VIVIANI APARECIDA PACHECO

EFEITOS DA INIBICAO DA OXIDO NITRICO
SINTASE NO PARKINSONISMO INDUZIDO POR
MPTP EM RATOS

Dissertacao apresentada como
requisito parcial para a obtencao do
grau de Mestre em Farmacologia,
Curso de Pés-Graduacédo em
Farmacologia, Setor de Ciéncias
Bioldgicas, Universidade Federal do

Parané.
Orientadora: Prof.2 Dr.2 Maria

Aparecida B. F. Vital

CURITIBA
2006



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



AGRADECIMENTOS

Ao Sérgio e ao Matheus, pelo apoio e pela paciéncia nos momentos de
auséncia.

A Professora Dra. Maria Aparecida B. F. Vital, pela sua orientacao,
compreensao e amizade.

A todos os professores do Curso de Pds-Graduagdo em Farmacologia, por
terem compartilhado seus conhecimentos e contribuido para a minha formagédo em
Farmacologia.

A todos os meus colegas do curso, pela amizade e companheirismo, em
especial a Meigy T. Tadayeski, pela amizade e ajuda nos meus experimentos.

Aos servidores técnico-administrativos do Departamento, principalmente a
Farmacéutica Silvia, pelo auxilio nas minhas atividades e pelo apoio incondicional.

Aos funcionéarios do Biotério Central da UFPR, em especial ao Luis que
sempre esteve pronto para ajudar no que fosse preciso.

E, finalmente, a todos que, de uma maneira ou de outra, contribuiram e

incentivaram a realizacao deste trabalho.



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS.......couiiiiie ettt et et ann s v

=Y =ES1 U Y[ TR vii

ABSTRACT ..ottt ettt ettt e et et e et et e et et e et et e st e seeeeteete s st e sste e eteeseneeneseasaes viii

1 INTRODUGAO......c.coiuiieeeeteeeeee ettt ettt ae et ae et aeeaene e 1
1.1 CARACTERISTICAS FISIOPATOLOGICAS DA

DOENGCA DE PARKINSON.......cceiviuriieeeieeeeeeeeeeeeeeeesee e 1

1.2 ETIOLOGIA. ...ttt ettt es sttt e saeneeaane e 2

1.2.1 ESTRESSE OXIDATIVO......cooviiiieieeeeeee e, 3

1.2.2 FATORES GENETICOS X FATORES AMBIENTAIS............... 4

1.2.3 INFLUENCIA DO OXIDO NIiTRICO......c.ccecvieirieceeeceeeeneees 5

1.3 MODELOS ANIMAIS.......coiiiitieiteeeeeeeeteeeee e e st ses s s eeenn e, 10

1.3.1 MODELO DO MPTP....ceoiiuioiieiiereeerseeeseeesees e, 10

2 OBJETIVOS. ...ttt ettt ettt ettt ettt ee e 13

2.1 OBJETIVO GERAL......ooviveteeeeeeetee oottt en e ese e 13

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS........cotieeeeeeieeeeeeseeeee e 13

3 MATERIAIS E METODOS........ooiiieeeeeee ettt n s n s 14

3.1 ANIMAIS ..ottt a ettt et e et et te e e enanes 14

3.2 DROGAS. ...ttt ettt ettt ettt sttt n et nn e, 14

3.3 CIRURGIA ESTEREOTAXICA......coeovitieeeeeeeeee e 14

3.4 AVALIACAO COMPORTAMENTAL.....cceotiviiieieeeeeeese e 16

3.4.1 CAMPO ABERTO......cocioieeeeeeeeeeeee e see e en e, 16

3.5 ANALISE ESTATISTICA. ..o ittt sttt 16

4 RESULTADOS. ... oottt ettt ettt ettt ettt en e, 17

4.1 EXPERIMENTO 1: Efeitos do 7-NI em ratos lesados com MPTP....... 17



4.2 EXPERIMENTO 2: Efeitos do L-NAME em ratos lesados
(o701 0 0 17/ el I TP 27

4.3 EXPERIMENTO 3: Efeitos do L-NAME intranigral em ratos

1€SAA0S COM MP T P 37

4.4 EXPERIMENTO 4: Efeitos da Aminoguanidina em ratos
1€SAd0OS COM MP T P .. e 48
5 DISCUSSAOD . ..ottt et e et e e e e e et e ee e e e e e e e 58
B CONCLUSOES. ...ttt ettt e et e ettt re et rr e 66

7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......cooovoeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 67



LISTA DE ABREVIATURAS

7-NI — 7-nitroindazol

AG - Aminoguanidina

ATP — Adenosina trifosfato

cNOS — Oxido nitrico sintase constitutiva
COMT - Catecol-O-metiltransferase
CONT — Controle

COX-2 — Ciclooxigenase-2

DNA — Acido desoxi-ribonucléico
DOPAC — Acido 3,4-diidroxifenilacético
DP — Doenca de Parkinson

eNOS — Oxido nitrico sintase endotelial
H,0, — Perdxido de hidrogénio

HVA — Acido homovanilico

iINOS — Oxido nitrico sintase induzida
i.p. - Intraperitoneal

L-DOPA - Levodopa

L-NAME — N-nitro-L-arginina-metil-éster
L-NOARG — N-nitro-L-arginina

LPS — Lipopolissacarideo

LTP — Potencial de longa duragao
MAO-B — Monoamina-oxidase-B
MPDP” - 1-metil-4-fenil-2,3-diidropiridina
MPP" - N-metil-4-fenilpiperidinio

MPTP — 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina
NF-kB — Fator de transcricdo nuclear kB
NMDA — N-metil-D-aspartato

NO — Oxido nitrico

NOS — Oxido nitrico sintase

nNOS — Oxido nitrico sintase neuronal



ONOQO' - Peroxinitrito

O, - Superodxido

OH' — Radical hidroxil

RNA — Acido ribonucléico

ROS — Espécies reativas de oxigénio

SNc - Substancia negra parte compacta

SNC — Sistema nervoso central

SOD - Superéxido dismutase

UCHL1 — Ubiquitina carboxi-terminal hidrolase L1
VE - Veiculo

Vi



RESUMO

A Doenga de Parkinson (DP) € um disturbio neurodegenerativo progressivo que
afeta cerca de 1% da populacdo com idade maior que 65 anos. A doenca se manifesta
por sintomas motores caracteristicos sendo que outros sintomas nao motores podem
aparecer. A inibicdo da oxido nitrico sintase (NOS) como possivel ferramenta para
interromper o processo degenerativo vem sendo bastante estudada. Assim, neste
trabalho buscou-se investigar os efeitos da inibicdo da NOS sobre os sintomas motores
produzidos pelo MPTP em ratos.

Foram utilizados ratos Wistar machos os quais foram divididos em 3 grupos:
controle, SHAM e MPTP. Os animais do grupo MPTP receberam infusdo bilateral de
MPTP na substancia negra parte compacta (SNc) e verificou-se que estes animais
apresentaram uma diminuicdo na atividade geral no campo aberto. Os animais do grupo
SHAM sofreram a cirurgia, mas nao receberam o MPTP e os animais do grupo controle,
nao foram submetidos a cirurgia estereotaxica.

No primeiro experimento os animais receberam 7-nitroindazol (7-NlI, inibidor da
NOS neuronal) na dose de 25 mg/kg, ou veiculo, i.p., 1 hora antes da lesdo com MPTP.
Os resultados mostram que o 7-NlI foi capaz de prevenir as alteragdes motoras causadas
pelo MPTP.

Em um segundo experimento, os animais receberam L-NAME (inibidor nao
seletivo da NOS) na dose de 25mg/kg, ou veiculo, i.p., 1 hora antes da infusdo do MPTP.
O L-NAME néao preveniu a toxicidade do MPTP.

No experimento 3, os animais receberam L-NAME diretamente na substancia
negra parte compacta nas doses de 3 e 30ug 15 minutos antes da lesdo com MPTP. O L-
NAME, na dose de 3ug foi capaz de prevenir da toxicidade do MPTP, o que nao
aconteceu com a dose de 30ug.

No quarto experimento, os animais receberam aminoguanidina (inibidor nao
seletivo da NOS) na dose de 25mg/kg 1 hora antes da infusdo do MPTP. A
aminoguanidina nao foi capaz de atenuar a neurotoxicidade mediada pelo MPTP.

Portanto, nossos resultados sugerem que o MPTP pode ser usado como um bom
modelo animal de parkinsonismo e que os inibidores da NOS devem ser considerados
(principalmente os inibidores da NOS neuronal) em estudos futuros como uma ferramenta
em potencial para interromper ou atenuar a progressao do processo neurodegenerativo

subjacente a DP.
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1 INTRODUCAO

A Doenca de Parkinson (DP) é um disturbio progressivo do movimento que
foi primeiramente descrita por James Parkinson, em 1817, como “paralisia
agitante” (GERLACH e RIEDERER, 1996).

A doenca se manifesta por uma triade de sintomas que incluem
bradicinesia, rigidez muscular e tremor em repouso, 0s quais ndo se apresentam
sempre com a mesma intensidade. Em alguns casos, predomina o tremor, ja em
outros, a bradicinesia e a rigidez podem se mostrar de forma mais marcante.
Além disso, podem aparecer outros sintomas como comprometimento do equilibrio
postural, depressao, lentiddo de resposta a estimulos, deméncia, e ainda,
disturbios autonémicos como aumento da salivagdo e constipagdo (GERLACH e
RIEDERER, 1996; PARK et al., 2004). Os sintomas cardinais aparecem a medida
que a doenga progride, podendo iniciar unilateralmente, tornando-se bilaterais com
0 avancgo da patologia (EBERHARDT e SCHULZ, 2003).

Entre as doengas neurodegenerativas, a DP perde, em prevaléncia, apenas
para a Doenca de Alzheimer; cerca de 1% da populacdo com idade maior que 65
anos ¢é afetada (EBERHARDT e SCHULZ, 2003).

1.1 CARACTERISTICAS FISIOPATOLOGICAS DA DOENGA DE PARKINSON

A maioria dos sintomas da DP esta relacionada a perda de neurbnios
dopaminérgicos da substancia negra parte compacta (SNc) (perda de mais ou
menos 5% de células por ano com o avango da doenga) (BLUM et al., 2001;
SPECIALE, 2002) os quais se projetam para o estriado (nucleo caudado e
putdmen) (SPECIALE, 2002). Em consequéncia disto ha uma redug¢ao nos niveis
de dopamina do estriado (PAUL et al., 2004; SIDHU et al., 2004) onde ha um
gradiente de decréscimo na concentragdo deste neurotransmissor do caudado
para o putamen (CALNE, 2001).



