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RESUMO

Embora a Doenca de Parkinson (DP) seja caracterizada como um distarbio do
movimento, muitos estudos tém demonstrado que prejuizos olfativos e cognitivos
antecedem os sintomas motores classicos, e que testes olfativos podem representar uma
importante ferramenta no diagnostico precoce desta doenca. Embora a causa primaria da
DP seja ainda desconhecida, estudos epidemiologicos tém revelado que a sua incidéncia €
aumentada em decorréncia da exposi¢do a algumas toxinas presentes no ambiente. O
presente estudo teve como objetivo avaliar possiveis alteragdes nas fungdes olfativas e
cognitivas de ratos tratados com reserpina (i.p.) ¢ MPTP (intranasal), utilizados como
modelos experimentais da DP; bem como o envolvimento dos sistemas adenosinérgico e
dopaminérgico nestes efeitos. Os resultados demonstram a presenca de prejuizos
olfativos e cognitivos nos dois modelos utilizados, sendo que estes antecedem o
comprometimento da fungdo motora dos animais. Estes resultados confirmam e estendem
evidéncias da importancia do desenvolvimento de testes olfativos especificos como uma
importante ferramenta no diagnostico precoce da DP. Além disso, 0s nossos resultados
sugerem o envolvimento dos sistemas adenosinérgico e dopaminérgico nos
comprometimentos olfativos e cognitivos verificados no modelo da reserpina, refor¢gando
o potencial terapéutico da cafeina e de antagonistas seletivos dos receptores A,a para
adenosina na DP. O presente estudo demonstra ainda que a administragcdo intranasal de
MPTP ¢ capaz de induzir alteragdes neuroquimicas semelhantes as observadas na DP,
reforcando a hipdtese de que um virus ou agente quimico, presente no meio ambiente,
poderia utilizar a cavidade nasal como porta de entrada no organismo e estar relacionado
a etiologia da DP. Finalmente, os nossos resultados sugerem que a morte de neurdnios
dopaminérgicos induzidos pela administragdo intranasal de MPTP pode estar associada a

geracdo de estresse oxidativo e processo de apoptose mediado por INK.
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ABSTRACT

Many studies have shown that deficits in olfactory and cognitive functions precede the
classical motor symptoms seen in Parkinson’s disease (PD) and that olfactory testing may
contribute to the early diagnosis of this disorder. Although the primary cause of PD is
still unknown, epidemiologic studies have revealed that its incidence is increased in
consequence of the exposition to some environmental toxins. The aim of the present
study was to evaluate a possible alteration in olfactory and cognitive functions in rats
treated with reserpine (i.p.) and MPTP (intranasal), that were utilized as animal models of
PD, as well as the involvement of the adenosinergic and dopaminergic systems in these
effects. The present results demonstrate the presence of olfactory and cognitive deficits in
both models utilized, and that these alterations precede the motor dysfunction in the
animals. These results confirm and extend the importance of developing specific
olfactory tests as a tool in the early diagnosis of PD. Moreover, our results suggest the
involvement of adenosinergic and dopaminergic systems in the olfactory and cognitive
impairments verified in the reserpine model, reinforcing the therapeutic potential of
caffeine and selective adenosine A, receptor antagonists for PD. Furthermore, the
present study demonstrates that the intranasal administration of MPTP promotes
neurochemical alterations very similar to that observed in PD, reinforcing the hypothesis
that an environmental toxin can pass through the nasal cavity into the organism and be
related to the etiology of PD. Finally, our results indicate that the dopaminergic
neurodegeneration induced by intranasal administration of MPTP may be associated to

generation of oxidative stress and an apoptotic process mediated by JNK.
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1. INTRODUCAO

Desde o inicio do século passado, mas principalmente nas ultimas duas décadas, a
humanidade vem passando por uma transi¢do demografica evidente, sendo que as
sociedades estdo deixando de ser formadas predominantemente por populagdes jovens e
maduras para transformarem-se em sociedades compostas por pessoas cada vez mais
velhas. Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em 1950
existiam cerca de 204 milhdes de pessoas com mais de 60 anos de idade no mundo, sendo
que em 1998 este contingente alcancava 579 milhdes de pessoas, um crescimento de
quase 8 milhdes de idosos por ano. Seguindo estas projecdes, o IBGE estima que em
2050 um quinto da populacdo mundial serd formada por idosos, algo em torno de 1,9
bilhdes de pessoas (IBGE, 2000). Este fenomeno de envelhecimento populacional ¢
também verificado no Brasil. Com base no censo de 2000, existem no Brasil
aproximadamente 14 milhdes de idosos, sendo que nos proximos 20 anos, este valor
poderd ultrapassar os 30 milhdes, vindo a representar cerca de 13% da populacdo
brasileira (IBGE, 2000).

Embora estes ntimeros reflitam um claro avango na qualidade de vida de parte da
populacdo, eles também alertam para a possibilidade de que num futuro proéximo, cresga
significativamente o nimero de pessoas acometidas pelos chamados “males da idade”. A
doenca de Parkinson (DP), juntamente com a doenca de Alzheimer, representam os
distirbios neurodegenerativos relacionados a idade mais comuns em humanos. A
prevaléncia desta doenga ¢ de aproximadamente 0,15% da populagdo total mundial,

crescendo para 0,5% em pessoas com mais de 50 anos de idade (STOOF et al., 1999).



Segundo o IBGE (2000), existem aproximadamente 222 mil parkinsonianos no Brasil,
sendo que 2% dos brasileiros acima dos 60 anos sdo acometidos por este disturbio.

A DP tem como principal caracteristica neuropatologica a lesdo dos neurdnios
dopaminérgicos, localizados na substancia negra parte compacta (SNc), que enviam
projecdes para os ganglios da base, ocasionando uma redu¢do nos niveis de dopamina
(DA) no estriado (JELLINGER, 1988; LINDNER et al., 1999; BLANDINI et al., 2000;
ARAKI et al., 2001b). A segunda caracteristica neuropatologica da DP ¢ o aparecimento
de inclusdes eosinofilicas citoplasmaticas denominadas corpos de Lewy, compostas
principalmente pelo acimulo das proteinas a-sinucleina e ubiquitina (KORCZYN, 1995;
HAGAN et al., 1997; BLANDINI et al., 2000). Estas inclusdes parecem se acumular em
neurdnios que se encontram em processo de degeneragdo, particularmente em neurdnios
dopaminérgicos da SNc, sendo por esta razdo utilizadas como um marcador da DP
(KORCZYN, 1995; HAGAN et al., 1997). Os corpos de Lewy podem também ser
encontrados no cérebro de idosos normais, todavia verificou-se a presenca destas
inclusdes em aproximadamente 85% das autopsias de pacientes clinicamente

diagnosticados como portadores da DP.

Desde a sua descric¢ao inicial, feita pelo médico inglés James Parkinson (1817) em
seu estudo “Essay on the shaking palsy” (Paralisia Agitante), a DP vem sendo
caracterizada como um disturbio do movimento, sendo o seu diagnostico baseado na
presenga de dois ou mais sintomas motores (ex: rigidez, bradicinesia, tremor e perda do
reflexo postural). Entretanto, os pacientes parkinsonianos somente desenvolvem estes
critérios clinicos quando aproximadamente 60-70% dos neurdénios da SNc¢ encontram-se

degenerados e os niveis estriatais de DA sdo reduzidos 70-80% (RIEDERER e



WUKETICH, 1976; JELLINGER, 1991; BARRIO ET AL., 1997; LINDNER et al.,
1999). O fato do processo neurodegenerativo ja encontrar-se bastante avancado quando o
diagnéstico ¢ estabelecido, pode ser responsavel pela baixa efetividade clinica de diversas
drogas e agentes neuroprotetores testados no tratamento desta doenca. Portanto, a
identificacdo dos pacientes nos estagios iniciais da DP parece ser essencial para o sucesso

de qualquer farmacoterapia.

