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RESUMO 

 

A administração sistêmica da reserpina, um inibidor do transportador 

vesicular de monoaminas, em ratos pelas vias intraperitoneal (i.p.) ou 

subcutânea (s.c.), em doses consideradas baixas (0,1 – 1,0 mg/kg), tem 

sido proposto como um modelo válido para o estudo dos sintomas não-

motores da doença de Parkinson (DP). O presente estudo teve como 

objetivo avaliar temporalmente (3, 24 e 72 h) os efeitos da 

administração de reserpina (1 mg/kg, s.c.) sobre as memórias de curto 

prazo de ratos avaliados nos testes de reconhecimento social e 

reconhecimento de objetos. Foram também investigadas possíveis 

alterações nas concentrações de dopamina, serotonina, e seus 

metabólitos no estriado, hipocampo e córtex pré-frontal, bem como no 

conteúdo de neopterina no plasma sanguíneo de ratos em diferentes 

intervalos após a administração da reserpina. Os resultados deste estudo 

demonstram que a administração da reserpina (1 mg/kg, s.c.) induziu 

prejuízos significativos nas memórias de curto prazo de ratos avaliadas 

após a sua administração nos testes de reconhecimento social e 

reconhecimento de objetos. Além disso, os nossos resultados 

confirmaram a depleção nas concentrações de dopamina e seu 

metabólito DOPAC no estriado de ratos tratados com reserpina, sendo 

este efeito mais pronunciado 72 h após o tratamento, quando foi 

evidenciado prejuízo locomotor no teste do campo aberto.  Entretanto, 

não foram observadas alterações significativas nas concentrações de 

neopterina no plasma sanguíneo de ratos após a administração de 

reserpina nos diferentes intervalos de tempo (3 e 24 h) e doses (1 e 5 

mg/kg, s.c.) testados. Em conjunto, os resultados do presente estudo 

reforçam o potencial da administração de baixas doses de reserpina e 

tempos breves após sua administração como um modelo útil para a 

investigação dos sintomas cognitivos associados à fase pré-motora da 

DP, sendo que estes prejuízos estão associados a depleção de dopamina 

no estriado, sem, todavia, modular as concentrações de neopterina no 

plasma sanguíneo de ratos.  

 

Palavras-chave: Reserpina, doença de Parkinson, Memória de curto 

prazo, Monoaminas, Neopterina, Reconhecimento social, 

Reconhecimento de objetos, ratos. 

  



 

 

  



ABSTRACT 

 

The systemic administration of reserpine, an inhibitor of vesicular 

monoamine transporter, by intraperitoneal (i.p.) or subcutaneous (s.c.) in 

rats at low doses (0,1 – 1,0 mg/kg) has been proposed as a valuable 

model for the study of non-motor symptoms of Parkinson’s disease 

(PD). The present study aimed to investigate temporaly (3, 24 and 72 h) 

the effects of reserpine (1 mg/kg, s.c.) on short-term memory of rats 

evaluated in the social recognition and object recognition tasks. We also 

investigated putative alterations in the levels of dopamine, serotonin and 

its metabolites in striatum, hippocampus and prefrontal cortex as well as 

in the neopterin content in the blood plasma at different intervals after 

reserpine administration. The present findings demonstrated that 

reserpine administration (1 mg/kg, s.c.) disrupted the short-term 

memory of rats evaluated after treatment in the social recognition and 

object recognition tasks. Furthermore, our results confirm the depletion 

of the concentrations of dopamine and its metabolite DOPAC in the 

striatum of rats after reserpine administration. The highest level of 

dopamine depletion, and also DOPAC, was found in the group of 72 h 

after reserpine, which was associated with reduced locomotor activity 

evaluated in the open field test. However, there were no significant 

changes in the concentrations of neopterin in blood plasma of rats after 

administration of reserpine, at different time intervals (3 and 24 h) and 

doses (1 and 5 mg/kg, s.c.) used.  Altogether, the present findings 

reinforce the single administration of low reserpine dose and short time 

as valuable model for the study of the cognitive symptoms associated 

with an early pre-motor phase of PD. Moreover, the observed short-term 

memory impairments induced by reserpine were associated with the 

striatal dopamine depletion, while no significant changes on blood 

plasma neopterin leves were observed. 

 

Keywords: Reserpine, Parkinson's disease, Short-term memory, 

Monoamines, Neopterin, Social recognition, Object recognition, rat. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A doença de Parkinson (DP) é a segunda doença 

neurodegenerativa mais comum após a doença de Alzheimer, 

apresentando distribuição universal e atingindo todos os grupos étnicos. 

O início da doença ocorre tipicamente em torno dos 60 anos e as taxas 

de prevalência e incidência aumentam com a progressão da idade. No 

Brasil, há carência de pesquisas que expressem uma estimativa geral 

sobre a ocorrência da DP. Na Europa, a prevalência é estimada em torno 

de 0,6% da população com idade entre 65 - 69 anos, aumentando para 

2,5 - 3,5% entre indivíduos com idade acima de 75 anos (De Rijk et al., 

2000). Nos Estados Unidos, a prevalência estimada da DP é de 1% da 

população acima de 60 anos. Em relação à prevalência de acordo com o 

gênero, embora alguns estudos epidemiológicos não tenham encontrado 

diferenças, uma meta-análise de 7 estudos sugeriu que os homens 

apresentam um risco 1,5 vezes maior de desenvolver a DP do que as 

mulheres (De Rijk et al., 2000). 

Apesar de ser uma doença de etiologia primária desconhecida, a 

DP é considerada multifatorial, resultando da associação entre exposição 

ambiental a toxicantes e susceptibilidade genética (Van Den Eeden et 

al., 2003). Dentre os fatores associados ao aumento do risco de 

desenvolvimento da DP estão a exposição a herbicidas e pesticidas 

(paraquat, rotenona, organofosfatos) (Elbaz e Tranchant, 2007), 

exposição a neurotoxinas ambientais (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-

tetrahydropyridine – MPTP, tolueno, cianeto, dissulfeto de carbono), 

exposições ocupacionais (manganês) e fatores dietéticos como a 

ingestão sistemática de alguns metais (cobre e ferro) (Tanner e Aston, 

2000; Van Den Eeden et al., 2003).  

Sua fisiopatologia é caracterizada pela degeneração crônica e 

progressiva dos neurônios dopaminérgicos da substância negra, parte 

compacta (SNpc) (Hirsch e Hunot, 2009), localizada no mesencéfalo. Os 

neurônios dopaminérgicos desta região projetam-se em direção aos 

núcleos da base no prosencéfalo, mais especificamente ao estriado 

(formado pelos núcleos caudado e putâmen), dando origem à via 

dopaminérgica nigroestriatal. Em adição à perda neuronal, a DP é 

caracterizada pela presença de inclusões proteicas denominadas de 

corpos de Lewy, formadas a partir do acúmulo das proteínas α-

sinucleína e ubiquitina. Estas inclusões parecem emergir seguindo um 

gradiente ascendente, originando-se no tronco cerebral, expandindo-se 

até os núcleos da base, e chegando ao córtex cerebral (Braak et al., 

2003). 
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Os núcleos da base estão associados a diversas funções como o 

controle motor, a cognição, as emoções e o aprendizado. A degeneração 

dos neurônios dopaminérgicos da via nigroestriatal causa diminuição do 

conteúdo de dopamina no estriado e consequente acinesia (definida 

como perda ou diminuição – hipocinesia- da amplitude e frequência dos 

movimentos), bradicinesia (lentidão na realização dos movimentos), 

rigidez muscular (aumento do tônus muscular), tremor (atividade 

muscular de repouso com frequência de 4 – 6 Hz nos membros com 

predominância distal) e instabilidade postural (dificuldade em manter a 

postura ereta), representando estes os sinais motores clássicos da DP 

(Rodriguez-Oroz et al., 2009). No entanto, as alterações não são restritas 

à SNpc e podem estar presentes tanto em outras vias dopaminérgicas 

(vias mesocortical e mesolímbica) como também em vias não 

dopaminérgicas.  

Neurônios noradrenérgicos do lócus coeruleus, colinérgicos do 

prosencéfalo basal e do tronco encefálico, serotoninérgicos dos núcleos 

da rafe, e neurônios do bulbo olfatório (Hirsch e Hunot, 2009), bem 

como neurônios periféricos, como os do sistema mesentérico (Braak et 

al., 2003), são também afetados pelo processo patológico na DP. A 

presença de processo degenerativo além do sistema nigroestriatal pode 

explicar uma série de sinais e sintomas não motores da DP, tais como 

alterações do olfato, prejuízos cognitivos, alterações emocionais como 

depressão e ansiedade, sintomas psicóticos, distúrbios do sono, 

hipotensão postural, constipação e demência (Lees, Hardy e Revesz, 

2009; Rodriguez-Oroz et al., 2009). 

A DP é geralmente diagnosticada quando os sinais motores 

clássicos se apresentam e estima-se que, neste estágio, em torno de 60% 

dos neurônios da SNc já se encontram degenerados e em torno de 60 - 

70% do conteúdo de dopamina no estriado esteja reduzido (Tissingh et 

al., 1998; Rodriguez-Oroz et al., 2009). Entretanto, um número 

crescente de estudos tem evidenciado que alguns sintomas não motores 

podem preceder o aparecimento do comprometimento motor. Este 

período tem sido referido como uma fase pré-motora da DP (Tolosa, 

Compta e Gaig, 2007; Lelos e Dunnett, 2011). 

Os sintomas pré-motores da DP, incluindo prejuízos cognitivos 

como a disfunção executiva e alteração da memória de trabalho, 

ansiedade e depressão, apresentam grande impacto na qualidade de vida 

dos pacientes e familiares cuidadores (Ziemssen e Reichmann, 2007). A 

disfunção executiva refere-se aos prejuízos nos processos envolvidos no 

controle do comportamento tais como a habilidade para iniciar, 

executar, inibir e monitorar a sequência de ações (Rodriguez-Oroz et al., 
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2009). A memória de trabalho tem sido descrita como um sistema 

cerebral que provê armazenamento e manipulação temporários (de 

segundos a poucos minutos) da informação necessária para tarefas 

complexas como a compreensão da linguagem, aprendizagem e razão 

(Baddeley, 1992). Os prejuízos cognitivos relacionados à memória de 

trabalho e ao planejamento (função executiva) presentes em estágios 

iniciais da DP, de acordo com vários autores, são o resultado da 

disfunção do processamento na região do córtex pré-frontal decorrente 

da depleção dopaminérgica nigroestriatal e sua influência sobre o 

funcionamento do circuito frontoestriatal (Postle et al., 1997; Owen et 

al., 1998; Lewis et al., 2003; Lelos e Dunnett, 2011). 

Em paralelo à memória de trabalho, formam-se as memórias de 

curta duração, que duram minutos ou horas e servem para proporcionar 

a continuidade do nosso sentido do presente, adquirido pela memória de 

trabalho. As memórias de curta duração utilizam circuitos neurais que 

envolvem, entre outras estruturas cerebrais, o hipocampo e o córtex 

entorrinal. A principal importância da memória de curta duração é 

manter as informações “vivas” no cérebro, permitindo que elas sejam 

requisitadas (evocadas), durante o período (poucas horas) em que estas 

informações ainda não foram armazenadas na sua forma definitiva 

(Izquierdo et al., 1998, 1999). 

A fase pré-motora da DP tem sido investigada em alguns estudos 

clínicos como também em estudos experimentais utilizando modelos 

animais da doença. Os sintomas parkinsonianos pré-motores podem ser 

mimetizados em ratos e camundongos pela indução da depleção parcial 

de dopamina estriatal e/ou pela degeneração parcial das células 

dopaminérgicas nigroestriatais semelhantes à fase inicial da DP (Da 

Cunha et al., 2002; Prediger et al., 2006, 2010, 2011; Tadaiesky et al., 

2008; Moreira et al., 2010). 

