidade de Sao

Paulo processo numero: 728/2005.

3.2 Drogas
e Sulfato de d-anfetamina — Sigma®

e Selegilina — L-Deprenyl Hidrocloryde - Sigma®

As drogas foram preparadas em solucdes que permitiam injetar um
volume de 1,0ml.Kg" de peso corporal. A anfetamina e selegilina foram
dissolvidas em solucdo salina 0,9%. Os animais controle receberam
volumes de solucdo salina iguais aqueles dos animais dos grupos
experimentais. Todas as injecbes foram administradas por via

intraperitoneal (i.p.).

3.3 Avaliagdes Comportamentais
3.3.1 Quantificacao da atividade locomotora em campo aberto

O registro da atividade locomotora foi realizado em campo aberto,
(Fig. 3A) que é constituido por uma arena circular de madeira com 40cm
de didmetro por 40cm de altura, pintada na cor cinza chumbo fosco. A
arena € dividida em zonas central e periférica (regido tigmotaxica)

(Fig.3B).



(B)

Figura 3 — (A) Aparelho de campo aberto, utilizado nos procedimentos
experimentais, (B) constituido por duas zonas: C - central e P - periférica.

As observacdes foram realizadas com o auxilio de um sistema de
rastreamento de imagem computadorizado (Ethovision - Noldus
Information Technology®). Esse sistema inclui o programa Ethovision Pro-
Color 1.9, camera filmadora (Sony CCD-lIris color video camera), monitor
de video (Sony®), placa de captura de video (TARGA+Truevision, 2D,
NTSC®) e computador pessoal (Pentium 133, 16 mB de meméria RAM,

1.2gB de disco rigido), com monitor, teclado e mouse.



A partir de imagens recebidas pela camera filmadora e digitalizadas
na placa de captura, o programa cria coordenadas espaciais (x e Y) do
centro de gravidade do animal em intervalo de tempo determinado
segundo taxa de amostragem pré-configurada. A taxa de amostragem
ideal para roedores é entre 2 a 8 amostras por segundo, sendo que uma
amostragem superior a 8 excede a dindmica do roedor, capturando
movimentos corporais que nao indicam deslocamento, e portanto
superestimando a distancia movida. A taxa de amostragem utilizada foi de
6,6 amostras por segundo.

Para o estudo, cada animal foi colocado individualmente no centro
da arena e sua atividade registrada por periodos de 15 minutos pelo
Ethovision. Entre as observacdes de cada animal o campo aberto foi
limpo com solugao de alcool a 5%.

Os parametros quantificados pelo Ethovision foram: distancia
percorrida total e nas zonas central e periférica (cm), velocidade média
total e nas zonas central e periférica (cm/s), tempo nas zonas central e
periférica (s), tempo de movimento nas zonas central e periférica (s) e
levantar na arena.

Vale ainda ressaltar, que com a utilizacdo do Ethovision a
observacdo comportamental é feita sem a presenca do observador,

minimizando as influéncias humanas sobre o teste comportamental.

3.3.2 Avaliagdo do comportamento no labirinto em cruz elevado
O aparelho consiste num labirinto em cruz elevado feito de madeira,

elevado a 50cm do chao e com dois bragcos abertos opostos de 28,5x7,0



cm cruzados em angulos retos com dois bragos nas mesmas dimensdes
fechados por paredes de 14 cm de altura, tendo o teto aberto (Fig.4 A e
B). Os animais foram colocados individualmente no centro do aparelho e
observados por 5 minutos. Para a quantificagdo dos paréametros foi
utilizado um sistema de rastreamento por imagem (Ethovision), como
descrito no item 3.3.1, com 6,6 medidas por segundo. Os parametros
quantificados foram: numero total de entradas nos bragos abertos e tempo
de permanéncia nos bragos abertos. O aparelho foi limpo com alcool a 5%

entre a observacao de cada animal.

Figura 4 — Labirinto em cruz elevado, utilizado nos procedimentos experimentais
evidenciando (A) bragos abertos e (B) bragos fechados.

3.4 Medida da presséo arterial

As medidas caudais da presséo arterial sistolica e da frequiéncia
cardiaca foram determinadas durante o periodo experimental pelo método
de medida indireta, utilizando-se um sistema computadorizado de medida

caudal (BP 2000 Visitech Systems, figura 5). A pressao arterial e a



freqiéncia cardiaca para cada animal foram determinadas apés uma
semana de habituagcado dos animais no aparato e foram feitas 20 medidas

para cada animal.

Lt

lof

Figura 5 — BP 2000 Visitech System — Sistema Computadorizado de medida da
pressao arterial indireta.

3.5 Dosagem hormonal

A corticosterona foi medida por radioimunoensaio. A dosagem foi
determinada em fase sélida, empregando-se o Kit Comercial da COAT-A-
COUNT®, seguindo protocolo descrito pelo fabricante (DPC-Medlab). Este
Kit usa como elemento tracador o 1'®>. O parametro de qualidade foi
estabelecido de acordo com a rotina do Laboratério de Dosagens
Hormonais FMVZ-USP onde se realizou a dosagem. Os resultados foram
expressos em ng de hormdnio/ml de soro. A variagdo intra-ensaio foi

abaixo de 3,63%.



3.6 Analise estatistica
Os resultados da atividade locomotora no campo aberto e a

resposta ao labirinto em cruz elevado, foram avaliadas pelo Teste de

Andlise de Variancia (ANOVA), seguido de teste post hoc de Bonferroni,

quando necessario.
Os resultados de freqiiéncia cardiaca e de pressao arterial foram

avaliados pelo teste t de student.

Os niveis de Corticosterona do experimento cronico foram

avaliados pelo teste ndo paramétrico de Andlise de Variancia (Kruskal-

Wallis), seguida de Dunn.
Os niveis de Corticosterona do experimento agudo foram avaliados

pelo teste de Mann-Whitney.
Para todas as andlises estatisticas foi utilizado o programa

GraphPad Instat. Foi considerada diferenga estatisticamente significante

quando p<0,05.



4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E RESULTADOS

4.1 Delineamento Experimental Geral — Tratamento crénico

Foram utilizados 105 camundongos machos divididos em 7 grupos
iguais. Os animais foram submetidos a um pré-tratamento com solucao
salina 0,9% (V), anfetamina (A, 2mg/Kg) ou selegilina (S, 10mg/Kg) por 14
dias, em dias alternados. Durante o periodo de abstinéncia, os animais
receberam injecdo de solucao salina 0,9% ou selegilina (10mg/Kg), por 7
dias consecutivos. No 21°dia foi administrada anfetamina (2mg/Kg), ou
selegilina (10mg/Kg) sendo esta considerada dose desafio. Apdés 15
minutos, os animais foram testados em campo aberto por um periodo de
15 minutos e em seguida foram testados no labirinto em cruz elevado por
5 minutos. No dia seguinte, pela manha, os animais receberam uma
injecdo de anfetamina ou selegilina e apds 15 minutos foram decapitados
para coleta do sangue. O sangue foi entdo centrifugado durante 10
minutos, o soro foi coletado e mantido em temperatura adequada (-20°C)
até o dia da dosagem hormonal.

