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RESUMO

O BIII 277 CL é um novo farmaco desenvolvido pelas industrias alemés Boehringer-
Ingelheim. Ele é um composto antagonista ndo competitivo dos receptores N-metil-D-aspartato
(NMDA) com grande potencial para a clinica. Os receptores NMDAs sdo canais idnicos
glutamatérgicos expressos em grande quantidade no sistema nervoso central (SNC) e que
desempenham funcdes importantes na transmissdo sinaptica excitatoria, que pode causa
prejuizos na memoria e no controle. Nesse contexto, alguns estudos ja demonstraram a eficacia
do BIIl 277 CL em diminuir a area de isquemia em modelos animais, porém, a inibicdo desses
receptores acarreta prejuizos motores e comportamentais. Sendo assim, o objetivo deste estudo
é encontrar uma dose segura deste novo farmaco que ndo cause prejuizos motores e cognitivos
relacionados ao blogueio dos receptores NMDA. Para isso, serdo estudadas trés doses diferentes
deste farmaco (0,1; 0,01 e 1 mg/kg), bem como do seu controle BIlI 25 CL, em camundongos
Swiss adultos machos e fémeas. Todos os animais receberéo o tratamento via subcutanea e seréo
submetidos 5 minutos depois aos testes de campo aberto, forca de preenséo, labirinto de barnes,
step down, labirinto em cruz elevada e rotarod para analise de parametros locomotores e
cognitivos. Dessa forma, este estudo contribuira para o desenvolvimento de novas perspectivas
farmacoldgicas para pacientes com déficit da transmissdo sinaptica excitatoria com

envolvimento do receptor NMDA.

Palavras-chave: NMDA, BIIl 277 CL, B 25 CL, isquemia, doenca de Parkinson, AVC.
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1 INTRODUCAO

Estima-se que no Brasil, no periodo entre 2010 e 2020, as internacbes por
doencas neurodegenerativas totalizaram cerca de 51 mil casos, configurando aproximadamente
570 dias de permanéncia no hospital e mais de 3 mil registros de 6bitos (PAZ et al., 2021).
Dessa forma, fica evidente a necessidade da busca de novos tratamentos para estes individuos,
uma vez que, um tratamento adequado pode auxiliar a reduzir os gastos relacionados a essas
enfermidades, além de minimizar as sequelas envolvidas, permitindo 0 maximo da manutencao
da funcdo do individuo e a realizacdo de suas atividades na sociedade (ELBAZ; MOISAN,
2008). Nesse contexto, um dos mecanismos envolvidos na fisiopatologia de lesdes cerebrais e
processos degenerativos de grande interesse atual € o bloqueio do receptor N-Metil-D-Aspartato
(NMDA).

Os neurotransmissores sdo substancias quimicas responsaveis por transportarem
informacdes entre neurdnios, células nervosas e células do corpo, sendo essenciais para um bom
funcionamento do nosso sistema nervoso (HYMAN, 2005). Dentre eles, o glutamato € o
principal neurotransmissor excitatorio e seu produto, GABA, o principal neurotransmissor
inibitério (ROSNAN; BROSNAN, 2012). Para que as respostas neuronais sejam efetivadas, é
necessario que haja uma comunicacdo entre 0 neurotransmissor e seu respectivo receptor e,
nesse contexto, o NMDA é um subtipo de receptor glutamatérgico importante para a modulagéao
da atividade sinaptica do sistema nervoso central (CNS) (REYNOLDS et al., 1988). Contudo,
0S mesmos receptores de neurotransmissores excitatorios que medeiam a atividade sinaptica
podem ser responsaveis por causar injaria neural, podendo levar a morte de neurdnios
(ROTHMAN et al., 1987). Evidéncias mostram, que em modelo animal, grandes quantidades
de glutamato s&o liberadas durantes o processo de isquemia, levando a apoptose e perda
neuronal. Outros estudos relataram que o aumento da expressao do receptor NMDA
extrassinéptico estd associado a citotoxicidade, levando a perda de neurénios dopaminérgicos
na substancia nigra e resultando nos sintomas da DP (BEZARD et al., 2001). Sendo assim, a
utilizacdo de antagonistas do receptor NMDA em seres humanos poderia garantir neuroprotecéo
apo6s AVE, prevenindo morte celular e os danos associados a fun¢édo motora e perda de memoria
que ocorrem na DP.