Alguns testes comportamentais, como os testes de 

reconhecimento social e reconhecimento do objeto, têm sido utilizados 

para avaliar o efeito de drogas e tratamentos sobre os diferentes tipos de 

memórias em modelos animais da DP. De acordo com Dantzer e 

colaboradores (1987), a memória social, ou paradigma de 

reconhecimento, é principalmente gerada pela capacidade discriminativa 

olfatória dos animais e pode ser facilitada por drogas que aumentem a 

memória, bem como interrompida em modelos farmacológicos e 

patofisiológicos conhecidos por causarem prejuízo da memória em 

roedores (Prediger e Takahashi, 2003; Prediger, Batista e Takahashi, 

2005; Prediger, Da Cunha e Takahashi, 2005).  
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Em adição, o teste de reconhecimento do objeto, validado e 

descrito por Ennaceur e Delacour (1988), é similar aos testes de 

reconhecimento visual utilizados em primatas não humanos. Baseado no 

comportamento espontâneo dos ratos, este teste não envolve 

mecanismos estressores como descargas elétricas ou privação do 

alimento, sendo que estas características fazem com que possa ser 

comparável a testes de memória correntemente utilizados em humanos. 

Em relação aos modelos animais da DP, a descoberta de que a 

administração da reserpina (que inibe o transportador vesicular das 

monoaminas – VMAT) ou o haloperidol (antagonista não seletivo dos 

receptores para dopamina) a roedores e coelhos leva a um estado do tipo 

parkinsonismo transitório foi rapidamente seguido pela descoberta de 

que estes sintomas eram revertidos pela administração de L-DOPA 

(Carlsson, Lindqvist e Magnusson, 1957), o precursor da dopamina, que 

permanece ainda nos dias atuais como o principal fármaco usado no 

tratamento da DP. A descoberta de Carlsson, Lindqvist e Magnusson 

(1957) deu início a uma era em que os modelos animais desta doença 

foram utilizados para investigar a base do tratamento sintomático. Como 

consequência, desde então, os modelos animais da DP têm tido um 

papel fundamental na elaboração de novos tratamentos farmacológicos e 

não-farmacológicos e na compreensão da natureza dos processos 

patogênicos envolvidos na perda neuronal desta doença (Duty e Jenner, 

2011).  

Existe uma variedade de modelos em roedores, dentre os quais os 

modelos transgênicos, farmacológicos agudos, como a administração 

sistêmica de reserpina ou haloperidol, e também modelos que induzem a 

degeneração da via dopaminérgica nigroestriatal, como, por exemplo, a 

administração de 6-hidroxidopamina (6-OHDA) e 1-metil-4-fenil-

1,2,3,6 -tetrahidropiridina (MPTP) (Duty e Jenner, 2011).  

O modelo de roedores tratados com a reserpina foi um dos 

primeiros utilizados na pesquisa da PD. A reserpina é um alcalóide 

extraído das raízes da planta Rauwolfia serpentina. A sua ação 

farmacológica foi descrita em detalhes pela primeira vez por Bein em 

1953 (Gillis, 1974). Tem ação depressora do sistema nervoso central e 

efeito hipotensor, tendo sido utilizada clinicamente como um agente 

antipsicótico (Bear et al., 2008) e no tratamento da hipertensão arterial. 

A reserpina interfere no armazenamento vesicular de monoaminas 

(dopamina, noradrenalina, adrenalina e serotonina), causando depleção 

destes neurotransmissores nos terminais nervosos, com consequente 

hipolocomoção e rigidez muscular transitórias, sendo estas respostas 
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dependentes da dose utilizada (Colpaert, 1987; Gerlach e Riederer, 

1996; Dawson, 2000).  

Recentemente, o uso de reserpina em doses consideradas baixas 

(0,1 – 1,0 mg/kg) tem sido proposto como um modelo válido para o 

estudo dos prejuízos cognitivos (Alves et al., 2000; Prediger et al., 2005; 

Carvalho et al., 2006) e sintomas depressivos (Skalisz et al., 2002) 

associados à DP. A alta afinidade da reserpina pelo VMAT faz com que 

ela interaja com este transportador impedindo a vesicularização das 

monoaminas. Isso impossibilita a liberação destas pelo processo de 

exocitose, prejudicando assim as atividades dependentes desses 

neurotransmissores (Gillis, 1974).  

O VMAT, um membro da família dos transportadores vesiculares 

de neurotransmissores, é responsável pelo deslocamento das 

monoaminas do citoplasma para dentro das vesículas sinápticas via um 

gradiente eletroquímico de prótons gerado por uma bomba de prótons 

dependente de ATP vacuolar (V-ATPase). Assim, o VMAT age como 

um “trocador eletrogênico” de prótons e monoaminas (Henry et al., 

1994; Zheng, Dwoskin e Crooks, 2006). Neurônios monoaminérgicos 

do sistema nervoso central e pós-ganglionares do sistema nervoso 

simpático expressam somente o VMAT2, enquanto o VMAT1 é 

predominantemente expresso por células neuroendócrinas, tais como as 

células cromafins da medula adrenal, tanto em humanos como em 

roedores (Henry et al., 1994; Zheng, Dwoskin e Crooks, 2006; Adam, 

Edwards e Schuldiner, 2008). 

Nos últimos anos, um número crescente de trabalhos tem 

procurado investigar as razões pelas quais os neurônios dopaminérgicos 

são particularmente vulneráveis na DP, ou seja, quais fatores intrínsecos 

celulares contribuem para a vulnerabilidade à neurodegeneração nesta 

doença. A própria dopamina, a tirosina hidroxilase (TH), monoamina 

oxidase, ferro e/ou neuromelanina tem sido sugeridos como possíveis 

fatores envolvidos neste processo (Choi et al., 2006). 

A captação de dopamina pelo VMAT2 parece ser um mecanismo 

muito importante para prevenir a oxidação deste neurotransmissor 

(Sulzer et al., 2000). A utilização da reserpina, que possui alta afinidade 

pelo VMAT2, promove a oxidação da dopamina citoplasmática e o 

aumento subsequente de espécies reativas de oxigênio levando à 

toxicidade celular (Fuentes et al., 2007). 

Outra molécula presente endogenamente nos neurônios 

dopaminérgicos que pode gerar substâncias pró-oxidantes e induzir 

morte celular é a 5,6,7,8-tetrahidrobiopterina (BH4) (Choi et al., 2006). 

A BH4 é um cofator enzimático obrigatório para a atividade biológica 
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da enzima TH, que catalisa a síntese do neurotransmissor dopamina, 

assim como da enzima triptofano hidroxilase, que catalisa a síntese de 

serotonina (5-HT), a partir dos aminoácidos tirosina e triptofano, 

respectivamente.  Nos últimos anos, este cofator vem sendo relacionado 

com processos neurodegenerativos observados em algumas doenças 

crônicas e agudas (Foxton, Land e Heales, 2007), e tem sido sugerido 

como uma molécula endógena candidata ao envolvimento na patogênese 

da DP (Kim et al., 2003; Kim et al., 2004; Choi et al., 2006). 

De acordo com Choi e colaboradores (2006), a BH4 induz 

neurodegeneração dopaminérgica seletiva, tanto in vitro quanto in vivo, 

pelo processo de apoptose mediada por disfunção mitocondrial. Em 

outro estudo, Kim e colaboradores (2003) demonstraram que a 

administração intraestriatal de BH4 em ratos produziu degeneração 

seletiva dos terminais dopaminérgicos estriatais, diminuição do 

conteúdo de dopamina e morte celular apoptótica acompanhada por 

déficits motores, alterações estas semelhantes àquelas observadas na DP. 

Enquanto os neurônios dopaminérgicos precisam produzir BH4 para a 

síntese de dopamina, ironicamente, a inevitável presença de ambos, BH4 

e dopamina dentro da mesma célula, parece contribuir para a 

citoxicidade, sendo que em condições normais, a quantidade de BH4 no 

sistema nigroestriatal é o fator limitante para a produção de dopamina 

(Choi et al., 2006). 

Estudos prévios que avaliaram o conteúdo de BH4 (Abou-Donia 

e Viveros, 1981), a atividade da TH (Black, 1975), a atividade da GTP-

ciclohidroxilase I (GTPCH I - enzima limitante do passo de síntese de 

BH4) (Viveros et al., 1981) e os níveis de mRNA para GTPCH I em 

neurônios centrais e periféricos (Thöny, Auerbach e Blau, 2000) após a 

administração de reserpina, mostraram que tanto o conteúdo do cofator 

BH4 como a atividade da GTPCH I e da TH, assim como os  níveis de 

mRNA para GTPCH I, estão aumentados após a depleção das 

monoaminas pela reserpina.   

Estes resultados indicam que o tratamento com reserpina induz o 

aumento do conteúdo do cofator BH4 (Olgiati, Algeri e Stramentinoli, 

1987), como também da atividade da enzima limitante para a síntese de 

dopamina e outros neurotransmissores, a TH, como um mecanismo 

compensatório secundário à depleção das monoaminas.  

A via de biossíntese de novo de BH4 a partir da GTP envolve, 

além da enzima GTPCH I, também as enzimas 6-piruvoil-

tetrahidropterina sintase (PTPS) e sepiapterina redutase (SR) (Figura 1). 

No primeiro passo de síntese, a GTPCH I cataliza a formação do 

dihidroneopterina-trifosfato, o primeiro metabólito da via de síntese de 
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BH4 a partir de GTP. Este metabólito é convertido pela PTPS para 

formar 6-piruvoil-tetrahidropterina, o qual é por sua vez convertido pela 

SR a BH4 nos neurônios. Diferente dos neurônios, células da linhagem 

monocítica possuem baixa atividade constitutiva de PTPS. Assim, 

dihidroneopterina-trifosfato não é convertido a BH4, ao contrário, ele é 

defosforilado e oxidado a neopterina, um metabólito secundário da via 

de síntese de BH4, em uma reação não enzimática (Hagberg et al., 

2010).

Figura 1. Metabolismo da tetrahidrobiopterina (BH4). GTPCH: GTP 

ciclohidroxilase; PTPS: 6-piruvoil tetrahidropterina sintase; SR: seapterina 

redutase; GFRP: proteína reguladora da ativação da GTPCH; DHPR: 

dihidropterina redutase; PCD: pterina carbinolamina-4-desidratase; PAH: 

fenilalanina hidroxilase; TH: tirosina hidroxilase; TPH: triptofano hidroxilase; 

NOS: óxido nítrico sintase. Adaptada de Blau, Bonafe e Thöny (2001). 
 

Em relação à regulação da biossíntese do cofator, o principal 

ponto de controle é a GTPCH I e a expressão desta enzima parece ser 

modulada pela indução de citocinas pró-inflamatórias. As citocinas, tais 

como o interferon-γ (IFN-γ) e a interleucina-1β, ou uma combinação 

destas com o fator de necrose tumoral-α (TNF-α), induzem a expressão 

do gene que codifica para GTPCH I in vitro e in vivo em várias células 

incluindo monócitos, macrófagos e células dendríticas da linhagem 

monocítica (micróglia), produzindo desta forma neopterina (Thöny, 
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Auerbach e Blau, 2000; Hoffmann, Wirleitner e Fuchs, 2003; Dale et 

al., 2009; Hagberg et al., 2010). 