Segue abaixo o delineamento dos tratamentos que foram realizados

em cada grupo experimental:



Pré - tratamento Abstinéncia Des

Solugdo salina Solugdo salina ~ Anf

Dias1| | | | | L [14)00l11L121 |

| injecdes de solucgao salina

| injecdes de anfetamina (Anf.)
Pré-tratamento: 7 inje¢cdes em dias alternados
Abstinéncia: 7 injecdes consecutivas
Des: desafio
CA: campo aberto
LCE: labirinto em cruz elevado
Decap: decapitacao

CA
+ Anf Decap
LCE 22 |

Figura 6 - Efeitos da anfetamina em animais tratados com solugéo salina 0,9% na

fase de pré-tratamento (VVA, n=11).

Pré-tratamento Abstinéncia Des

Anfetamina Solugdo salina Anf

Dias1) | | | L | [ 1M4]L111L1L20 |

| injecdes de solucdo salina

| injecdes de anfetamina (Anf.)
Pré-tratamento: 7 injecdes em dias alternados
Abstinéncia: 7 inje¢des consecutivas
Des: desafio

CA: campo aberto
LCE: labirinto em cruz elevado

Decap: decapitagao

CA
+
LCE

Anf Decap
22 |

Figura 7 - Efeitos da anfetamina em animais tratados com anfetamina na fase de pré-

tratamento (AVA, n=12).




Pré-tratamento Abstinéncia Des

Solugio salina Selegilina Anf

Diasl] | | | L | 14y}l lll]21 |

| 1injecdes de solucdo salina

| 1njecdes de anfetamina (Anf.)

| 1injecdes de selegilina

Tratamento: 7 injecdes em dias alternados
Abstinéncia: 7 inje¢des consecutivas

Des: desafio

CA: campo aberto

LCE: labirinto em cruz elevado

Decap: decapitagao

CA
+ Anf Decap
LCE 22 |

Figura 8 - Efeitos da anfetamina em animais tratados com solugéo salina 0,9% na
fase de pré-tratamento e que receberam selegilina durante a abstinéncia (VSA,

n=10).

Pré-tratamento Abstinéncia  Des

Anfetamina Selegilina Anf

Diasl] | | | L | L1401l Jil]21 |

| injecdes de anfetamina (Anf.)

| 1injecdes de selegilina

Tratamento: 7 injecdes em dias alternados
Abstinéncia: 7 injecOes consecutivas

Des: desafio

CA: campo aberto

LCE: labirinto em cruz elevado

Decap: decapitacao

CA
+
LCE
Anf Decap
22 |

Figura 9 - Efeitos da anfetamina em animais tratados com anfetamina durante a
fase de pré-tratamento e que receberam selegilina durante a abstinéncia (ASA,

n=11).




Pré-tratamento Abstinéncia Des

CA
Solucdo salina Solugdo salina  Selegilina 4 Selegilina Decap

Diasl | | | L | 14 ]ll1L1] 21 | LCE 22 |

| injecdes de solucdo salina

| injecdes de selegilina

Tratamento: 7 injecdes em dias alternados
Abstinéncia: 7 inje¢des consecutivas

Des: desafio

CA: campo aberto

LCE: labirinto em cruz elevado

Decap: decapitagao

Figura 10 - Efeitos da selegilina em animais tratados com solugéo salina 0,9%
durante a fase de pré-tratamento (VVS, n=11).

Pré-tratamento Abstinéncia Des CA
+
Selegilina Solugdo salina ~ Selegilina [ g Selegilina Decap
Diasl| | | | | | J14]]1L11] 21 | 22 !

| 1inje¢des de solugdo salina

| injecdes de selegilina

Tratamento: 7 injecdes em dias alternados

Abstinéncia: 7 inje¢des consecutivas

Des: desafio

CA: campo aberto

LCE: labirinto em cruz elevado

Ddgawa detapitieiios da selegilina em animais tratados com selegilina na fase de pre-

tratamento (SVS, n=11).




Pré-tratamento Abstinéncia Des A

Selegilina Solugdo salina  Anf + Anf Decap

Diasl | | | | | 14 [l 1L]121 ] LCE 22 |

| injecdes de solucdo salina

| injecdes de selegilina

| injecdes de anfetamina (Anf)
Tratamento: 7 injecdes em dias alternados
Abstinéncia: 7 injecOes consecutivas

Des: desafio

CA: campo aberto

LCE: labirinto em cruz elevado

Decap: decapitacao

Figura 12 - Efeitos da anfetamina em animais tratados com selegilina na fase de
pré-tratamento (SVA, n=11).

4.2 Delineamento Experimental Geral — Tratamento agudo

Foram utilizados 45 camundongos machos divididos em 3 grupos
iguais. Os animais foram submetidos a uma dose aguda de solucao salina
0,9%, anfetamina (2mg/Kg) ou selegilina (10mg/Kg). Ap6és 15 minutos, os
animais foram testados em campo aberto por um periodo de 15 minutos e
logo apds foram testados no labirinto em cruz elevado por 5 minutos.
Imediatamente apds os animais dos grupos salina e selegilina foram
decapitados para coleta do sangue. O sangue foi entdo centrifugado
durante 10 minutos, e o0 soro foi coletado e mantido em temperatura
adequada (-20°C) até o dia da dosagem hormonal.

Segue abaixo o delineamento dos tratamentos que foram realizados em

cada grupo experimental:




CA LCE DECAP

Solugdo salina

! l l l

| dose aguda de solugdo salina
CA campo aberto

LCE labirinto em cruz elevado
DECAP decapitacao

Figura 13 - Efeitos da administragdo aguda de solugdo salina 0,9% no
comportamento avaliado em campo aberto e labirinto em cruz elevado.

CA LCE DECAP
Anfetamina

l l l l

| dose aguda de anfetamina
CA campo aberto
LCE labirinto em cruz elevado

DECAP decapitacao
Figura 14 - Efeitos da administracdo aguda de anfetamina no comportamento

em campo aberto e labirinto em cruz elevado.

CA LCE DECAP
Selegilina

l l l l

| dose aguda de selegilina
CA campo aberto
LCE labirinto em cruz elevado
DECAP decapitagdo

Figura 15 — Efeitos da administracdo aguda de selegilina no comportamento em
campo aberto e labirinto em cruz elevado.