Neste contexto, deu-se inicio a uma série de pesquisas experimentais voltadas a
investigagdo do antagonismo do receptor NMDA.. Dentre os estudos, o0 antagonista Memantina
causou uma leve neutralizagdo da bradicinesia e do tremor de repouso em pacientes com DP,

acarretando melhora da marcha. Entretanto, os efeitos colaterais, principalmente sonoléncia e



nausea ocorreram em todos os participantes (OLIVARES, et al. 2012). Outros estudos focados
na citotoxicidade mediada pelo glutamato durante uma isquemia verificaram que o alto influxo
de calcio mediado pelo receptor NMDA durante um evento isquémico esta associado ao AVC
e, por isso, medicamentos visando esse bloqueio de calcio poderiam auxiliar na neuroprotecao
celular, minimizando os danos causados pela lesdo e preservando a area de penumbra (CHOI,
1995). Neste sentido, a cetamina, um anestésico geral dissociativo, auxilia no evento de
neuroprotecdo celular, a partir de um bloqueio da superexcitacdo do NMDAr em modelos
animais (ROTHMAN et al., 1987). Outro farmaco que tem sido amplamente estudado é o
MK®801, potente e seletivo antagonista do receptor NMDA que atua diminuindo a morte
neuronal isquémica/andxica in vitro e in vivo (FOSTER; WONG, 1987; GILL; FOSTER;
WOODRUFF, 1987). Esses estudos demonstram o grande potencial do antagonismo do
receptor NMDA no tratamento de danos isquémicos e para neuroprotecdo neuronal. Contudo,
os efeitos colaterais advindos do bloqueio desse receptor impedem o sucesso clinico,
justificando a necessidade do estudo de novos farmacos (W.OLNEY et al., 1989).

Visando minimizar os efeitos adversos da administracdo de farmacos antagonistas no
NMDAR, as industrias Boehringer Ingelleim desenvolveram o farmaco BIIlI 277 CL, um
antagonista ndo competitivo de alta afinidade e de alta especificidade do receptor
NMDA(CARTER et al., 1995). Existem duas vantagens que fazem com que este fA&rmaco se
sobressaia, mostrando seu alto potencial terapéutico. Primeiro, um composto antagonista nao
competitivo de alta afinidade néo precisa competir com o agonista endégeno durante um evento
de AVE, em que ocorre uma superestimulacdo glutamatérgica. Além disso, ndo é necessario
um aumento gradual do farmaco para garantir um efeito efetivo em determinada regido do
cérebro danificada devido sua alta especificidade com a regido do cérebro em que estad
ocorrendo a superestimulacdo (GRAUERT et al., 1997). Nesse contexto, um estudo de 1995
destacou o potencial terapéutico do farmaco BllI- 277CL em diferentes doses. Como resultado,
foi observada a reducdo de 50% da letalidade induzida por NMDA. Contudo, nesse primeiro
ensaio foram verificados distarbios da coordenacdo motora em doses altas de 1 mg/kg, mesmo
com a reducdo da area de infarto cortical por ocluséo da artéria cerebral média (CARTER et al.,
1995). Mais a frente, foi comprovado que o BIll 277-CL apresentou efeitos neuroprotetores
em doses baixas, como 0,1mg/kg por via subcutanea administrada entre 5 a 10 minutos apos a
isquemia, com uma duracdo de até 1 hora de efeito (PSCHORN; CARTER, 1996).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho é investigar 3 doses diferentes do BIll 277-CL,
bem como do seu controle BIll 25 CL em camundongos Swiss machos e fémeas. Todos 0s

animais serdo submetidos aos testes de campo aberto, teste de forca de preensao, labirinto de



barnes, step down, labirinto em cruz elevada e rotarod, para analise de parametros locomotores
e cognitivos. Este estudo visa investigar uma dose segura do farmaco BI11277CL que ndo cause
prejuizos cognitivos e motores, contribuindo para o tratamento de pacientes com déficit da
transmissdo sinaptica excitatdria, como ocorre na isquemia cerebral, acidente vascular cerebral

ou trauma cerebral e em doengas neurodegenerativas, como a de Parkinson.

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a dose/ resposta do farmaco BIll 277 CL em relacdo aos efeitos cognitivos e

motores em camundongos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar os efeitos da administracdo do BII127CL nos testes:
- Forca de preensao;

- Step down;

- Labirinto de Barnes

- Rotarod

- Labirinto de cruz elevada

- Teste Campo aberto

3 METODOS
3.1 Animais

Serdo utilizados camundongos adultos Swiss machos, com 8 semanas de idade do
Biotério Central da UFSC. Os animais foram divididos randomicamente em dois grupos
distintos, sendo grupo controle e grupo experimental. Além disso, eles serdo alocados em
gaiolas coletivas com 12 animais por caixa e alocados no LABIOEX (Laboratério de biologia
do exercicio fisico/UFSC/ Ararangua), em temperatura de 22°C, ciclo claro/escuro de 12 horas
com luzes acessas as 7h da manha e umidade monitorada. Todos os animais terdo livre acesso
a 4gua e racdo. Todos os procedimentos executados seguirdo a RESOLUCAO NORMATIVA
N° 33 DE 18 DE NOVEMBRO DE 2016 do Conselho Nacional de Controle e Experimentacéo
Animal — CONCEUA. O Projeto foi submetido ao CEUA e aprovado, sendo o nimero de
protocolo 3244200722. Todos os experimentos listados serdo realizados no mesmo laboratério

respeitando o ciclo cicardiano dos animais, bem como seu bem-estar.