A neopterina não é somente um marcador da ativação do sistema 

imune, ela também tem funções fisiológicas e bioquímicas na defesa 

contra organismos patógenos invasores (Dale et al., 2009). Hoffmann, 

Wirleitner e Fuchs (2003) sugeriram a hipótese de que a neopterina 

promove o aumento do potencial citotóxico, ou estresse pró-oxidativo, 

em macrófagos ativados e células dendríticas, amplificando os efeitos 

citotóxicos via interações com intermediários reativos de oxigênio e 

nitrogênio. 

A neopterina ganhou recentemente grande importância nas 

alterações psiquiátricas e neurodegenerativas, tais como a DP, a doença 

de Alzheimer e a doença de Huntington, quando foi verificado que os 

pacientes acometidos por essas doenças apresentavam elevadas 

concentrações de neopterina (Dale et al., 2009), e baixas concentrações 

de BH4 (Lovenberg et al., 1979), no líquor, no plasma sanguíneo e na 

urina. O aumento das concentrações de neopterina no plasma sanguíneo 

e líquor de pacientes com DP avançada, quando comparados a 

indivíduos controle de mesma faixa etária, sugere a atividade de 

resposta neuroinflamatória nestes pacientes (Widner, Leblhuber e Fuchs, 

2002). 

De acordo com o estudo de Dale e colaboradores (2009), a 

neopterina no líquor é um marcador de um processo ativo ou 

degenerativo, mas não de um processo estático, sendo que estes 

mecanismos são importantes por que apresentam um potencial 

modificável com terapia imunomodulatória. Além disso, a neopterina 

pode ser mensurada na urina, plasma sanguíneo e líquor por 

cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) e por radioimunoensaio, 

podendo ser avaliada tanto em estudos clínicos em humanos como em 

estudos utilizando modelos animais. Sendo assim, caso confirmado o 

seu envolvimento na fisiopatologia da DP, esta pode representar um 

bom biomarcador para o acompanhamento da progressão desta doença. 

A neuroinflamação, mediada principalmente pela ativação 

microglial, mas também por recrutamento de células do sistema imune, 

é uma característica comum das doenças neurodegenerativas. Estudos 

epidemiológicos reforçam o papel do processo neuroinflamatório na 

progressão da DP, sendo que ainda não é bem estabelecido se a 

neuroinflamação é meramente a consequência da degeneração neural ou 

se está envolvida na patogênese da doença por produzir moléculas pró-

inflamatórias que cronicamente podem induzir a morte neuronal (Hirsch 
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e Hunot, 2009; Polazzi e Monti, 2010), como pode ser o caso da 

neopterina. 

Por outro lado, em um estudo prévio realizado pelo grupo da Dra. 

Alexandra Latini (Departamento de Bioquímica, UFSC) em colaboração 

com o nosso laboratório (resultados ainda não publicados) foi 

investigado o efeito da administração intracerebroventricular (i.c.v.) de 

neopterina (0,4 e 4 pmol) sobre parâmetros comportamentais e 

bioquímicos em camundongos. A administração aguda (i.c.v.) de 

neopterina facilitou as memórias de curto e de longo prazo avaliadas no 

teste da esquiva inibitória do tipo step-down, sem modificar a atividade 

locomotora espontânea dos animais avaliada no teste do campo aberto. 

Adicionalmente, a neopterina aumentou a resistência ao estresse 

oxidativo tecidual verificada através do aumento das concentrações de 

glutationa, tióis livres e diminuição da peroxidação lipídica. Neste 

mesmo estudo, em contrapartida, a administração prolongada de 

neopterina, através do uso de bombas de infusão osmóticas, teve um 

efeito pró-oxidante verificado através do aumento do estresse oxidativo 

no estriado dos animais.  

Diante do exposto acima, é sabido que após a administração da 

reserpina, e consequente depleção das monoaminas, ocorre a elevação 

das concentrações de BH4 como um processo adaptativo pelo maior 

requerimento deste cofator para a síntese de monoaminas. Contudo, em 

relação à neopterina, um metabólito secundário da via de síntese de 

BH4, não foram encontrados relatos na literatura sobre possíveis 

alterações no seu conteúdo após a administração da reserpina. Supondo 

que um aumento no passo de síntese de BH4 poderia ser acompanhado 

por alguma alteração no conteúdo de neopterina, que por sua vez 

poderia se traduzir em alterações nos processos de memória, conforme 

os achados de Oliveira e Latini (2011), realizamos no presente estudo a 

investigação temporal dos efeitos da administração de reserpina (1 

mg/kg, s.c.) sobre a memória de curto prazo de ratos avaliados nos testes 

de reconhecimento do objeto e social, associado à quantificação de 

dopamina, serotonina e seus metabólitos em diferentes estruturas 

encefálicas, bem como dos níveis da neopterina no plasma sanguíneo.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar os possíveis prejuízos cognitivos e alterações nas 

concentrações de dopamina, serotonina, e seus metabólitos no estriado, 

hipocampo e córtex pré-frontal e o conteúdo de neopterina no plasma 

sanguíneo de ratos em diferentes intervalos de tempo após a 

administração de reserpina, utilizado como um modelo experimental da 

fase pré-motora da DP. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Investigar os prejuízos da memória de curto prazo de ratos em 

diferentes intervalos de tempo (3, 24 e 72 horas) após a administração 

de reserpina (1 mg/kg, s.c.)  utilizando os testes de reconhecimento 

social e reconhecimento do objeto; 

 

 Verificar possíveis prejuízos locomotores induzidos pela 

administração de reserpina (1 mg/kg, s.c.)  após diferentes intervalos de 

tempo (3, 24 e 72 horas) através da quantificação da distância total 

percorrida e dos atos de levantar no teste do campo aberto em ratos; 

 

 Avaliar as concentrações de dopamina, serotonina, e seus 

metabólitos no estriado, hipocampo e córtex pré-frontal, de ratos após 

diferentes intervalos de tempo (3, 24 e 72 horas) da administração de 

reserpina (1 mg/kg, s.c.)  através da técnica de cromatografia líquida de 

alta eficiência (HPLC);  

 

 Mensurar o conteúdo de neopterina no plasma sanguíneo de 

ratos 3 e 24 horas após a administração de reserpina (1 ou 5 mg/kg, s.c) 

através da técnica de HPLC. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

3.1 ANIMAIS 

 

Foram utilizados ratos Wistar machos, com idade aproximada de 

3 meses, pesando entre 250 e 350 gramas. Para o teste de 

reconhecimento social, foram também utilizados ratos Wistar machos 

jovens com aproximadamente 30 dias de vida que foram usados como 

estímulo olfatório. Os animais foram fornecidos pelo biotério central da 

Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) e mantidos em grupos 

de 5 animais por caixa (42 x 34 x 17 cm), em condições controladas de 

temperatura (22 ± 1 °C) e umidade, em ciclo de claro-escuro de 12 horas 

e livre acesso à água e comida. Todos os procedimentos foram 

aprovados pelo Comitê de Ética para Uso de Animais (CEUA/UFSC), 

registrados no processo de número 2012.0219. 

 

3.2 DROGAS E TRATAMENTO 

 

Para a realização dos testes comportamentais e neuroquímicos, os 

animais foram tratados com reserpina (methyl reserpate 3,4,5-

trimetothoxycinnamic acid Ester; Sigma-Adrich, EUA, R0875) na dose 

de 1 mg/kg sendo que este modelo foi previamente padronizado em 

nosso laboratório (Prediger, Da Cunha e Takahashi, 2005; Aguiar Jr. et 

al., 2009). Em uma segunda etapa experimental de testes neuroquímicos, 

também foi utilizada a dose de 5 mg/kg. A reserpina foi dissolvida em 

ácido acético e então diluída em solução salina de cloreto de sódio 

(NaCl) 0,9% a uma concentração final de 0,5% de ácido acético. A 

solução controle foi preparada com solução salina também contendo 

uma concentração final de 0,5% de ácido acético. Os animais foram 

divididos aleatoriamente entre os grupos e as soluções foram 

administradas pela via subcutânea (s.c.) em um volume de 1,0 ml/kg de 

peso corporal.  

 

3.3 TESTES COMPORTAMENTAIS 

 

Os testes de reconhecimento do objeto e de reconhecimento 

social foram realizados em diferentes intervalos de tempo (3, 24 e 72 

horas) após a administração de reserpina (1 mg/kg, s.c.) em grupos 

independentes de animais. A avaliação da atividade locomotora 

(distância percorrida e atos de levantar), nos mesmos intervalos de 

tempo após a administração de reserpina, foi realizada durante a fase de 
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treino do teste de reconhecimento do objeto, sendo assim, com os 

mesmos animais utilizados nesse experimento. 

 

3.3.1 Teste de reconhecimento social 

 

O experimento foi realizado de acordo com o procedimento 

descrito por Dantzer e colaboradores (1987) e padronizado em nosso 

laboratório (Prediger e Takahashi, 2003; Prediger et al., 2004). O teste 

de reconhecimento social vem sendo utilizado como um modelo válido 

para o estudo da memória de curta duração, utilizado para demonstrar 

possíveis efeitos “amnésicos” de diferentes drogas e procedimentos, 

bem como para testar tratamentos ou manipulações que aumentam ou 

facilitam esta memória social (Dantzer et al., 1987; Prediger e 

Takahashi, 2003; Prediger et al., 2004).  

O teste consiste em duas apresentações sucessivas de 5 minutos 

cada, sendo que a segunda apresentação é feita após um intervalo de 

tempo de 30 minutos. Inicialmente todos os animais que participaram do 

experimento, adultos e jovens, foram separados em caixas individuais 

(42 x 34 x 17 cm) por no mínimo um período de 1 hora e 30 minutos 

antes do teste para que fossem habituados somente com seus próprios 

odores, sem a interferência dos odores de seus co-específicos. Na 

primeira apresentação, o animal jovem foi introduzido na caixa de um 

animal adulto, e observou-se o tempo que o animal adulto gastou 

investigando o rato jovem, durante 5 minutos. Por investigação social 

entendem-se os atos de cheirar, lamber, se aproximar etc., ilustrados na 

Figura 2, que são medidos em segundos. Após o final da primeira 

apresentação, o animal jovem foi retirado da caixa, e então o rato adulto 

ficou isolado por 30 minutos. Após este intervalo de tempo, o mesmo 

rato jovem foi reapresentado ao rato adulto por mais 5 minutos, e então, 

o tempo de investigação foi novamente registrado. A diminuição do 

tempo de investigação na segunda apresentação demonstra o 

reconhecimento social, já que reconhecendo o animal jovem, o rato 

adulto perde o interesse em investigá-lo novamente. 
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Figura 2. Fotografias ilustrando comportamentos sociais usualmente 

observados em estudos sobre memória de reconhecimento social. (A) 

Investigação anogenital. (B) Investigação da cabeça. (C) Investigação do corpo. 

(D) Comportamentos agressivos. (E) Perseguição. (F) Comportamento de 

dominância (Moura e Xavier, 2010). 

 

3.3.2 Teste de reconhecimento do objeto 
 

O teste de reconhecimento do objeto baseia-se no princípio de 

que, em um ambiente familiar, os roedores de laboratório mostram uma 

atração instintiva para a novidade, ou preferência por um novo objeto, 

não familiar (Hughes, 2007). Esta preferência é utilizada como um 

indicativo de memória em relação ao objeto familiar. O procedimento 

foi realizado de acordo com Pires e colaboradores (2010) e adaptado em 

nosso laboratório. Consiste de 3 fases: uma fase de habituação, uma fase 

de treino e uma fase de teste. A fase de habituação foi realizada em 2 

dias consecutivos antes do dia do teste, sendo que cada animal foi 

colocado no centro de um campo aberto sem objetos, onde pode 

explorar livremente o aparato por 10 minutos em cada dia. A fase de 
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habituação tem como objetivo diminuir o estresse, a ansiedade e a 

exploração do ambiente (campo aberto) dos animais no dia do teste. As 

fases de treino e de teste ocorreram 24 horas após o segundo dia de 

habituação, durante 5 minutos cada, separadas por um intervalo de 

tempo de 30 minutos, com objetivo de avaliar a memória de curto prazo. 