4.3 Delineamento Experimental Geral — Pressao Arterial

Foram utilizados 30 camundongos machos divididos em 3 grupos
iguais. Os animais foram submetidos ao aparelho de medida indireta da
pressao arterial Conforme descrito em item 3.4 de material e métodos.
Apé6s estas medidas os animais receberam uma dose aguda de solucao
salina 0,9%, anfetamina (2mg/Kg) ou selegilina (10mg/Kg). Apés 15
minutos, os animais foram testados novamente no aparelho para mais 20
medidas.

Segue abaixo o delineamento dos tratamentos que foram realizados em

cada grupo experimental:

Medidas 15 minutosl Medidas
Basais (20) Desafio (20)
Salina
! ! !

| dose aguda de solucdo salina 0,9%
Medidas realizadas por medida indireta de pressao arterial

Figura 16 - Efeitos da administracdo aguda de solucdo salina 0,9% na freqiiéncia
cardiaca e pressao arterial.

Medidas ‘ Medidas
15 minutos
Basais (20) - > Desafio (20)
Anfetamina
! l l

| dose aguda de anfetamina
Medidas realizadas por medida indireta de pressao arterial

Figura 17 - Efeitos da administracdo aguda de anfetamina na freqléncia
cardiaca e pressao arterial.



Medidas 15 minutos Medidas
Basais (20) —_— Desafio (20)
Selegilina

l l l

| dose aguda de selegilina
Medidas realizadas por medida indireta de pressdo arterial

Figura 18 - Efeitos da administracao aguda de selegilina na freqiiéncia cardiaca e
pressao arterial.

4.4 Experimento 1. Efeitos do tratamento crénico com selegilina ou
anfetamina na sensibilizacdo comportamental para

anfetamina, observado no campo aberto.

Os animais foram submetidos a um pré-tratamento, a abstinéncia e
ao desafio conforme item 4.1 do Delineamento Experimental Geral. Apés
15 minutos, os animais foram testados em campo aberto por um periodo
de 15 minutos conforme item 3.3.1 de material e métodos.

Para este experimento foram formados os seguintes grupos: VVA,

VVS, AVA, SVS, VSA, SVA, ASA.



Resultados

Distancia Percorrida

A)Total

A andlise estatistica mostrou aumento significante do grupo AVA em
relacdo aos grupos VVA, VVS, SVS, VSA. O grupo SVS mostrou reducao
significante em relacdo aos grupos VVA, AVA, VSA, SVA, ASA. O grupo
AlA apresentou aumento significante em relacdo aos grupos VVA, VVS,

AVA, SVS, VSA, SVA (Fs70=26.604; Fig.19).

B)Central

A analise estatistica da distancia percorrida na zona central mostrou
aumento significante do grupo AVA em relagao aos grupos VVA, VVI e
SVS. O grupo IVI mostrou reducdo significante em relacdo aos grupos:
AVA, VSA, SVA e ASA. O grupo ASA apresentou aumento significante em

relagéo aos grupos VVA, VVS, SVS, VSA e SVA (Fs,70=15,165; Fig.19).

C)Periférica

A analise estatistica da distancia percorrida na zona periférica mostrou
aumento significante do grupo AVA em relacdo aos grupos VVA, VVS,
SVS, VSA e SVA. O grupo SVS mostrou reducgao significante em relacao
aos grupos: VVA, AVA, VSA e ASA. O grupo ASA apresentou aumento
significante em relacdo aos grupos VVA, VVI, SVS, e SVA ((Fs70=15,678;

Fig.19).



Velocidade Média

A)Total

A velocidade média (cm/s) na total mostrou aumento significante do
grupo AVA em relacdo aos grupos VVA, VVS, e SVS. O grupo SVS
mostrou reducao significante em relacao aos grupos: AVA, VSA, SVA e
ASA. O grupo ASA apresentou aumento significante em relagdo aos

grupos VVA, VVS, AVA, SVS, VSA e SVA (Fs70=28.335; Fig.20).

B)Central

A velocidade média (cm/s) na zona central mostrou aumento
significante do grupo AVA em relacao aos grupos VVA, VVS, SVS e SVA.
O grupo SVS mostrou reducao significante em relacdo aos grupos: AVA,
VSA, SVA e ASA. O grupo ASA apresentou aumento significante em

relagéo aos grupos VVA, VVS, SVS, VSA e SVA (Fs,70=13,826; Fig.20).

C)Periférica

A velocidade média (cm/s) na zona periférica mostrou aumento
significante do grupo AVA em relagdo aos grupos VVA, VVS e SVS. O
grupo SVS mostrou reducao significante em relacdo aos grupos: AVA,
VSA, SVA e ASA. O grupo ASA apresentou aumento significante em
relacdo aos grupos VVA, VVS, AVA, SVS, VSA e SVA (Fe70=24,840;

Fig.20).



Tempo em movimento

A)Total

O tempo em movimento apresentou aumento significante do grupo
AVA em relacdo aos grupos VVA, VVS e SVS. O grupo SVS mostrou
diminuicao significante em relacdo aos grupos AVA, VSA, SVA e ASA. O
grupo ASA apresentou aumento significante em relacao aos grupos VVA,

VVS, SVS, VSA e SVA (Fs70=21,213; Fig.21).

B)Central

O tempo em movimento apresentou diminuicdo significante no grupo
AVA em relacao ao grupo ASA. O grupo SVS também mostrou diminuicao
significante em relacdo aos grupos AVA, VSA, SVA e ASA. O grupo ASA
apresentou aumento significante em relacdo aos grupos VVA, VVS, AVA,

SVS, VSA, e SVA (Fs70=13,624; Fig.21).

C)Periférica

O tempo em movimento apresentou aumento significante no grupo
ASA em relagéo aos grupos VVA,VVS, SVS e VSA. O grupo SVS mostrou
diminuicao significante em relacdo aos grupos AVA, VSA, SVA e ASA. O
grupo ASA apresentou aumento significante em relacao aos grupos VVA,

VVS, SVS, VSA e SVA (Fs70=16,328; Fig.21).



Tempo na zona

A)Central
Nao houve alteracao no tempo de permanéncia (s) na zona central

(F6,70=0,507; Fig. 22).

B)Periférica
Nao houve alteracdo no tempo de permanéncia (s) na zona

periférica (Fe70=0,486; Fig. 22).