3.2 Administracdo dos farmacos BIIl 277 CL e BIIlI 25 CL farmaco BIlI 277
CL

Trata-se de um farmaco antagonista ndo competitivo do complexo receptor NMDA,
desenvolvido pelas indastrias Boehringer Ingelheim que tem como objetivo atenuar a
hiperexcitacdo glutamatérgica presente em eventos isquémicos e associados a disfuncdo da
memoria. Ele vem acompanhado do seu controle negativo BlIl 25-CL, uma grande diferenca
deste farmaco, que permite uma maior qualidade dos resultados relacionados aos experimentos
comportamentais. As doses estudadas neste projeto séo de 1mg/kg, 0,1 mg/hg e 0,01 mg/kg que
serdo administradas por via subcutanea em camundongos machos e fémeas separados em
diferentes grupos, 5 minutos antes da realizacdo dos testes. Nesse contexto, a dose de 1mg/kg
sera utilizada para que se possa elaborar um gréafico dose/resposta, visando comparar 0s
resultados obtidos de acordo com a dosagem, uma vez que, embora seja comprovada as
alteracdes motoras na dose de 1mg/kg, os efeitos na ansiedade e meméria ndo estdo registrados,
0 que justifica a analise desta dosagem. A administracdo e as dosagens utilizadas neste estudo
sdo baseadas em estudos preliminares e na literatura (CARTER et al., 1995; PSCHORN,;
CARTER, 1996). Com base nesses estudos, a dose de 1mg/kg sera utilizada, uma vez que, na

ansiedade e memoria, ainda ndo registrados, o que justifica o uso desta dosagem.

3.3 Campo aberto

Trata-se de uma plataforma aberta amplamente utilizada para avaliar o
comportamento dos animais no que tange sua atividade locomotora e exploragdo vertical,
fornecendo uma variedade de informacdes que vao desde o deslocamento geral, até dados mais
especificos, como distancia, velocidade média, numero de levantamentos, deslocamentos e
Grooming (NAKAGAWA; MATSUNAGA,; ISHIWATA, 2020). Para a realizacdo deste teste,
serdo administradas as doses de 1, 0,1 e 0,01 mg/kg, todas por via subcutanea, cinco minutos
antes da realizacdo do campo aberto, no qual serdo observados durante um periodo de 5
minutos. Para realizar o teste, 0s animais serdo posicionados no centro de uma area circular
transparente com uma base de acrilico de diametro de 60 cm sob uma plataforma de 70 x 70
cm e altura de 50 cm da marca Bonther (figura 1). Os animais serdo gravados durante 5 minutos,
durante os quais serdo livres para explorar toda plataforma. Posteriormente, os resultados
gravados serdo analisados a partir do software AnyMaze (SHOJI; MIYAKAWA, 2019) e, a
partir dele serdo analisados o deslocamento total em metros, nimero de cruzamentos (NC) e de
levantamentos (NL), tempo de permanéncia no centro (TPC) e na periferia (TPP), distancia

média percorrida em metros, velocidade méaxima e média (cm/s) e, por fim, a contagem do



nuimero de fezes também sera realizada como forma de observar o nivel de ansiedade dos
animais Nesta etapa serdo 12 camundongos machos distribuidos nos grupos: Biii 277-CL
1mg/kg (N=3); Biii 277- Cl (N=3); Biii 277-CL (N=3) e Biii 25 CL (N=3).

Figura 1. Campo aberto. Fonte: autor

3.4 Teste de forga de preenséo:

Este teste é amplamente utilizado para verificar a funcdo do musculo esquelético
em roedores (TAKESHITA et al., 2017). Nele, se utiliza uma grade horizontal que é apertada
pelo camundongo para medir a forca maxima realizada em determinado periodo de tempo
(figura 2) (DUNNETT; TORRES; ANNETT, 1998). Nesta etapa serdo utilizados os mesmos
animais do teste anterior.

Figura 2. Teste de for¢a de preensdo. Fonte: autor



3.5 Rotarod

O teste de rotarod é amplamente utilizado para analisar a coordenacdo analisar a
coordenacdo motora em roedores, principalmente na detecgdo de disfuncdo cerebelar
(SHIOTSUKI et al., 2010). Neste teste, a coordenacdo motora é avaliada colocando um
camundongo em uma haste horizontal que gira em torno do seu proprio eixo, sendo que a
velocidade, bem como o numero de rotagdes por minutos sdo controladas externamente
(DEACON, 2013). Os animais passardo por uma habituacdo a 0 rpm durante 30 segundos,
passando para 5 rpm por 90 seg. Posteriormente, sera realizado o teste durante 5 minutos,
alcancando ate 30 rpm (JIANG et al., 2004). Serdo analisados a laténcia até a primeira queda e
o0 tempo de permanéncia do animal no aparelho. A forga motora também pode ser avaliada, uma
vez que o teste requer forca, principalmente, dos membros anteriores para se manterem no eixo
de rotacdo do aparelho (DEACON, 2013). Nesta etapa seréo utilizados os mesmos animais do

teste anterior.