O tempo que o animal despendeu investigando cada objeto, em ambas 

as fases de treino e teste, foi cronometrado em segundos. Previamente a 

fase de treino, foram fixados dois objetos idênticos (A e B, cilíndricos) 

em cantos opostos do campo aberto, a 10 cm distantes das paredes e 

aproximadamente 70 cm afastados um do outro (Figura 3). Cada animal 

foi então colocado no centro do aparato e depois de transcorridos 5 

minutos da fase de treino, os animais foram retirados do campo aberto e 

devolvidos as suas caixas de moradia. Após um período de 30 minutos, 

um dos objetos familiares (B) foi trocado por um objeto novo (C) 

(cilíndrico com tampa inclinada) que também foi fixado no mesmo local 

anteriormente ocupado pelo objeto B. Novamente o mesmo animal foi 

reintroduzido no centro do campo aberto e o tempo de exploração 

despendido em cada objeto, novo e familiar, foi registrado por 5 

minutos, finalizando assim, a fase de teste. Todo o procedimento foi 

registrado por uma câmera fixada sobre o campo aberto e o sistema de 

vídeo colocado na sala adjacente à sala experimental. A exploração de 

um objeto foi definida como a aproximação a uma distância igual ou 

inferior a 2 cm e/ou o contato com o objeto. O índice de reconhecimento 

foi calculado por (Tnovo × 100)/(Tnovo + Tfamiliar) onde Tnovo é o 

tempo despendido pelo animal explorando o novo objeto (C) e Tfamiliar 

é o tempo despendido pelo animal explorando o objeto familiar (A) na 

fase de teste. O aparato utilizado no teste consistiu de um campo aberto 

feito em madeira, pintado uniformemente, com um chão de dimensões 

de 100 x 100 cm e paredes de 40 cm de altura. No final de cada 

procedimento comportamental, o campo aberto foi limpo com papel 

toalha e álcool 10%. 
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Figura 3. Ilustração das fases de habituação, treino e teste do teste de 

reconhecimento do objeto. A fase de habituação foi realizada durante 2 dias 

consecutivos, por um período de 10 minutos, no campo aberto vazio. No 3º dia 

foram realizadas as fases de treino e teste com intervalo de 30 minutos entre 

elas. Na fase de treino o animal explora livremente 2 objetos idênticos por 5 

minutos; na fase de teste um dos objetos é trocado por um novo objeto e o 

animal é reintroduzido no aparato por mais 5 minutos. 

 

3.3.3 Avaliação da atividade locomotora espontânea  
 

A atividade locomotora espontânea foi avaliada de acordo com 

dois parâmetros diferentes: a distância total percorrida (em metros) 

pelos animais, durante 5 minutos, e analisada pela plataforma ANY-

maze sobre as imagens geradas na fase de treino do teste de 

reconhecimento do objeto; o número total de atos de levantar, registrado 

com o uso de um contador manual, durante o mesmo período de 5 

minutos. Um ato de levantar foi considerado quando o animal apoiava-

se nas 2 patas trazeiras mantendo as 2 patas dianteiras levantadas. Estes 

procedimentos foram realizados para avaliar possíveis prejuízos 

locomotores causados pela reserpina, nos diferentes tempos (3, 24 e 72 

horas) estudados após a sua administração. 

 

3.4 AVALIAÇÕES NEUROQUÍMICAS 

 

3.4.1 Determinação do conteúdo cerebral de monoaminas através 

da cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) 

 
Para verificar o efeito da administração de reserpina (1 mg/kg, 

s.c.) sobre as concentrações de monoaminas, nos tempos de 3, 24 e 72 

horas após a administração, analisamos o conteúdo de dopamina, 

serotonina (5-HT) e seus metabólitos, o ácido 3,4-dihidroxifenilacético 
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(DOPAC) e o ácido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) através da HPLC 

no estriado, hipocampo e córtex pré-frontal de ratos de acordo com o 

método descrito por Linder e colaboradores (2008) e adaptado por Silva 

(2012). 

O equipamento utilizado para quantificação foi um sistema 

modular de HPLC da marca Waters, modelo Alliance e2695. O 

programa computacional utilizado para controle, aquisição e 

processamento dos dados foi o Empower 2 (Waters Co.). 

Os animais foram submetidos à eutanásia por decapitação nos 

tempos de 3, 24 e 72 horas após a administração da reserpina. Seus 

encéfalos foram rapidamente removidos, as estruturas foram separadas e 

congeladas em nitrogênio líquido, em solução de 0,1 M de ácido 

perclórico contendo 0,02 % de metabissulfito de sódio, e mantidas a -80 

°C para posterior análise das monoaminas. 

As amostras de tecido foram homogeneizadas em um desruptor 

de células ultra-sônico (Unique Group), sonicadas e centrifugadas a 

16.000 g durante 10 minutos, a 4 ºC. O sobrenadante de cada amostra 

foi retirado e mantido em microtubos do autoinjetor a uma temperatura 

de 4 ºC, sendo que uma alíquota de 20 µL de cada amostra foi injetada 

no cromatógrafo a cada 7 minutos e 30 segundos. 

A fase móvel foi composta por 90 mM de fosfato de sódio 

monobásico, 50 mM de ácido cítrico, 1,7 mM de 1-heptanossulfonato de 

sódio, 50 µM de EDTA dissódico, 10 % de acetonitrila (CH3CN) e H2O 

ultrapura (Milli-Q, Millipore). A fase móvel teve o pH ajustado para 3,0 

com hidróxido de sódio e, em seguida, foi filtrada através de uma 

membrana de acetato de celulose com porosidade de 0,45 µM 

(Millipore) e desgaseificada a vácuo em banho de ultrassom de 40 kHZ 

por 10 minutos. 

O fluxo foi bombeado a 0,4 ml por minuto, através de uma coluna 

modelo ACE 3 (Advanced Chromatography Technologies, Aberdeen, 

Scotland, UK), com 150 mm de comprimento e 3 mm de diâmetro 

interno. A coluna foi protegida por uma guarda coluna (C18) com 10 

mm de comprimento e 2 mm de diâmetro interno (Alltech, Deerfield, 

USA), ambas utilizadas na temperatura de 35 ºC. Para equilíbrio 

completo da coluna cromatográfica a fase móvel foi bombeada a um 

fluxo de 0,1 ml/min durante 12 horas (“overnight”) antes de iniciar as 

análises. 

As amostras foram quantificadas através das curvas de calibração 

construídas como os padrões dos analitos dissolvidos em 0,1 M de ácido 

perclórico contendo 0,02% de metabissulfito de sódio. As concentrações 

das curvas foram de 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1.000 e 2.500 ng/mL de 
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cada analito. A partir da análise das amostras de calibração, a equação 

da curva de calibração foi determinada por regressão linear pelo método 

dos mínimos quadrados. A curva de calibração foi construída a partir 

das diferentes concentrações das soluções padrão (eixo “x”) versus a 

área dos picos de cada analito (eixo “y”). Para o cálculo das 

concentrações dos analitos nas amostras experimentais, foi empregada à 

equação y = ax + b, em que ‘x’ é a concentração do analito na amostra 

(ng/ml) e ‘y’ é a área extraída dos picos do analito nos cromatogramas, 

‘a’ é a inclinação da reta e ‘b’ é o valor do intercepto. Os valores obtidos 

foram expressos em nanogramas por miligrama de tecido úmido. 

 

3.4.2 Determinação das concentrações plasmáticas de neopterina 

através de cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) 

 
Para verificar o efeito da administração de reserpina sobre os 

níveis plasmáticos da neopterina (3 e 24 horas após a administração), 

foram realizadas as coletas das amostras de sangue no momento da 

eutanásia dos animais.  

A análise cromatográfica foi realizada com o mesmo 

equipamento descrito no item 3.4.1. acoplado ao detector de 

fluorescência (modelo 2475) com comprimento de onda de excitação 

(λex) = 345 nm e comprimento de onda de emissão (λem) = 435 nm. 

O sangue foi coletado em microtubos contendo heparina e 

centrifugado a 7.000 g, por 10 minutos, para obtenção do plasma. As 

amostras de plasma permaneceram a – 80 ºC até o dia das análises, 

quando as proteínas plasmáticas foram precipitadas pela adição de um 

volume igual ao da amostra de ácido tricloroacético (TCA) a 5%, de 

acordo com Oliveira e Latini (2011). O preparado foi sonicado e 

centrifugado a 16.000 g por 10 minutos a 4 ºC. O sobrenadante de cada 

amostra foi retirado e mantido em microtubos do autoinjetor a uma 

temperatura de 4 ºC, sendo que uma alíquota de 20 µL de cada amostra 

foi injetada no cromatógrafo a cada 11 minutos.  

A fase móvel utilizada foi composta por 50 mM de acetato de 

sódio, 5 mM de ácido cítrico, 48 µM de EDTA, 160 µM de ditioeritritol 

(DTE) e H2O ultrapura (Milli-Q, Millipore). A fase móvel foi filtrada 

através de uma membrana de acetato de celulose com porosidade de 

0,45 µM (Millipore) e desgaseificada a vácuo em banho de ultrassom de 

40 kHZ por 10 minutos. 

O fluxo foi bombeado a 0,5 ml por minuto através da coluna 

Supelcosil LC 18T (Supelco – Sigma-Aldrich, Bellefonte, Pennsylvania, 

USA), com 150 mm de comprimento e 4,6 mm de diâmetro interno, 
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utilizada na temperatura de 25 ºC. Para equilíbrio completo da coluna 

fluorescente a fase móvel foi bombeada a um fluxo de 0,1 ml/minuto 

durante 3 horas antes de iniciar as análises. 

As amostras foram quantificadas através das curvas de calibração 

construídas como o padrão do analito dissolvido em 50 % de fase 

móvel, 50 % de TCA a 5 % e H2O ultrapura (Milli-Q, Millipore). As 

diferentes concentrações de neopterina para construção da curva de 

calibração foram de 0,25; 0,5; 1; 2; 5; 10; 25 e 50 nM. A partir da 

análise das amostras de calibração, a equação da curva de calibração foi 

determinada por regressão linear pelo método dos mínimos quadrados. 

A curva de calibração foi construída a partir das diferentes 

concentrações da solução padrão (eixo “x”) versus a área do pico de 

cada diferente concentração de neopterina (eixo “y”). Para o cálculo da 

concentração do analito nas amostras experimentais, foi empregada à 

equação y = ax + b, em que ‘x’ é a concentração do analito na amostra 

(ng/ml) e ‘y’ é a área extraída dos picos do analito nos cromatogramas, 

‘a’ é a inclinação da reta e ‘b’ é o valor do intercepto. Os valores obtidos 

foram expressos em nmol. 

 

3.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 
Os dados foram expressos como a média ± erro padrão da média 

(E.P.M.). Os resultados do efeito do tratamento com reserpina no teste 

comportamental de reconhecimento social foram analisados através da 

análise de variância (ANOVA) com medidas repetidas, seguido pelo 

teste post-hoc de Newman-Keuls.  

Para análise dos resultados obtidos no teste de reconhecimento de 

objeto foram utilizados, no treino, o teste t de Student para comparar as 

médias dos tempos totais de investigação em ambos os objetos A1 e A2 

nos grupos controle e reserpina e ANOVA de uma via para comparar os 

tempos gastos em cada objeto em ambos os grupos. O índice de 

reconhecimento obtido durante o teste foi analisado pelo teste t de 

Student. 