Levantar

O levantar apresentou aumento significante no grupo AVA em
relacdo aos grupos VVA, VVS, SVS, e SVA. O grupo SVS mostrou
diminuicao significante em relacdo aos grupos AVA, VSA, SVA e ASA. O
grupo ASA apresentou aumento significante em relacao aos grupos VVA,

VVS, SVS, VSA e SVA (Fe.70=17,46; Fig.23).
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Figura 19 - Efeitos do tratamento crénico com IMAO-B ou anfetamina na avaliacdo da
distancia percorrida (cm) no campo aberto. Resultados expressos em média * erro padrao.
* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 em relagao ao grupo VVA. & p<0,001 em relag&o ao grupo
VVI. # p<0,05, ## p<0,001 em relagdo ao grupo AVA. a p<0,01, ot p<0,001 em relagéo ao
grupo SVS. 6 p<0,05, 66 p<0,001 em relacao ao grupo ASA. ANOVA, Bonferroni.
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Figura 20 - Efeitos do tratamento crénico com IMAO-B ou anfetamina na
avaliacao da velocidade média (cm/s) no campo aberto. Resultados expressos
em média * erro padrdo. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 em relagdo ao grupo
VVA. & p<0,001 em relagdo ao grupo VVS. # p<0,05, ## p<0,001 em relagéao
ao grupo AVA. a p<0,01, o p<0,001 em relagéo ao grupo SVS. 6 p<0,05, 66
p<0,001 em relacao ao grupo ASA. ANOVA, Bonferroni.
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Figura 21 - Efeitos do tratamento crénico com IMAO-B ou anfetamina na
avaliagdo do tempo em movimento (s) no campo aberto. Resultados
expressos em média £ erro padrdo. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 em
relagdo ao grupo SSA. & p<0,001 em relacdo ao grupo SSI. # p<0,05, ##
p<0,001 em relagdo ao grupo ASA. a p<0,01, oo p<0,001 em relacdo ao
grupo ISI. 6 p<0,05, 66 p<0,001 em relagdo ao grupo AlA. ANOVA, Bonferroni.
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Figura 22 — Efeitos do tratamento crénico com IMAO-B ou anfetamina na avaliagdo do
tempo de permanéncia (s) no campo aberto. Resultados expressos em média + erro
padrao. Nao houve diferengas estatisticamente significantes entre os grupos. p<0,05;
ANOVA, Bonferroni.
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Figura 23 — Efeitos do tratamento crénico com IMAO-B ou anfetamina na avaliagdo do
numero de levantar no campo aberto. Resultados expressos em média + erro padréo. *
p<0,05, *** p<0,001 em relagéo ao grupo VVA. & p<0,001 em relacdo ao grupo VVS. #
p<0,05, ## p<0,001 em relacdo ao grupo AVA. a p<0,001 em relagdo ao grupo SVS. 6
p<0,05, 66 p<0,01 em relacao ao grupo ASA. ANOVA, Bonferroni.



4.41 Experimento 2: Efeitos do tratamento crénico com IMAO-B ou
anfetamina na sensibilizacdo comportamental para

anfetamina, no labirinto em cruz elevado.

Os animais foram submetidos a um pré-tratamento, a abstinéncia e
ao desafio conforme item 4.1 do Delineamento Experimental Geral.
Imediatamente apds a avaliacdo em campo aberto, os animais foram
testados no labirinto em cruz elevado por 5 minutos, conforme item 3.3.2
de material e métodos.

Para este experimento foram formados os seguintes grupos: VVA,

VVS, AVA, SVS, VSA, SVA e ASA.

Resultados

Porcentagem do numero de entradas nos bracos abertos

Andlise estatistica mostrou que nao houve alteracdo na
porcentagem de entradas nos bracos abertos nos grupos avaliados

(Fe,70=0,889; Fig.24.).

Porcentagem do tempo de permanéncia nos bracos abertos

Analise estatistica mostrou aumento significante do grupo AVA em
relacdo ao grupo VVS na porcentagem do tempo de permanéncia nos

bracos abertos (Fg 70=1,045; Fig.25).
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Figura 24 — Efeitos do tratamento cronico com IMAO-B ou anfetamina na
avaliagdo da porcentagem do numero de entradas nos bragos abertos no
labirinto em cruz elevado. Resultados expressos em média + erro padrdo. Nao
houve alteracdo estatisticamente significante entre os grupos. p>0,05;
ANOVA; Bonferroni.
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Figura 25 — Efeitos do tratamento crénico com IMAO-B ou anfetamina na
avaliacdo da porcentagem de tempo de permanéncia nos bragos abertos no
labirinto em cruz elevado. Resultados expressos em média + erro padrdo. *
p<0,05 em relacao ao grupo VVS. ANOVA; Bonferroni.



4.4.2 Experimento 3: Efeitos do tratamento crénico com selegilina ou

anfetamina, nos niveis de corticosterona.

Os animais foram submetidos a um pré-tratamento, a
abstinéncia e ao desafio conforme item 4.1 do Delineamento Experimental
Geral. Imediatamente apdés a avaliagdo em campo aberto 0s animais
foram testados no labirinto em cruz elevado. No dia seguinte os animais
receberam uma injecao de solucao salina, anfetamina ou selegilina e ap6s
15 minutos foram decapitados e o sangue foi coletado. A corticosterona foi
dosada a partir do soro conforme item 3.3.4 de material e métodos.

Para este experimento foram formados os seguintes grupos: VVA,
VVS, AVA, SVS, VSA, SVA, ASA.

Resultados

Niveis de corticosterona

A analise estatistica mostrou aumento significante do grupo SVS em
relagdo aos grupos VVA e VVS. O grupo ASA mostrou aumento
estatisticamente significante em relacdo aos grupos VVA, VVS, AVA e

VSA (KW= 18.220) (figuras 26 e 27).
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Figura 26. Efeitos do tratamento crbnico com selegilina ou anfetamina, nas
concentragdes séricas de corticosterona (ng/ml). Resultados expressos em
valores individuais + medianas. * p<0,05 em relacdo ao grupo VVA. & p<0,01,
&& p<0,001 em relagao ao grupo VVS. # p<0,05, ## p<0,01 em relagdo ao grupo
AVA. 6 p<0,05 em relacdo ao grupo VSA. Kruskall-Wallis, Dunn.
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Figura 27. Efeitos do tratamento crbnico com selegilina ou anfetamina, nas
concentracoes séricas de corticosterona (ng/ml). Resultados expressos em
mediana * coeficiente de variagdo. * p<0,05 em relacdo ao grupo VVA. &p<0,01,
&&p<0,001 em relacdo ao grupo VVS. # p<0,05, ## p<0,01 em relagdo ao grupo
AVA. 6 p<0,05 em relacéo ao arupo VSA. Kruskall-Wallis, Dunn.



4.5 Experimento 4: Efeitos do tratamento agudo com selegilina ou
anfetamina, na atividade locomotora em campo

aberto.

Os animais foram submetidos a administracdo aguda de selegilina,

anfetamina ou solugdo salina conforme item 4.1 do Delineamento

Experimental Geral. Ap6s 15 minutos, os animais foram testados em

campo aberto conforme item 3.3.1 de material € métodos.