Os sintomas da doenga sé aparecem quando mais de 70% do conteudo
original de dopamina foi reduzido (ALMEIJEIRAS et al., 2003). Isto acontece
porque, em uma fase inicial do processo de degeneragcdo neuronal, ocorre um
fendbmeno compensatorio estriatal, em que ha um aumento na atividade neuronal
(os neurdnios remanescentes passam a produzir e liberar mais dopamina) ou uma
supersensibilidade dos receptores dopaminérgicos (BLUM et al.,, 2001). Esta
queda nos niveis de dopamina se relaciona com a degeneragdo tanto de
neurénios dopaminérgicos da substancia negra quanto de termina¢des nervosas
do estriado (LANG e OBESO, 2004).

Outras lesbes, como a degeneracdo da area tegmental ventral
dopaminérgica, do locus coeruleus noradrenérgico e da via colinérgica ascendente
do nucleo basal de Meynert também sao afetadas, e podem estar relacionadas a
alteragdes cognitivas e psicologicas, assim como a deméncia que acredita-se
ocorrer em cerca de 30% dos casos de DP (BLUM et al., 2001).

Uma outra caracteristica da doenga € o aparecimento dos corpos de Lewy
nas regides afetadas do cérebro (EBERHARDT e SCHULZ, 2003). Os corpos de
Lewy sé&o inclusdes citoplasmaticas eosinofilicas que, ultraestruturalmente, séo
compostos de agregados fibrilares com a-sinucleina e ubiquitina como principais
proteinas constituintes (SHIMOHAMA et al., 2003; EBERHARDT e SCHULZ,
2003). A presenca dos corpos de Lewy ndo esta restrita ao sistema nervoso
central, mas também s&o observados no sistema nervoso periférico de pacientes
parkinsonianos (BLUM et al., 2001).

1.2 ETIOLOGIA

O parkinsonismo idiopatico, ou a DP propriamente dita, ndo tem uma
etiologia definida, porém, alguns fatores, como o estresse oxidativo e fatores

genéticos, podem contribuir para o desenvolvimento da doenca.



1.2.1 ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo desempenha um papel importante na morte celular da
substancia negra na DP (OBATA, 2002).

Os radicais livres sdo moléculas altamente reativas que podem atacar
moléculas-chave, incluindo enzimas, lipideos de membrana e DNA causando
prejuizo morfofuncional a célula (GERLACH e RIEDERER, 1996).

Em determinadas circunstancias, a fosforilacido oxidativa mitocondrial pode
gerar produtos colaterias como radicais livres de oxigénio, hidroxila e o perdxido
de hidrogénio. Além disso, essas moléculas podem ser produzidas como
subprodutos de outras vias bioquimicas. Todavia, o organismo possui
mecanismos de defesa na forma de enzimas, como a superoxido dismutase
(SOD) e a catalase, bem como antioxidantes, como o acido ascorbico, a glutationa
e o a-tocoferol. Os efeitos do estresse oxidativo para a célula ocorrem quando ha
uma descompensacdo entre a formacdo de agentes oxidantes celulares e os
processos antioxidantes (GERLACH e RIEDERER, 1996).

A vulnerabilidade dos neurdnios dopaminérgicos pode ser devida ao fato do
metabolismo normal da dopamina contribuir para a formagao de radicais livres
citotdxicos na presenca de ions de metais de transicdo como o ferro, o cobre e 0
manganés, e isso ocorre no processo de desaminagdo da dopamina pela
monoamina-oxidase-B (MAO-B) ou pela autoxidagcdo da dopamina (GIASSON et
al., 2002). Sob condigdes fisioldgicas, a dopamina é oxidada ndo-enzimaticamente
pelo oxigénio molecular a peréxido de hidrogénio (H202) e quinonas . As quinonas
sofrem uma ciclizagdo intramolecular que € imediatamente seguida por uma
cascata de reagdes oxidativas resultando na formagdo de um pigmento polimérico
e negro conhecido como neuromelanina. Além disso, a dopamina é também
desaminada enzimaticamente pela MAO-B para formar peréxido de hidrogénio e
3,4-desidroxifenilacetaldeido. Este ultimo composto €, entdo, oxidado pela aldeido
desidrogenase para formar o acido 3,4-diidroxifenilacético (DOPAC), o qual,
subsequentemente, € metilado pela catecol-O-metiltransferase (COMT) para

formar o acido homovanilico (HVA). Desta forma, tanto a autoxidacdo da



dopamina quanto seu metabolismo mediado pela MAO-B envolvem a formacéao de
H,0,, um composto que pode ser faciimente reduzido na presenca do ion Fe?
para formar o radical hidroxil, que é uma espécie reativa prejudicial para as células
vivas (ALMEIJEIRAS et al., 2003). Lesdes neuronais podem levar a liberagcéo de
ferro que, na presenga de neuromelanina nos neurdnios dopaminérgicos e sua
habilidade relatada em acumular ferro, serdo responsaveis pelo aumento da
formacgao de radicais livres (ALMEIJEIRAS et al., 2003; GIASSON et al., 2002).

Considerando que a perda dos neurbnios dopaminérgicos leva ao aumento
na biossintese e recaptacao de dopamina pelos neurbnios remanescentes, parece
que a autoxidagao e o metabolismo da dopamina excessivos subsequentes nestas
células aumenta o estresse oxidativo, o que contribui para a perda progressiva dos
neurénios dopaminérgicos que € observada com o envelhecimento normal e na
DP (ALMEIJEIRAS et al., 2003). O estresse oxidativo pode ser evidenciado pela
presenca aumentada de alguns indicativos, como, por exemplo, os produtos da
peroxidagao lipidica e oxidagdo do DNA mitocondrial e RNA citoplasmatico, nos
neurénios dopaminérgicos no cérebro de pacientes com DP (GIASSON et al.,
2002).

1.2.2 FATORES GENETICOS X FATORES AMBIENTAIS

A contribuigdo de fatores genéticos para o desenvolvimento da doenca esta
intimamente ligada a fatores ambientais. Cerca de 15% dos pacientes com DP
apresentam um historico familiar (CALNE, 2001) e tém sido identificadas
mutagbes de genes que codificam para as seguintes proteinas: a-sinucleina,
ubiquitina carboxi-terminal hidrolase L1 (UCHL1), parquina (SHASTRY, 2001), DJ-
1 e NR4A2, e os loci cromossémicos 1p32, 1p35, 1p36, 2p13, 4p14-16.3 e
12p11.2-q13.1 tém sido identificados (LE e APPEL, 2004; SHASTRY, 2001). A
partir da triagem completa do genoma de um grande numero de pacientes com DP
familiar, no minimo 17 regiées cromossOmicas distintas (1p, 5q, 6q, 8p, 99, 10gq e

varias regides nao especificas nos cromossomos 2, 4, 5, 6, 7, 9, 13, 14, 20, 21 e



X) ligadas a DP tém sido relatadas. Acredita-se que com o0 avango das
investigacdes genéticas aparecerdo mais genes associados a DP (LE e APPEL,
2004).

E provavel que nem todos os casos “familiares” sejam totalmente genéticos,
mas podem estar relacionados a exposicdo aos mesmos fatores de risco
ambientais (CALNE, 2001) como, por exemplo, exposicdo a pesticidas. Esta
sugestédo foi reproduzida em ratos pela administragcao intravenosa de rotenona
(amplamente utilizado como inseticida). Estes animais mostraram o aparecimento
de estruturas contendo a-sinucleina semelhantes aos corpos de Lewy encontrados
em humanos e deterioracdo dos neurbnios dopaminérgicos nigroestriatais
(SHASTRY, 2001). Assim, pode-se considerar que os fatores genéticos podem
representar a susceptibilidade de um individuo em desenvolver a doenga, e que 0s
fatores ambientais poderiam desencadear o processo neurodegenerativo.
Contudo, acredita-se que para uma pessoa apresentar a doenca € necessario que
haja uma contribuicdo de fatores genéticos associados a fatores de risco
ambientais (CALNE, 2001).

1.2.3 INFLUENCIA DO OXIDO NiTRICO

A influéncia do 6xido nitrico (NO) bem como da éxido nitrico sintase
(NOS) na DP tem sido amplamente investigada. O NO vem sendo associado a
uma variedade de processos fisiolégicos no corpo humano desde que foi
identificado como uma molécula sinalizadora (ZHANG et al, 2006). O NO € uma
molécula lipossoluvel (GOMES e BEL, 2003), gasosae com um tempo de
meia-vida de poucos segundos (SAGIN et al., 2004) que é produzida a partir do
aminoacido L-arginina através da NOS (ZHANG et al, 2006). Esta molécula foi
identificada nos anos 80 como um fator de relaxamento derivado do endotélio no
sistema cardiovascular (ZHANG et al, 2006). Existem duas formas constitutivas
da enzima e uma outra forma induzida. A atividade da NOS constitutiva

(cNOS) é expressa em niveis basais, e esta apresenta-se em duas



isoformas distintas considerando sua localizagao e efeito: a neuronal (nNOS) e a
endotelial (eNOS). A nNOS esta presente no citosol de neurdnios e, de forma
semelhante a eNOS, é dependente de calcio, ou seja, requer a interagdo com o
complexo calcio-calmodulina para produzir NO. A producdo do NO ocorre,
basicamente, da seguinte forma: quando o potencial de agdo chega ao botéo
sinaptico, a onda de despolarizagdo promove a abertura de canais de calcio
voltagem-dependente na membrana permitindo o influxo de calcio, assim o
complexo caélcio-calmodulina, agora formado, interage com a NOS facilitando a
producao de NO sob agao da enzima (DUNCAN e HEALES, 2005).

O NO produzido pela eNOS atua no cérebro como um vasodilatador para o
controle da circulagdo sanguinea e acredita-se que é capaz de preservar o fluxo
sanguineo em casos de isquemia cerebral. O NO sintetizado através da eNOS
que atua na guanilato-ciclase soluvel no musculo liso representa um dos varios
fatores enddgenos responsaveis pela regulacdo do fluxo sanglineo cerebral
(DUNCAN e HEALES, 2005).