Os resultados dos demais experimentos comportamentais 

(atividade locomotora espontânea) e testes neuroquímicos foram 

analisados pelo teste t de Student. 

A probabilidade aceita como indicativo da existência de diferença 

estatisticamente significante foi P<0,05. Todas as comparações 

estatísticas foram efetuadas utilizando-se o pacote estatístico 

GraphPadPrism 5.  
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4 RESULTADOS 

 

4.1 TESTES COMPORTAMENTAIS 

 

4.1.1 O efeito do tratamento com reserpina sobre a memória social 

 de ratos 

 

Os efeitos do tratamento com reserpina (1 mg/kg, s.c.) e solução 

controle sobre a memória social de curto prazo de ratos foram 

investigados nos tempos de 3, 24 e 72 horas após o tratamento, em 

grupos independentes de animais, através do teste de reconhecimento 

social. 

A administração de reserpina (1 mg/kg, s.c.), 3 horas antes do 

experimento, prejudicou a capacidade de reconhecimento social de curto 

prazo dos ratos adultos, indicada por um aumento no tempo de 

investigação quando o mesmo rato jovem foi reapresentado após um 

intervalo de 30 min (Fig. 4). A análise estatística efetuada através da 

ANOVA com medidas repetidas indicou um efeito significativo dos 

fatores repetição [F(1,18) = 26,18; P < 0,0001] e interação [F(1,18) = 

12,65; P < 0,01], já no fator tratamento, não indicou efeito significativo 

[F(1,18) = 0,48; P = 0,50]. O teste post-hoc de Newman-Keuls revelou 

uma diferença significativa entre os tempos de investigação da 1ª em 

relação à 2ª exposição no grupo controle (P<0,05) o que indica a 

capacidade de reconhecimento dos ratos adultos deste grupo quando o 

rato jovem foi reapresentado após um curto intervalo de tempo.  
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Figura 4. Efeitos do tratamento com reserpina (1 mg/kg, s.c.) e solução controle 

(s.c.) (3 horas antes do experimento) sobre o tempo de investigação de ratos 

avaliados no teste de reconhecimento social. O intervalo de tempo entre a 1ª e a 

2ª exposição do mesmo rato jovem foi de 30 minutos. As barras representam o 

tempo de investigação (média ± E.P.M.) de 10 animais por grupo. *P<0.05 

comparado a 1ª exposição do mesmo grupo (Teste de Newman-Keuls). 
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Os resultados do efeito da administração de reserpina (1 mg/kg, 

s.c.) e solução controle (s.c.), 24 horas antes do experimento, sobre a 

memória social de curto prazo de ratos estão ilustrados na Fig. 5.  A 

análise estatística efetuada através da ANOVA com medidas repetidas 

revelou efeitos significantes para os fatores de repetição [F(1,32) = 

18,45; P < 0,001] e interação [F(1,32) = 3,84; P < 0,05], e não 

significante para o fator tratamento [F(1,32) = 0,93; P = 0,34]. O teste 

post-hoc de Newman-Keuls indicou diferenças significativas (P<0,05) 

no tempo de investigação da 1ª em relação à 2ª exposição ao mesmo rato 

jovem no grupo controle, o que indica a capacidade de reconhecimento 

dos ratos adultos quando o rato jovem foi reexposto. Já o grupo tratado 

com reserpina apresentou prejuízo da capacidade de reconhecimento 

social de curto prazo, indicada por um aumento no tempo de 

investigação quando o mesmo rato jovem foi reapresentado após um 

intervalo de 30 min. 
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Figura 5. Efeitos do tratamento com reserpina (1 mg/kg, s.c.) e solução controle 

(s.c.) (24 horas antes do experimento) sobre o tempo de investigação de ratos 

avaliados no teste de reconhecimento social. O intervalo de tempo entre a 1ª e a 

2ª exposição do mesmo rato jovem foi de 30 minutos. As barras representam o 

tempo de investigação (média ± E.P.M.) de 14 e 20 animais (grupos controle e 

reserpina, respectivamente).*P<0.05 comparado a 1ª exposição do mesmo 

grupo (Teste de Newman-Keuls). 

 

Quando o mesmo teste comportamental foi realizado 72 h após a 

administração de reserpina (1 mg/kg, s.c.) ou solução controle, os 

animais tratados com reserpina apresentaram prejuízo da capacidade de 

reconhecimento social de curto prazo, indicada por um aumento no 
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tempo de investigação quando o mesmo rato jovem foi reapresentado 

após um intervalo de 30 min (Fig. 6). A análise estatística efetuada 

através da ANOVA com medidas repetidas indicou um efeito 

significativo no fator repetição [F(1,16) = 24,99; P < 0,001]. Para os 

fatores tratamento [F(1,16) = 0,00005; P = 0,99] e interação [F(1,16) = 

1,81; P = 0,20] a análise não indicou efeitos significativos. O teste post-

hoc de Newman-Keuls revelou um efeito significante quando 

comparado o tempo de investigação da 1ª em relação à 2ª exposição no 

grupo controle (P<0,05) o que indica a capacidade de reconhecimento 

dos ratos adultos deste grupo quando o rato jovem foi reapresentado.  
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Figura 6. Efeito do tratamento com reserpina (1 mg/kg, s.c.) e solução controle 

(s.c.) (72 horas antes do experimento) sobre o tempo de investigação de ratos 

avaliados no teste de reconhecimento social. O intervalo de tempo entre a 1ª e a 

2ª exposição do mesmo rato jovem foi de 30 minutos. As barras representam o 

tempo de investigação (média ± E.P.M.) de 9 animais por grupo.*P<0.05 

comparado a 1ª exposição do mesmo grupo (Teste de Newman-Keuls). 

 

4.1.2 O efeito do tratamento com reserpina sobre a memória de 

 reconhecimento do objeto de ratos 
 

O efeito do tratamento com reserpina (1 mg/kg, s.c.) e solução 

controle sobre a memória de reconhecimento de objeto de ratos foi 

avaliado nos tempos de 3, 24 e 72 horas após o tratamento, em grupos 

independentes de animais, através do teste de reconhecimento do objeto.  

A Fig. 7A apresenta a média ± E.P.M. da soma do tempo total de 

investigação dos objetos iguais (A e B) durante o treino, assim como o 

tempo de investigação despendido em cada objeto pelos grupos controle 

e reserpina 3 horas após a administração. Quando comparadas as médias 
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do tempo total de investigação (tempo de investigação despendido no 

objeto A mais o tempo de investigação despendido no objeto B), o teste 

t de Student não revelou diferença significativa entre os grupos controle 

e reserpina [t = -0,65; P = 0,52] indicando que não houve diferença no 

tempo total de investigação dos objetos entre os grupos.  

A ANOVA de uma via realizada para comparar os tempos de 

investigação despendidos em cada um dos objetos durante a sessão de 

treino também não revelou um efeito significativo do tratamento 

[F(3,17) = 0,22; P = 0,88], indicando que os animais não apresentaram 

preferência por nenhum dos objetos ou preferência de lugar durante a 

sessão de treino. 

A Fig. 7B apresenta a porcentagem do índice de reconhecimento 

do novo objeto durante o teste, 3 horas após a administração de 

reserpina ou solução controle. O teste t de Student revelou diferença 

significativa quando o índice de reconhecimento do grupo controle foi 

comparado à média teórica de 50% [t = 7,04; P < 0,0001] indicando que 

os animais deste grupo despenderam mais tempo investigando o objeto 

novo. Quando o índice de reconhecimento do grupo reserpina foi 

comparado à média teórica de 50% pelo teste t de Student, não foi 

evidenciada diferença significativa [t = -0,55; P = 0,59], o que indica 

tempos semelhantes de investigação em ambos os objetos novo e 

familiar.  
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Figura 7. Efeitos do tratamento com reserpina (1 mg/kg, s.c.) e solução controle 

(s.c.) (3 horas antes do experimento) sobre o desempenho de ratos avaliados no 

teste de reconhecimento do objeto. (A) As barras representam o tempo total de 

investigação do objeto A mais o objeto B, assim como o tempo despendido em 

cada objeto. (B) O índice de reconhecimento foi calculado pelo tempo que os 

animais despenderam investigando os objetos novo e familiar [(Tnovo × 

100)/(Tnovo + Tfamiliar)] ) durante o teste realizado 30 minutos após o treino. 

O teste t de Student indicou diferença significativa quando comparado o índice 

de reconhecimento do grupo controle (n=9) a média teórica de 50%, e diferença 

não significativa (P>0,05), quando a mesma média foi comparada ao índice de 

reconhecimento do grupo reserpina (n=12). Os dados estão apresentados como 

média ± E.P.M.. 
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A Fig. 8A apresenta a média ± E.P.M. da soma do tempo total de 

investigação dos objetos iguais A e B durante o treino, assim como o 

tempo de investigação despendido em cada objeto pelos grupos controle 

(n=9) e reserpina (n=10), 24 horas após a administração. Quando 

comparadas as médias do tempo total de investigação (tempo de 

investigação despendido no objeto A mais o tempo de investigação 

despendido no objeto B), o teste t de Student não revelou diferença 

significativa entre os grupos controle e reserpina [t = -0,33; P = 0,74].  

A ANOVA de uma via realizada para comparar os tempos de 

investigação despendidos em cada um dos objetos também não revelou 

um efeito significativo dos tratamentos com reserpina e solução controle 

sobre o tempo de investigação durante o treino [F(3,15) = 0,46; P = 

0,71], indicando que os animais não apresentaram preferência por algum 

dos objetos ou preferência de lugar. 

A Fig. 8B apresenta a porcentagem do índice de reconhecimento 

do objeto novo durante o teste, realizado 24 horas após a administração 

de reserpina e solução controle. O teste t de Student revelou diferença 

significativa quando os índices de reconhecimento dos grupos controle 

[t = 7,08; P < 0,0001] e reserpina [t = 4,45; P < 0,001], foram 

comparados à média teórica de 50% indicando que os animais de ambos 

os grupos despenderam mais tempo investigando o objeto novo.  
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Figura 8. Efeitos do tratamento com reserpina (1 mg/kg, s.c.) e solução controle 

(s.c.) (24 horas antes do experimento) sobre o desempenho de ratos avaliados no 

teste de reconhecimento do objeto. (A) As barras representam o tempo total de 

investigação do objeto A mais o objeto B, assim como o tempo despendido em 

cada objeto (legenda). (B) O índice de reconhecimento foi calculado pelo tempo 

que os animais despenderam investigando os objetos novo e familiar [(Tnovo × 

100)/(Tnovo + Tfamiliar)] ) durante o teste realizado 30 minutos após o treino. 

O teste t de Student indicou diferença significativa quando comparado o índice 

de reconhecimento para ambos os grupos controle e reserpina, a média teórica 

de 50%. Os dados estão apresentados como média ± E.P.M. de 9 e 10 animais 

por grupo (controle e reserpina, respectivamente). 
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A Fig. 9A apresenta a média ± E.P.M. da soma do tempo total de 

investigação dos objetos iguais A e B durante o treino, assim como o 

tempo de investigação despendido em cada objeto pelos grupos controle 

(n=16) e reserpina (n=14), 72 horas após a administração. Quando 

comparadas as médias do tempo total de investigação, o teste t de 

Student não revelou diferença significativa entre os grupos controle e 

reserpina [t = 0,72; P = 0,48].  