Resultados

Distancia percorrida

A) Total
A analise estatistica mostrou aumento significante na distancia

percorrida observada no grupo anfetamina em relacdo aos demais grupos.

(F2!21=1 7,284, F|928)

B) Central
A andlise estatistica mostrou diminuicdo significante na distancia
percorrida observada no grupo selegilina em relacdo aos demais grupos

(F221=22,371; Fig. 28).



C) Periférica
A analise estatistica mostrou aumento significante na distancia
percorrida observada no grupo anfetamina em relagdo aos demais grupos.

(F2,21=1 1 ,217; Flg 28)

Velocidade Média

A)Total
A andlise estatistica mostrou efeito significante na velocidade média
(cm/s) observada no grupo anfetamina a qual apresenta-se aumentada em

relacdo aos demais grupos (F221-17,297: Fig.29).

B) Central
A velocidade média dos animais do grupo anfetamina mostrou

aumento estatisticamente significante em relacdo aos demais grupos

(F2,21-6,149; Fig.29).

C) Periférica
A velocidade média dos animais do grupo anfetamina na zona
periférica mostrou aumento estatisticamente significante em relagdo aos

demais grupos (F221-15793: Fig.29).



Tempo em movimento

A)Total

A analise estatistica demonstrou aumento significante do grupo
anfetamina em relacdo aos demais grupos. O grupo selegilina apresentou
diminuicdo estatisticamente significante em relacdo ao grupo anfetamina

(F2,21=1 0,771; Flg 30)

B)Central
O grupo selegilina apresentou diminuicdo estatisticamente significante

em relacdo aos demais grupos (F221=22,264; Fig.30).

C)Periférica

O grupo anfetamina apresentou aumento estatisticamente significante

em relacdo aos demais grupos (F221=7,346; Fig.30).

Tempo na zona

A)Central
O grupo anfetamina apresentou diminuigcdo estatisticamente

significante em relacdo ao grupo solucao salina (F221=2,738; Fig.31).

B)Periférica
O grupo anfetamina apresentou aumento estatisticamente significante

em relacdo ao grupo solucédo salina (F221=2,740; Fig.31).



Levantar

O numero de levantar dos animais do grupo anfetamina apresentou
diferenga estatisticamente significante em relacdo aos demais grupos. O
grupo selegilina apresentou uma diminuicdo estatisticamente significante

deste parametro em relagao aos outros dois grupos (F221=33,838; Fig.32).
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Figura 28. Efeitos do tratamento agudo com selegilina ou anfetamina na
avaliacdo da distancia percorrida (cm/s) no campo aberto. Resultados
expressos em média * erro padrdo. * p<0,01, ** p<0,01 em relagédo ao grupo
solugédo salina. # p<0,05, ## p<0,001 em relagdo ao grupo anfetamina.
ANOVA, Bonferroni.
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Figura 29. Efeitos do tratamento agudo com selegilina ou anfetamina na
avaliacao da velocidade média (cm/s) no campo aberto. Resultados expressos
em média * erro padrdo. *p<0,01, ** p<0,01 em relacdo ao grupo solugao salina.
# p<0,05, ## p<0,01, ### p<0,001 em relagdo ao grupo anfetamina. ANOVA,
Bonferroni.
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Figura 30 - Efeitos do tratamento agudo com selegilina ou anfetamina na
avaliagdo do tempo de permanéncia (s) no campo aberto. Resultados expressos
em média + erro padrao. *p<0,05, ** p<0,001 em relagdo ao grupo solugao salina.
# p<0,01, ## p<0,001 em relagao ao grupo Anfetamina. ANOVA, Bonferroni.



5004 Central

S
o
c
‘2 400
e R T
5 — 300+
»n

(>IN
()}
T 2004
(]
£
S 100+
-

0

Salina Anfetamina  Selegilina

o 7507 Periférica
‘© *
5 —_—
® -1
= 500+
= Lo
30
()
©
O 250+
Q.
£
()
|

0

Salina Anfetamina  Selegilina

Figura 31 - Efeitos do tratamento agudo com selegilina ou anfetamina na
avaliacao do tempo de permanéncia (s) no campo aberto. Resultados expressos
em média £ erro padrédo. * p<0,05 em relagdo ao grupo solugao salina. ANOVA,
Bonferroni.
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Figura 32 - Efeitos do tratamento agudo com selegilina ou anfetamina no
levantar dos animais no campo aberto. Resultados expressos em média + erro
padrdo. * p<0,01, ** p<0,001 em relacdo ao grupo salina. # p<0,001 em
relagdo ao grupo anfetamina. ANOVA, Bonferroni.



4.5.1 Experimento 5: Efeitos do tratamento agudo com selegilina ou

anfetamina avaliado no labirinto em cruz elevado.

Os animais foram submetidos a uma administracdo aguda de
selegilina, anfetamina ou solugdo salina conforme item 4.2 do
Delineamento Experimental Geral. Imediatamente apds a observacao no
campo aberto os animais foram testados no labirinto em cruz elevado por

5 minutos conforme item 3.3.2 de material e métodos.

Resultados

Porcentagem do numero de entradas nos bracos abertos

A porcentagem do numero de entradas nos bracos abertos nao
apresentou diferencas estatisticamente significantes entre os grupos

(F2!21 =2,042; F|g33)

Porcentagem do tempo de permanéncia nos bracos abertos

A porcentagem do tempo de permanéncia nos bragos abertos nao
apresentou diferencas estatisticamente significantes entre os grupos

(F2,21=0,698; Flg34)
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Figura 33. Efeitos do tratamento agudo com selegilina ou anfetamina na
avaliagéo da porcentagem do numero de entradas nos bragos abertos no labirinto
em cruz elevado. Resultados expressos em média + erro padrdao. Nao houve
diferenca estatisticamente significante entre os grupos. p>0,05; ANOVA;
Bonferroni.
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Figura 34. Efeitos do tratamento agudo com selegilina e anfetamina na avaliagao
da porcentagem do tempo de permanéncia nos bragos abertos no labirinto em
cruz elevado. Resultados expressos em média + erro padrdo. Nao houve
diferenca estatisticamente significante entre os grupos. p>0,05; ANOVA;
Bonferroni.



4.5.2 Experimento 6: Efeitos do tratamento agudo com selegilina nos

niveis de corticosterona.

Os animais foram submetidos a uma administragdo aguda de
solucdo salina ou selegilina conforme item 4.3 do Delineamento
Experimental Geral. Imediatamente ap6s o labirinto em cruz elevado os
animais foram decapitados e o sangue foi coletado. A corticosterona foi
dosada a partir do soro conforme item 3.3.4 de material e métodos.