Posteriormente, Jean Marie Charcot, um dos fundadores da neurologia moderna,
sugeriu a mudanga de nome da enfermidade, de Paralisia Agitante, para doenca de
Parkinson (“la maladie de Parkinson”), em homenagem a descri¢do classica de James
Parkinson. Além disso, Charcot acrescentou outras informacdes a descricdo do quadro
clinico (como a presenca de alteracdo postural, micrografia, rigidez muscular e
bradicinesia), no diagndstico diferencial e no tratamento da doenga (DUVOISIN, 1991).
Charcot também discordou da descrigdo inicial de James Parkinson, quanto a preservagao
das funcdes corticais superiores na doenga. Ele caracterizou a presenga de perda da

memoria e disfuncdo cognitiva (MENESES e TEIVE, 1996).

1.1. ETIOLOGIA DA DOENCA DE PARKINSON

A natureza do processo neurodegenerativo verificado na DP ndo estd
completamente esclarecida, entretanto, descobertas recentes sugerem que esta poderia
estar associada a um estado de estresse oxidativo desencadeado por um ou mais fatores,

dentre os quais se destacam: envelhecimento cerebral, predisposicdo genética, anomalias



mitocondriais, produ¢do de radicais livres e toxinas ambientais (LANGSTON, 1996;
OLANOW et al., 1998). Atualmente, a explicagdo mais atraente ¢ que a DP seja uma
doenga multifatorial decorrente da combinacdo de fatores genéticos e ambientais
(LANGSTON, 1996).

Além da prevaléncia da DP ser influenciada pelo avanco da idade (HAGAN et
al.,1997), a presenga de um componente genético tem sido sugerida por diversos estudos.
Levantamentos epidemioldgicos verificaram uma taxa de concordancia de 45% entre
gémeos monozigdticos e de 29% entre gémeos dizigoticos (DUVOISAN, 1987; BURN et
al., 1992; TANNER et al., 1997). Verificou-se também que 15 a 20% dos pacientes
parkinsonianos apresentam uma historia familiar desta doenca (BANDMANN, 1998). Na
avaliacdo de possiveis genes envolvidos na DP, foram identificadas diferentes mutagdes
nos genes da a-sinucleina (POLYMEROPOULOS et al., 1997; KRUGER et al., 1998;
SINGLETON et al., 2003; ZARRANZ et al., 2004), parkin (KITADA et al., 1998) e DJ1
(BONIFATI et al., 2003), em pacientes com histéria familiar.

Por outro lado, tem crescido nos ultimos anos o numero de estudos (clinicos e
basicos) buscando identificar os diferentes fatores ambientais que podem estar envolvidos
na etiologia da DP. Neste sentido, diferentes linhas de evidéncia sugerem que a exposi¢ao
a certos agentes ambientais, como: metais (TANNER, 1989; HIRSCH et al., 1991;
GOOD et al.,, 1992; YASUI et al., 1992; HERTZMAN et al., 1994; ALTSCHULER,
1999; GORELL et al., 1999), solventes (UITTI et al. 1994; PEZZOLI et al., 1996;
SEIDLER et al., 1996; DAVIS ¢ ADAIR, 1999; HAGEMAN et al., 1999), monéxido de
carbono (KLAWANS et al., 1982), e 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina

(MPTP) (LANGSTON ¢ BALLARD, 1983 LANGSTON et al., 1983); pode induzir



lesdes nigrostriatais e estar associada ao desenvolvimento da DP. Além disso, estudos
epidemiologicos tém destacado alguns fatores ambientais que podem estar associados a
um aumento nos riscos do desenvolvimento da DP, tais como: a residéncia em areas
rurais (SEMCHUK et al., 1993; LIOU et al., 1997; GORELL et al., 1998; MARDER et
al., 1998; FALL et al., 1999), beber agua de po¢co (MORANO et al., 1994; MARDER et
al., 1998), e exposicdo a alguns tipos de herbicidas e pesticidas (SEMCHUK et al.,
1993; LIOU et al., 1997; GORELL et al., 1998; FALL et al., 1999; VANACORE et al.,
2002).

A exposi¢ao repetida ou prolongada a determinada toxina ambiental parece ndo
ser suficiente para causar a DP, uma vez que o indice de concordancia para a doenga em
individuos que vivem em uma mesma area durante longos periodos ¢ baixo. Por outro
lado, um agente ambiental poderia influenciar decisivamente nos resultados de individuos

geneticamente susceptiveis (MENESES e TEIVE, 1996).

1.2. SINTOMAS COGNITIVOS DA DOENCA DE PARKINSON

Embora a DP seja definida e caracterizada como uma doenca do movimento, e
contrariando a descricdo inicial feita por James Parkinson (1817), atualmente ¢
amplamente aceito que os pacientes parkinsonianos manifestem também prejuizos
cognitivos. A deficiéncia cognitiva ¢ um sintoma comum em pacientes com a DP e tem
sido freqiientemente descrito nos estdgios iniciais da doenga, antes mesmo do

aparecimento dos sintomas motores classicos, sendo que, com o avanco da doenca, a



magnitude desses sintomas aumenta (DUBOIS e PILLON, 1997; FAGLIONI et al., 1997;
PILLON et al., 1998). Antes de apresentar os principais prejuizos cognitivos observados
na DP, faz-se necessario uma breve descri¢do dos conceitos basicos referentes aos

processos de aprendizado e memoria.

“Memoria” ¢ a aquisicdo (adquirir, aprender), consolidagdo (armazenar, guardar)
e a evocagdo (lembrar, recordar, recuperar) de informagdes (IZQUIERDO, 2002). A
aquisi¢do abrange a conducdo da informagdo ao cérebro via 6rgdos sensoriais e cortex
sensorial primdrio. Esta etapa depende da atengdo e da percepcao. Fatores como fadiga,
ansiedade e preocupacdo podem interferir neste processo. A consolidagcdo ou retengdo
consiste na conservagdo do conhecimento através de uma representagdo significativa no
cérebro. Esta etapa ¢ reforcada pela repeticdo ou pela associagdo com outros dados ja
armazenados na memoria (IZQUIERDO, 1992). J& a evocagdo ou recordagdo refere-se
ao acesso a informagdo armazenada. Este processo pode ser espontdneo ou ocorrer pela
busca voluntéria, sendo influenciada por fatores internos (humor, motivacdo, interesse,
etc) e externos (local, ambiente, etc). Além disso, a memoria implica na mudanga do
comportamento, somente podendo ser avaliada através desta mudanca. Assim, somente
teremos certeza de que determinados conhecimentos ou habilidades foram adquiridos
satisfatoriamente, no momento em que termos que utilizd-los e, portanto, recorda-los para
a realizacdo de uma tarefa ou atividade. Se ndo ¢ possivel medir a evocagdo, isto ¢, a
alteracdo do comportamento, ndo ¢ possivel detectar a existéncia da memoria (SQUIRE,
1986; IZQUIERDO, 1988).

Pelo fato das memorias, tanto dos homens quanto dos demais animais, serem

provenientes das suas experiéncias, ¢ mais sensato falar em “memorias” ou processos de



memoria do que simplesmente em “memoria”, uma vez que podem existir tantas
memorias quanto o nimero de experiéncias possiveis (IZQUIERDO, 2002). Como a
natureza das experiéncias vivenciadas ¢ a mais variada possivel, ¢ de se esperar que
existam diferentes tipos de memorias e que as mesmas estejam relacionadas a diferentes
areas cerebrais.

Atualmente, existem dezenas de diferentes classificagdes para os processos de
aprendizado e memoria, que sofrem grande variagdo conforme o enfoque utilizado pelo
autor. De maneira geral, os tipos de memoria podem ser classificados de acordo com o

seu tempo de reten¢io e sua natureza ou conteudo.