Figura 3. Rotarod. Fonte: autor.

3.6 Step Down
O teste e definido como uma tarefa de esquiva que avalia a memoria de longo
prazo. Nele um camundongo é colocado em uma plataforma localizada acima de uma grade de
barra de aco paralelas (figura 4) (EBRAHIMI-GHIRI; SHAHINI; ZARRINDAST, 2021). O



teste serd realizado 5 minutos ap6s a administracdo por via subcutanea do farmaco Biii 277-Cl
nas doses 1, 0,1 e 0,01 mg/kg. Os animais passardo por sessfes de treinamento, nas quais apos
descerem da grade, receberdo um choque de 2 s e intensidade de 2 mA. O teste sera realizado
novamente 24 horas depois para verificar se houve um aprendizado nos roedores. Nele um
camundongo é colocado em uma plataforma localizada acima de uma grade de barra de aco
paralelas (EBRAHIMI-GHIRI; SHAHINI; ZARRINDAST, 2021). O teste sera realizado 5
minutos apos a administracdo por via subcutanea do farmaco Biii 277-Cl nas doses 1, 0,1 e 0,01
mg/kg. Os animais passardo por sessdes de treinamento, nas quais ap6s descerem da grade,
receberdo um choque de 2 s e intensidade de 0,2 mA. O teste sera realizado novamente 24 horas
depois para verificar se houve um aprendizado nos roedores. Os animais utilizados neste teste

serdo 0s mesmos utilizados no teste anterior.

YL

Figura 4 Step Down. Fonte: autor

3.7  Labirinto em Cruz Elevada

O labirinto de cruz elevado (LCE) é um teste comportamental que avalia a ansiedade
do roedor, envolvendo um conflito entre o desejo do roedor de explorar um ambiente novo e o
medo da exposicdo que é condicionado pela elevacdo da plataforma e uma &rea aberta
desconhecida (RODRIGUES et al., 2011). O labirinto consiste em dois bragos abertos e dois
fechados perpendiculares entre si e com um espaco central aberto, sendo que os bracos abertos
e fechados ficam situados um a frente do outro (figura 5). Nele, os animais sdo colocados no
centro podem se mover e explorar o aparato livremente durante 5 minutos (EBRAHIMI-GHIRI,
SHAHINI; ZARRINDAST, 2021). Os animais serdo submetidos ao teste ap6s 5 minutos da
aplicacdo das doses 1, 0,1 e 0,01 mg/kg por via subcutanea. Os parametros avaliados neste teste
sdo0: nimero de entradas no brago aberto, bem como o tempo gasto neste espaco; além disso, é
contabilizado o numero total de entradas total nos bracos fechados, o tempo de permanéncia no

espaco central do labirinto e, por fim, o primeiro braco escolhido pelo animal, se aberto ou



fechado (PINTO et al.,2012). Os animais utilizados neste teste serdo os mesmos utilizados nos

testes anteriores.

Figura 5. Labirinto em Cruz elevada. Fonte: autor.

3.8 Labirinto de Barnes

O labirinto de Barnes € um método valioso utilizado para avaliar a aprendizagem
espacial e a memdria de roedores que foi desenvolvido por Carol Barnes a partir do estudo da
memoria espacial em ratos (BARNES, 1979). Posteriormente este teste foi adaptado para
camundongos a partir de um condicionamento contextual do medo, tarefa também dependente
do hipocampo (BACH et al., 1995). A configuracdo do labirinto de Barnes consiste em uma
plataforma circular de didmetro de 122cm contendo 20 buracos igualmente espacados entre si
com um didmetro de 5 cm (figura 6). Um aparato de acrilico e cor preta € encaixado abaixo de
um dos orificios, ficando os demais livres. Nesse contexto, a luz e os espacos abertos séo
aversivos aos roedores e servem como fatores motivadores para encontrarem a caixa de fuga
que é escura. Alem disso, sdo adicionadas nas paredes pistas visuais de figuras geométricas para
também servir como motivadores espaciais aos animais (PITTS, 2018). O equipamento sera
montado em uma sala de experimentos bem iluminada com cerca de 1.000 lux e uma sala de

espera localizado ao lado desta, por onde sdo monitorados. O experimento ocorre durante 4