Resultados

Niveis de corticosterona

A anadlise estatistica mostrou redugéo estatisticamente significante

do grupo selegilina em relacao ao grupo salina (U=151) (figuras 35 e 36).
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Figura 35. Efeitos do tratamento agudo com selegilina, nas concentracdes

séricas de corticosterona (ng/ml). Resultados expressos em valores individuais *
medianas. * p<0,05 em relacdo ao grupo salina. Mann-Whitney.
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Figura 36. Efeitos do tratamento agudo com selegilina, nas concentracoes
séricas de corticosterona (ng/ml). Resultados expressos em mediana *
coeficiente de variagao. * p<0,05 em relagao ao grupo salina. Mann-Whitney.



4.6 Experimento 7: Efeitos do tratamento agudo com solucéo salina,
anfetamina ou selegilina na presséao arterial e

freqiiéncia cardiaca.

Os animais foram submetidos a uma administracdo aguda de
solugdo salina, anfetamina ou selegilina conforme item 4.3 do
Delineamento Experimental Geral. As medidas de presséo arterial e
frequéncia cardiaca foram realizadas utilizando-se o método de medida

indireta descrito no item 3.4 de Material e Métodos.

Resultados

Freqiéncia Cardiaca

A) Grupo Salina
A frequéncia cardiaca ndo apresentou diferenca estatisticamente
significante nos animais que receberam solugcdo salina 0,9% quando

comparados aos seus niveis basais (t=1,076; Fig.37A).

B) Grupo Anfetamina
A frequéncia cardiaca nao apresentou diferenca estatisticamente
significante nos animais que receberam anfetamina quando comparados

aos seus niveis basais (t=2,516; fig. 37B).



C) Grupo Selegilina

Os animais pertencentes a este grupo apresentaram redugio

estatisticamente significante na frequéncia cardiaca (t=8,819; fig.37C).

Pressao Arterial Sistolica

A) Grupo Salina
Nao houve diferenca estatisticamente significante deste parametro

(t=0,1571; Fig.38A).

B) Grupo Anfetamina
Nao houve diferenca estatisticamente significante deste parametro

(t=1,716; Fig.38B).

C) Grupo Selegilina
A pressao arterial nos animais deste grupo apresentou reducéo
estatisticamente significante quando comparados aos seus niveis basais

(t=7,243; Fig.38C).
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Figura 37. Efeitos do tratamento agudo com A-solugdo salina, B-anfetamina ou C-selegilina na
freqUéncia cardiaca. Resultados expressos em média + erro padrdo. * p<0,05, em relagdo ao
resultado basal. Teste t de student.
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Figura 38. Efeitos do tratamento agudo com A-solucéo salina, B-anfetamina ou C-selegilina na
pressao arterial. Resultados expressos em média = erro padrdo. Resultados expressos em
média + erro padrao. * p<0,05, em relagéo ao resultado basal. Teste t de student.



5 DISCUSSAO

A sensibilizagdo, caracterizada por um aumento no efeito
comportamental de uma droga apdés administragdes repetidas, se deve a
ocorréncia de neuroadaptagcdes que geram nos dependentes uma
hipersensibilidade a droga e estimulos relacionados a ela. Drogas como a
anfetamina promovem modificacbes em sistemas de neurotransmissao,
(ex. sistema dopaminérgico) (ROBINSON e BERRIDGE 1993; PIERCE e
KALIVAS, 1997). Além disto, a anfetamina induz neuroplasticidade,
aumento de DA no nucleo accumbens (KANDEL et al., 2003) e
estimulacado do eixo HPA (BARR te al., 2002; VANDERSCHUREN et al.,
1999).

A administracdo repetida de anfetamina resulta em uma complexa
mudanca do padrdo comportamental em camundongos, que inclui,
aumento de alguns comportamentos em resposta a uma dose desafio
apos um periodo sem a droga (KUCZENSKI et al., 1997). Este aumento
na expressao do comportamento (por exemplo, na locomogao) persiste

mesmo apds prolongados periodos de abstinéncia. Isto caracteriza a



sensibilizagdo comportamental pela anfetamina, o que segundo BARR et
al., (2002) e VANDERSCHUREN et al., (1999) é também dependente do
aumento da liberacao de corticosterona devido a estimulagéao do eixo HPA
pelo psicoestimulante.

Experimentos tém sido realizados para se averiguar as bases neurais
desta alteracdo comportamental, que parece estar relacionada com os
sistemas dopaminérgicos mesolimbicos e nigroestriatal devido ao seu
envolvimento na estimulagcdo locomotora (CREESE e IVERSEN, 1974;
COLE, 1978; KEHNE et al., 1981).

Relacionado a isto, o experimento 1 (item 4.4 do delineamento
experimental e resultados) mostra primeiramente, que em nossas
condi¢cbes experimentais, foi desenvolvida sensibilizagdo comportamental
pela anfetamina, revelada por um aumento da atividade locomotora (grupo
AVA, figura 19). A diminuicdo na locomogao na zona central, em contraste
ao aumento da locomocao na zona periférica, sugere que a segunda seria
um parametro mais sensivel para revelar a sensibilizacao.

Os resultados acima descritos, concomitantemente ao aumento do
tempo em movimento dos animais do grupo AVA (figura 21) na zona
periférica e aumento da velocidade média na zona central (figura 20) em
relacdo aos animais do grupo VVA, podem também evidenciar a
correlacdo entre a atividade locomotora e os efeitos ansiogénicos
induzidos pela anfetamina (PELLOW et al., 1985; LISTER et al., 1987).
Segundo BARNETT (1996), os roedores preferem locais perto de

superficies verticais onde eles estdo menos expostos a predadores.



Todavia, embora este experimento tenha demonstrado a expressao
da sensibilizacdo comportamental, o experimento 1 (figura 19) nos mostra
que isto nao é dependente do aumento nos niveis de corticosterona como
pode observado em estudos anteriores (BARR et al, 2000,
VANDERSCHUREN et al., 1999). Estes resultados estdo de acordo com
0S nossos. Isto pode ser devido ao desvio padrao muito grande. Entretanto
este resultado também foi evidenciado por SCHMIDT et al., (1999) que
demonstraram que a sensibilizacdo comportamental e o eixo HPA n&o séao
interdependentes indicando que a hipersecrecao de corticosterona nao é
crucial na determinacédo da expressado da sensibilizagdo comportamental.
Isto também é evidenciado quando se administra um antagonista de
receptor CRH que tem como efeito abolir a hipersecrecao de
corticosterona pela anfetamina e isto nédo afeta a expressdao da
sensibilizacdo. Sendo assim, a hipersecrecdo de corticosterona e a
sensibilizacdo comportamental parecem nao ser processos dependentes
(SCHMIDT et al., 1999).