A NOS induzida (iNOS) foi primeiro identificada em macrofagos e seus
efeitos se apresentam em locais com inflamacé&o crénica (SAGIN et al., 2004). O
controle da expressao da iNOS ocorre principalmente em nivel de transcrigao,
freqientemente devido a acdo sinérgica de dois mediadores. Embora o
mecanismo de indugdo ainda ndo esteja completamente esclarecido, o fator de
transcricdo nuclear kB (NF-kB) esta relacionado com a indugdo da NOS por
lipopolissacarideo bacteriano (LPS). O cérebro expressa as trés isoformas da
enzima NOS, e embora cada isoforma possa desempenhar um discreto papel
fisiologico, o NO gerado pode atuar tanto em processos fisiologicos como
patolégicos (DUNCAN e HEALES, 2005).

O NO é uma importante molécula reguladora que, em condigdes fisioldgicas
normais, € produzido endogenamente por varias células (WEI et al., 2003) (assim
como neurdnios, células endoteliais e macrofagos) (PRAST e PHILIPPU, 2001)
e atua em diversos processos, como neurotransmissao, plasticidade sinaptica e

memoria (WEI et al., 2003). Embora o NO nao preencha todos os critérios da



definicdo classica de neurotransmissor, esta molécula possui muitas propriedades
de um neurotransmissor.

Ha muitas evidéncias da influéncia do NO no aprendizado e memoria,
comportamento e sua agdo como um co-transmissor (DUNCAN e HEALES, 2005).
O papel do NO como neurotransmissor no hipocampo parece ser importante para
a formacédo da memoaria pela sua influéncia na manutencéo do potencial de longa
duracao (LTP) (DUNCAN e HEALES, 2005).

O NO é um dos principais mensageiros inter/intracelular dentro e entre os
neurénios do sistema nervoso periférico e o central. (DUNCAN e HEALES,
2005). No sistema nervoso, o NO influencia a liberagdo de neurotransmissores e
processos sinapticos (CONTESTABILE, 2000), e parece estar envolvido, como um
mediador intracelular, na morte celular induzida por neurotoxinas (DAWSON et al,
1991). Diversos modelos neurotoxicos mostram que o NO induz a morte de
culturas de neurbnios dopaminérgicos e que este processo de morte celular
envolve o aumento do estresse oxidativo (DEHMER et al, 2000; MATTHEWS et al,
1997; VAN MUISWINKEL et al, 1998). Em modelos de excitotoxicidade, tem sido
proposto que ativagao excessiva dos receptores NMDA é um dos mecanismos da
morte celular mediada pelo NO (CONTESTABILE, 2000).

O exato mecanismo pelo qual o NO contribui para determinadas doencgas
neurodegenerativas ndo esta completamente entendido. Ha evidéncias de que
esta molécula, esta associada com o processo de excitotoxicidade, danos ao DNA
e modificagdes de proteinas, os quais podem promover mecanismos patogénicos
envolvidos em processos neurodegenerativos (ZHANG et al, 2006).

Os danos aos acidos nucléicos ocorrem pela exposicao a espécies reativas
de nitrogénio e espécies reativas de oxigénio. As espécies reativas do oxigénio
(ROS) como o peroxinitrito (ONOQO"), superdxido (O2) e OH provocam a quebra
de fitas simples e duplas do DNA (AMES, 1989).

Em condigdes fisiopatologicas, o aumento nas concentragdes de NO pode
causar lesdo celular, ja que pode promover a formagdo de radicais livres
favorecendo os danos do estresse oxidativo (WEI et al., 2003). Além disso, a

producao excessiva de NO pode contribuir para um processo denominado



excitotoxicidade glutamatérgica que é descrita como uma condi¢ao resultante da
liberacdo excessiva de glutamato e a consequente entrada de calcio no terminal
pos-sinaptico e ativacdo da NOS calcio-dependente. A excitotoxicidade parece
ser responsavel por grande parte do dano cerebral que ocorre em varias doengas
neurodegenerativas (DUNCAN e HEALES, 2005).

O NO néo é a unica molécula de interesse quando considerado o estresse
oxidativo. As espécies reativas de nitrogénio e em particular, a produgao de
ONOO representa um dos principais causadores do estresse oxidativo e também
estd implicada na patogenesia de muitas doengas neurodegenerativas (LIPTON et
al, 1993; DAWSON e DAWSON, 1996). A susceptibilidade particular do cérebro
pode ser devida a alta demanda de oxigénio deste 6rgao (DRINGEN, 2000).

A nNOS é encontrada em varias regides do cérebro, principalmente nos
ganglios da base. Embora a fungdo do NO nesta regido permanecga
desconhecida, mostrou-se que o NO aumenta a liberagdo de dopamina no
estriado, o que sugere que o NO possa ter um papel no controle do
comportamento motor (GOMES e BEL, 2003). Ja € conhecida a presencga de
células positivas para a NOS no estriado (VINCENT e KIMURA, 1992) e o
antagonismo da formacdo de NO provocou uma diminuigdo da sintese de
dopamina nesta estrutura (SANDOR et al, 1995). Entretanto, dados contrarios
mostram que os inibidores da NOS podem aumentar o conteudo de dopamina no
estriado de ratos (DESVIGNES et al, 1999). Estes resultados, embora
conflitantes, consideram evidente o papel do NO na modulagdo da transmissao
dopaminérgica (ARAKI et al, 2001).

Durante a progresséo da DP, ocorre um aumento na produgdo de NO como
resultado do processo inflamatério.  Verificou-se que este aumento nas
concentracdes de NO, sintetisado pela iINOS, pode desempenhar um importante
papel na destruicdo dos neurdnios dopaminérgicos, ja que observou-se que
camundongos mutantes que ndo apresentam a iNOS foram mais resistentes a
lesédo dopaminérgica induzida pelo 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP)
(ANTUNES et al., 2002).



De acordo com o que foi relatado, o NO pode desempenhar tanto um papel
neurotdxico como neuroprotetor (GOMES e BEL, 2003).

A possivel atuagao de inibidores da NOS como neuroprotetores tem sido
amplamente investigada. Varios estudos relatam a capacidade do 7-nitroindazol
(7-NI) (ROYLAND et al., 1999), um inibidor da NOS relativamente seletivo para a
nNOS (GOMES e BEL, 2003), de impedir os danos nigroestriatais causados por
MPTP. Além disso, Przedborski et al. (1996), demonstraram que camundongos
deficientes na nNOS sao resistentes a neurotoxicidade mediada por esta
neurotoxina. Um tratamento prolongado consistindo de administragdes repetidas
de 7-NI antes, e 3-4 dias apds a exposi¢gao ao MPTP protegeu contra a deplecao
de dopamina estriatal e a perda de células da substdncia negra, em
camundongos. O 7-NI tem rapido acesso ao cérebro, onde seu mecanismo de
acao tem sido relacionado a inibicdo da nNOS e da atividade da MAO-B, de forma
reversivel. A inibicdo da produg¢ao de NO poderia prevenir os danos mitocondriais
causados pelo préprio NO e/ou seus derivados; e o bloqueio do metabolismo do
MPTP dependente da MAO-B poderia impedir a producdo de N-metil-4-
fenilpiperidinio (MPP™) e, com isso, prevenir os danos a fosforilagdo oxidativa
mitocondrial (ROYLAND et al., 1999).

Além do 7-NI, outros inibidores da NOS tém sido investigados, como o N-
nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME) e o N-nitro-L-arginina (L-NOARG). O L-
NOARG e o L-NAME foram os primeiros inibidores da NOS; sdo derivados da L-
arginina e inibem tanto a nNOS como a eNOS; esta ultima agao resulta em
vasoconstricao e hipertensao, o que nao ocorre com o 7-Nl, pois este nao inibe a
eNOS (POKK e VALI, 2002).

Diferentes autores tém obtido resultados variaveis no que se refere as
doses de inibidores da NOS necessarias para produzir um mesmo grau de inibigdo
da enzima no cérebro. De acordo com a literatura, as doses de 7-NI e L-NAME
necessarias para diminuir entre 80-90% a atividade da NOS, sdo de 20 a 100
mg/Kg e de 10 a 100 mg/Kg, respectivamente. Ja com o L-NOARG, verificou-se
que para a diminuigao de 70-80% na atividade da NOS, sdo necessarias doses de
10 a 50 mg/Kg (POKK e VALI, 2002).
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Apesar de todas as investigagdes realizadas, o papel do NO e da NOS na
DP, bem como a acao neuroprotetora dos inibidores da NOS ainda nao estdo bem

esclarecidos.

1.3 MODELOS ANIMAIS

Por causa da direta aplicabilidade em humanos, o modelo de DP ideal
deveria apresentar as seguintes caracteristicas: (1) déficits motores facilmente
detectaveis; (2) perda de neurbnios dopaminérgicos seletiva e gradual,
desenvolvendo-se com a idade; e (3) produgéo de inclusdes citoplasmaticas assim
como os corpos de Lewy (SHIMOHAMA et al., 2003). Entretanto, estas
caracteristicas nado sao frequentemente encontradas nos modelos de DP que
utilizam roedores. Mesmo assim, os modelos animais de DP sao de grande
auxilio na compreensdao dos mecanismos patogenéticos e dos principios

terapéuticos para minimizar os sintomas da doenca.

