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RESUMO 

1
                             Para a fase inicial da doença de Parkinson (DP) são usados como modelo animal ratos com 

lesão unilateral na substância negra pars compacta (SNc) induzida por 1-metil-4-fenil-1, 2, 3, 

6-tetraidropiridina (MPTP). Apesar desses animais não apresentarem alterações motoras, eles 

apresentam comportamento rotatório quando desafiados com drogas dopaminérgicas. Quando 

esses ratos são desafiados com apomorfina, agonista direto dos receptores de dopamina (DA), 

eles apresentam um comportamento rotatório ipsiversivo (em direção ao lado lesionado). Este 

modelo foi usado para investigar se a concentração estriatal dos níveis extracelulares de DA 

(DAE) muda em resposta à apomorfina e se a direção do comportamento rotatório pode ser 

previsto pela assimetria de DAE entre o lado lesado e lado não lesado, com o objetivo de 

estudar o efeito da apomorfina nos mecanismos compensatórios que mantêm o nível de DAE 

normal. Com o tratamento, a apomorfina diminuiu DAE no lado lesado e não lesado, ocorrendo 

maior diminuição no lado lesado no momento em que os ratos começaram com comportamento 

rotatório ipsiversivo. Esses resultados sugerem que a ausência de alterações motoras depende 

da manutenção dos níveis extracelulares de DA por mecanismos que podem ser rompidos por 

eventos que demandem sua alteração para níveis mais baixos. 

Descritores: Microdiálise in vivo, rotação, Apomorfina, Doença de Parkinson 
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 For the initial phase of Parkinson's disease (PD), rat animal model with unilateral 

lesion in the substantia nigra pars compacta (SNc) induced by 1-methyl-4-phenyl-1, 2, 3, 6-

tetrahydropyridine (MPTP) is used. Although these animals do not show motor abnormalities, 

they exhibit rotational behavior when challenged with dopaminergic drugs. When these animals 

are challenged with apomorphine, a direct agonist of dopamine (DA) receptors, they exhibit an 

ipsiversive rotational  behavior  (toward the lesioned side). This model was used to investigate 

if the striatal concentration of extracellular levels of DA (DAE) changes in response to 

apomorphine and the if the direction of rotational behavior can be predicted by the asymmetry 

of DAE between the lesioned and non-lesioned side, with the aim to study the effect of the 

apomorphine in compensatory mechanisms that maintain DAE normal. After treatment, 

apomorphine decreased DAE on the lesioned and non-lesioned side, ocurring greater decreased 

in the lesioned side at the moment that rats began with ipsiversive rotational behavior. These 

results suggest that the absence of motor alterations depends on the maintenance of DA 

extracellular level by mechanisms that may be disrupted by events that require changes to its 

lowest levels. 

Keywords: in vivo microdialysis, rotation, apomorphine, Parkinson’s disease.  

 

INTRODUÇÃO 

A dopamina (DA) é um neurotransmissor catecolamínico do sistema nervoso 

central (SNC) que se encontra em maior proporção na via nigroestriatal do cérebro
(1)

. 

Os neurônios nigroestriatais partem da substância negra pars compacta (SNc) e vão em 

direção ao estriado
(2)

. A DA tem importância em alguns distúrbios do SNC como a 

doença de Parkinson (DP) 
(1)

. 

A DP é uma doença neurodegenerativa que tem sido muito estudada 

atualmente
(3)

. Esta neurodegeneração é seletiva de neurônios dopaminérgicos na SNc. 