A presenga de diferencas estatisticamente significantes entre os
animais do grupo ASA (figura 19), que receberam selegilina no periodo de
abstinéncia, comparado com o grupo AVA, demonstra que a selegilina
potencia o efeito da anfetamina. Isto pode ser devido ao efeito inibidor
desta droga sobre a MAO, na dose utilizada. Inibindo-se a MAO-B pode-se
entdo modular o sistema dopaminérgico, acarretando assim um aumento
significativo na concentragdo cerebral de DA livre. A anfetamina por sua
vez, também teria efeito semelhante, uma vez que aumenta os niveis de

DA por aumento da liberacdo e bloqueio da recaptacao, prolongando o



tempo em que a DA permanece na fenda sinaptica (KANDEL et al., 2003).
Sendo assim, as duas drogas juntas (anfetamina e selegilina) fariam com
que as concentracdes de DA cerebral estivessem muito aumentadas. Para
explicar tal hipétese pode-se inferir que a anfetamina aumenta o tempo em
que a DA permanece na fenda sinaptica, e isto & possivelmente
potenciado por: (A) da selegilina inibir a MAO, fazendo com que nao
ocorra degradacao de DA (e das demais catecolaminas) e deste modo a
quantidade de DA livre no citoplasma, do neurbnio pré-sindptico, esteja
aumentada e a quantidade nas vesiculas também, resultando em uma
maior quantidade de DA sendo liberada na fenda, e (B) a selegilina
também bloqueia a recaptacdo fazendo com que mais DA fique livre na
fenda.

Quando houver falta das drogas ira ocorrer uma diminuicdo da
concentracdo de DA os receptores ficardo mais sensiveis € o neurbnio
pds-sindptico ira aumentar o numero destes receptores para que consiga
melhorar a eficiéncia da ligagdo neurotransmissor-receptor (KANDEL et
al., 2003). Entretanto segundo PIERCE e KALIVAS (1997) esta ndo € a
causa da expressdo da sensibilizacdo comportamental ser permanente.
Além disso, a selegilina, quando é metabolizada, produz
desmetilselegilina, metaanfetamina e esta é convertida em anfetamina
(GERLACK et al, 1996; CHRISP et al, 1991).

Observou-se também resultados semelhantes nos parametros
velocidade média (figura 20) e no tempo em movimento na arena e nas
duas zonas (central e periférica) (figura 21). Além disso, a selegilina

provavelmente potencia os efeitos ansiogénicos induzidos pela anfetamina



uma vez que os animais do grupo AlA (figuras 26 e 27) permaneceram
mais tempo em movimento na zona periférica. Os animais deste grupo
também apresentaram um aumento nos niveis de corticosterona (figuras
26 e 27) quando comparados aos animais do grupo AVA. Todavia, isto
ndao ocorre quando comparados aos animais do grupo SVS, o que
corrobora com a afirmacédo descrita anteriormente de que a selegilina
potencia os efeitos da anfetamina.

Os animais dos grupos VSA e SVA apresentaram diferenca
estatisticamente significante em relacao aos grupos VVS e SVS, e ainda o
grupo VSA apresentou diferenca estatistica quando comparado ao grupo
AVA (figura 19). Sendo assim, pode-se inferir que os animais dos grupos
VSA e SVA tiveram locomocao semelhante aos animais do grupo ASA,
evidenciou-se também que os grupos VSA e SVA apresentaram aumento
significante em relacdo aos animais que receberam apenas selegilina
(VVS, SVS) ou desafio com anfetamina (VVA). Estes resultados
corroboram com a afirmacéao feita anteriormente de que provavelmente a
selegilina e a anfetamina, quando administradas concomitantemente,
promovem potenciacdo dos seus efeitos. Além disso, a selegilina parece
criar uma sensibilizacao prévia para anfetamina o que € evidenciado pelo
grupo VSA.

Segundo estudos realizados até o momento, para se observar a
sensibilizacdo seria necessario, primeiramente, um aumento da oferta de
DA na fenda sinaptica e posteriormente uma diminuicdo abrupta desta
como ocorre no periodo de abstinéncia. Este periodo seria necessario

para 0 aumento da sensibilidade, o que levaria a uma maior resposta no



desafio. Isto é corroborado por nossos resultados com os grupos AVA e
SVS quando comparados a seus respectivos controles (VVA e VVS). No
entanto, nos grupos ASA e VSA pode-se observar uma potenciacdo do
efeito da anfetamina. Nestes grupos houve um aumento da oferta de DA
no periodo de abstinéncia, no lugar de uma diminuicdo. Este aumento é
devido a dois mecanismos: menor metabolizacdo de DA em presenca da
selegilina e o aumento da liberacdo deste neurotransmissor, ja que pelo
processo de biotransformacdo, a selegilina origina anfetamina. Estes
resultados levam a sugerir que o periodo de abstinéncia ndo seria
necessario para o desenvolvimento da sensibilizagao.

Observando-se o grupo SVS, no parametro distancia percorrida
(figura 19), onde os animais apresentaram tendéncia a aumento quando
comparados aos animais do grupo VVS, pode-se inferir que a selegilina
possivelmente sensibiliza para ela mesma, o que cofirma dados prévios de
outros autores (THEMANN et al., 2002). Por outro lado, no grupo VVS a
locomocao foi significantemente menor que a do grupo VVA (experimento
1, figura 19). Nos niveis de corticosterona houve um aumento
estatisticamente significante nos animais do grupo VVS e os do grupo SVS
(figuras 26 e 27), evidenciando que a selegilina cronicamente estimula o
eixo HPA e aumenta o ACTH, fazendo com que haja aumento nos niveis
de corticosterona. Resultado semelhante pode ser observado no
experimento 4(item 4.5 do delineamento experimental e resultados) onde
0s animais que receberam selegilina agudamente apresentaram reducao

na distancia percorrida total (figura 28), bem como reducao do tempo em



movimento (figura 30), reducdo no levantar (comportamento exploratorio)
(figura 32) e reducao nos niveis de corticosterona (figuras 35 e 36).

A diminuicdo no efeito comportamental é devido ao efeito da
selegilina na pressao arterial e na freqiiéncia cardiaca como evidenciado
no experimento 7 (item 4.6 do delineamento experimental e resultados,
figuras 37C e 38C). Embora dados de literatura demonstrem que a
administragcdo de anfetamina promove aumento da pressao arterial, em
nossos experimentos, este efeito ndo foi evidenciado (experimento 7,
figuras 37B e 38B). Ja a selegilina provoca uma hipotensdao de curta
duracdo acompanhado por uma diminuicdo na freqléncia cardiaca,
provocada por diminuicdo do ténus simpatico, que atua no controle da
pressao arterial por trés mecanismos diferentes:

1- Vamos primeiramente observar a biossintese das catecolaminas:

Tirosina DOPA_ _ DA .
hidroxilase descarboxilase B-hidroxilase

Tirosing =—> L-DOPA —— DA — NA

Figura 39: Biossintese das catecolaminas (adaptado de Goodman e Gilman 2000).