A ANOVA de uma via realizada para comparar os tempos de 

investigação despendidos em cada um dos objetos em ambos os grupos 

controle e reserpina, também não revelou um efeito significativo dos 

tratamentos com reserpina e solução controle sobre o tempo de 

investigação durante o treino [F(3,26) = 1,38; P = 0,26], indicando que 

os animais não apresentaram preferência por algum dos objetos ou 

preferência de lugar durante a sessão de treino. 

A Fig. 9B apresenta a porcentagem do índice de reconhecimento 

do novo objeto durante o teste realizado  72 horas após a administração 

de reserpina ou solução controle. O teste t de Student revelou diferença 

significativa quando o índice de reconhecimento do grupo controle foi 

comparado à média teórica de 50% [t = 8,45; P < 0,0001] indicando que 

os animais deste grupo despenderam mais tempo investigando o novo 

objeto. Quando o índice de reconhecimento do grupo reserpina foi 

comparado à média teórica de 50% pelo test t de Student, não foi 

encontrada diferença significativa [t = 1,11; P = 0,28], evidenciado pelo 

índice de reconhecimento em torno de 50% neste grupo, o que indica 

tempos semelhantes de investigação em ambos os objetos novo e 

familiar.  
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Figura 9. Efeitos do tratamento com reserpina (1 mg/kg, s.c.) e solução controle 

(s.c.) (72 horas antes do experimento) sobre o desempenho de ratos avaliados no 

teste de reconhecimento do objeto. (A) As barras representam o tempo total de 

investigação do objeto A mais o objeto B, assim como o tempo despendido em 

cada objeto (legenda). (B) O índice de reconhecimento foi calculado pelo tempo 

que os animais despenderam investigando os objetos novo e familiar [(Tnovo × 

100)/(Tnovo + Tfamiliar)] ) durante o teste realizado 30 minutos após o treino. 

O teste t de Student indicou diferença significativa  quando comparado o índice 

de reconhecimento do grupo controle a média teórica de 50%. Os dados estão 

apresentados como média ± E.P.M. de 16 e 14 animais por grupo (controle e 

reserpina, respectivamente). 
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4.1.3 O efeito do tratamento com reserpina sobre a atividade 

 locomotora espontânea de ratos 

  

O efeito do tratamento com reserpina (1 mg/kg, s.c.) e solução 

controle sobre a atividade locomotora de ratos foi testado nos tempos de 

3, 24 e 72 horas após o tratamento. Os ratos foram avaliados durante a 

fase de treino no teste de reconhecimento do objeto por 5 minutos no 

campo aberto. Tanto a distância percorrida em metros (exploração 

horizontal) quanto os atos de levantar (exploração vertical) são 

apresentados nas Figuras 10, 11 e 12. 

Os grupos controle (n=9) e reserpina (n=12), avaliados 3 horas 

após os tratamentos, não apresentaram diferença estatística nas 

distâncias percorridas em metros (Fig. 10A) quando avaliadas pelo teste 

t de Student [t = 0,58; P = 0,58]. Com relação aos atos de levantar (Fig. 

10B), o teste t de Student [t = 0,26; P = 0,80] também não indicou 

diferença estatística entre os grupos, sugerindo que o grupo tratado com 

reserpina (1 mg/kg, s.c.) não apresentou comprometimento motor 

quando comparado ao grupo controle.  
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Figura 10. Efeitos do tratamento com reserpina (1 mg/kg, s.c.) e solução 

controle (s.c.) (3 horas antes do experimento) sobre a atividade locomotora de 

ratos avaliados por 5 minutos no teste do campo aberto. Os dados estão 

apresentados como média ± E.P.M. da distância percorrida em metros (A) e dos 

atos de levantar (B) de 9 e 12 animais por grupo (controle e reserpina, 

respectivamente). 

 

Os grupos controle (n=9) e reserpina (n=10), avaliados 24 horas 

após a administração de solução controle e reserpina (1 mg/kg, s.c.), não 

apresentaram diferença estatística (Fig. 11A) no teste t de Student [t = 

0,27; P = 0,79] quando comparadas as distâncias percorridas em metros. 

O teste t de Student [t = 0,30; P = 0,76] também não apresentou 

diferença estatística entre os grupos quando quantificados os atos de 

levantar (Fig. 11B), indicando que o grupo tratado com reserpina (1 
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mg/kg, s.c.) não apresentou comprometimento motor quando comparado 

ao grupo controle.  
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Figura 11. Efeitos do tratamento com reserpina (1 mg/kg, s.c.) e solução 

controle (s.c.) (24 horas antes do experimento) sobre a atividade locomotora de 

ratos avaliados por 5 minutos no teste do campo aberto. Os dados estão 

apresentados como média ± E.P.M. da distância percorrida em metros (A) e dos 

atos de levantar (B) de 9 e 10 animais por grupo (controle e reserpina, 

respectivamente). 

 

Os grupos controle (n=16) e reserpina (n=14), avaliados 72 horas 

após o tratamento, , apresentaram diferença estatística (Fig. 12A) no 

teste t de Student [t = 2,34; P<0,05] quando comparadas as distâncias 
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percorridas em metros. Quando quantificados os atos de levantar (Fig. 

12B), o teste t de Student [t = 1,45; P = 0,16] não indicou diferença 

estatística entre os grupos, sugerindo que o grupo tratado com reserpina 

apresentou comprometimento motor em relação à distância percorrida, 

mas não em relação aos atos de levantar, quando comparado ao grupo 

controle.  
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Figura 12. Efeitos do tratamento com reserpina (1 mg/kg, s.c.) e solução 

controle (s.c.) (72 horas antes do experimento) sobre a atividade locomotora de 

ratos avaliados por 5 minutos no teste do campo aberto. Os dados estão 

apresentados como média ± E.P.M. da distância percorrida em metros (A) e dos 

atos de levantar (B) de 16 e 14 animais por grupo (controle e reserpina, 

respectivamente). *P<0,05 comparado ao grupo controle (teste t de Student). 
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4.2 AVALIAÇÕES NEUROQUÍMICAS 

 

4.2.1 Conteúdo cerebral de monoaminas (HPLC) 

 

4.2.1.1 O efeito do tratamento com reserpina sobre as concentrações de 

 dopamina e DOPAC no estriado de ratos 

 

Para verificar possíveis alterações no conteúdo de dopamina e o 

seu metabólito não-conjugado, o DOPAC, após diferentes intervalos de 

tempo (3, 24 e 72 h) da administração de reserpina (1 mg/kg, s.c.) no 

estriado, foi realizada a dosagem destes compostos por HPLC. 

A Fig. 13 ilustra as concentrações de dopamina (A) e DOPAC 

(B) no estriado dos animais dos grupos controle e reserpina 3 horas. O 

teste t de Student [t = 0,40; P = 0,70] não indicou diferenças 

significativas no conteúdo estriatal de dopamina entre os grupos 

controle (n=4) e reserpina (n=4). Em relação aos níveis de DOPAC, o 

teste t de Student revelou diferença significativa [t = 2,82; P<0,05] 

nestes mesmos grupos, indicando que o grupo tratado com reserpina 

apresentou um aumento dos níveis de DOPAC em relação ao grupo 

controle (Fig. 13B). 
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Figura 13. Efeito do tratamento com reserpina (1 mg/kg, s.c.) e solução 

controle (s.c.) (3 horas após a administração) sobre as concentrações de 

dopamina (A) e DOPAC (B) no estriado de ratos. Os dados estão apresentados 

como média ± E.P.M. de 4 animais por grupo. *P<0,05 comparado ao grupo 

controle (teste t de Student). 
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As concentrações de dopamina e DOPAC no estriado dos animais 

dos grupos controle e reserpina cujas estruturas foram coletadas 24 

horas após o tratamento estão ilustrados na Fig. 14. O teste t de Student 

não revelou diferenças significativas entre os grupos controle (n=4) e 

reserpina (n=4) nos níveis de dopamina [t = 1,28; P = 0,25] (Fig. 14A) e 

DOPAC [t = 0,56; P = 0,60] (Fig. 14B).   
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Figura 14. Efeitos do tratamento com reserpina (1 mg/kg, s.c.) e solução 

controle (s.c.) (24 horas após a administração) sobre os níveis de dopamina (A) 

e DOPAC (B) no estriado de ratos. Os dados estão apresentados como média ± 

E.P.M. de 4 animais por grupo.  

 

As concentrações de dopamina e DOPAC no estriado dos animais 

dos grupos controle e reserpina em que as estruturas foram coletadas 72 

horas após o tratamento estão ilustrados na Fig. 15. O teste t de Student 
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revelou uma redução significativa nos níveis estriatais de dopamina [t = 

2,80; P<0,05] (Fig. 15A) e DOPAC [t = 3,28; P< 0,05] (Fig. 15B) nos 

animais que receberam a administração de reserpina (n=4) em relação 

ao grupo controle (n=4).  
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Figura 15. Efeitos do tratamento com reserpina (1 mg/kg, s.c.) e solução 

controle (s.c.) (72 horas após a administração) sobre os níveis de dopamina (A) 

e DOPAC (B) no estriado de ratos. Os dados estão apresentados como média ± 

E.P.M. de 4 animais por grupo. *P<0,05 comparado ao grupo controle (teste t 

de Student). 

 

4.2.1.2 O efeito do tratamento com reserpina sobre as concentrações de 

serotonina e 5-HIAA no estriado, hipocampo e córtex pré - 

frontal de ratos 

 

Para verificar possíveis alterações nas concentrações de 

serotonina (5-HT) e o seu metabólito, o 5-HIAA, após diferentes 
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intervalos de tempo (3, 24 e 72 h) da administração de reserpina (1 

mg/kg, s.c.), no estriado, hipocampo e córtex, foram realizadas as 

dosagens destes compostos por HPLC. 

A Tabela 1 ilustra o conteúdo de 5-HT e 5-HIAA no estriado, 

hipocampo e córtex cerebral dos animais dos grupos controle e reserpina 

cujas estruturas foram retiradas nos diferentes tempos (3, 24 e 72 horas) 

após o tratamento. O teste t de Student não revelou diferença 

significativa entre os grupos controle e reserpina em nenhum dos 

diferentes tempos, tanto em relação aos níveis de 5-HT como de seu 

metabólito, o 5-HIAA, em todas as estruturas estudadas. Os dados estão 

apresentados como média ± E.P.M. das concentrações de 5-HT e 5-

HIAA, em ng/g de tecido úmido, de 4 animais por grupo. 

 
Tabela 1. Efeitos do tratamento com reserpina (1 mg/kg, s.c.) e solução 

controle (s.c.) sobre as concentrações de 5-HT e 5-HIAA no estriado, 

hipocampo e córtex pré-frontal de ratos.  

 
* CTL = grupo controle; ** RES = grupo reserpina.  

 

4.2.2 O efeito do tratamento com reserpina sobre as concentrações 

 plasmáticas de neopterina  

 

Possíveis alterações nas concetrações plasmáticos de neopterina 

foram avaliadas por HPLC 3 horas após a administração de reserpina (1 

ou 5 mg/kg, s.c.) e 24 horas após administração de reserpina na dose de 

1 mg/kg (s.c.) em ratos. 