1.3.1 MODELO DO MPTP

Entre 1979 e 1982 observou-se que jovens dependentes de drogas, na
Califérnia, que haviam utilizado uma nova “heroina sintética”, desenvolveram uma
séria e irreversivel sindrome parkinsoniana. Estes pacientes exibiram quase todos
os sintomas tipicos da DP e responderam bem ao tratamento com L-DOPA e
agonistas dos receptores de dopamina. A analise da “heroina sintética” mostrou
que ela continha ndo apenas o principio ativo 1-metil-4-fenil-4-
propionoxipiperidina, mas também, mais de 2,9% de MPTP (GERLACH e
RIEDERER, 1996). O potencial desta substéncia em produzir a sindrome
parkinsoniana foi subsequentemente confirmado em varias espécies animais
(GERLACH e RIEDERER, 1996).
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O MPTP é altamente lipossoluvel e é capaz de atravessar a barreira
hematoencefalica. Ele é convertido, nas células gliais, pela MAO-B (ja que os
neurdnios dopaminérgicos ndo apresentam esta enzima) (SPECIALE, 2002) a 1-
metil-4-fenilpiridina (MPP") (SHIMOHAMA et al., 2003). O grau do dano estriatal
induzido pelo MPTP mostra-se proporcional as concentracbes de MPP™ estriatais.
In vitro, a captacdo do MPP® via sistema de transporte dopaminérgico pelos
sinaptossomas estriatais segue uma cinética muito semelhante a da prépria
dopamina. Assim, a MAO-B das células gliais forma MPDP™ (1-metil-4-fenil-2,3-
diidropiridina), um intermediario de vida curta, que pode difundir-se nas formas de
MPTP e MPP"; este ultimo, quando no espacgo extracelular, entra nos neurdnios
dopaminérgicos por transportadores ativos de dopamina (SPECIALE, 2002). O
MPP" absorvido concentra-se nas mitocondrias onde inibe o complexo | da cadeia
transportadora de elétrons reduzindo a formacdo de ATP e provocando um
aumento na produgao de espécies reativas de oxigénio, induzindo a apoptose nos
neurénios dopaminérgicos (SHIMOHAMA et al., 2003).

Em primatas, o MPTP causa sinais parkinsonianos irreversiveis e severos
que sado quase indistinguiveis do parkinsonismo idiopatico. Entre as alteragdes
causadas pelo MPTP incluem-se degeneracéao dos neurdnios da substancia negra
e o0 aparecimento de micro-inclusdes eosinofilicas e agregados de a-sinucleina, os
quais diferem, porém, dos corpos de Lewy. Primatas tratados com MPTP
apresentam uma boa resposta ao tratamento com L-DOPA e agonistas dos
receptores de dopamina. Roedores sdo menos sensiveis a toxicidade causada
pelo MPTP que os primatas. Nestes animais, a deplecdo de dopamina induzida
pelo MPTP requer altas doses e os sinais motores permanentes do parkinsonismo
raramente aparecem (SHIMOHAMA et al., 2003).

Além das diferencas na sensibilidade ao MPTP entre espécies animais
distintas, também ocorrem diferengas significantes na sensibilidade entre animais
de mesma espécie (GERLACH e RIEDERER, 1996).

Apesar dos modelos animais estudados e de todas as investigagbes em
torno da DP, sua etiologia permanece desconhecida e os tratamentos, até agora

desenvolvidos, restringem-se a amenizar os sintomas motores, deixando de lado
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as alteragdes cognitivas e de humor que aparecem com a doenga. Além disso,
estes tratamentos apresentam uma série de efeitos colaterais indesejaveis que
comprometem o tratamento prolongado.

Deste modo, verifica-se a necessidade de estudar a participagcdo do NO e

da enzima NOS em modelos animais de parkinsonismo.
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2 OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Investigar a participagao do NO e da NOS no parkinsonismo induzido por

MPTP em ratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Avaliar o efeito da inibicdo da NOS no parkinsonismo induzido pelo MPTP

em ratos. A avaliagcdo do comportamento motor foi realizada através do teste do

Campo Aberto.

2.2.2 Comparar os efeitos da inibicdo da NOS pelo 7-NI, pelo L-NAME e pela

Aminoguanidina, inibidores da NOS seletivo para a nNOS, néo seletivo e seletivo

para a INOS, respectivamente.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos, de 3 meses de idade, da mesma
linhagem, obtidos através de cruzamentos sucessivos de matrizes provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal do Parana (UFPR).

Os animais foram mantidos em uma sala com umidade e temperatura
controladas (22 +/- 2°C), em um ciclo de claro-escuro de 12 h (7:00 — 19:00 h).
Agua e comida foram fornecidas & vontade aos animais durante todo o
experimentos. Todos os procedimentos experimentais estdo de acordo com as
normas do Comité de Etica em Experimentacdo Animal do Setor de Ciéncias

Biologicas da UFPR (protocolo numero 0144).

3.2 DROGAS

- MPTP (Sigma Chemical Co., USA) na dose de 1umol, dissolvido em 2,1 ul de
solugao salina (NaCl 0,9%);

- 7-nitroindazol (7-NI - 25 mg/kg) (Sigma Chemical Co., USA);

- L-NAME (25 mg/kg) (Sigma Chemical Co., USA);

- Aminoguanidina (25 mg/kg) (Sigma Chemical Co., USA);

- Oleo de milho;

- Solugéo salina (NaCl 0,9%).

3.3 CIRURGIA ESTEREOTAXICA

Para cada experimento, 60 animais foram divididos em 6 grupos:
controle+veiculo, controle+inibidor da NOS, SHAM+veiculo, SHAM+inibidor da
NOS, MPTP+veiculo e MPTP+inibidor da NOS.
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Os animais submetidos a cirurgia estereotaxica foram inicialmente
anestesiados com equitesin (0,3 ml/100 g — i.p.). Apods a anestesia, foi feita a
tricotomia e, entdo foi administrado o anestésico local (lidocaina 0,2 ml com 2% de
vasoconstritor — s.c.) na derme que recobre o cranio dos ratos.

Os animais do grupo MPTP foram colocados em um estereotaxico (David
Kopf, modelo 957L) e receberam a microinfusao bilateral de MPTP (1umol em 2,1
gl de salina, 0,333 pl/min por 3 min) na substancia negra parte compacta (SNc),
utilizando as seguintes coordenadas estereotaxicas: antero-posterior (AP): - 5,0
mm a partir do bregma; médio-lateral (ML): +/- 2,1 mm a partir da linha média; e
dorso-ventral (DV): - 7,7 mm a partir da calota craniana, segundo PAXINOS e
WATSON (1986).

A microinfusdo de MPTP foi realizada com o auxilio de uma agulha (30
gauge) conectada a um tubo de polietileno adaptado a uma micro-seringa de 10 pl
(Hamilton, EUA) que, por sua vez, estd encaixada em uma bomba de infuséo
(Havard Apparatus, EUA). Apds o término da microinfusdo de MPTP a agulha foi
mantida no local por mais 2 min para evitar o refluxo da neurotoxina. Em seguida,
o escalpo foi suturado e os animais foram retirados do estereotaxico. Os ratos
foram colocados em gaiolas com ambiente aquecido para recuperagdao da
anestesia durante algumas horas e, posteriormente, encaminhados ao biotério.

O grupo SHAM foi submetido ao mesmo procedimento cirurgico.
Entretanto, os animais ndo receberam o MPTP, sendo somente introduzida a
agulha nas mesmas coordenadas estereotaxicas. Os ratos do grupo controle ndo
foram submetidos a cirurgia estereotaxica, mas foram retirados da gaiola de

moradia para manuseio durante alguns minutos.
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3.4 AVALIACAO COMPORTAMENTAL

3.4.1 CAMPO ABERTO

Este aparelho consiste em uma arena de metal circular com 1 m de
diametro e 32,5 cm de altura, pintada de branco, dividida com linhas pretas em 19
unidades. O campo aberto foi construido de acordo com a descricdo de
BROADHURST (1960).

Os animais foram colocados individualmente no centro do campo aberto e
seu comportamento foi avaliado por 5 minutos. Durante a observacdo foram
registrados a frequéncia de locomogao (penetrar em uma divisdo com as quatro
patas), de levantar (apoio somente nas patas traseiras, com o tronco
perpendicular ao chdo da arena), duragdo de imobilidade (sem nenhuma atividade
motora, permanecendo estatico no que diz respeito a cabecga, tronco e patas) e
tempo de laténcia para inicio do movimento (tempo que o animal levou para iniciar
0 movimento apos ser colocado no centro do aparelho). Foram utilizados
crondmetros para o controle da duragao de imobilidade e inicio do movimento. A

arena foi limpa com solugao de alcool 5% apds a observacgéo de cada animal.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram avaliados estatisticamente por analise de variancia
(ANOVA) de uma via seguida pelo teste de Tukey-Kramer. Os dados foram

expressos como a média + erro padrao.
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4 RESULTADOS

4.1 EXPERIMENTO 1: Efeitos do 7-NIl em ratos lesados com MPTP

4.1.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Sessenta animais foram divididos em 6 grupos: controle+veiculo
(CONT+VE), controle+7-NI (CONT+7-NI), SHAM+veiculo (SHAM+VE), SHAM+7-
NI, MPTP+veiculo (MPTP+VE) e MPTP+7-NI.

Os animais receberam 7-NI na dose de 25 mg/kg, ou veiculo (olé de milho)
— i.p., 1 hora antes da neurotoxina, e foram avaliados no teste do campo aberto,

24 horas e 7 dias apos a cirurgia.

4.1.2 RESULTADOS

A analise do comportamento dos animais no teste do campo aberto
realizado 24 horas apoOs a cirurgia mostrou que os animais do grupo MPTP+VE
apresentaram reducao das frequéncias de locomogao (Fig. 2) e levantar (Fig. 3) e
aumento dos tempos de laténcia para inicio do movimento (Fig. 1) e de
imobilidade (Fig. 4) quando comparados aos animais dos grupos CONT+VE e
SHAM+VE. Os ratos do grupo MPTP+7NI ndo apresentaram diferengca em
comparagao aos animais dos grupos CONT+7-NI e SHAM+7-NI em nenhum dos
parametros avaliados; entretanto, quando comparados aos animais do grupo
MPTP+VE, os animais do grupo MPTP+7-NI apresentaram diminuigdo nos tempos
de laténcia para inicio do movimento (Fig. 1) e de imobilidade (Fig. 4), aumento
das frequéncias de locomocao (Fig. 2) e de levantar (Fig. 3). Os animais dos
grupos CONT+VE, CONT+7-NI, SHAM+VE e SHAM+7-NI nao diferiram entre si

em nenhum dos parametros avaliados.
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Fig. 1: Efeitos da infusao bilateral de MPTP intranigral e de 7-NI (25 mg/kg — i.p.) na laténcia para
inicio do movimento de ratos avaliados no campo aberto 24 horas apés a cirurgia. Anova seguida
do teste de Tukey-Kramer. Os dados estdo representados pela média + erro padrdo. n =