As memorias podem ser classificadas quanto ao seu tempo de retenciao (ou
duracio) em: memorias de longa duragcdo, memorias de curta duragdo e memorias de
trabalho (do inglés “working memory’) (McGAUGH, 1966, 1968; GOLD ¢ McGAUGH,
1975; LENT, 2001). A meméria de trabalho ou operacional ¢ muito breve e fugaz e
serve para o armazenamento temporario (segundos ou poucos minutos) de informagdes
que serdo Uteis apenas para o raciocinio imediato e resolu¢do de problemas, podendo ser
descartadas (esquecidas) logo a seguir (BADDELEY, 1986; IZQUIERDO e MEDINA,
1991). Ao contrario dos demais tipos de memdria, a memoria operacional ndo deixa
tracos e ndo produz arquivos. Usamos a memoria operacional, por exemplo, para
gravarmos numeros de telefones e para realizarmos contas matematicas.

Em paralelo, formam-se as memorias de curta duracio, que duram minutos ou
horas e servem para proporcionar a continuidade do nosso sentido do presente. As
memorias de curta duragdo utilizam circuitos neurais que envolvem, entre outras

estruturas cerebrais, o hipocampo € o cortex entorrinal. A principal importancia da



memoria de curta duracdo ¢ manter as informagdes “vivas” no cérebro, permitindo que
elas sejam requisitadas (evocadas), durante o periodo (poucas horas) em que estas
informacdes ainda ndo foram armazenadas na sua forma definitiva (IZQUIERDO et al.,
1998, 1999). Uma vez que estas memorias apresentem relevancia para a vida do
individuo, utilizando os mesmos circuitos neurais (hipocampo e cortex entorrinal), bem
como outros circuitos ativados posteriormente (ex.: cortex temporal de associa¢do), elas
poderdo formar as memédrias de longa duracio, que sdo armazenadas durante periodos
duradouros (dias, meses ou anos). A formacao das memorias de longa duracdo requer um
processo chamado de consolidagdo, que consiste na alteracdo da atividade dos circuitos
envolvidos através de plasticidade neural. A titulo de exemplificagcdo, dentre os
mecanismos propostos para os fendmenos de plasticidade neural que suportam a
formagdo de memorias estdo a potenciacdo de longa duracdo (LTP, do inglés “long-term
potentiation”) e a depressdo de longa duracdo (LTD, do inglés “long-term depression’)
(BLISS e COLLINGRIDGE, 1993; IZQUIERDO e McGAUGH, 2000).

Por outro lado, as memorias de longa duracdo podem ser dividas, quanto a sua
natureza ou conteiido, em memorias explicitas ou declarativas e memorias implicitas ou
nao-declarativas (ver LENT, 2001). As memdrias explicitas ou declarativas sao aquelas
que registram fatos, eventos ou conhecimentos, sendo chamadas declarativas pelo fato de
nods, seres humanos, podermos declara-las e relatd-las como as adquirimos (evocadas
conscientemente). Entre elas, as referentes a eventos datados (na maioria das vezes
autobiograficos) sdo denominadas episédicas (ex.: recordagcdes do nosso primeiro beijo,
do nosso aniversario de 15 anos); j4 as de conhecimentos gerais, ndo relacionadas ao

tempo (conhecimentos de portugués, medicina, etc), sdo chamadas semanticas.



J& as memédrias implicitas ou nio-declarativas ndo sdo descritas através de
palavras e muitas vezes somente percebemos que as possuimos quando somos
requisitados a executar determinada acdo ou demonstrarmos uma habilidade. Um subtipo
de memoria implicita ¢ a meméria de procedimento (ou procedural) que corresponde
aquelas capacidades ou habilidades motoras ou sensorias, que sdo corriqueiramente
chamadas de “habitos”.

Atualmente, existem muitas evidéncias na literatura de que os diferentes tipos de
memoria sdo organizados e controlados por sistemas neuroanatdmicos distintos
(PACKARD et al.,, 1989; PACKARD e McGAUGH, 1992; MOSCOVITCH, 1994;
MILNER et al., 1998; WHITE e McDONALD, 2002; DA CUNHA et al., 2003).
Segundo MOSCOVITCH (1994), a memoria teria quatro componentes essenciais: (I) um
componente neocortical ndo-frontal que modula a percepc¢ao e a semantica na realiza¢ao
dos testes de memorias implicitas; (II) um componente dos ganglios da base que interfere
nos testes de memorias procedurais sensoriomotoras; (III) um componente temporal
medial/hipocampal que mediaria a aquisicdo, retencdo e evocacdo de memorias

explicitas; (IV) um componente do lobo frontal que controla as memorias operacionais ou

de trabalho.

Esta no¢do de que diferentes tipos de memoria seriam controlados por areas
cerebrais distintas tem sido reforcada por estudos utilizando lesdes ou administracdo de
drogas em dareas especificas do cérebro de ratos submetidos a diferentes versdes dos
labirintos aquatico e/ou radial. Por exemplo, a lesdo do sistema hipocampal prejudica
seletivamente o desempenho dos animais nos testes em que a memoria espacial ¢

necessaria para a sua realizacdo, enquanto que a lesdo do caudado-putamen (estriado)
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prejudica seletivamente o desempenho nos testes em que se avalia a memoria
implicita/procedural (ex.: versao do labirinto aquético em que a plataforma ¢ sinalizada
por uma pista visual) (PACKARD et al., 1989; PACKARD e MCGAUGH, 1992, 1996;
MIYOSHI et al., 2002; DA CUNHA et al., 2003). Além disso, estudos clinicos reforcam
a idéia de que lesdes hipocampais prejudicam a formagao de certos tipos de memoria
(ex.: memodrias episddicas), todavia, ndo interferem com a formagdo de memorias

implicitas (habitos) (DUBBOIS e PILLON, 1997; MILNER et al., 1998).

Seguindo esta hipdtese, pelo fato dos pacientes parkinsonianos apresentarem uma
deplecdo nos niveis de DA nos ganglios da base (GERLACH e RIEDERER, 1996;
BARRIO et al., 1997; BEZARD et al., 1997; LINDNER et al., 1999) ¢ em outras areas
cerebrais, como o cortex pré-frontal (STEBBINS et al., 1999; MARIE et al., 1999), seria
esperado um prejuizo especifico nas memodrias implicitas e operacionais,
respectivamente. Apesar de existirem divergéncias na literatura quanto aos tipos de
memoria que estariam comprometidos na DP, a hipdtese mencionada acima parece ser
verdadeira. Desta forma, tanto as memorias implicitas (BONDI e KASZNIAK, 1991;
FERRARO et al., 1993; RONCACCI et al., 1996) quanto as memorias operacionais
(DUBOIS e PILLON, 1997; STEBBINS et al., 1999; COSTA et al., 2003; CRUCIAN e
OKUN, 2003) mostram-se prejudicadas em pacientes parkinsonianos. Por outro lado, tem
sido demonstrado que as memorias declarativas, normalmente associadas ao hipocampo e
o cortex entorrinal, encontram-se mais preservadas na DP (FLOWERS et al., 1984;

KNOWLTON et al., 1996; DUBOIS e PILLON, 1997; RIEKKINEN et al., 1998).
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1.3. SINTOMAS OLFATIVOS DA DOENCA DE PARKINSON

Além dos prejuizos nos processos de aprendizado e memoria ja descritos, uma
outra fungdo que ¢ extensamente comprometida em pacientes com a DP ¢ a olfagdo.
Embora ja venham sendo relatados hd mais de 30 anos os prejuizos apresentados por
pacientes parkinsonianos na percepcao, discriminagdo e reconhecimento de odores, o
sintoma olfativo tem sido praticamente ignorado por pesquisadores e clinicos envolvidos
com esta doenca. A relativa escassez dos trabalhos nesta area deve-se, em parte, a falta de
técnicas e procedimentos capazes de mensurar este comprometimento olfativo em
humanos, somado a inexisténcia de modelos animais que reproduzam tais prejuizos
(HAWKES et al., 1999).

O comprometimento da olfagdo parece ndao ser um sintoma exclusivo da DP,
sendo que individuos portadores de outras doengas neurodegenerativas, como a doenca
de Alzheimer, Coréia de Huntington e a atrofia de multiplos sistemas, também
apresentam tal comprometimento (MOBERG et al.,, 1987; DOTY et al.,, 1988§;
WENNING et al.,, 1995; MARTZKE et al.,, 1997; HAWKES et al., 1998, 1999;
MESHOLAM et al., 1998).