A Fig. 16A ilustra os níveis de neopterina plasmática nos grupos 

reserpina (1 ou 5 mg/kg, s.c.) e controle (s.c.) (n=5 por grupo), 3 horas 

após o tratamento. A análise estatística efetuada através da ANOVA de 

uma via não apresentou diferença significativa entre os grupos [F(2,14) 

= 0,23; P>0,05]. Na Fig. 16B, o teste t de Student [t = 1,02; P>0,05] não 
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apresentou diferença significativa entre os grupos (n=7 por grupo). Estes 

resultados indicam que 3 horas após a administração de diferentes doses 

de reserpina (1 e 5 mg/kg), bem como  24 horas  após a administração 

de reserpina (1 mg/kg), o conteúdo de neopterina plasmática não foi 

alterado. 
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Figura 16. Efeitos dos tratamentos com reserpina (1 ou 5 mg/kg, s.c.) e solução 

controle (s.c.) sobre os níveis plasmáticos de neopterina em ratos mensurados 3 

horas (A) ou 24 horas (B) após os tratamentos. Os dados estão apresentados 

como média ± E.P.M. de 5 animais por grupo. 
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5 DISCUSSÃO 

 

Os resultados deste estudo confirmam e estendem resultados da 

literatura em que a administração aguda de reserpina (1 mg/kg, s.c.) 

provoca alterações comportamentais e neuroquímicas que mimetizam a 

fase pré-motora da DP, como os prejuízos nas memórias de curto prazo 

e redução nos níveis estriatais de dopamina. De maneira importante, o 

presente estudo é pioneiro na investigação temporal dos prejuízos 

cognitivos induzidos pela reserpina em roedores, demonstrando prejuízo 

da memória social em todos os tempos avaliados (3, 24 e 72 horas) e 

prejuízo da memória de reconhecimento de objeto nos tempos de 3 e 72 

horas após a sua administração em ratos. É importante destacar que não 

foram observadas alterações na atividade locomotora espontânea dos 

animais nos tempos de 3 e 24 horas após o tratamento com reserpina, 

em ambos os parâmetros de distância total percorrida e atos de levantar. 

Entretanto, no tempo de 72 horas após a administração da droga foi 

evidenciado prejuízo locomotor significativo indicado pela redução na 

distância total percorrida no teste do campo aberto. Estes dados sugerem 

que os efeitos da reserpina sobre as memórias de curto prazo dos testes 

de reconhecimento social e do objeto, nos tempos de 3 e 24 horas após o 

tratamento, mimetizam a fase pré-motora da DP. Em relação às 

concentrações de neopterina no plasma dos animais pré-tratados com 

reserpina (1 mg/kg, s.c.), não foram encontradas alterações nos grupos 

de 3 e 24 horas quando comparados aos seus controles. Quando 

investigamos os níveis de neopterina em animais tratados com uma dose 

maior de reserpina (5 mg/kg, s.c.), 3 horas após a administração, 

também não encontramos diferença significativa em relação aos 

controles. 

 As memórias podem ser classificadas de acordo com a sua 

duração em memória de trabalho (memória imediata com duração de 

segundos ou poucos minutos), memória de curto prazo (que se 

desenvolve em alguns segundos ou minutos e dura por algumas horas) e 

memória de longo prazo (que se consolida lentamente e é relativamente 

permanente) (para uma revisão ver Izquierdo et al., 1999), e que as 

memórias de curto e longo prazo são identificadas como entidades 

separadas (Izquierdo et al., 1999).  

Dentre os sistemas de memória que apresentam prejuízo na DP 

estão os sistemas de memória hipocampal e dos núcleos da base. Estes 

sistemas processam e armazenam informação independentemente e de 

diferentes formas. De acordo com esta visão, o sistema hipocampal 

processa as memórias espaciais e temporais elaborando relações entre 
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pistas ambientais (por exemplo, memória episódica em humanos), 

enquanto o sistema dos núcleos da base está envolvido no aprendizado 

de hábitos nos quais um determinado estímulo é repetidamente 

associado com determinada resposta (Packard and McGaugh, 1992; Da 

Cunha et al., 2003). 

As conexões recíprocas entre os núcleos da base e o córtex pré-

frontal estão intimamente relacionadas com os déficits cognitivos de 

pacientes com DP (Postle et al., 1997). De acordo com Petrides (1994), 

o córtex pré-frontal ventrolateral é o local do processamento inicial e 

armazenamento da memória de curto prazo da informação sensorial, e as 

regiões dorsolaterais são os locais envolvidos no processamento 

executivo e monitoramento de respostas, ambas as funções relacionadas 

com a memória de trabalho (Postle et al., 1997). Adicionalmente, 

segundo Owen e colaboradores (1998), os déficits cognitivos frontais no 

planejamento (função executiva) e na memória de trabalho presentes em 

estágios iniciais da DP são o resultado não da disfunção pré-frontal per 
se, mas do processamento anormal no córtex pré-frontal através da 

disfunção do circuito dos núcleos da base. 

Estes tipos distintos de memória podem ser avaliados em estudos 

com modelos animais utilizando diferentes testes comportamentais. 

Conforme Terranova e colaboradores (1994), que induziram dano na 

camada hipocampal CA1 após isquemia cerebral em ratos, o teste de 

reconhecimento social em ratos e camundongos é altamente dependente 

da integridade do hipocampo. Já o teste de reconhecimento do objeto, 

apesar de seu amplo uso, ainda não há um consenso definido sobre as 

principais estruturas cerebrais envolvidas na realização desta tarefa. De 

acordo com Chao, Pum e Huston (2013) o desempenho neste teste é 

dependente da interação entre os núcleos da base e o córtex pré-frontal, 

por outro lado, conforme Broadbent et al. (2010) lesões produzidas no 

hipocampo de ratos causaram perda da memória de reconhecimento do 

objeto sugerindo que esta estrutura também é importante para este tipo 

de memória. 

Os resultados obtidos no teste de reconhecimento social estão de 

acordo com trabalhos prévios do nosso laboratório (Prediger, Da Cunha 

e Takahashi, 2005; Aguiar Jr. et al., 2009), bem como de outros grupos 

de pesquisa (Bortolatto et al., 2013), que utilizaram o modelo da 

reserpina (1 mg/kg, s.c.). Entretanto, em todos os trabalhos, o intervalo 

de tempo entre a administração da droga e o teste foi de 24 horas. 

A memória social representa uma forma de memória olfatória de 

curto prazo (Lemaire, 2003 in Bortolatto et al., 2013). No teste de 

reconhecimento social, se o período entre a primeira e a segunda 
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apresentação é menor do que 40 minutos, o rato adulto macho 

usualmente reconhece o rato juvenil por reduzir significativamente o 

tempo de investigação social durante a segunda apresentação comparada 

à primeira (Dantzer et al., 1987; Prediger e Takahashi, 2003). 

De acordo com Dantzer e colaboradores (1987), a memória social 

em roedores  é principalmente formada pela capacidade discriminativa 

olfatória dos animais e pode ser facilitada por drogas que aumentam a 

memória e interrompida em modelos farmacológicos e patofisiológicos 

conhecidos por causar prejuízo de memória em roedores (Prediger e 

Takahashi, 2003; Prediger, Batista e Takahashi, 2005; Prediger, Da 

Cunha e Takahashi, 2005).  

Os resultados apresentados aqui demonstram que uma única 

administração de reserpina (1 mg/kg, s.c.) aumenta o tempo de 

investigação do mesmo rato jovem durante a segunda apresentação ao 

rato adulto, indicando o prejuízo da memória social de curto prazo neste 

modelo nos três tempos avaliados após a administração da droga. Estes 

dados sugerem que a ação da reserpina sobre parâmetros 

comportamentais tem início antes do tempo usual de 24 horas após sua 

administração, sendo que após 3 horas os animais já demonstravam 

prejuízo da memória social. Este dado pode indicar que neste período a 

droga já estava causando efeitos amnésicos secundários à depleção dos 

neurotransmissores no terminal sináptico sendo evidenciado pelo 

aumento significativo de DOPAC em relação ao grupo controle na 

região do estriado. 

Em adição, o teste de reconhecimento do objeto é um teste de 

memória não espacial e não aversiva que tem sido utilizado como uma 

boa ferramenta experimental para avaliação de efeitos de drogas sobre a 

memória e investigação dos mecanismos neurais envolvidos na 

aprendizagem e memória (Ennaceur e Delacour, 1988). Este teste 

baseia-se no princípio de que, em um ambiente familiar, os roedores de 

laboratório mostram uma atração instintiva para a novidade, ou 

preferência por um novo objeto, não familiar (Hughes, 2007). 

Nossos resultados indicaram prejuízo na memória de 

reconhecimento do objeto de curto prazo nos tempos de 3 e 72 horas 

após a administração da reserpina, enquanto o grupo avaliado 24 horas 

após a injeção de reserpina não apresentou prejuízo desta memória. Este 

último resultado está de acordo com o estudo prévio de Fernandes e 

colaboradores (2008) que não encontraram diferença entre os grupos 

controle e grupos reserpina (0.1; 0.25 e 0.5 mg/kg de reserpina 24 h 

após administração), embora tenham utilizado doses menores do que a 

dose utilizada em nosso estudo, a preferência para exploração dos 
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objetos novos foi demonstrada por todos os grupos, indicando que a 

reserpina não afetou este tipo de memória (Fernandes et al., 2008). 

A perda de alteração nesta tarefa está de acordo com alguns 

estudos clínicos que mostram a memória de reconhecimento intacta em 

pacientes com a DP (Gabrieli, 1996 in Fernandes et al., 2008; Postle et 

al., 1997). Por outro lado, de acordo com Whittington, Podd e Kan 

(2000), a teoria de que os pacientes com DP têm pouca ou nenhuma 

dificuldade de reconhecimento de novas informações, mas apresentam 

problemas de recuperação da informação (“recall”), precisa ser 

modificada. Os autores sugerem uma teoria geral da disfunção cognitiva 

na PD que deva levar em conta não só a ocorrência de déficit de 

reconhecimento como também que este déficit pode aumentar com a 

progressão da doença (Whittington, Podd e Kan, 2000). Em um estudo 

recente realizado por Bortolatto e colaboradores (2013), os autores 

descrevem o prejuízo das memórias de curta e longa duração no teste de 

reconhecimento do objeto em ratos tratados com reserpina (1 mg/kg, 24 

h após administração), em intervalos de 1 e 24 horas entre treino e teste, 

respectivamente, o que discorda dos nossos achados. 

Resultados recentes obtidos com o modelo da 6-OHDA no teste 

de reconhecimento do objeto indicam que a interação entre o córtex pré-

frontal e projeções prosencefálicas dopaminérgicas, particularmente da 

via nigroestriatal, são essenciais para a integridade da memória de 

reconhecimento do objeto (Chao, Pum e Huston, 2013). Levando em 

consideração estes dados, podemos sugerir que os resultados obtidos 

neste teste comportamental são, ao menos em parte, explicados pela 

ausência de redução nos níveis estriatais de dopamina e DOPAC no 

intervalo de 24 horas após a administração de reserpina, uma vez que de 

acordo com os autores supracitados, a via nigroestriatal está diretamente 

envolvida neste teste. Estes resultados bioquímicos estão de acordo com 

os resultados obtidos por Verheij e Cools (2007) em que foi investigada 

a redução da concentração extracelular de dopamina no núcleo 

accumbens (pertencente ao sistema dopaminérgico mesolímbico e 

anatomicamente ao corpo estriado), por microdiálise seguida por análise 

em um sistema de HPLC, após a administração de reserpina (1 mg/kg, 

i.p.) em ratos. Os autores deste estudo descreveram uma depleção 

máxima de dopamina 1 hora após a injeção de reserpina, sendo que 24 

horas após o tratamento os níveis de monoaminas no núcleo accumbens 

retornou aos níveis basais (Verheij e Cools, 2007).  