10/grupo; **p<0,01 em comparagao ao grupo CONT+VE.
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Fig. 2: Efeitos da infusdo bilateral de MPTP intranigral e de 7-NI (25 mg/kg — i.p.) na locomogao de
ratos avaliados no campo aberto 24 horas apods a cirurgia. Anova seguida do teste de Tukey-
Kramer. Os dados estdo representados pela média + erro padrdo. n = 10/grupo; **p<0,01 em

comparagao ao grupo CONT+VE.
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Fig. 3: Efeitos da infuséo bilateral de MPTP intranigral e de 7-NI (25 mg/kg — i.p.) na freqiéncia de
levantar de ratos avaliados no campo aberto 24 horas apoés a cirurgia. Anova seguida do teste de
Tukey-Kramer. Os dados estao representados pela média + erro padrdo. n = 10/grupo; **p<0,01

em comparagéo ao grupo CONT+VE.
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Fig. 4. Efeitos da infusdo bilateral de MPTP intranigral e de 7-NI (25 mg/kg — i.p.) no tempo de
imobilidade de ratos avaliados no campo aberto 24 horas apds a cirurgia. Anova seguida do teste
de Tukey-Kramer. Os dados estdo representados pela média + erro padrdao. n = 10/grupo;

***p<0,001 em comparagao ao grupo CONT+VE.
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Na analise comportamental realizada 7 dias apds a cirurgia os ratos do
grupo MPTP+VE apresentaram aumento no tempo de imobilidade em comparagao
aos animais dos grupos CONT+VE e SHAM+VE (Fig. 8). Os animais do grupo
MPTP+7-NI ndo diferiram dos animais dos grupos CONT+7-NI e SHAM+7-NI em
nenhum dos parametros avaliados. Além disso, os ratos do grupo MPTP+7-NI
comparados aos animais do grupo MPTP+VE mostraram diminuicdo significante
no tempo de imobilidade (Fig. 8). Os animais dos grupos CONT+VE, CONT+7-NlI,
SHAM+VE e SHAM+7-NIl nao diferiram entre si em nenhum dos parametros

avaliados.
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Fig. 5: Efeitos da infuséo bilateral de MPTP intranigral e de 7-NI (25 mg/kg — i.p.) na laténcia para
inicio do movimento de ratos avaliados no campo aberto 7 dias apds a cirurgia. Anova seguida do

teste de Tukey-Kramer. Os dados estéo representados pela média + erro padrdao. n = 10/grupo.
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Fig. 6: Efeitos da infusdo bilateral de MPTP intranigral e de 7-NI (25 mg/kg — i.p.) na locomog¢ao de
ratos avaliados no campo aberto 7 dias apds a cirurgia. Anova seguida do teste de Tukey-Kramer.

Os dados estéo representados pela média + erro padrdo. n = 10/grupo.
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Fig. 7: Efeitos da infusao bilateral de MPTP intranigral e de 7-NI (25 mg/kg — i.p.) na freqiéncia de
levantar de ratos avaliados no campo aberto 7 dias apds a cirurgia. Anova seguida do teste de
Tukey-Kramer. Os dados estéo representados pela média £ erro padrdo. n = 10/grupo.
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Fig. 8: Efeitos da infusédo bilateral de MPTP intranigral e de 7-NI (25 mg/kg — i.p.) no tempo de
imobilidade de ratos avaliados no campo aberto 7 dias apds a cirurgia. Anova seguida do teste de
Tukey-Kramer. Os dados estdo representados pela média + erro padrdo. n = 10/grupo; ***p<0,001

em comparagédo ao grupo CONT+VE.
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4.2 EXPERIMENTO 2: Efeitos do L-NAME em ratos lesados com MPTP

4.2.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Sessenta animais foram divididos em 6 grupos: controle+tveiculo
(CONT+VE), controle+L-NAME (CONT+L-NAME), SHAM+veiculo (SHAM+VE),
SHAM+L-NAME, MPTP+veiculo (MPTP+VE) e MPTP+L-NAME.

Os animais receberam L-NAME na dose de 25 mg/kg, ou veiculo (salina) —
i.p., 1 hora antes da neurotoxina, e foram avaliados no teste do campo aberto, 24

horas e 7 dias ap0s a cirurgia.

4.2.2 RESULTADOS

A analise do comportamento dos animais no teste do campo aberto
realizado 24 horas apds a cirurgia mostrou que os ratos do grupo MPTP+VE e
MPTP+L-NAME apresentaram reducéo das frequéncia de locomogao (Fig.10) e de
levantar (Fig. 11), e aumento dos tempos de laténcia para iniciar o movimento
(Fig. 9) e de imobilidade (Fig. 12) quando comparados aos animais dos grupos
CONT+VE e SHAM+VE. Os animais do grupo MPTP+L-NAME nao diferiram dos
animais do grupo MPTP+VE em nenhum dos parédmetros estudados. Os animais
dos grupos CONT+VE, CONT+L-NAME, SHAM+VE e SHAM+L-NAME néo

diferiram entre si em nenhum dos parametros avaliados.
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Fig. 9: Efeitos da infus&o bilateral de MPTP intranigral e de L-NAME (25 mg/kg — i.p.) na laténcia
para inicio do movimento de ratos avaliados no campo aberto 24 horas apds a cirurgia. Anova
seguida do teste de Tukey-Kramer. Os dados estéo representados pela média + erro padréo. n =

10/grupo; **p<0,01 em comparagéo ao grupo CONT+VE.
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Fig. 10: Efeitos da infusdo bilateral de MPTP intranigral e de L-NAME (25 mg/kg — i.p.) na
locomogéao de ratos avaliados no campo aberto 24 horas apds a cirurgia. Anova seguida do teste
de Tukey-Kramer. Os dados estdo representados pela média + erro padrdao. n = 10/grupo;

***p<0,001 em comparagao ao grupo CONT+VE.
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Fig. 11: Efeitos da infusdo bilateral de MPTP intranigral e de L-NAME (25 mg/kg — i.p.) na
freqiéncia de levantar de ratos avaliados no campo aberto 24 horas apds a cirurgia. Anova
seguida do teste de Tukey-Kramer. Os dados estao representados pela média + erro padréo. n =

10/grupo; ***p<0,001 em comparagao ao grupo CONT+VE.
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Fig. 12: Efeitos da infusao bilateral de MPTP intranigral e de L-NAME (25 mg/kg — i.p.) no tempo
de imobilidade de ratos avaliados no campo aberto 24 horas apds a cirurgia. Anova seguida do
teste de Tukey-Kramer. Os dados estado representados pela média + erro padrdo. n = 10/grupo;

*p<0,05; **p<0,01 em comparagéo ao grupo CONT+VE.
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Na analise comportamental realizada 7 dias apds a cirurgia, os animais do
grupo MPTP+VE e MPTP+L-NAME n&o diferiram dos animais dos grupos
CONT+VE e SHAM+VE em nenhum dos parametros avaliados: laténcia para
inicio do movimento (Fig. 13), frequéncias de locomoc¢ao (Fig. 14) e de levantar
(Fig. 15) e tempo de imobilidade (Fig. 16). Os animais dos grupos CONT+VE,
CONT+L-NAME, SHAM+VE e SHAM+L-NAME nao diferiram entre si em nenhum

dos parametros avaliados.
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Fig. 13: Efeitos da infusao bilateral de MPTP intranigral e de L-NAME (25 mg/kg — i.p.) na laténcia
para inicio do movimento de ratos avaliados no campo aberto 7 dias apds a cirurgia. Anova
seguida do teste de Tukey-Kramer. Os dados estao representados pela média + erro padréo. n =

10/grupo.
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Fig. 14: Efeitos da infusdo bilateral de MPTP intranigral e de L-NAME (25 mg/kg — i.p.) na
locomogéao de ratos avaliados no campo aberto 7 dias apds a cirurgia. Anova seguida do teste de

Tukey-Kramer. Os dados estao representados pela média + erro padréo. n = 10/grupo.
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Fig. 15: Efeitos da infusdo bilateral de MPTP intranigral e de L-NAME (25 mg/kg — i.p.) na
frequéncia de levantar de ratos avaliados no campo aberto 7 dias apds a cirurgia. Anova seguida
do teste de Tukey-Kramer. Os dados estdo representados pela média + erro padrdo. n =

10/grupo.
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Fig. 16: Efeitos da infusao bilateral de MPTP intranigral e de L-NAME (25 mg/kg — i.p.) no tempo
de imobilidade de ratos avaliados no campo aberto 7 dias apds a cirurgia. Anova seguida do teste

de Tukey-Kramer. Os dados estao representados pela média + erro padrdo. n = 10/grupo.
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4.3 EXPERIMENTO 3: Efeitos do L-NAME intranigral em ratos lesados com
MPTP

4.3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Quarenta animais foram divididos em 4 grupos: SHAM+veiculo
(SHAM+VE), MPTP+veiculo (MPTP+VE), MPTP+L-NAME 3ug e MPTP+L-NAME
30ug.

Os animais receberam a infusdo de L-NAME na substancia negra parte
compacta nas doses de 3ug ou 30pg 15 minutos antes da injecao do MPTP
intranigral. A avaliagdo comportamental dos animais no teste do campo aberto foi

realizada 24 horas e 7 dias a pos a cirurgia.