dias, em que, no primeiro dia, 0s animais passam por uma habituacdo em que sdo colocados
durante 1 minuto na caixa de fuga e depois podem explorar o0 equipamento durante 5 minutos.
Caso durante esse periodo o camundongo ndo entre dentro da caixa de fuga ele é guiado e
colocado gentilmente dentro do aparato, onde fica por mais 1 minuto. Entre os dias 2 e 3 0s
animais passam pelo treinamento de aquisicdo. Antes do inicio do teste os animais ficam pelo
menos 1 hora em habituacdo na sala de experimento com temperatura, ruidos e iluminagédo
controlados. Os animais serdo transportados até a plataforma dentro de um recipiente escuro e
colocados aleatoriamente no centro de um dos quatro quadrantes da plataforma apds a
administragdo por via subcutanea do farmaco Biii 277CL 1, 0,1 e 0,01 mg/kg e teréo livre acesso
a plataforma durante 3 minutos, durantes os quais serdo gravados. O teste finaliza quando o
camundongo entra na caixa de fuga ou quando os 3 minutos se esgotam, caso o roedor ndo
encontre o aparato de fuga ele é gentilmente guiado e colocado e ali deixado durante 30
segundos antes da remogdo. Tanto a plataforma, como os aparatos serdo limpos com alcool
20% entre um teste e outro.

Além disso, cada animal possui 2 tentativas que ocorrem num intervalo de uma hora
e, em cada tentativa, varios parametros sao analisados. Dentre eles tem-se a laténcia primaria
que é o tempo (em segundos) que o animal leva até localizar o espaco que detém a caixa de
fuga e a laténcia secundéria ou total, que é o tempo que ele leva até entrar dentro da caixa de
escape. Ademais, sdo avaliados o nimero de erros, que é definido como a verificacdo de
qualquer outro buraco que ndo contenha a caixa de fuga, o nimero de acertos o qual consiste
no nimero de vezes que o animal visita 0 espaco que contém a caixa de escape e a distancia
total percorrida durante a realizacdo do teste. Por fim, o tipo de estratégia que o animal utiliza
para encontrar a caixa de fuga pode ser classificado de trés maneiras; em série, aleatdria e direta.
Na estratégia em série o animal percorre todo o circuito do sentido horario ou anti-horario
verificando no minimo trés buracos consecutivos. Na estratégia aleatoria ndo ocorre essa
verificagdo consecutiva ou 0s animais ndo conseguem encontrar 0 espago correto. Por fim, na
estratégia direta 0 animal sai do aparato em que é transportado e vai diretamente até o buraco
gue contém a caixa de fuga. No sétimo dia de fuga é removida do aparelho e a estratégia
utilizada € analisada, bem como se o animal consegue localizar o espa¢o que havia a caixa de
fuga e o tempo que leva para isso (PITTS, 2018; BACH et al., 1995). Nesta etapa sera utilizada

a mesma quantidade de animais das demais.
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Figura 6. Labirinto Barnes. Fonte: autor.

3.9 Anélise estatistica
Os resultados serdo descritos como média + erro padrdo da média (EPM). A
inferéncia sera realizada através de analise da variancia (ANOVA) de uma via, com fator
repeticdo e teste post hoc de Bonferroni quando aplicavel. Valores de p<0,05 serdo

considerados significativos, sendo que o n amostral utilizado foi de 3 animais por dose.

4 RESULTADOS
Este estudo foi realizado com amostra de 72 camundongos swiss, machos, de 60
dias de idade, com massa corporal de 36,9+0,2 gramas, com as doses 1 mg/kg, 0.1 mg/kg e 0.01
mg/kg. Os animais foram submetidos a tarefa do Campo Aberto, ao Teste de forca de preenséo,
ao Rotarod, ao Step Down, ao Labirinto em Cruz elevada e ao Labirinto de Barnes.
No teste de forca de preensdo apenas o grupo com 1 mg/kg diminuiu a forca com
relacdo ao grupo controle ([3,8] = 4,074, P= 0,0498, p < 0,05, fig 7), 0s outros grupos nao

apresentaram significancia estatistica.
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Forca de preensao

5
4
2 3-
1]
2
= 24
Y
1_
0- I I
P &t Q’-\ c}‘bq‘
S ¥ &
S & N
G & ©
& ¢
B
mg/kg

Figura 7. Teste de forga de preensdo. Realizado com 12 animais divididos de acordo
com as doses. O asterisco remonta a variancia significativa observada na diminuicdo da forca
de preensdo do grupo 1 mg/kg em relagéo ao grupo controle

Jé& na tarefa do campo aberto, o grupo 0.1 mg/kg apresentou uma menor distancia
percorrida em relacdo ao controle, enquanto o grupo BIll 277 CL 1 mg/kg percorreu uma
distancia maior em relacdo ao grupo controle ([F (3,8) = 18,78, P=0,0006, p < 0,05, fig 8), os

demais grupos ndo apresentaram variagoes estatisticamente significantes.
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Campo aberto
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Figura 8. Campo aberto, realizado com 12 animais divididos em 4 grupos de 3 animais, no qual
pode-se observar uma variacdo da distancia percorrida pelos animais, sendo que o grupo BIll 277 CL
percorreu uma distancia maior em relagdo ao grupo controle, enquanto o grupo 0.1 mg/kg percorreu uma
distancia menor em relagéo ao grupo controle

Ainda no campo aberto, utilizando o teste de Kruskal-Wallis, houve diferenga no
numero de levantamentos, sendo que o grupo BIIl 277 CL 1mg/kg apresentou um maior numero

em relacédo ao grupo controle (P=0,0214, p <0,05, fig 9).