Essa destruição neuronal resulta nas principais características da doença
(4)

 incluindo 

lentidão dos movimentos, tremor em repouso, rigidez muscular, comprometimento do 

equilíbrio postural, assim como déficits cognitivos nas funções executivas, memória de 

trabalho e memória processual
(5)

. O comprometimento motor aparece em um estágio 

mais avançado da doença com a degeneração dos neurônios dopaminérgicos da SNc em 

torno de 70%-85% 
(6,7)

 

Atualmente muitos modelos animais de DP estão disponíveis. Os modelos 1-

metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiredina (MPTP) e 6-hidroxidopamina (6-OHDA) são os 

mais utilizados
(8,9)

 . 
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A neurotoxicidade do MPTP nos neurônios dopaminérgicos ficou conhecida 

quando se analisou o comportamento de um grupo de jovens que fazia uso de drogas 

ilícitas
(10,11,12)

. O MPTP causa uma destruição irreversível dos neurônios 

dopaminérgicos nigroestriatais em humanos e em animais semelhante à DP. No entanto, 

quando o MPTP é administrado sistemicamente em ratos não causa uma perda 

expressiva de neurônios dopaminérgicos evidente. Uma explicação pode ser a alta 

atividade da enzima monoamina-oxidase (MAO) na barreira hematoencefálica de 

cérebro de ratos, enzima responsável por converter o MPTP em 1-metil-4-fenilpiridínio 

(MPP+), isto não ocorrendo somente na SNc mas em qualquer região do cérebro
(13)

. 

Quando o MPTP é usado em ratos, a substância deve ser infundida em uma alta 

concentração na SNc, o que ocasiona uma perda seletiva de 50-70% dos neurônios 

dopaminérgicos
(8,14,15)

. Esta lesão na SNc com o MPTP leva a uma hipocinesia em ratos 

que desaparece em poucos dias
(16)

 e após 3 semanas esses animais não apresentam mais 

alterações motoras
(14)

, porém, apresentam déficits cognitivos
(17,18,19,20,21)

. Ratos MPTP 

hemi-lesionados quando desafiados com apomorfina, agonista direto dos receptores de 

DA, apresentam como resposta um comportamento ipsiversivo (para o lado da lesão) 

(Figura 1). Esta rotação é devida a uma modulação assimétrica das sinapses 

corticoestriatais pelos neurônios nigroestriatais que fazem com que os animais rodem 

para o lado com uma menor estimulação dopaminérgica
(8,22)

 

 

  

 

 

 

 

 

Figura 1: comportamento ipsiversivo de ratos hemi-lesados com MPTP e 

desafiados com apomorfina
(8)

.  

 Para comportamentos motores normais é preciso que a concentração de DAE 

esteja acima de um limiar mínimo (liberação tônica)
 (23,24)

. Esta é a explicação para os 
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ratos MPTP hemi-lesionados, sem administração de apomorfina, apresentarem um 

comportamento motor normal
(14)

, enquanto que na aprendizagem, eles apresentam 

déficits cognitivos, já que a aprendizagem depende de uma liberação fásica de DA, a 

qual está comprometida nesse modelo animal de DP
(21,25,26)

. Este fato também pode 

representar o desenvolvimento de mecanismos compensatórios para a perda dos 

neurônios dopaminérgicos na manutenção da liberação tônica (importante para a 

manutenção de movimentos motores) de DA no estriado.  

               O estudo teve como objetivo analisar em ratos com lesão unilateral na SNc por 

MPTP se a apomorfina promove um rompimento dos mecanismos compensatórios que 

mantêm o nível extracelular de dopamina no estriado inalterado e se a direção do 

comportamento rotatório pode ser predito baseado na assimetria de DAE entre os lados 

lesado e não lesado. Para tal, foi realizado um estudo de microdiálise in vivo de 

liberação de DA no estriado de ratos implantados com 2 cânulas de microdiálise em 

ambos os estriados e posteriormente, esses ratos eram desafiados com apomorfina.  

 

 

 

METODOLOGIA 

 

Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética da 

Universidade Federal do Paraná com o protocolo número 353. 