4.3.2 RESULTADOS

Na avaliagdo dos animais no teste do campo aberto realizada 24 horas
apos a cirurgia, os animais do grupo MPTP+VE apresentaram diminuigcdo nas
frequéncias de locomogao (Fig. 18) e de levantar (Fig. 19) e aumento nos tempos
de laténcia para inicio do movimento (Fig. 17) e de imobilidade (Fig. 20) quando
comparados aos animais do grupo SHAM+VE. Os animais do grupo MPTP+L-
NAME 3ug mostraram aumento nas frequéncias de locomogao (Fig. 18) e de
levantar (Fig. 19) e redugéo nos tempos de laténcia para inicio do movimento (Fig.
17) e de imobilidade (Fig. 20) em comparagao aos ratos do grupo MPTP+VE. A
frequéncia de locomogao dos ratos do grupo MPTP+L-NAME 3ug mostrou-se
reduzida em comparagdo aos animais do grupo SHAM+VE, sendo que nos
parametros laténcia para inicio do movimento (Fig. 17), freqiéncia de levantar
(Fig. 19) e tempo de imobilidade (Fig. 20) ndo houve diferenca. Quando se
comparou os animais dos grupos MPTP+L-NAME 30ug e MPTP+VE, ndo houve
diferenca nos parametros investigados. Os ratos do grupo MPTP+L-NAME 30ug

mostraram reducgao das frequéncias de locomogéao (Fig. 18) e de levantar (Fig. 19)
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e aumento nos tempos de laténcia para inicio do movimento (Fig. 17) e de

imobilidade (Fig. 20) em comparagao aos animais do grupo SHAM+VE.
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Fig. 17: Efeitos da infusado bilateral de MPTP e de L-NAME (3ug ou 30ug) intranigral na laténcia
para inicio do movimento de ratos avaliados no campo aberto 24 horas apds a cirurgia. Anova
seguida do teste de Tukey-Kramer. Os dados estao representados pela média + erro padréo. n =

10/grupo; ***p<0,001 em comparagao ao grupo SHAM+VE.
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Fig. 18: Efeitos da infusdo bilateral de MPTP e de L-NAME (3ug ou 30ug.) intranigral na
locomogéao de ratos avaliados no campo aberto 24 horas apds a cirurgia. Anova seguida do teste
de Tukey-Kramer. Os dados estdo representados pela média + erro padrdo. n = 10/grupo;

*p<0,05; ***p<0,001 em comparagéo ao grupo SHAM+VE.
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Fig. 19: Efeitos da infusao bilateral de MPTP e de L-NAME (3ug ou 30ug.) intranigral na freqiiéncia
de levantar de ratos avaliados no campo aberto 24 horas apos a cirurgia. Anova seguida do teste
de Tukey-Kramer. Os dados estdo representados pela média + erro padrdo. n = 10/grupo;

**p<0,01 em comparagéo ao grupo SHAM+VE.
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Fig. 20: Efeitos da infus&o bilateral de MPTP e de L-NAME (3ug ou 30ug.) intranigral no tempo de
imobilidade de ratos avaliados no campo aberto 24 horas apds a cirurgia. Anova seguida do teste
de Tukey-Kramer. Os dados estdo representados pela média + erro padréao. n = 10/grupo;

*p<0,05; ***p<0,001 em comparagéo ao grupo SHAM+VE.



43

Na observacéo realizada 7 dias apds a cirurgia, os animais do grupo
MPTP+VE apresentaram um aumento no tempo de laténcia para inicio do
movimento (Fig. 21) quando comparados aos animais do grupo SHAM+VE;
porém, nos parametros locomogao (Fig. 22), levantar (Fig. 23) e tempo de
imobilidade (Fig. 24) ndo houve diferenca entre estes dois grupos. Os animais do
grupo MPTP+L-NAME 3ug mostraram reducéo do tempo de laténcia para inicio do
movimento (Fig. 21) em comparagéo aos ratos do grupo MPTP+VE. Entretanto,
os demais parametros nao diferiram entre estes dois grupos. Nao houve diferencga
entre os ratos do grupo SHAM+VE e MPTP+L-NAME 3ug nos parametros
avaliados: laténcia para inicio do movimento (Fig. 21), locomocgao (Fig. 22),
frequéncia de levantar (Fig. 23) e tempo de imobilidade (Fig. 24). Os ratos do
grupo MPTP+L-NAME 30ug né&o diferiram dos animais do grupo MPTP+VE em
nenhum dos parametros; entretanto, quando comparados aos animais do grupo
SHAM+VE, os ratos do grupo MPTP+L-NAME 30ug mostraram aumento no tempo
de laténcia para inicio do movimento (Fig. 21). Nos parametros locomocao (Fig.
22), frequéncia de levantar (Fig. 23) e tempo de imobilidade (Fig. 24) ndo houve
diferenca entre os grupos MPTP+L-NAME 30ug e SHAM+VE.
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Fig. 21: Efeitos da infus&o bilateral de MPTP e de L-NAME (3ug ou 30ug.) intranigral na laténcia
para inicio do movimento de ratos avaliados no campo aberto 7 dias apds a cirurgia. Anova
seguida do teste de Tukey-Kramer. Os dados estao representados pela média + erro padréo. n =

10/grupo; *p<0,05; **p<0,01 em comparagédo ao grupo SHAM+VE.
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Fig. 22: Efeitos da infusdo bilateral de MPTP e de L-NAME (3ug ou 30ug.) intranigral na
locomogéao de ratos avaliados no campo aberto 7 dias apds a cirurgia. Anova seguida do teste de

Tukey-Kramer. Os dados estéo representados pela média £ erro padrdo. n = 10/grupo.
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Fig. 23: Efeitos da infusao bilateral de MPTP e de L-NAME (3ug ou 30ug.) intranigral na freqiéncia
de levantar de ratos avaliados no campo aberto 7 dias apés a cirurgia. Anova seguida do teste de

Tukey-Kramer. Os dados estao representados pela média + erro padréo. n = 10/grupo.
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Fig. 24: Efeitos da infus&o bilateral de MPTP e de L-NAME (3ug ou 30ug.) intranigral no tempo de
imobilidade de ratos avaliados no campo aberto 7 dias apés a cirurgia. Anova seguida do teste de

Tukey-Kramer. Os dados estao representados pela média + erro padréo. n = 10/grupo.
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4.4 EXPERIMENTO 4: Efeitos da Aminoguanidina em ratos lesados com MPTP

4.4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Sessenta animais foram divididos em 6 grupos: controle+tveiculo
(CONT+VE), controle+tAminoguanidina (CONT+AG), SHAM+veiculo (SHAM+VE),
SHAM+Aminoguanidina (SHAM+AG), MPTP+veiculo (MPTP+VE) e
MPTP+Aminoguanidina (MPTP+AG).

Os animais receberam aminoguanidina na dose de 25 mg/kg, ou veiculo
(salina) — i.p., 1 hora antes da neurotoxina, e foram avaliados no teste do campo

aberto, 24 horas e 7 dias apos a cirurgia.

4.4.2 RESULTADOS

No campo aberto realizado 24 horas apds a cirurgia, 0s animais do grupo
MPTP+VE apresentaram diminuigdo das frequéncias de locomocgao (Fig. 26) e de
levantar (Fig. 27) e aumento nos tempos de laténcia para inicio do movimento
(Fig. 25) e de imobilidade (Fig. 28) em comparagao aos ratos dos grupos
CONT+VE e SHAM+VE. Os animais do grupo MPTP+AG mostraram diminuigao
das frequéncias de locomocédo (Fig. 26) e de levantar (Fig. 27) e aumento nos
tempos de laténcia para inicio do movimento (Fig. 25) e de imobilidade (Fig. 28)
em comparagao aos ratos dos grupos CONT+AG e SHAM+AG. Os ratos do grupo
MPTP+AG néo diferiram dos animais do grupo MPTP+VE nos parametros laténcia
para inicio do movimento (Fig. 25), locomoc¢éo (Fig. 26), levantar (Fig. 27) e tempo
de imobilidade (Fig. 28). Os animais dos grupos CONT+VE, CONT+AG,
SHAM+VE e SHAM+AG né&o diferiram entre si em nenhum dos parametros

avaliados.
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Fig. 25. Efeitos da infusao bilateral de MPTP intranigral e de Aminoguanidina (25 mg/kg —i.p.) na
laténcia para inicio do movimento de ratos avaliados no campo aberto 24 horas apds a cirurgia.
Anova seguida do teste de Tukey-Kramer. Os dados estdo representados pela média + erro
padrdo. n = 10/grupo; **p<0,01; ***p<0,001 em comparagéo ao grupo CONT+VE.
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Fig. 26. Efeitos da infusao bilateral de MPTP intranigral e de Aminoguanidina (25 mg/kg —i.p.) na
locomogéao de ratos avaliados no campo aberto 24 horas apds a cirurgia. Anova seguida do teste
de Tukey-Kramer. Os dados estdo representados pela média + erro padréao. n = 10/grupo;

***p<0,001 em comparagao ao grupo CONT+VE.
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Fig. 27. Efeitos da infusado bilateral de MPTP intranigral e de Aminoguanidina (25 mg/kg —i.p.) na
frequéncia de levantar de ratos avaliados no campo aberto 24 horas apds a cirurgia. Anova
seguida do teste de Tukey-Kramer. Os dados estdo representados pela média + erro padréo. n =

10/grupo; *p<0,05 em comparagéo ao grupo CONT+VE.
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Fig. 28. Efeitos da infusdo bilateral de MPTP intranigral e de Aminoguanidina (25 mg/kg —i.p.) no
tempo de imobilidade de ratos avaliados no campo aberto 24 horas apds a cirurgia. Anova seguida
do teste de Tukey-Kramer. Os dados estdo representados pela média + erro padrdo. n =

10/grupo; **p<0,01; ***p<0,001 em comparacao ao grupo CONT+VE.
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Na avaliacdo comportamental realizada 7 dias apds a lesao, os animais do
grupo MPTP+VE mostraram um aumento no tempo de laténcia para inicio do
movimento (Fig. 29) em comparagdo aos animais dos grupos CONT+VE e
SHAM+VE. Nos parametros locomogao (Fig. 30), frequéncia de levantar (Fig. 31)
e tempo de imobilidade (Fig. 32), ndo houve diferenga entre os animais dos grupos
MPTP+VE, CONT+VE e SHAM+VE. Os ratos do grupo MPTP+AG néo
apresentaram nenhuma diferenga dos animais dos grupos CONT+VE e SHAM+VE
em nenhum dos parametros avaliados. Os animais do grupo MPTP+AG,
apresentaram redugao no tempo de laténcia para inicio do movimento (Fig. 29)
quando comparados aos ratos do grupo MPTP+VE; entretanto nos paréametros
locomogéo (Fig. 30), levantar (Fig. 31) e tempo de imobilidade (Fig. 32) ndo houve
diferengca entre os grupos. Os animais dos grupos CONT+VE, CONT+AG,
SHAM+VE e SHAM+AG né&o diferiram entre si em nenhum dos parametros

estudados.