13

Campo aberto - levantamentos
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Figura 9. Campo aberto - nimero de levantamentos. O teste foi realizado com 12 animais divididos
em 4 grupos, nele pode-se observar que o grupo BIIl 277 CL apresentou um maior nimero de
levantamentos quando comparado ao grupo controle.

Na anélise da laténcia, no Rotarod, no primeiro dia de teste, ndo foram observadas
diferencgas estatisticas entre os grupos (F (3,8) = 2,166, P=0,1700, p>0,05, fig 10). No entanto,
no segundo dia de teste, o grupo 1 mg/kg apresentou uma menor laténcia comparado ao grupo
controle [ F(3,8) = 8,677, P=0,0068, p < 0,05, fig 10], demonstrando um déficit motor.
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Rotarod - laténcia 1° dia Rotarod - laténcia 2° dia
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Figura 10. Rotarod - laténcia no primeiro e segundo dias. E possivel observar que, no primeiro dia,
néo se obteve diferencas significativas entre os grupos. No segundo dia, o grupo BIll 277 CL apresentou
uma laténcia diminuida quando comparado ao grupo controle, que pode ser representada pelo asterisco.

Foi possivel observar uma diferenca estatisticamente significativa também quanto a
laténcia, sendo que, no segundo dia, quando comparado ao primeiro, os grupos 1 mg/kg, 0.1
mg e 0.01 mg/kg demonstraram uma laténcia menor em relacédo ao grupo controle [(F 3,8) =
5,383, P=0,0254, p< 0,05, fig 11).
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Figura 11. Step Down — laténcia. No segundo dia, observa-se uma laténcia diminuida nos grupos
BIIl 277 CL 0.01 mg/kg, 0.1 mg/kg e 1 mg/kg, representada pelo asterisco.

A analise dos resultados no teste em cruz elevada permitiu observar uma série de
variaveis. Dentre elas, o tempo em que o animal permaneceu no brago fechado. Nesta analise,
0 grupo 1 mg/kg permaneceu um menor tempo em relacéo ao grupo controle ([3,8) =12,97, P=
0,0019, p< 0,05, fig 12). J& quando se observa o tempo permanecido no brago aberto, também
no primeiro dia, o0 grupo 1mg/kg permaneceu um periodo maior de tempo quando comparado
ao grupo controle [F (3,8) = 8,300, P=0,0077, p<0,05, fig 13). Comparando o tempo no braco
aberto entre o primeiro e 0 segundo dia, ainda é possivel observar que o grupo 1mg/kg

permaneceu por mais tempo que os demais grupos [F (3,8) = 17,86, P=0,0007, p<0,05, fig 13).
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Cruz elevada- Tempo braco fechado 1° dia
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Figura 12. Cruz elevada — tempo braco fechado 1° dia. O grupo BII1 277 CL apresentou um
tempo permanecido na regido do braco fechado do aparato menor comparado ao grupo controle.

Cruz elevada- Tempo braco aberto 1° dia Cruz elevada- Tempo brago aberto 2° dia
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Figura 13. Labirinto de Cruz elevada. O grupo Bll 277 CL apresentou um tempo permanecido na regido de
braco aberto do aparato maior que o grupo controle nos dois dias de experimento.
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Por fim, na analise de laténcia primaria, no primeiro dia do treinamento do Labirinto
de Barnes, o grupo 1mg/kg apresentou uma maior laténcia quando comparado ao grupo controle
(F (3, 8) = 4,635, p<0,05, P=0,0368, fig 14), os demais grupos ndo apresentaram diferencas
significativas. Ja em relacdo a laténcia secundaria, no primeiro dia, ndo houveram variacdes
estatisticas significativas entre os grupos (F (3, 8) = 0,4271, p> 0,05, P=0,7391 fig 14). No

entanto, apenas os animais do grupo 1mg/kg néo entraram no esconderijo.
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Figura 14. Labirinto Barnes- Laténcia primaria e secundaria, primeiro dia. E possivel
observar que o grupo BIll 1 mg/kg apresentou uma maior laténcia primaria quando comparado ao grupo
controle, ou seja, 0 tempo levado para encontrar o local com o esconderijo foi maior. J4 em relacéo a laténcia
secundaria, nenhum animal do grupo 1 mg/kg entrou no esconderijo, enquanto todos os animais dos demais
grupo entraram.