HAWKES e colaboradores (1999) revisaram uma série de evidéncias patologicas,
fisiopatoldgicas, neurofisiologicas e genéticas que relacionam alteragdes olfativas
presentes em pacientes parkinsonianos com outras alteragdes classicas desta doenca.
Através da analise “post-mortem” do cérebro de oito pacientes clinicamente
diagnosticados como portadores da DP, verificou-se uma grande quantidade de corpos de

Lewy no bulbo olfatorio, principalmente no nucleo olfatdrio anterior, mas estes também
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foram encontrados em células mitrais (DANIEL ¢ HAWKES, 1992). Posteriormente,
demonstrou-se que havia uma correlagdo positiva entre a morte neuronal em dareas
olfativas com o tempo que o paciente apresentava a doenca (PEARCE et al., 1995).

Embora ndo seja consenso entre os pesquisadores, os prejuizos olfativos
apresentados pelos pacientes parkinsonianos parecem nao estar relacionados a um unico
odor especifico, e ao contrario dos demais sintomas motores e cognitivos, ndo progridem
com o avango da doenga (DOTY et al., 1984, 1988, 1995; QUINN et al., 1987;
HAWKES et al.,, 1997). Outra caracteristica interessante ¢ que o comprometimento
olfativo apresentado pelos pacientes com a DP ndo ¢ alterado pelo tratamento com drogas
anti-parkinsonianas, como a levodopa (L-dopa) (DOTY et al., 1992).

Uma das hipoteses que tem sido utilizada para explicar estes prejuizos olfativos ¢é
o de que uma toxina ou agente quimico causador da DP (ver anteriormente) poderia usar
a cavidade nasal como porta de entrada no organismo (ROBERTS, 1986; HARRISON e
PERSON, 1989; HAWKES et al., 1999). Desta forma, em virtude do epitélio olfativo
encontrar-se diretamente exposto ao meio ambiente, este poderia representar o primeiro
alvo para este suposto agente causador externo, sendo afetado antes mesmo que as
alteragdes nos ganglios da base, que caracterizam a DP, se desenvolvessem (HAWKES et
al., 1999).

Em acordo com esta hipotese, estudos clinicos existentes nesta area descrevem
que os prejuizos olfativos apresentados por pacientes parkinsonianos podem ser
detectados antes mesmo do aparecimento dos sintomas classicos motores (DANIEL e
HAWKES, 1992; DOTY et al, 1995; BERENDSE et al., 2001). BRAAK ¢

colaboradores (2004) revisaram recentemente o progresso temporal/espacial do processo
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neurodegenerativo verificado na DP, demonstrando que areas olfativas, juntamente com o
tronco cerebral, sdo as primeiras dreas acometidas (estdgios pré-sintomaticos 1-2) na DP.
Em seguida, o processo avanca para a SNc e outros nlcleos do mesencéfalo e
prosencéfalo (estagios 3-4), dando inicio a fase sintomatica classica (comprometimento
motor) da DP. Nos estdgios 5-6, o processo neurodegenerativo alcanga o neocortex,
fazendo com que a DP se manifeste clinicamente em toda a sua dimensdo (BRAAK et al.,
2004). Por esta razdo, o desenvolvimento de técnicas mais precisas, que permitam
mensurar este prejuizo olfativo precocemente, pode vir a representar uma importante
ferramenta para o diagndstico da DP em seus estagios iniciais, melhorando a eficacia do
tratamento (DOTY et al., 1984, 1995; DANIEL ¢ HAWKES, 1992; BECKER et al.,

2002).

1.4. MODELOS ANIMAIS DA DOENCA DE PARKINSON

O aumento do conhecimento acerca da fisiopatologia da DP, suas causas, € o
desenvolvimento de novas terapias eficazes no alivio dos seus sintomas depende da
existéncia de modelos animais representativos, que permitam a avaliagdo de novos
agentes farmacologicos e estratégias terap€uticas antes que estes sejam aplicados em
testes clinicos. A DP ¢ uma das varias doencas humanas que parece ndo ocorrer
espontaneamente em outros animais. Entretanto, as caracteristicas desta doenga podem
ser mimetizadas, em maior ou menor escala, em animais de laboratorio (como roedores)

através da administracdo de diferentes compostos: reserpina, 6-hidroxidopamina (6-
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OHDA), 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), paraquate, manebe, rotenona
e ferro (para revisao ver GERLACH e RIEDERER, 1996; DAWSON, 2000; BEAL,
2001; SHIMOHAMA et al., 2003).

Segundo WILLNER (1986), a validade de um modelo animal pode ser avaliada
por trés conjuntos de critérios: (I) validade preditiva (“predictive validity”), que ¢
avaliada com base na sua capacidade de diferenciar entre drogas que sdo, ou nao sao,
clinicamente eficazes na patologia humana que estd sendo estudada; (II) validade
analodgica ou por semelhanca (“face validity”), que ¢é avaliada com base nas qualidades
comportamentais e farmacologicas cujas semelhangas com o distirbio humano podem ser
demonstradas; (III) validade te6rica ou por homologia ( “construct validity ), onde os
mesmos processos psicobiologicos responsdveis pela etiologia e fisiopatologia dos
sintomas clinicos estejam atuando no modelo.

Embora ndo exista um modelo animal ideal da DP, que satisfaca todos estes
critérios e apresente todas as caracteristicas associadas a condicao clinica, como: (I) facil
detec¢do das alteracdes motoras associadas ao parkinsonismo; (II) perda seletiva e
gradual dos neurdnios dopaminérgicos com o avango da idade; (III) produgdo de
inclusdes citoplasmadticas (corpos de Lewy); eles tém sido de grande valia na elucidacao
dos mecanismos moleculares relacionados a neurodegeneragdo verificada na DP e na
avaliacdo de novos agentes terapéuticos (SHIMOHAMA et al., 2003).

Por outro lado, grande parte dos estudos realizados até o presente momento
utilizando estes modelos animais da DP tem sido focada em seus efeitos sobre a via
dopaminérgica nigrostriatal e a inducdo de comprometimentos motores nos animais.

Entretanto, como a DP esta associada com alteracoes em uma variedade de fungdes,
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incluindo alteracoes afetivas (SANTAMARIA et al.,, 1986; CUMMINGS, 1992);
cognitivas (OWEN et al., 1995; DUBOIS e PILLON, 1997; GOLDMAN et al., 1998) e
olfativas (DOTY et al., 1988,1995; HAWKES et al., 1998,1999), torna-se importante
avaliar se estes modelos animais sdo também capazes de reproduzir algumas destas
alteracdes.

Nao nos aprofundaremos na descri¢ao dos diferentes modelos animais da DP, em
virtude deste ndo ser o objetivo do presente trabalho (para revisdo ver GERLACH e
RIEDERER, 1996; DAWSON, 2000; BEAL, 2001; DAUER ¢ PRZEDBORSKI, 2003;
SHIMOHAMA et al., 2003). Entretanto, faremos uma breve descrigdo dos modelos da
administracdo de reserpina e do MPTP, em razdo destes terem sido utilizados ao longo

dos protocolos experimentais que compdem esta tese.