 A metodologia empregada neste trabalho foi baseada na descrita por 

(Dombrowski e colaboradores, 2010) 
(27)

. Foram utilizados ratos Wistar machos adultos 

com peso entre 250-290 g provenientes do biotério da Universidade Federal do Paraná 

onde foram mantidos em uma sala com temperatura controlada de (22±2 C) em ciclo 

de 12-h claro/escuro (luzes às 7:00 a.m.), com comida e água á vontade. Nestes ratos foi 

realizado o procedimento cirúrgico onde vinte minutos antes da cirurgia, os animais 

receberam sulfato de atropina (0.4 mg/kg, i.p.,) para suprimir a salivação e penicilina G-

procaína (0.1 ml, i.m.,). Eles foram anestesiados com Equitesin® (3 ml/kg, i.p.) e 

receberam três injeções de acetaldeído (120 mg/kg, i.p., 10 min antes e 30 e 60 min após 

o começo da cirurgia). MPTP HCl (2 μg, i.c.v.,) em salina (0.9% NaCl) foi infundido na 

SNc através de uma agulha de metal calibre 30 em uma taxa de infusão de 0.25 µl/min. 

Utilizando o bregma como ponto de referência, as coordenadas usadas foram: 
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anteroposterior (AP): -5.0 mm; mediolateral (ML): ± 2.1 mm; dorsoventral (DV): -7.7 

mm
(28)

. Para os animais sham, o procedimento cirúrgico foi o mesmo, porém foi 

infundido salina na SNc (direita ou esquerda) ao invés do MPTP.  

Após uma semana do procedimento cirúrgico, os animais foram desafiados com 

uma injeção s.c. de 0.5 mg/kg de apomorfina e por uma hora o seu comportamento de 

rotação foi contabilizado. Ratos que obtiveram número de rotações ipsiversivas inferior 

a 50 rotações foram descartados do experimento. Dezesseis dias após o procedimento 

cirúrgico, os ratos foram anestesiados como descrito anteriormente e uma cânula guia 

(15 mm) foi implantada no estriado direito e esquerdo usando as seguintes coordenadas 

a partir do bregma: AP: +1.2 mm; ML: + 4.3 mm; DV: -2.8 mm; ângulo de 25
°(28)

. A 

cânula guia foi firmemente ancorada ao crânio com parafusos em miniatura e cimento 

dental. No final da cirurgia, cada cânula guia foi fechada com arame de alumínio. 

Após cinco dias de recuperação, os animais foram colocados individualmente no 

mesmo recipiente redondo utilizado anteriormente e o número de rotações 360º para o 

lado lesado (ipsiversivo) e para o lado não lesado (contraversivo) foram gravados e 

contados para medir o comportamento de rotação. Simultaneamente foi realizada a 

técnica de microdiálise onde uma sonda foi inserida através de uma cânula guia no 

estriado do rato. Em seguida o animal foi desafiado com 0.5 mg/kg de apomorfina. Esta 

dose de apomorfina (0.5 mg/Kg)  foi escolhida baseado em estudos prévios do 

laboratório da UFPR com ratos MPTP
(8)

 

As sondas de microdiálise possuíam uma membrana semi-permeável, a qual foi 

perfundida por solução de Ringer(em mM: NaCl, 145.0; KCl, 2.7; CaCl2, 1.2; MgCl2, 

1.0, pH = 7.4) em fluxo constante de 1.2 l/min  em bomba de microinjeção. Após o 

período de equilíbrio de 2-h foram coletadas amostras de microdiálise de 15 em 15 

minutos. As 4 primeiras amostras coletadas foram as de níveis basais, seguidas de 9 

amostras após a administração de apomorfina e posteriormente foi realizada a coleta de 

mais 3 amostras. As amostras foram coletadas em tubos de polietileno contendo 15 l 

de solução de ácido perclórico 0.1M e metabissulfito de sódio como antioxidante. As 

amostras foram guardadas a -70º C até a análise em cromatografia líquida de alta 

resolução com detector eletroquímico (HPLC-ED). 
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O dialisado foi injetado no HPLC composto por bomba LC-20AT (Shimadzu 

Corporation, Japão), um detector eletroquímico (ESA Coulochem III Electrochemical 