No segundo dia de treinamento, ndo houveram diferencas estatisticas entre 0s grupos
(F (3,8)=2,447, p > 0,05, P=0,1386, fig 15), em relacdo a laténcia priméaria. O mesmo ocorreu
com a laténcia secundaria no segundo dia de treinamento (F (3, 8) = 1,605, p < 0,05, P=0,2632,
fig 15).
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Figura 15. Labirinto Barnes - laténcia primaria e secundaria, segundo dia. No segundo dia, é
possivel observar que os animais do grupo 1 mg/kg permaneceram com uma laténcia primaria elevada,
guando comparados ao grupo controle. Enquanto isso, os animais deste grupo, foram os Unicos que néo
entraram no esconderijo.
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No dia do teste e Gltimo dia de experimento, o grupo 1 mg/kg apresentou uma laténcia

aumentada em relacdo ao grupo controle (F (3, 7) = 5,524, p < 0,05, P=0,0291, fig 16), ndo

houve variacOes estatisticamente significativas entre os demais grupos.
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Figura 17. Labirinto Barnes - laténcia, dia teste. No Gltimo dia do experimento, 0s
animais do grupo 1 mg/kg permaneceram com uma laténcia primaria elevada quando comparados
aos animais do grupo controle.
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Uma ultima analise possivel € em relacdo ao tipo de estratégia utilizada. Neste contexto,
foi possivel observar que os animais, ao longo dos treinamentos até o dia teste, migraram de

uma estratégia aleatdria para a direta, exceto o grupo 1mg/kg (fig 17).

Labirinto de Barnes dia 1 Labirinto de Barnes dia 2
2 2
m B25C11.0 m B25C11.0
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o m BIIZFCLOA - = BIIZTCL 0
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Figura 19. Labirinto Barnes - tipos de estratégias. Observa-se que todos os animais migram para o tipo de
estratégia direta, o esperado em situacdes normais. No entanto, os animais do grupo 1 mg/kg, representados
pela cor azul sédo os Unicos que ndo utilizam da estratégia direta, permanecendo nas estratégias aleatoria e
seriada.

A utilizacdo das estratégias para encontrar o esconderijo podem ser bem
observadas, também, por meio de mapa de calor que demonstra o deslocamento do animal,
além dos locais em que ele permaneceu. Ao se analisar esses mapas, € possivel observar que os
grupos 25 CL, 0,01 mg/kg, 0,1 mg/kg possuem um deslocamento que se inicia na regido central
da plataforma, onde séo colocados para o teste e finaliza no local correto, previamente
demarcado. Entretanto, os animais do grupo 1 mg/kg apresenta um deslocamento variado, 0

que resulta da sua dificuldade em encontrar o local demarcado. Esses resultados refletem o
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melhor os efeitos do antagonista BIIl 277-CL nos animais tratados com doses distintas, que

apresentaram um prejuizo motor, efeito amnésico e ansiolitico.

Barnes maze, grupo controle 25 CL, Lighter Barnes maze, grupo 0.01 mgskg, Lighter
Plot shows an averaged heat map of the animal's centre point for the group, for Plot shows an averaged heat map of the animal's centre point for the group, for
the entire duration of the test, and uses the scale shown below. the entire duration of the test, and uses the scale shown below.

Barnes maze, grupo 0.1 mg/kg, Lighter Barnes maze, grupo 1 mgykg , Lighter
Plot shows an averaged heat map of the animal's centre point for the group, for Plot shows an averaged heat map of the animal's centre point for the group, for
the entire duration of the test, and uses the scale shown below.

the entire duration of the test, and uses the scale shown below.

Figura 21. Labirinto Barnes - Tipos de estratégias, mapa de calor. Por meio dele, pode-se observar
o tipo de estratégia e o deslocamento do animal no dia teste. Pode-se observar que os animais do grupo
controle, 0,01 mg/kg e 0,1 mg/kg apresentaram um deslocamento direcionado do centro ao local demarcado,
enguanto os animais do grupo 1 mg/kg apresentaram um deslocamento distinto, ndo permanecendo no local
demarcado.
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5 DISCUSSAO

Este projeto foi desenvolvido com o objetivo de estudar os efeitos do antagonista
ndo competitivo do receptor NMDA, BIIl 277-CL. Os estudos a respeito deste farmaco na
literatura concluiram um prejuizo motor em altas doses, mas ndo discorreram sobre possiveis
prejuizos na memoria e efeitos comportamentais. Com isso, este estudo foi embasado nas doses
e tempo de acdo descritos no estudo de (CARTER et al., 1996) (PSCHORN; CARTER, 1996).