A administracdo sist€émica de reserpina (por via subcutanea ou intraperitoneal)
tem sido utilizada como um modelo farmacolégico para o estudo da DP em roedores,
uma vez que esta interfere com o armazenamento vesicular de monoaminas, levando a
uma deplecdo temporaria nos niveis de monoaminas nas terminagdes nervosas,
induzindo, conseqiientemente, hipolocomocdo e rigidez muscular nos animais
(CARLSSON, 1975; COLPAERT, 1987; GERLACH e RIEDERER, 1996; MENZAGHI
et al., 1997, DAWSON et al., 2000). Mais recentemente, o uso de doses mais baixas de
reserpina (0,5 — 1,0 mg/kg) tem sido proposto como um modelo valido para o estudo dos
prejuizos cognitivos (ALVES et al., 2000) e sintomas depressivos (SKALISZ et al.,
2002) associados a DP. Entretanto, até o presente momento nenhum estudo havia
avaliado o potencial da administracdo de reserpina como um modelo experimental para o

estudo dos prejuizos olfativos associados a DP.
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A administragdo de reserpina parece ndo representar um bom modelo da DP no
critério da validade tedrica (“construct validity”’), uma vez que esta induz uma redugao
nos niveis de monoaminas de maneira inespecifica e ndo reproduz o avango gradual do
processo neurodegenerativo (GERLACH e RIEDER, 1996). Entretanto, ¢ interessante
notar que este modelo tem sido utilizado freqiientemente para o estudo das alteragdes
motoras associadas a DP (COLPAERT, 1987; KAUR e¢ STARR, 1995; MENZAGHI et
al., 1997; MOO-PUC et al., 2004), sendo que varias drogas anti-parkinsonianas utilizadas
na clinica (ex.: agonistas dopaminérgicos, associacdo de levodopa e benzerazida,
amantadina, etc) tém se mostrado capazes de melhorarem estas alteracdes motoras
induzidas pela administracdo de reserpina (MENZAGHI et al., 1997). Isto sugere que a
administracdo sistémica de reserpina representa um bom modelo para o estudo da DP
segundo os critérios de validade preditiva (“predictive validity”’) e validade por analogia

ou semelhanca ( “face validity”).

Um importante avango no desenvolvimento dos modelos animais da DP, bem
como do conhecimento acerca dos mecanismos relacionados ao processo
neurodegenerativo desta doenca, deu-se com a descoberta do 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP). De maneira interessante, o uso do MPTP foi um dos raros
casos em que os efeitos da neurotoxina foram descobertos primeiro em humanos, sendo
posteriormente desenvolvido o modelo animal. A capacidade do MPTP em lesar
seletivamente neurdnios dopaminérgicos foi descoberta de maneira acidental em 1976, na
Califérnia, quando um grupo de jovens dependentes de heroina comegou a apresentar
sintomas tipicos da DP. A andlise da “heroina” utilizada revelou a existéncia do MPTP

como residuo contaminante (DAVIS et al., 1979; LANGSTON et al., 1983; BALLARD
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et al., 1985). A partir deste momento, a administracio do MPTP a animais de laboratorio
(principalmente roedores e primatas) passou a ser utilizado como um modelo para o
estudo da DP (para revisao ver GERLACH e RIEDERER, 1996; DAWSON, 2000;

BEAL, 2001; DAUER e PRZEDBORSKI, 2003; SHIMOHAMA et al., 2003).

O mecanismo da neurotoxicidade induzida pelo MPTP envolve, inicialmente, sua
facil passagem pela barreira hemato-encefélica em virtude da sua elevada lipofilicidade
(MARKEY et al., 1984). No cérebro, o MPTP ¢ convertido no ion 1-metil-4-fenil
piperidinio (MPP") pela acdo da enzima monoamina oxidase B (MAO-B), sendo esta
conversio realizada principalmente nas células da glia. O MPP" é entdo captado pelo
sistema de transporte da dopamina nos terminais dopaminérgicos nigroestriatais, sendo
este o fator determinante para a relativa seletividade do MPTP sobre neurdnios
dopaminérgicos. No citosol do neurdnio dopaminérgico, o MPP" poderad seguir trés
caminhos distintos: (I) ser captado por transportadores vesiculares de monoaminas e
acumular-se em vesiculas, o que inibe temporariamente o seu efeito neurotoxico (LIU et
al., 1992; TAKAHASHI et al., 1997); (II) concentrar-se na mitocondria, onde o MPP"
inibe o complexo I da cadeia de transporte de elétrons, o que acarreta uma reducdo na
producdo de adenosina trifosfato (ATP) e aumento na formagdo de radicais livres
(LANGSTON et al., 1984; RAMSAY e SINGER, 1986; TIPTON e SINGER, 1993;
BEAL, 2001); (III) permanecer no citosol, onde ir4 interagir com enzimas citosdlicas,

principalmente aquelas contendo cargas negativas (KLAIDMAN et al., 1993).

Existem diferentes hipoteses sobre o mecanismo de neurotoxicidade induzido pelo
, , + A - e . . ,
acimulo do ion MPP" em neurdnios dopaminérgicos, dentre as quais nos destacamos

duas:
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1. Formagdo de espécies reativas de oxigénio e “Estresse oxidativo”: a inibicdo do
complexo I da cadeia respiratoria mitocondrial pelo ion MPP', além de reduzir a
produgdo de ATP, estimula a producdo de radicais livres e espécies reativas de oxigénio
(ERO), principalmente de anions superoxidos (HASEGAWA et al., 1990; 1997;

SRIRAM et al., 1997).

Enquanto radical livre ¢ definido como qualquer molécula que possui elétrons
desemparelhados no seu orbital mais externo (como o anion superoxido, O,") (MARKS et
al., 1996; YOUNES, 1999), ERO ¢ um termo mais abrangente, incluindo os radicais
livres e as espécies ndo radicalares, como por exemplo: o peréxido de hidrogénio (H,0O,),
anions superdxido (O,), o radical hidroxila (OH) e radicais hidroperoxil (HO;)
(HALLIWEL e GUTTERIDGE, 1999). Durante o metabolismo basal das células
aerobicas existe uma producdo constante de ERO, acompanhada pela continua inativagao
destes através da acdo de agentes antioxidantes (como a glutationa reduzida, vitamina C,
etc), de modo a manter a integridade estrutural e funcional da célula. A condicdo de
estresse oxidativo ¢ definida como um distirbio no balago pré/antioxidante, em favor do
primeiro, podendo acarretar dano ao DNA, lise mitocondrial, influxo e desbalanco
intracelular de calcio, oxidagdo de proteinas e lipoperoxidacdo de membranas celulares e,
conseqiientemente, dano celular (MARKS et al., 1996; SIES, 1997; HALLIWELL,
2001). Corroborando com esta hipdtese do envolvimento da geracdo de ERO no
mecanismo de neurotoxicidade induzido pelo MPTP, camundongos transgénicos que
apresentam uma expressdao aumentada das enzimas antioxidantes Cu/Zn superdxido
dismutase (SOD-1) e Mn superoxido dismutase (SOD-2) sdo mais resistentes a

toxicidade do MPTP (PRZEDBORSKI et al., 1992; KLIVENYI et al., 1998). Em
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contrapartida, os efeitos neurotdéxicos do MPTP sdo exacerbados em camundongos que
apresentam deficiéncia destas enzimas (ZHANG et al., 2000; ANDREASSEN et al.,
2001). Além disso, tem sido demonstrado que o tratamento com diferentes antioxidantes,
como a vitamina E, B-caroteno e acido ascorbico, ¢ capaz de atenuar a neurotoxicidade
induzida pelo MPTP em camundongos (PERRY et al., 1985; ODUNZE et al., 1990).
Entretanto, as alteragdes na geragdo de ERO apresentam uma resposta maxima algumas
horas apos a administragdo do MPTP, sendo que a morte neuronal induzida pelo MPTP
ocorrera somente apds alguns dias desta administragao (JACKSON-LEWIS et al., 1995).
Portanto, a geracdo de ERO parece ser um dos eventos iniciais no mecanismo de
neurotoxicidade induzido pelo MPTP, que embora ndo seja o responsavel direto pela
morte neuronal, funcionard como um ativador de diferentes eventos celulares que
acarretardo a morte dos neuronios dopaminérgicos (para revisao ver DAUER e

PRZEDBORSKI, 2003; PRZEDBORSKI e VILA, 2003; PRZEDBORSKI et al., 2003).

2. Apoptose mediada por proteinas quinases de c-Jun N-terminal (JNK): um dos aspectos
que permanece controverso quanto ao mecanismo de toxicidade do MPTP/ MPP", é com
relacdo a morte dos neurdnios dopaminérgicos ser decorrente de um processo de apoptose

Oou NecCrose.