Detector) equipado com uma célula-guarda (ESA 5020) com um potencial de 350 mV e 

uma célula analítica com potencias de oxidação de 100 mV para o primeiro eletrodo e 

450 mV para o segundo eletrodo. As separações foram realizadas em uma coluna de 

fase reversa Fusion RP C-18 (Phenomenex, EUA), dimensões 150 x 2,0 mm, partículas 

de 4m, em temperatura de 25ºC equipada com uma pré-coluna com dimensões de 4 x 

3,0 mm (SecurityGuard Cartridges Fusion-RP). Os cromatogramas da dopamina foram 

integrados e analisados pelo software LC Solutions (Shimadzu). 

A fase móvel utilizada para a análise era constituída de: ácido cítrico 20 g; 

ácido etileno-diamino-tetra-acético (EDTA) 40 mg; ácido octanossulfônico 200 mg; 900 

mL água de miliQ; metanol 10%; pH ajustado em 4,0; fluxo de 1,0 mL/mi (desenho 

experimental descrito na figura 2). 

Os dados foram analisados por ANOVA seguida por teste de Newman-Keuls. 

P<0.05 foi considerado significante. 
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Figura 2: Desenho experimental. 

 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

No comportamento de rotação, os ratos MPTP hemi-lesionados, após terem recebido 

0.5 mg/Kg de apomorfina, tiveram comportamento de rotação ipsiversivo como 

mostrado na Fig. 3A. Tal comportamento não foi observado em animais do grupo sham 

(Fig. 3B) e nem em animais que receberam salina ao invés de apomorfina (Fig. 3C). Os 

efeitos da apomorfina na liberação da DA é mostrada na Fig. 4A, onde nota-se as 

alterações nos níveis extracelulares de DA estriatal (DAE) em resposta a administração 

de apomorfina. Observa-se uma diminuição de DAE em ambos os lados, mas essa 

diminuição é ainda maior no lado lesado, apresentando um comportamento rotatório em 

direção ao lado com menor liberação de DA
(8)

 

 Uma ANOVA de 3-vias mostra um efeito de tratamento (F(1,32 = 26.62, P < 

0.05) e tempo (F(7,224) = 25.93, P < 0.05) significantes, um efeito de lado não-

significante (F(1,32) = 3.07, P = 0.08) e uma interação não-significante entre os fatores 

(P > 0.27). Nota-se também que depois da injeção de apomorfina, até mesmo o lado 

não-lesado dos ratos MPTP apresentam níveis mais baixos de DAE quando comparados 

aos animais do grupo sham.  
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Estes resultados sugerem que animais com lesão unilateral induzida por MPTP, 

sem tratamento farmacológico, não apresentaram alterações motoras significativas
(18)

, 

isto pode ter como explicação as atividades compensatórias dos neurônios 

dopaminérgicos remanescentes, já que não há alterações nos níveis basais (Fig. 5). 

Existem várias explicações para um efeito compensatório em ratos MPTP hemi-

lesionados na SNC que mantém a DA extracellular basal ao mesmo nível que os animais 

sham. Um desses mecanismos pode ser que os terminais remanescentes de DA 

aumentem a liberação de DA, também pode haver um aumento no brotamento dos 

terminais dopaminérgicos no lado lesado. No presente estudo foi observado uma 

diminuição de DAE a qual é ainda maior em ratos MPTP do que em ratos SHAM 

quando desafiados com apomorfina, a qual atua como um agonista dos receptores pré-

sinápticos D2, causando a inibição da liberação de DA (Fig. 4). Em estudos prévios foi 

também reportado a ação inibitória da apomorfina na liberação de DA
(29,30)

 isto tendo 

interação na ação nos receptores pré-sinápticos D2
(31,32,33)

 . Os receptores D2 têm 

importância no estudo, evidenciando o aumento do comportamento de rotação devido 

ao bloqueio de receptores D2 do estriado dorsal em ratos desafiados com apomorfina 

(s.c.) 
(34)

  

Como já foi citado anteriormente, na fase inicial da DP ou no modelo de rato 

MPTP é evidenciado os déficits cognitivos, já os déficits motores somente são 

observados na fase tardia da DP
(17,19,21,25,35,36,37)

. O aprendizado depende da liberação 

fásica de DA no estriado
(38,39)

. Em função disso ocorrem os déficits cognitivos como 

conseqüência da lesão dopaminérgica estriatal em ratos MPTP e/ou em pacientes na 

fase inicial da DP. 