54

(s)

—
1

Laténcia

Tratametos

Fig. 29. Efeitos da infuséo bilateral de MPTP intranigral e de Aminoguanidina (25 mg/kg — i.p.) no
tempo de laténcia para inicio do movimento de ratos avaliados no campo aberto 7 dias apds a
cirurgia. Anova seguida do teste de Tukey-Kramer. Os dados estédo representados pela média +
erro padrdo. n = 10/grupo; *p<0,05 em comparagéo ao grupo CONT+VE.
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Fig. 30. Efeitos da infusdo bilateral de MPTP intranigral e de Aminoguanidina (25 mg/kg — i.p.) na
locomogéao de ratos avaliados no campo aberto 7 dias apds a cirurgia. Anova seguida do teste de

Tukey-Kramer. Os dados estao representados pela média + erro padréo. n = 10/grupo.
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Fig. 31. Efeitos da infusao bilateral de MPTP intranigral e de Aminoguanidina (25 mg/kg —i.p.) na
frequéncia de levantar de ratos avaliados no campo aberto 7 dias apds a cirurgia. Anova seguida
do teste de Tukey-Kramer. Os dados estdo representados pela média + erro padrdo. n =

10/grupo.
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Fig. 32. Efeitos da infusdo bilateral de MPTP intranigral e de Aminoguanidina (25 mg/kg — i.p.) no

tempo de imobilidade de ratos avaliados no campo aberto 7 dias apds a cirurgia. Anova seguida
do teste de Tukey-Kramer. Os dados estdo representados pela média + erro padrdo. n =

10/grupo.
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5 DISCUSSAO

Nossos dados mostram que a infusdo bilateral de MPTP na SNc causou
prejuizo motor aos ratos, o que foi observado no teste do campo aberto, onde
estes animais apresentaram aumento do tempo de laténcia para iniciar o
movimento, diminuicdo das frequéncias de locomocéao e de levantar e aumento do
tempo de imobilidade, o que reflete uma diminuigéo da atividade geral dos animais
e confirma a reprodutibilidade do modelo do MPTP. Entretanto, 7 dias apds a
cirurgia, os animais mostraram uma recuperagdo do comportamento hipoativo
indicando uma possivel recuperagao da via nigroestriatal neste periodo.

Nossos experimentos mostraram que o 7-Nl foi capaz de prevenir a
neurotoxicidade mediada pelo MPTP, o que nao foi observado com o L-NAME
administrado sistemicamente. Entretanto, quando o L-NAME foi administrado
intranigral (3 pg) mostrou um efeito “neuroprotetor”, que nao foi observado na
maior dose (30 ug) desse inibidor da NOS. Com relacdo aos efeitos da
aminoguanidina, verificamos que este inibidor da NOS, n&o mostrou-se capaz de
impedir os efeitos comportamentais causados pelo MPTP.

De acordo com nossos experimentos o pré-tratamento com 7-NI (25 mg/kg
— i.p.) foi capaz de atenuar as alteragcbes motoras induzidas pelo MPTP e
observadas no campo aberto 24 horas apds a infusao da neurotoxina. Os animais
do grupo MPTP+7-NI mostraram  reducéo dos tempos de laténcia para iniciar o
movimento e de imobilidade, e aumento das freqluéncias de locomocdo e de
levantar no campo aberto em comparagao aos ratos lesados (grupo MPTP+VE).
Este resultado sugere um efeito neuroprotetor do 7-NI. Todavia, a administragéo
deste inibidor da NOS néo alterou a fungdo motora dos animais controle (ndo
operado) e sham.

O papel do NO na fisiopatologia da lesdo causada pelo MPTP ja foi relatado
em varios estudos (WATANABE et al, 2003; DUNCAN e HEALES, 2005;
CASTAGNOLI et al, 1997; ROYLAND et al, 1999). Apesar do metabolismo do NO
no cérebro ser de vital importancia para a funcao cerebral normal, a sua producao

excessiva € relacionada a varias patologias como doenga de Alzheimer, DP e
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esclerose multipla (DUNCAN e HEALES, 2005). O NO nao é a unica molécula de
interesse quando consideramos o estresse oxidativo. A neuroinflamacao parece
ser responsavel por um ciclo repetitivo no qual a inflamagao glial leva a produgao
de NO (DUNCAN e HEALES, 2005). Isto resultaria na liberagdo excessiva de NO
em neurdnios, causando liberacdo de glutamato com aumento do influxo de Ca?*
promovendo aumento da producao de NO (DUNCAN e HEALES, 2005).

Neste sentido, trés isoenzimas distintas sintetizadoras de NO vém sendo
purificadas e clonadas: a nNOS, a iINOS e a eNOS. A nNOS ¢ a principal isoforma
presente no cérebro e sua atividade catalitica € identificada constitutivamente no
sistema nervoso central. A INOS é expressa em pequenas quantidades no
cérebro. Entretanto, em condi¢cdes patologicas, a expressdo da iNOS pode
aumentar nas células gliais em resposta a uma variedade de injurias. A eNOS é
principalmente localizada no endotélio de vasos sanguineos e é discretamente
expressa em algumas regides do cérebro (LIBERATORE et al, 1999). Assim, a
isoforma predominante da NOS no cérebro é a nNOS, a qual esta implicada em
funcdes importantes no sistema nervoso central bem como em alguns eventos
fisiopatolégicos. Por esta razdo, o papel do NO e da nNOS nas fungbes do
sistema nervoso central vém sendo estudados através do uso de inibidores da
NOS (SALTER et al., 1995).

Em particular, a produgcdo de ONOO" representa uma das principais origens
do estresse oxidativo e esta molécula também esta implicada na fisiopatologia de
muitas doengas neurodegenerativas (DUNCAN e HEALES, 2005). De acordo com
Obata e Yamanaka (2000), a inibicaio da NOS estad associada com efeito
neuroprotetor por impedir a formacdo de radicais livres induzida pelo MPP”,
diminuindo, assim, o estresse oxidativo. Desta forma, acredita-se que o NO
formado a partir da nNOS e o ONOO aumentam o estresse oxidativo e
desempenham um importante papel na neurotoxicidade causada pelo MPTP
(MATTHEWS et al, 1997).

Diversos estudos evidenciaram a presencga da isoforma neuronal da NOS
no estriado (BOLAN et al, 2000; DE VENTE et al, 1998; IWASE et al, 1998).

Camundongos “knockouts” para a nNOS sado mais resistentes a toxicidade do
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MPTP enquanto os “knockouts” para a eNOS n&do o sdo (GRIFFITHS, 1998).
Neste sentido, Matthews et al. (1997), mostraram que o tamanho da lesao estriatal
e a degeneragdo da substancia negra causados pela injegdo de MPP* foram
atenuados significativamente em camundongos “knockouts” para a nNOS, mas
nao nos camundongos mutantes para a eNOS.

O 7-NI é um inibidor relativamente especifico para a isoforma neuronal da
NOS (Schulz et al, 1995). O 7-NI protegeu camundongos e babuinos da reducao
de dopamina e da perda de neurdnios da substancia negra induzida por MPTP
(Schulz et al, 1995; Przedborski et al, 1996; Hantraye et al, 1996).

Uma possivel explicagdo para entender os presentes resultados pode advir
dos estudos de SHIBATA et al. (1996) e SILVA et al. (1995), os quais mostraram
que os inibidores da NOS podem aumentar a liberacdo de dopamina estriatal por
mecanismos ainda ndo conhecidos. Entretanto, este dado nao foi confirmado em
nossos experimentos, pois o 7-NI per se ndo causou aumento da locomogao no
teste do campo aberto.

Assim, nossos dados sugerem um efeito neuroprotetor do 7-NI nas nossas
condicbes experimentais. Uma possivel explicacdo para este efeito pode ser
devido a propria inibicao da nNOS, conforme discutido anteriormente. Como
inicialmente proposto, o 7-NI poderia prevenir a formagao excessiva do NO e o
consequente estresse oxidativo (PRZEDBORSKI et al., 1996; 1996; SCHULZ et
al., 1995). Todavia, alguns autores sugerem que a redugdo na neurotoxicidade
mediada pelo MPTP nao seja causada somente pela inibicado desta enzima, mas
também pode envolver a inibicdo da conversdo do MPTP ao seu metabdlito MPP”,
uma transformacédo mediada pela MAO-B (DESVIGNES et al., 1999), enzima que
também participa no metabolismo oxidativo da dopamina. De acordo com
ROYLAND et al. (1999) a conversdo do MPTP a MPP* ocorre duas horas apds a
injecdo subcutdnea de MPTP e o pré-tratamento com inibidores da MAO-B
bloqueou a formagdo do MPP* e atenuou a neurodegeneracgédo (HEIKKILA et al.,
1984).

Nesta linha, CASTAGNOLI et al. (1997) ja demonstraram que o 7-NI (50
MM) foi capaz de inibir a oxidacdo do MPTP catalisada pela MAO-B e reduziu a
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formagdo de MPP+ estriatal em preparagdes mitocondriais de camundongos
C57Bl/6. Entretanto, PRZEDBORSKI et al. (1996) verificaram que o0s niveis
estriatais de MPP* em camundongos tratados com MPTP foram inalterados pelo
tratamento com doses neuroprotetoras (30 — 50 mg/kg) do 7-Nl. Estas
discrepancias podem ser devidas a diferencas nas linhagens e nos substratos
para a detec¢do enzimatica empregados por estes autores.

Corroborando a hipétese da inibicdo da MAO-B, DESVIGNES et al. (1999)
realizaram um estudo comparativo com o 7-NI (30 mg/kg, ip ) e a pargilina (75
mg/kg, ip) e observaram que 7-NI causou aumento da liberacdo estriatal de
dopamina (60%) e diminuicdo do DOPAC (50%), enquanto a pargilina produziu
aumento do conteudo de dopamina (em torno de 400%) e reducdo do DOPAC
(niveis ndo detectaveis). Os efeitos do 7-NI sobre os niveis de dopamina e
DOPAC foram menores que os da pargilina, isto poderia ser devido a duas agdes
opostas do 7-NI na transmissao dopaminérgica. O 7-NI poderia aumentar os niveis
de dopamina pela inibicdo da MAO-B e reduzir a transmissdo dopaminérgica
estriatal devido a sua acgao inibitéria sobre a nNOS.

Confirmando os presentes dados, no modelo animal de parkinsonismo
induzido pela administracdo sistémica de reserpina verificamos que o 7-NI (25
mg/kg) foi capaz de reverter a hipolocomogao causada pela reserpina 24 e 48 hs
apos a sua administragdo tanto em camundongos swiss como em animais C57BI/6
(Tadaiesky et al., 2006).

Pode-se ainda imaginar que um efeito conjunto, ou seja, inibicdo da NOS e
da MAO-B tenham sido responsaveis pelo efeito neuroprotetor observado no
presente estudo.