Embora ndo exista um consenso na literatura, tem sido postulado que baixas doses
de MPTP/ MPP" levariam a um processo de apoptose, enquanto que doses mais elevadas
de MPTP/ MPP", capazes de induzirem uma toxicidade aguda, estariam associadas a um
processo de necrose (ver Nicotra e Parvez, 2000, 2002). Por outro lado, a JNK representa

um grupo de proteinas que fosforilam o dominio N-terminal do fator de transcri¢do c-Jun,
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regulando a atividade do fator de transcrigdo AP-1 (DAVIS, 2000). Um crescente nimero
de trabalhos tem indicado que a JNK pode regular o processo de morte celular
programada (apoptose) induzido pelo MPTP. Por exemplo, elevadas concentracdes de
dopamina aumentam a atividade da JNK no estriado, o que ¢ acompanhado por processo
de apoptose (LUO et al., 1998). SAPORITO e colaboradores (2000) demonstraram que o
tratamento com MPTP ¢ capaz de aumentar a ativagdo da JNK na substincia negra de
camundongos. Além disso, tem sido demonstrado que inibidores seletivos da JNK sdo
capazes de atenuar a perda de neurdnios dopaminérgicos da via nigroestriatal induzida
pelo MPTP em camundongos (SAPORITO et al., 1999; WANG et al., 2004), o mesmo

sendo observado em camundongos com dele¢do génica da JNK (HUNOT et al., 2004).

Uma outra caracteristica importante do MPTP ¢ que a sua toxicidade e os
sintomas derivados da sua administragdo apresentam grande variacdo conforme a espécie
estudada. Em primatas (homens, macacos e babuinos), o MPTP induz sintomas que sao
praticamente indistinguiveis da DP, como degenera¢do de neurénios dopaminérgicos da
via nigroestriatal, aparecimento de agregados da proteina o-sinucleina (embora ndo
existam corpos de Lewy caracteristicos), além de distirbios motores classicos da DP,
como tremores, rigidez muscular, bradicinesia e instabilidade postural (LANGSTON et
al., 1983; BURNS et al., 1983; KOPIN ¢ MARKEY, 1988; FORNO et al., 1993;
VARASTET et al., 1994; BEAL, 2001). De maneira similar ao observado na DP, a
neurotoxicidade e os sintomas induzidos pelo MPTP aumentam com o avango da idade
em primatas (ROSE et al., 1993; OVADIA et al., 1995), podendo estes serem revertidos

quando tratados com levodopa e agonistas dopaminérgicos (LANGSTON e IRWIN,



21

1986; KOPIN e MARKEY, 1988). Por outro lado, a principal dificuldade do uso da
administracdo de MPTP em primatas como um modelo animal da DP ¢ que este induz um
processo neurodegenerativo rapido, contrastando com o avancgo lento e gradual verificado
na condi¢do clinica. Entretanto, estudos mais recentes (BEZARD et al., 1997, 2001) t€ém
demonstrado que a administragdo cronica de MPTP em macacos ¢ capaz de induzir uma

degeneracdo lenta e progressiva da neurotransmissdo dopaminérgica.

Ja roedores (ratos e camundongos) parecem ser menos sensiveis a neurotoxicidade
induzida pelo MPTP quando comparados aos primatas, além de ndo apresentarem toda a
sintomatologia caracteristica da DP. Em camundongos, os efeitos da administracao
sistémica do MPTP sdo dependentes do regime do tratamento, da linhagem estudada e da
idade dos animais (IRWIN et al., 1992, 1993; SEDELIS et al., 2000, 2001; SCHMIDT e
FERGER, 2001). Tem sido demonstrado que a linhagem C57BL6 apresenta uma maior
sensibilidade aos efeitos do MPTP quando comparada as demais linhagens de
camundongos (SEDELIS et al., 2000, 2001). Além disso, a exemplo do ocorrido com
primatas, os efeitos do MPTP aumentam com o avanco da idade nestes animais (IRWIN
et al.,, 1992, 1993). Por razdes de praticidade e logistica, a administracdo sistémica de
MPTP em camundongos tem sido um dos modelos animais mais empregados no estudo
dos mecanismos de neurotoxicidade associados & DP, bem como para o teste de novos
agentes terapéuticos para esta doenca (HEIKKILA et al., 1984; ARAI et al., 1990;

ARAKI et al., 2001a; SCHMIDT e FERGER, 2001).

Por outro lado, tem sido demonstrado que ratos sdo particularmente resistentes aos
efeitos do MPTP quanto este ¢ administrado sistemicamente (CHIUEH et al., 1984;

KALARIA et al., 1987). Embora as razdes para esta resisténcia ndo estejam totalmente
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esclarecidas, alguns autores sugerem que isto poderia ser decorrente de diferencas no
metabolismo do MPTP (JOHANNESEN et al., 1985), na reten¢ao ou distribui¢cdo do seu
metabolito MPP" (LANGSTON, 1985), ou ainda da presenga de altos niveis da enzima
MAO-B (ver acima) nos capilares cerebrais de ratos, o que constituiria uma espécie de
barreira “enzimatica” hemato-encefalica (KALARIA et al., 1987). Esta resisténcia aos
efeitos neurotoxicos da administrag@o sistémica do MPTP exibida por ratos ¢ o principal
fator responsavel pelo limitado numero de trabalhos destinados a investigar as agdes
desta neurotoxina em ratos, chegando ao extremo de alguns autores desaconselharem o

emprego do modelo do MPTP nesta espécie (SCHMIDT e FERGER, 2001).

Entretanto, HARIK e colaboradores (1987) demonstraram que a infusdo de uma
dose elevada de MPTP (200 pg) na SNc de ratos ¢ capaz de causar uma lesdo parcial
desta estrutura, reduzindo significativamente os niveis de DA e seus metabdlitos no
estriado. Posteriormente, demonstrou-se que a infusdo bilateral de MPTP (100 pg) na
SNc de ratos ¢ capaz de induzir uma reducdo de 40-70% no numero de células
imunorreativas para a enzima tirosina hidroxilase (enzima critica na sintese de DA e
utilizada como um marcador de neurdnios dopaminérgicos) na SNc (DA CUNHA et al.,
2001; GEVAERD et al., 2001a), além de causar uma reducao de 30-50% nos niveis de
DA no estriado dorsal (GEVAERD et al., 2001a). Uma caracteristica importante desta
administracdo bilateral de MPTP na SNc de ratos ¢ a sua capacidade de induzir prejuizos
no desempenho destes em diferentes modelos de aprendizado e memoria, sem alterar
significativamente a fungdo motora dos animais (DA CUNHA et al., 2001, 2002, 2003;
GEVAERD et al., 2001a,b; MIYOSHI et al., 2002; BELLISSIMO et al., 2004; BRAGA

et al., 2005; FERRO et al., 2005). Uma vez que o estagio inicial da DP ¢ caracterizado
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por uma lesdo parcial da SNc, prejuizos cognitivos e auséncia dos sintomas motores, Da
Cunha e colaboradores (2001, 2002) tém proposto a administra¢do bilateral de MPTP na

SNc de ratos como um modelo para o estudo dos prejuizos cognitivos associados a DP.