O fato da administração de reserpina ter prejudicado a memória 

social de ratos, mas não o reconhecimento de objetos 24 após a sua 

administração, pode ser justificado pelos diferentes processos de 
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memória envolvidos em ambos os testes. De acordo com Terranova e 

colaboradores (1994), o sistema hipocampal está diretamente envolvido 

na memória de reconhecimento social. Entretanto, os níveis de 

dopamina e DOPAC nesta estrutura, que poderiam corroborar o 

envolvimento do hipocampo nos prejuízos de memória social em nosso 

estudo, infelizmente não foram detectados pela técnica do HPLC, e o 

conteúdo de serotonina e seu metabólito 5-HIAA não apresentaram 

diferença significativa em relação aos grupos controle, em todos os 

tempos investigados. 

Já nos grupos de 72 horas pós-reserpina, os prejuízos das 

memórias verificados em ambos os testes comportamentais podem ter 

sido causados pela diminuição significativa do conteúdo de dopamina e 

DOPAC nas estruturas pertencentes aos sistemas de memória 

envolvidos, e/ou podem ser secundários ao prejuízo locomotor 

observado na avaliação da distância total percorrida no teste do campo 

aberto. Quando avaliados os atos de levantar, ou seja, a exploração 

vertical, os animais não apresentaram prejuízo significativo em relação 

aos controles. Nossos resultados indicam uma diminuição significativa 

do conteúdo de dopamina e de DOPAC no estriado dos animais 72 

horas após o tratamento com reserpina. Estes dados estão de acordo com 

resultados prévios em que ocorreu diminuição significativa de dopamina 

e de DOPAC em ratos tratados com reserpina (1 mg/kg, s.c.) neste 

mesmo intervalo de tempo (Sussman, Tran-Nguyen e Neisewander, 

1997).  

Os resultados dos testes comportamentais nos grupos avaliados 3 

horas após a administração de reserpina apresentaram prejuízo destas 

memórias, sendo que em nossos resultados bioquímicos não foi 

evidenciada diminuição significativa do conteúdo de dopamina nos 

sobrenadantes dos homogenatos estriatais, mas, em relação ao conteúdo 

de DOPAC, houve aumento significativo em comparação aos controles. 

O rápido aumento no conteúdo de DOPAC, secundário à administração 

de reserpina, de acordo com Agid, Javoy e Youdim (1976), pode refletir 

a liberação da dopamina dos locais de armazenamento vesicular para o 

compartimento citoplasmático onde este neurotransmissor é 

imediatamente metabolizado por enzimas como a MAO-B e COMT 

(Agid, Javoy e Youdim, 1976 In: Kannari et al., 2000). Estes dados 

sugerem que a ligação da reserpina ao transportador (VMAT2) impediu 

o seu armazenamento e liberação no terminal sináptico, o que causou 

um consequente aumento do metabolismo da dopamina no meio 

citoplasmático, evidenciado em nossos resultados pelo aumento 

significativo de DOPAC. Outro estudo que corrobora com nossa 
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suposição foi realizado em ratos tratados com reserpina na dose de 5 

mg/kg (i.p.), sendo que os níveis extracelulares de dopamina e DOPAC 

foram avaliados por microdiálise seguida por análise de HPLC (Kannari 

et al., 2000). Neste estudo, os autores relataram uma diminuição gradual 

dos níveis extracelulares de dopamina de até 4% dos valores basais em 3 

horas, concomitante a um aumento dos níveis de DOPAC até 

aproximadamente 250% dos valores basais em 80 minutos (Kannari et 

al., 2000). Tomados estes dados em conjunto, podemos sugerir que os 

prejuízos das memórias nos testes comportamentais nos grupos 3 horas 

pós-reserpina são induzidos pela falta de dopamina e/ou outros 

neurotransmissores no terminal sináptico e que esta depleção não se 

traduziu em diferença significativa do conteúdo total de dopamina e 

serotonina no sobrenadante dos homogenatos dos estriados, hipocampos 

e córtices pré-frontais analisados por HPLC. 

Em relação às avaliações neuroquímicas de monoaminas por 

HPLC, infelizmente não conseguimos detectar o conteúdo de dopamina 

e DOPAC no córtex pré-frontal e, assim como já mencionado 

anteriormente, no hipocampo. 

A reserpina inibe o VMAT2 levando a uma perda da capacidade 

de armazenamento e consequente depleção central e periférica de 

monoaminas, incluindo dopamina, noradrenalina e 5-HT. Embora esta 

perda de seletividade para a dopamina já tenha sido considerada uma 

falha do modelo da reserpina em mimetizar a DP, a descoberta 

subsequente de que os sistemas noradrenérgicos e serotoninérgicos 

também estão afetados na DP (Jellinger, 1991), argumenta em favor do 

modelo da reserpina como sendo um bom modelo em mimetizar a 

bioquímica da doença (Duty e Jenner, 2011). O modelo da reserpina tem 

sido usado no desenvolvimento de importantes contribuições para o 

entendimento da ligação entre a depleção de monoaminas e os sintomas 

parkinsonianos, estabelecendo potencial eficácia sintomática de novas 

drogas na DP (Duty e Jenner, 2011). 

 

Vários trabalhos demonstram o envolvimento das monoaminas 

nos processos de aprendizagem e memória. Estudos usando reserpina 

(Prediger, Da Cunha e Takahashi, 2005), 6-OHDA (Tadaiesky et al., 

2010) e MPTP (Prediger et al., 2006) para mimetizar a DP em roedores, 

têm mostrado prejuízos das memórias de trabalho e de procedimento 

análogos àqueles observados em estágios precoces da DP. Os resultados 

obtidos no presente estudo estão de acordo com estudos prévios que 

descrevem a importância das monoaminas para a capacidade de 

reconhecimento social e de reconhecimento do objeto em ratos. 
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Em relação às análises do plasma sanguíneo dos grupos 3 e 24 

horas pós-reserpina (1 mg/kg, s.c.) e 3 horas (5 mg/kg, s.c.), as 

concentrações de neopterina foram detectadas por HPLC e não foram 

encontradas diferenças significativas entre os grupos 3 horas que 

receberam diferentes doses de reserpina, assim como diferenças 

significativas em relação aos seus controles. Nossos dados estão de 

acordo com os dados obtidos por Oliveira e Latini (2011) em um estudo 

prévio realizado em colaboração com o nosso laboratório em que foram 

quantificados os níveis de neopterina no plasma sanguíneo de 

camundongos. 

De acordo com Kannari e colaboradores (2000), o nível máximo 

de depleção de dopamina culmina em torno de 3 horas pós-reserpina (5 

mg/kg, i.p.), permanecendo até em torno de 6 horas, e, a partir de então, 

os níveis começam a elevar. A partir do mencionado, quantificamos a 

neopterina no plasma sanguíneo de ratos pré-tratados com a dose de 5 

mg/kg no tempo de 3 horas para investigar uma possível modulação do 

conteúdo de neopterina no plasma sanguíneo com uma dose 5 vezes 

maior neste intervalo. Como não houve diferença significativa nos 

conteúdos de neopterina nos diferentes grupos analisados (3 e 24 horas), 

optamos por não realizar a quantificação do grupo 72 horas, por 

acreditarmos que estes dados não eram necessários para a conclusão 

deste trabalho.  

Conforme Dale e colaboradores (2009), a neopterina está 

aumentada em processos inflamatórios do sistema nervoso central, 

sendo que este metabólito não é somente um marcador da ativação do 

sistema imune. A neopterina também tem funções bioquímicas e 

fisiológicas na defesa contra organismos patógenos invasores, pois 

segundo Hoffmann, Wirleitner and Fuchs (2003), promove estresse pró-

oxidativo, o qual pode amplificar os efeitos citotóxicos de espécies 

reativas de oxigênio e nitrogênio. 

A comunicação entre os sistemas neuroendócrino e imune 

envolve a interação da liberação de mediadores a partir de ambos os 

sistemas, incluindo neurotransmissores e citocinas. Conforme Szelényi, 

Kiss and Vizi (2000), a noradrenalina de origem vesicular, liberada por 

terminações simpáticas, controla tonicamente diminuindo a produção de 

citocinas. Neste estudo, a depleção da noradrenalina vesicular por 

reserpina (10 mg/kg), dramaticamente aumentou a produção de TNF-α 

induzida por lipopolissacarídeo bacteriano (LPS), uma endotoxina que 

provoca uma forte resposta imune, em camundongos. O aumento da 

produção de citocinas pró-inflamatórias induz o aumento da produção 

de neopterina in vitro e/ou in vivo em várias células incluindo 
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monócitos, macrófagos e células dendríticas da linhagem monocítica 

(micróglia) (Thöny et al., 2000; Hoffmann, Wirleitner e Fuchs, 2003; 

Dale et al., 2009; Hagberg et al., 2010). 

A partir de nossos resultados, concluímos que a utilização da 

reserpina, um tratamento conhecido por aumentar os níveis de BH4 nos 

tecidos de roedores (Abou-Donia and Viveros, 1981; Hirayama and 

Kapatos, 1995), administrada de forma isolada como em nosso estudo, 

não modula as concentrações de neopterina, um metabólito secundário 

da via de síntese de BH4, no plasma sanguíneo de ratos tratados com a 

dose de 1 mg/kg (s.c. 3 e 24 horas após a administração) e com a dose 

de 5 mg/kg (s.c. 3 horas após a administração).  

Sugerimos, de acordo com o exposto, que o tratamento com a 

reserpina associada à administração de LPS, como indutor da ativação 

do sistema imune, possa ser um bom modelo para o estudo da 

modulação da neopterina. A reserpina, que potencializou a produção de 

citocinas induzida pelo LPS, devido a sua ação sobre o sistema 

neuroendócrino (Szelényi, Kiss and Vizi, 2000), também está associada 

ao aumento da concentração de BH4 (Abou-Donia e Viveros, 1981), de 

GTPCH I (Viveros et al., 1981; Thöny, Auerbach e Blau, 2000) e PTPS 

(Hirayama and Kapatos, 1995), mas utilizada de forma isolada, parece 

não modificar a via de síntese de neopterina. 
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6 CONCLUSÕES 

 

Os resultados obtidos neste estudo confirmam a utilização da 

reserpina (1 mg/kg, s.c.) como um modelo da fase inicial da DP, sendo 

capaz de induzir prejuízos de memória de curto prazo relatados nesta 

doença. Estes resultados foram demonstrados pelos prejuízos da 

memória social e de reconhecimento do objeto de curto prazo. 

O intervalo de tempo de 3 horas após a administração da 

reserpina apresentou o melhor perfil para o estudo dos efeitos pré-

motores da DP no teste de reconhecimento do objeto de curto prazo. 

Neste intervalo as avaliações neuroquímicas indicaram um aumento 

significativo das concentrações de DOPAC em relação aos controles, o 

que sugere um aumento do metabolismo de dopamina, sem ocorrência 

de alterações na atividade locomotora espontânea dos animais. 

O tratamento com reserpina (1 mg/kg, s.c.) causou alterações nas 

concentrações de dopamina e DOPAC nos estriados, principalmente no 

grupo 72 horas. Neste intervalo de tempo, foi verificado 

comprometimento locomotor quando avaliada a distância total 

percorrida, o que compromete os resultados de prejuízo das memórias 

de curta duração nos testes comportamentais realizados 72 horas após a 

administração da reserpina.  

Não foram evidenciadas alterações significativas nas 

concentrações de neopterina no plasma sanguíneo de ratos após a 

administração de reserpina nos diferentes intervalos de tempo e doses 

utilizados. A partir destes resultados sugerimos que a administração s.c. 

da reserpina nas presentes doses (1 e 5 mg/kg) não modula as 

concentrações de neopterina no plasma sanguíneo de ratos. Sugerimos 

que a utilização da reserpina, que modula a via de síntese de BH4, 

associada a alguma toxina, como o LPS, que induz ativação do sistema 

imune e de processo inflamatório, possa ser um bom modelo para a 

investigação do metabolismo da neopterina. 
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