Com relagdo aos efeitos do L-NAME, inibidor da NOS que inibe as isoformas
endotelial e neuronal da enzima (REUS et al, 1990), verificamos que o pré-
tratamento com L-NAME i.p. (MPTP+L-NAME) nao foi capaz de reverter os
prejuizos motores causados pela infusdo de MPTP. Uma possivel explicagdo para
esta auséncia de efeito neuroprotetor poderia ser devida ao fato deste inibidor da

NOS nao ser capaz de cruzar a barreira hematoencefalica.
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De acordo com REUS et al, (1990) o L-NAME atravessa a barreira
hematoencefalica e inibe a nNOS, entretanto, deve-se considerar que a
administragado sistémica do L-NAME inibe, preferencialmente a eNOS. Desta
forma, parametros vasculares regulados pela eNOS, assim como o fluxo
sanguineo, estariam alterados e poderiam comprometer a interpretacdo dos
efeitos deste inibidor no SNC. Por esta razédo, pode-se aumentar a especificidade
deste inibidor para a nNOS ao realizar a sua administragdo diretamente no SNC
(BAGETTA et al, 1993).

Nossos dados mostram que o L-NAME administrado intranigral (3ug)
mostrou efeito neuroprotetor pois foi capaz de prevenir os prejuizos motores
causados pelo MPTP. Os animais do grupo MPTP+L-NAME (3ug) mostraram
aumento das frequéncias de locomocao e de levantar e redugdo dos tempos de
laténcia para inicio do movimento e de imobilidade quando comparados aos
animais do grupo MPTP+VE. Por outro lado, na dose de 30 ug intranigral o L-
NAME nao alterou os efeitos do MPTP. Os animais do grupo MPTP+L-NAME
(30ug) apresentaram aumento dos tempos de laténcia para inicio do movimento e
de imobilidade e reducdo das frequéncias de locomocgao e de levantar de modo
similar aos animais do grupo MPTP+VE.

Ou seja o presente estudo mostra que o L-NAME na menor dose (3ug)
atenuou os efeitos comportamentais do MPTP (o que sugere um efeito
neuroprotetor), entretanto, na maior dose empregada (30ug) o L-NAME né&o
alterou os efeitos do MPTP. Salter et al.(1995) mostraram uma inibicdo da NOS
estriatal dose-dependente apdés a administragdo do L-NAME no estriado; as
doses de L-NAME utilizadas foram 3pg, 10ug, 30ug e 100ug, e o grau de inibigao
da NOS alcangado nos primeiros 90 minutos foram + 40%, + 60%, £+ 90% e %
100%, respectivamente. Deste modo, acreditamos que nas doses de L-NAME
empregadas no presente estudo houve inibicdo da NOS, mas ndo sabemos como
explicar esta discrepancia. Uma possivel hipotese pode surgir a partir do trabalho
de Araki et al. (2001), que mostraram que altas concentra¢des de inibidores da

NOS podem causar prejuizo motor em camundongos.
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Estes ultimos autores mostraram que tanto o 7-NI (40-160 mg/kg) quanto o L-
NAME (40-160 mg/kg) causaram catalepsia de modo dose-dependente em
camundongos. Mas somente o 7-NI produziu aumento do niveis estriatais de
dopamina, enquanto o L-NAME n&o alterou nem os niveis de dopamina nem os de
DOPAC e HVA (Araki et al. (2001). Este estudo sugere dois fatos muito
relevantes: 1) o NO participa do controle motor; 2) o aumento dos niveis de
dopamina, provavelmente é decorrente de um efeito inibidor da MAO-B so
causado pelo 7-NI, como discutido anteriormente.

Num elegante estudo conduzido por ROYLAND et al. (1999), verificou-se a
existéncia de uma relagado temporal e causal entre o 7-NI e sua capacidade de
bloquear a toxicidade mediada pelo MPTP. A relacdo temporal mostrou que a
morte neuronal e a deplecao estriatal de ATP foram completamente evitadas pelo
tratamento com 7-NI imediatamente antes e 4 apds a injecdo de MPTP. Por outro
lado, a administracdo do L-NAME n&o reverteu a reducao do ATP. Esta diferenca
observada com os diferentes inibidores da NOS n&o pode ser atribuida a uma
inibicdo reduzida da NOS, pois o L-NAME causa reducdo de aproximadamente
90% da atividade da NOS que é comparavel ao efeito do 7-NIl. Deste modo, a
incapacidade do L-NAME de prevenir a reducao de ATP indica que: a) a produgao
do NO nao contribui para a faléncia energética induzida pelo MPTP; b) outros
mecanismos além da inibicdo da nNOS podem estar relacionados a habilidade do
7-NI prevenir a deplecao de ATP.

De fato, o efeito inibidor da MAO parece ser o principal mecanismo para
explicar o efeito neuroprotetor do 7-NI. Nao encontramos até o momento, nenhum
trabalho que relacione o L-NAME a inibigdo da MAO.

O 7-NI (30 mg/kg ip e 1 mM intraestriatal) e a pargilina (75 mg/kg ip)
causaram aumento da dopamina e redu¢ao do DOPAC estriatais, enquanto o L-
NAME (200mg/kg ip) produziu aumento nos niveis de dopamina, sem alterar o
conteudo de DOPAC, sugerindo uma auséncia de efeito inibidor da MAO para o L-
NAME (DESVIGNES et al., 1999).

O uso de inibidores da MAO no tratamento da DP é conhecido desde 1975,

quando foi introduzida a selegelina (deprenil) na clinica neurolégica (GREEN e
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YOUDIM, 1975; BIRKMAYER et al., 1975). Mais recentemente surgiu a rasagilina
como uma nova alternativa na inibicdo da MAO-B (YOUDIM e BAKHLE, 2006).
Até hoje este grupo de drogas é considerado uma excelente estratégia terapéutica
no tratamento da DP.

Todavia, ainda ndo conseguimos esclarecer porque somente a menor dose o
L-NAME impediu os efeitos do MPTP. Considerando-se que a isoforma da NOS
predominante em neurdnios € a neuronal (DINERMAN et al, 1994), sugerimos que
o efeito neuroprotetor verificado com a administragdo intranigral de L-NAME nesta
dose, se deva, em sua maior parte, a inibicdo da nNOS. Isto porque o L-NAME é
esterificado no cérebro a L-NOARG (N-nitro-L-arginina) que apresenta alta
afinidade pela nNOS (SALTER et al., 1995).

Com relagéo aos efeitos da aminoguanidina (25 mg/kg — i.p.), um inibidor da
NOS seletivo para a isoforma induzida da enzima (iNOS), nossos resultados
mostram que os animais lesados com MPTP e que receberam este inibidor da
NOS (ratos do grupo MPTP+AG) néao diferiram dos animais do grupo MPTP+VE.
Ou seja, a aminoguanidina ndo causou efeito neuroprotetor neste modelo animal
de parkinsonsimo.

De modo anéalogo, a aminoguanidina (50 mg/kg) nao reverteu a hipoatividade
de camundongos tratados com reserpina (1 mg/kg) (TADAIESKY, 2005). Deste
modo, nesses dois modelos animais de parkinsonismo a inibicdo da iINOS néo
afetou o comportamento dos animais sugerindo que esta isoforma tenha pequena
participacao nos efeitos do MPTP e da reserpina. Por outro lado, MCNAUGHT e
JENNER (1999) mostraram que a aminoguanidina atenuou a morte neuronal
induzida pelo LPS em cultura de astrocitos.

Liberatore et al. (1999) sugerem que a nNOS ndo € a unica isoforma da
enzima com participagdo importante na neurodegeneragdo dopaminérgica que
ocorre no modelo do MPTP e na DP. Estes autores sugerem que a up-regulation
da iINOS poder levar a morte celular, principalmente pelo grande aumento da
producao de NO.

O LPS aumenta a expressdao da COX-2 4 a 16 horas apds sua infusao

intraestriatal, entretanto, nao verificou-se alteracbes motoras nestes animais (LIMA
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et al., 2006). Em outras palavras, acreditamos que a inflamagao participa no
processo neurodegenerativo que ocorre em modelos animais de parkinsonismo e
na DP, mas que n&o € o principal mecanismo que inicia o processo de morte
neuronal. Assim, embora nossos resultados com a aminoguanidina ndo tenham
sido promissores, acreditamos que este e outros inibidores da INOS devam ser
melhor estudados.

Tomados em conjunto, nossos resultados sugerem que o NO participa no
processo de morte neuronal induzido pela infusdo intranigral de MPTP. Mais
ainda, que os inibidores da nNOS como o 7-NlI parecem ser candidatos
promissores para impedir a toxicidade desta neurotoxina. Finalmente, acreditamos
que sao necessarios estudos adicionais para verificar os efeitos comportamentais
dos inibidores da NOS em modelos animais de memdria e/ou depressao para que
talvez um dia esta classe de medicamentos possa ser empregada no tratamento
da DP.
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6 CONCLUSOES

° A infusao intranigral de MPTP em ratos provocou diminuigdo da atividade
geral observada através do aumento dos tempos de laténcia para inicio do
movimento e de imobilidade, e diminuicao das frequéncias de locomocgao e de
levantar dos animais quando observados no teste do campo aberto 24 horas apos
a infusdo da neurotoxina.

o Nao houve diferenga entre os animais controle e sham em nenhum dos
parametros avaliados no campo aberto.

o A administragao de 7-NI na dose de 25mg/kg i.p. promoveu diminui¢do dos
tempos de laténcia para inicio do movimento e de imobilidade, e aumento das
frequéncias de locomogao e de levantar dos animais do grupo MPTP+7-NI quando
observados no teste do campo aberto em comparagdo aos animais do grupo
MPTP + veiculo .

o O L-NAME administrado intraperitonealmente na dose de 25mg/kg nao foi
capaz de prevenir os efeitos motores causados pelo MPTP observados no campo
aberto.

o Quando administrado via intranigral o L-NAME, na dose de 3ug, protegeu
contra o prejuizo motor induzido pelo MPTP, o que nao foi observado na dose de
30ug.

o A Aminoguanidina (25mg/kg, i.p.) nao foi capaz de prevenir a hipoatividade

nos ratos que receberam MPTP em comparacao aos grupos sham e controle.
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