Em uma situacdo normal, ou seja, sem o0 uso de substancias que
atuem no SNC, a tirosina por acdo da enzima DOPA descarboxilase
transforma a tirosina em tiramina que € o principal substrato da MAO.
Quando se administra selegilina a um paciente, a MAO ¢ inativada, a
tiramina fica livre e através da enzima dopamina [-hidroxilase €
transformada num falso neurotransmissor (octopamina) que compete com

a NA nas vesiculas. Sendo assim, menos NA serd liberada para fenda



sindptica e menos NA agird sobre o musculo cardiaco estimulando a
freqiéncia cardiaca e a forca de contracdo (como descrito anteriormente
no item 1.5.3 da introdugéo), assim havera uma diminuicdo da pressao
arterial bem como da freqiiéncia cardiaca.

2- A selegilina ird agir deprimindo o centro vasomotor bulbar. Este é
estimulado pela NA que faz com que ocorra hipotensdo, uma vez que esta
estd aumentada no SNC devido a inibicado da MAO, ocorrera entao
diminuicdo na presséao arterial e na freqiiéncia cardiaca.

3- A selegilina ira agir nos ganglios simpaticos fazendo com que
haja uma via colinérgica atuando em uma dopaminérgica inibitéria sobre o
eixo pés-ganglionar. Isto promoveria liberacdo de menos NA causando
uma diminuicdo na pressao arterial e na freqiiéncia cardiaca.

A diminuicdo nos niveis de corticosterona quando da administracéo
aguda de selegilina, provavelmente se deve a uma sobrestimulacdo do
eixo HPA. Este resultado concorda com o uso clinico desta substancia
para o tratamento de Cushing em caes e gatos onde ela atua causando
uma diminuicao nos niveis de corticosterona e uma diminuicdo na pressao
arterial (PETERSON, 1999; PETERSON, 2001; REUSCH et al., 1999).
Esta diminuicdo dos niveis de corticosterona segundo REUSCH et al.,
(1999) acontece devido ao fendmeno de “down-regulation” de ACTH pelo
aumento da concentracdo de DA. Nos animais isto estaria relacionado a
parte intermediaria e distal da hipéfise, sendo que em 70% dos casos em
caes isto é causado por adenoma na parte distal. J& em humanos isto é

devido a microadenoma no lobo anterior ou parte distal da hipofise.



Durante muitos anos a selegilina foi usada como antidepressivo.
Sua eficacia clinica para fobia social foi muito investigada e comprovada
(LIEBOWITZ et al., 1992; VERSIANI et al., 1992;). Seu efeito ansiolitico
também foi evidenciado para estresse pés-traumatico, sindrome do panico
e fobia momentanea (VAN VLIET et al., 1993). Entretanto, segundo MAKI
(2000) poucos estudos existem evidenciando o efeito ansiolitico dos
inibidores da MAO.

FONTANA et al., (1989) demonstraram, em experimento com teste
de conflito, que os inibidores da MAO apresentam efeito ansiolitico com
tratamento crénico e nao agudo. Com o labirinto em cruz elevado existem
poucos trabalhos publicados.

No experimento 2 (item 4.4.1 do delineamento experimental e
resultados, figura 25), o grupo SVS apresentou uma diminuicdo na % de
tempo de permanéncia nos bracos abertos, evidenciando um possivel
efeito ansiogénico também observado no grupo VVS (figura 24). No
experimento 5 (item 4.5.1 do delineamento experimental e resultados,
figuras 33 e 34) isto também é evidenciado, uma vez que o grupo
selegilina mostrou tendéncia a diminuicdo na % do tempo de permanéncia
nos bragos abertos bem como na % do numero de entradas nos bracos
abertos.

O tratamento agudo com anfetamina segundo VANDERSCHUREN
et al., (1999) é suficiente para acarretar consequiéncias neuroendécrinas,
neuroquimicas e comportamentais, o que levaria a um aumento da
atividade locomotora e aos seus efeitos ansiogénicos, o que seria devido a

uma hiperatividade no nucleo accumbens, no caudato putamem e no



estriado. Nos experimentos 4 (distancia percorrida, figura 28) e 5 (figuras
33 e 34) pode-se observar o efeito agudo da anfetamina aumentando a
atividade locomotora (figura 28), e também que os animais permaneceram
mais tempo em movimento na zona periférica, demonstrando o efeito
ansiogénico da anfetamina (figuras 30 e 31). No experimento 5 (figura 34)
pode-se observar que 0s animais mostram que a porcentagem do tempo
de permanéncia nos bracos abertos € baixa.

Assim, nossos dados confirmam que farmacos que aumentam a
disponibilidade de DA na fenda sinaptica, como, por exemplo, anfetamina

e selegilina, podem apresentar um efeito ansiogénico.



6 CONCLUSAO

Em todos os itens a seguir nos referimos exclusivamente aos

efeitos comportamentais, endécrinos e cardiacos dos farmacos.

a)

O tratamento com anfetamina, seguido de um periodo de
abstinéncia sensibiliza o animal para anfetamina;

Os niveis de corticosterona ndo estdo aumentados nos animais
sensibilizados por anfetamina (ver selegilina item g da concluséo);
A sensibilizagdo comportamental e a corticosterona nao sao
processos dependentes;

A administracao de selegilina no periodo de abstinéncia potencia os
efeitos da anfetamina;

A administracdo da selegilina no periodo de abstinéncia do
tratamento com  anfetamina potencia a  sensibilizacdo
comportamental para anfetamina;

O tratamento com selegilina, seguido de um periodo de abstinéncia
aumenta o efeito de uma dose aguda de anfetamina;

O tratamento com selegilina, seguido de um periodo de abstinéncia,
sensibiliza o animal para selegilina. Bem como aumenta os niveis

de corticosterona;



h) A abstinéncia ndo seria necessaria para o desenvolvimento da
sensibilizagdo comportamental;

i) Uma dose de anfetamina mostrou os conhecidos efeitos deste
farmaco estimulando a atividade motora;

j) Anfetamina agudamente, ndo teve efeito sobre a presséo arterial e
nem sobre a freqiiéncia cardiaca;

k) Uma dose de selegilina tem efeitos opostos aos da anfetamina na
atividade motora;

l) Selegilina agudamente causa hipotensao e bradicardia;

m) Uma dose aguda de selegilina causa diminuicdo nos niveis de

corticosterona.
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