1.5. INTERACAO ENTRE OS SISTEMAS DOPAMINERGICO E

ADENOSINERGICO

Estudos epidemioldgicos tém demonstrado que o consumo de café pode estar
associado a um menor risco de desenvolvimento futuro da DP, sendo a cafeina o
constituinte responsavel por este efeito (HELLENBRAND et al., 1996; FALL et al., 1999;
ROSS et al., 2000; ASCHERIO et al., 2001; ROSS e PETROVITCH, 2001; GALE e
MARTYN, 2003; TAN et al., 2003). Os efeitos centrais da cafeina sdo decorrentes,
principalmente, por sua liga¢do e bloqueio (de maneira inespecifica) dos receptores para
adenosina no cérebro. A adenosina, produzida em varios tecidos como um subproduto da
degradacdo do ATP, desempenha diferentes funcdes na modulacdo da atividade de
tecidos periféricos e centrais (FREDHOLM, 1995; DAVAL et al., 1996). Até o presente
momento, quatro subtipos de receptores para a adenosina (A, Aza, Azg and Aj) foram
clonados e caracterizados em diferentes espécies de mamiferos, incluindo humanos e
ratos, sendo que todos eles pertencem a familia dos receptores acoplados a proteina-G
(FREDHOLM et al., 2001). Os receptores A; e Aj para adenosina encontram-se, na
maioria das vezes, acoplados a proteinas G inibitorias (Gi), promovendo uma inibig¢do da
enzima adenilato ciclase e, conseqiientemente, redu¢do nos niveis de adenosina

monofosfato ciclico (AMPc). Por outro lado, os receptores Asa € Asp para adenosina



24

estdo acoplados a proteinas G estimulatorias (Gs), levando a um aumento na atividade da
enzima adenilato ciclase e nos niveis de AMPc (DALY et al., 1983; SVENNINGSSON
etal., 1999; FREDHOLM et al., 2001).

Um namero crescente de evidéncias tem demonstrado que a adenosina apresenta
efeitos opostos aos da DA no SNC. A ativacdo motora induzida por antagonistas dos
receptores da adenosina (como a cafeina) ¢ inibida pela deple¢ao de DA ou pelo bloqueio
dos receptores da DA. Além disso, agonistas adenosinérgicos inibem, enquanto
antagonistas adenosinérgicos potencializam, a estimulacdo motora induzida por agonistas
dopaminérgicos (ver FERRE et al., 1997, 2001; FRANCO et al., 2000). Uma descoberta
chave neste processo ¢ a co-localizagdo dos receptores Dj/A; e Dy/A,a no estriado,
inicialmente observado em ratos (FERRE et al., 1991), e posteriormente também descrito
em humanos (DIAZ-CABIALE et al., 2001) (ver Figura 1).

Estudos in vivo e in vitro sugerem que o mecanismo desta interacdo entre os
receptores de DA e adenosina pode envolver a formacdo de heterodimeros, levando a
alteragcdes alostéricas que afetam a afinidade e o acoplamento com a proteina-G,
modulando a eficdcia da ativacao do receptor. Desta forma, a estimulacdo dos receptores
da adenosina diminui a afinidade de ligacdo de agonistas dopaminérgicos com os
receptores da DA. Ou seja, em geral, os agonistas da adenosina produzem efeitos
similares aos dos antagonistas da DA, enquanto que os efeitos dos antagonistas da
adenosina assemelham-se aqueles induzidos por agonistas dopaminérgicos (FUXE et al.,

1998).
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CORTEX CEREBRAL
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Figura 1. Representacdo esquematica do circuito cortigo-ganglio basal-taldmico-cortical.
As siglas Al e A2A referem-se aos subtipos de receptores para a adenosina. As siglas D1
e D2 referem-se aos subtipos de receptores para dopamina. As demais siglas referem-se
as estruturas que compdem os ganglios da base: GPe (globo palido externo), GPi (globo
palido interno), SNc (substancia negra parte compacta), SNr (substdncia negra parte
reticulada), NST (ntcleo subtalamico), além dos neurotransmissores presentes no
circuito: DA (dopamina), GLU (glutamato), GABA (4cido gama-aminobutirico)
(Adaptado de BERGMAN et al., 1998).

Dentre os quatro subtipos de receptores para a adenosina, o receptor Asa € aquele
que tem atraido maior aten¢do como possivel alvo para o tratamento da DP (MALLY e
STONE, 1998; FERRE et al., 2001; MORELLI e PINNA, 2001; MORELLI, 2003). O

potencial terapéutico da cafeina e de antagonistas seletivos do receptor A,s para
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adenosina no tratamento da DP tem sido confirmado em diversos estudos utilizando
modelos animais desta doenga. A cafeina e antagonistas seletivos do receptor A, para
adenosina promovem rotacdo contralateral em ratos que sofreram lesao unilateral da SNc
por 6-OHDA (SVENNINGSSON et al., 1999), reduzem a catalepsia induzida por
antagonistas do receptor D para dopamina (HAUBER et al., 2001), além de atenuarem a
perda de neuronios dopaminérgicos estriatais induzidas pelo tratamento com MPTP em
camundongos (CHEN et al., 2001). Além disso, a cafeina ¢ também capaz de reverter os
prejuizos cognitivos induzidos pela administragdo intranigral de MPTP em ratos
(GEVAERD et al., 2001b), indicando que a cafeina e antagonistas do receptor A, para
adenosina podem ser Uteis no controle dos sintomas motores e cognitivos associados a
DP.

Diante do exposto acima e ressaltando a limitada literatura relacionando os
prejuizos cognitivos e olfativos em modelos animais da DP, o presente trabalho foi
desenvolvido para testar, inicialmente, a hipotese de que ratos reserpinados apresentam
prejuizo em testes de discriminacdo olfativa e memoria social, e que este prejuizo pode
ser revertido pela administracio de agonistas dopaminérgicos e antagonistas

adenosinérgicos.

Em segundo lugar, buscamos também testar a hipdtese de que o MPTP pode ser
absorvido pela via intranasal, causando alteracdes neuroquimicas (como a reducido dos
niveis de dopamina) que resultardo em prejuizo olfativo, cognitivo e motor. Na eventuais
alteracOes cerebrais causadas pelo MPTP, investigar se seus mecanismos relacionam-se

aos processos de estresse oxidativo e apoptose.
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2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o desempenho dos animais tratados com reserpina (via intraperitoneal)
nas tarefas de discriminagdo olfativa, teste de reconhecimento social (memoria olfativa de
curta-duracdo), e atividade locomotora, quando tratados com cafeina, antagonistas

seletivos adenosinérgicos e agonistas seletivos dopaminérgicos.

- Estudar o efeito da administragdo intranasal de MPTP no desempenho de ratos
nas tarefas de discriminacdo olfativa, teste de reconhecimento social, atividade
locomotora, e em trés versdes da tarefa do labirinto aqudtico de Morris (memoria
operacional, memdria de procedimento e memoria espacial de referéncia).

- Estudar o efeito da administracdo intranasal de MPTP sobre as concentracdes
extracelulares de dopamina e seus metabdlitos no bulbo olfatério, estriado, cortex pré-
frontal e hipocampo de ratos através da cromatografia liquida de alta pressao (HPLC).

- Avaliar o efeito do tratamento intranasal com MPTP sobre a expressdo da
enzima tirosina hidroxilase no bulbo olfatério e substincia negra de ratos através da
técnica de imunodetec¢do de proteinas ( “western blot™).

- Investigar uma possivel inducdo de “estresse oxidativo” em diferentes areas
cerebrais (bulbo olfatério, estriado, substancia negra e hipocampo) de ratos pela
administracdo intranasal de MPTP, avaliado através da medida de pardmetros
antioxidantes: glutationa total (GSH-t) e da atividade das enzimas glutationa redutase

(GR) e glutationa peroxidase (GPx).
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- Avaliar o efeito do tratamento intranasal com MPTP sobre a ativacdo da
proteina JNK no bulbo olfatério e substdncia negra de ratos através da técnica de

imunodeteccdo de proteinas (“western blot”).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos com aproximadamente 3 meses de idade e
peso corporal variando entre 240 e 320 g provenientes do biotério central da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Para o teste de Reconhecimento Social,
foram utilizados além desses animais, ratos Wistar machos jovens com aproximadamente
1 més de idade e peso corporal variando entre 100 e 150 g. Os animais foram alojados em
grupos de seis animais por caixa (42 x 34 x 17 cm) e mantidos em condic¢des controladas
de umidade e temperatura (22 + 1°C), com ciclo claro-escuro de 12 horas (luzes acesas
das 7:00 as 19:00 h), tendo livre acesso a agua e a comida. Todos os procedimentos
experimentais utilizados no presente estudo foram conduzidos cuidadosamente de acordo
com as normas previstas pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFSC

(CEUA/UFSC).