5.1. Efeitos motores do BIll 277-CL

Em nosso projeto, o grupo experimental recebeu administragdo via subcutanea das
doses: 0,01 mg/kg, 0,1 mg/kg e 1 mg/kg e o grupo controle recebeu uma dose de 25 CL 1 mg/kg
5 minutos antes dos testes. Neste contexto, o grupo 1 mg/kg apresentou prejuizo motor em
relacdo aos demais grupos na tarefa rotarod, principalmente, no segundo dia (figura 10). Esse
resultado demonstra o prejuizo na coordenacdo motora causado quando doses mais altas foram
utilizadas. Resultados semelhantes foram observados por Carter et al. (1996), que relatou
distdrbios na coordenacdo motora em camundongos e ratos que foram submetidos ao teste de
rotarod em diferentes intervalos em doses distintas com o intuito de observar os efeitos motores
em animais.

O estudo de Carter et al. (1996), ainda comparou os efeitos neuroprotetores do BllII
277-CL com outro antagonista do receptor NMDA, o (+) MK801. Neste, ambos previnem a
inibicdo dos efeitos do NMDA na sintese de proteinas e, embora os efeitos de Blll 277 CL entre
5 a 15 min apds a administracdo serem comparaveis aos do (+) MK801, os efeitos do BIll 277
CL diminuiram mais rapidamente quando comparados com os efeitos do (+) MK801 nas
mesmas condicBes. Os distdrbios motores, no presente estudo, podem ser observados também
no teste de forca de preensdo, em que 0s grupos com altas doses de BIll 277 CL possuiram uma
forca menor comparado ao grupo controle (figura 7).

5.2. Efeitos amnésicos e ansioliticos do BIll 277 CL

Um trabalho de Kugaya et al. (2005) a partir de estudos com ressonancia magnética,
obteve como resultado que pacientes com depressdo apresentaram niveis corticais elevados de

glutamato e reduzidos de GABA, principal neurotransmissor inibitério do SNC. Com isso,
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farmacos que causem uma reversdo dos niveis elevados de glutamato passaram a ser utilizados
no tratamento antidepressivo (Kugaya et al. 2005). Neste contexto, antagonistas do receptor
NMDA induzem um efeito antidepressivo, dentre eles, o anestésico ketamina, induz um efeito
rapido sustentado por até trés semanas dos sintomas depressivos Kugaya et al. (2005).
Ademais, estudos demonstram a presenca e participagdo de receptores do tipo NMDA em
estruturas relacionadas com respostas de medo e ansiedade (MIGUEL; NUNES-DE-SOUZA,
2008; RESSTEL, 2008). Em nosso estudo, efeitos ansioliticos foram verificados nos animais
nos quais foram administrados a dose de 1 mg/kg, o que pode ser observado nos testes de Cruz
elevada, Campo aberto e Barnes (figuras 9, 12, 13 e 14). Nestes testes, houveram um maior
numero de levantamentos do grupo 1 mg/kg, ademais, os animais deste grupo permaneceram
um tempo maior na regido de brago aberto do labirinto de cruz elevada em relagcdo aos demais.
Nessa linha, os animais apresentaram um comportamento exploratério evidente quando
comparado ao grupo controle no labirinto de Barnes, sendo que ndo apresentaram a agéo de
busca ao esconderijo, mas sim, de exploracdo do aparato, diferente dos outros animais.

Por fim, a Ketamina, também € utilizada como anestésico geral, sendo que pode 4ser
acompanhado de amnésia e analgesia (FLETCHER et al., 2002). O efeito amnésico foi
observado no nosso estudo, ao se observar testes como o step down e labirinto de Barnes, nos
quais o0s animais do grupo 1 mg/kg demonstraram um prejuizo da memoria (fig 11,15,16 e 17).
Com isso, como a literatura previamente discutiu, o BIll 277 CL se mostra mais eficaz no
tratamento de isquemia focal, uma vez que por mais que conceda o efeito amnésico, sua duragdo
€ mais curta do que a da ketamina que, geralmente, € de 3 horas, além de ser contraindicada em
casos de problemas psiquiatricos, insuficiéncia coronaria e cardiaca e hipertensédo intracraneal
(WHITE et al., 1982)
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6 CONCLUSAO

Foram observadas neste estudo diferencas significativas entre o grupo Blll 277 CL 1
mg/kg e o grupo controle 25 CL 1 mg/kg na tarefa do campo aberto, no teste de forca de
preenséo, step down, rotarod, cruz elevada e barnes. Em todos estes, o grupo BIll 277 CL obteve
resultados distintos comparados ao grupo controle, evidenciando os efeitos motores, amnésicos
e ansioliticos deste farmaco. Pode-se observar que, principalmente, a dose de 1 mg/kg néo é

indicada para estudos posteriores por acarretar os efeitos os efeitos amnésicos e ansioliticos
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