Sabe-se que os déficits motores aparecem somente na fase tardia da DP devido 

ao mecanismo compensatório dos terminais dopaminérgicos no estriado, o que 

estabiliza o nível basal de DA, porém este fenômeno não é o suficiente para suprir uma 

demanda maior de liberação de DA, como ocorre na liberação fásica.  
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FIGURAS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

APOMORFINA 

Tempo (horas) 

 

APOMORFINA 

B 

Tempo (horas) 

Tempo (horas) 



Cadernos da Escola de Saúde, Curitiba, 4: 78-93 vol.1                 

ISSN 1984 - 7041           

 

                   

 

JAMILE M. CUGLER 

                                                                  CLÁUDIO DA CUNHA 

 

 

 

87 

Turning behavior

0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00 2.25 2.50 2.75 3.00 3.25

-25

-15

-5

5

15

25

35

MPTP-IPSI

MPTP-CONTRA

APOMORPHINE

time (hour)

A

r
o

ta
ç
õ

e
s

2,00 2,25 2,50 2,75 3,00 3,25 3,50 3,75 4,00 4,25 4,50

-25

-15

-5

5

15

25

35

MPTP-IPSI

MPTP-CONTRA

AMPHETAMINE

time (hour)

B

r
o

ta
ç
õ

e
s

0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00 2.25 2.50 2.75 3.00 3.25-25

-15

-5

5

15

25

35

SHAM IPSI

SHAM CONTRA

APOMORPHINE

time (hour)

C

r
o

ta
ç
õ

e
s

2,00 2,25 2,50 2,75 3,00 3,25 3,50 3,75 4,00 4,25 4,50-25

-15

-5

5

15

25

35

SHAM IPSI

SHAM CONTRA

AMPHETAMINE

time (hour)

D

r
o

ta
ç
õ

e
s

0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00 2.25 2.50 2.75 3.00 3.25

-25

-15

-5

5

15

25

35

MPTP-IPSI

MPTP-CONTRA

SALINE

time (hour)

E
r
o

ta
ç
õ

e
s

2,00 2,25 2,50 2,75 3,00 3,25 3,50 3,75 4,00 4,25 4,50

-25

-15

-5

5

15

25

35

MPTP-IPSI

MPTP-CONTRA

SALINE

time (hour)

F

r
o

ta
ç
õ

e
s

 

Figura 3. Efeito da injeção sistêmica de 0.5 mg/kg de apomorfina no comportamento de 

rotação de ratos MPTP-hemilesionados e ratos SHAM.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Efeitos da injeção de apomorfina (s.c.) no nível da DA extracelular no estriado 

de ratos MPTP hemi-lesionados (n=11) e ratos SHAM (n=8). Análises foram realizadas 

antes e depois da aplicação de apomorfina.  
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Figura 5: Concentração basal de DA. Dados representam média ± SEM. MPTP (n=11); 

SHAM (n=8). 

 

CONCLUSÃO 

 

Com o presente trabalho conclui-se que os prejuízos motores não ocorrem na 

fase inicial da DP devido a um mecanismo compensatório na liberação tônica que 

estabiliza os níveis basais de dopamina no estriado. Contudo este evento não é o 

suficiente para compensar a assimetria que ocorre quando há uma grande demanda na 

liberação de DA, como na liberação fásica, o que pode explicar o aparecimento dos 

déficits nas habilidades cognitivas já que a aprendizagem depende dessa liberação 

fásica. 
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