3.2. DROGAS

Reserpina (Sigma Chemical Co., USA) foi dissolvida em 50 ul de &cido acético
glacial e salina (NaCl 0,9%), e foi administrada pela via intraperitoneal (i.p.) na dose de 1

mg/kg de peso corporal, 24 h antes dos experimentos.
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MPTP-HCI (Sigma Chemical Co., USA) foi dissolvido em etanol 10% v/v, e
administrado pela via intranasal na concentragdo de 0,2 mg/narina (solugdo 2 mg/ml).

Cafeina (Sigma Chemical Co., USA), antagonista ndo seletivo dos receptores para
adenosina, foi dissolvido em salina com 10% de dimetilsuféxido (DMSO), e
administrado i.p. nas doses de 3; 10 ou 30 mg/kg, 30 min antes dos experimentos.

8-cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine ~ (DPCPX) (Tocris Cookson, USA),
antagonista seletivo dos receptores A para adenosina, foi dissolvido em salina com 10%
de dimetilsufoxido (DMSO), e foi administrado i.p. nas doses de 0,5; 1 ou 3 mg/kg, 30
min antes dos experimentos.

4-(2-[7-amino-2-{2-furyl} {1,2,4}triazolo-{2,3-a} {1,3,5 } triazin-5-yl-amino]
ethyl)phenol (ZM241385) (Tocris Cookson, USA), antagonista seletivo dos receptores
Aja para adenosina, foi dissolvido em salina com 10% de dimetilsuféoxido (DMSO), e foi
administrado i.p. nas doses de 0,1; 0,5 ou 1,0 mg/kg, 30 min antes dos experimentos.

7,8-dihidroxi-1-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-3 benzazepina (SKF 38393) (Research
Biochemicals International, USA), agonista seletivo D para dopamina, foi dissolvido em
salina, e administrado i.p. nas doses de 0,5; 1 ou 3 mg/kg, 15 min antes dos experimentos.

Quinpirole (Research Biochemicals International, USA), agonista seletivo D, para
dopamina, foi dissolvido em salina e administrado i.p. nas doses de 0,01; 0,05 ou 0,1
mg/kg, 15 min antes dos experimentos.

As solucdes controles utilizadas foram: salina com 50 pl de acido acético glacial
para a reserpina; etanol 10% v/v para o MPTP; salina com DMSO 10% para cafeina,

DPCPX e ZM241385; e salina para SKF 38393 e quinpirole.
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3.3. ADMINISTRACAO INTRANASAL DE MPTP

A administragdo intranasal de MPTP em ratos foi realizada utilizando um
procedimento semelhante ao descrito por DLUZEN e KEFALAS (1996). Os animais
foram levemente anestesiados com éter e receberam a infusdo bilateral (nas duas narinas)
de MPTP na dose de 0,2 mg/narina (solucdo 2,0 mg/ml). A infusdo do MPTP foi
realizada com o auxilio de um tubo de polietileno (PE 50), que foi inserido cerca de 10
mm de profundidade na narina dos animais. O tubo de polietileno foi conectado a uma
micro-seringa de 25 pul (Hamilton, USA) acoplada a uma bomba de infusdo (Insight,
Brasil), permitindo o controle da velocidade (12.5 pl/min) e do volume (50 pl/narina) de

infusdo.

3.4. MODELOS COMPORTAMENTAIS

3.4.1. Campo aberto

Para avaliarmos possiveis alteracdes locomotoras induzidas pelos diferentes
tratamentos utilizados, os animais foram testados durante 5 min no campo aberto. O
aparato, feito de madeira e formica, ¢ formado por um chdo de cor branca (100 x 100
cm), dividido em 25 quadrantes de 20 x 20 cm, com paredes brancas de 40 cm de altura.
Durante os experimentos, cada rato foi colocado no centro do campo aberto, sendo que
um sistema de camera de video captava as imagens do campo aberto, sendo registrado o

nimero de quadrantes cruzados e os atos de levantar.
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3.4.2. Teste de discriminacao olfativa

A discriminacdo olfativa dos animais foi avaliada através do teste de
discriminacdo olfativa, previamente descrito por SOFFIE ¢ LAMBERTY (1988) e,
posteriormente, modificado em nosso laboratorio (PREDIGER et al., 2005a,b). O teste
consistiu em isolar os animais 48 horas antes do inicio dos experimentos em caixas
individuais (42 x 34 x 17 cm) para que haja uma padronizacdo da impregnagao do odor.
A caixa de discriminagdo olfativa consiste em dois compartimentos idénticos (30 x 30 x
20 cm) separados por uma porta aberta que permite o acesso dos animais para os dois
compartimentos. O chdo de um dos compartimentos foi forrado com a serragem retirada
da gaiola na qual o animal ficou isolado por 48 horas, enquanto que o outro
compartimento foi forrado com serragem limpa e inodora. O experimento consistiu em
colocar o rato na caixa de discriminagdo olfativa e registrou-se, durante um periodo de 5
minutos, o tempo que o animal gastou investigando cada um dos compartimentos. A
discriminacdo olfativa foi avaliada pela preferéncia do rato em ficar no compartimento
impregnado com o seu cheiro (compartimento familiar) em relagdo ao compartimento
inodoro (ndo-familiar), visto que nesta situacdo, tem sido demonstrado que ratos machos
adultos preferem permanecer em ambientes impregnados com seu proprio cheiro (CAR et

al., 1976; PREDIGER et al., 2005a,b).
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3.4.3. Teste de reconhecimento social

O experimento foi realizado utilizando o procedimento descrito por DANTZER e
colaboradores (1987) e recentemente padronizado em nosso laboratério (PREDIGER e
TAKAHASHI, 2003; PREDIGER et al., 2004). Os ratos adultos (3 meses de idade)
foram isolados em caixas de pléstico individuais por 7 dias antes do experimento. O teste
de reconhecimento social consiste em duas apresentacdes sucessivas (5 min cada),
separadas por um intervalo varidvel. Durante a primeira apresentagdo, um rato jovem (1
més de idade) foi colocado na gaiola-moradia do rato adulto, e registrou-se o tempo que o
rato adulto gastou investigando (cheirar, lamber, se aproximar, etc) o rato jovem. Ao final
da primeira apresenta¢do, o rato jovem foi retirado da caixa do rato adulto, ficando
isolado em uma outra caixa durante o intervalo entre as apresentagdes. Apds um intervalo
de 30 min, o rato jovem foi reapresentado ao rato adulto, registrando-se novamente o

tempo de investigacdo gasto pelo rato adulto durante a segunda apresentagao.

O que acontece neste modelo ¢ que quando o mesmo rato jovem (familiar) ¢é re-
apresentado apos um intervalo pequeno (menor que 40 minutos), o rato adulto
“reconhece” este rato jovem, sendo verificada uma redugdo no tempo de investigacdao
durante a segunda apresentagdo. Esta reducdo ndo ¢ decorrente de uma simples
habituacdo por parte do rato adulto, uma vez que ndo ¢ observada quando um rato jovem
diferente (ndo-familiar) daquele utilizado no primeiro encontro ¢ apresentado ao rato
adulto. Além disso, quando o intervalo entre as duas apresentagdes ¢ estendido para uma

ou duas horas, o rato adulto perde a capacidade de reconhecer o rato jovem com o qual
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foi previamente exposto, ndo sendo registrada diferenca significativa no comportamento
investigatorio durante as duas apresentagdes (DANTZER et al., 1987; PREDIGER e

TAKAHASHI, 2003; PREDIGER et al., 2004).

Por esta razdo, o teste de reconhecimento social vem sendo utilizado como um
modelo valido para o estudo da memdria olfativa de curta duracdo, sendo que um
intervalo reduzido (30 minutos) entre as duas apresentagdes ao rato jovem ¢ utilizado
para demonstrar possiveis efeitos “amnésicos” de diferentes drogas e procedimentos. Por
outro lado, um intervalo mais longo (120 minutos) tem sido selecionado como uma janela
temporal sensivel a tratamentos ou manipulagdes que aumentam ou facilitam esta
memoria social (DANTZER et al, 1987, PREDIGER ¢ TAKAHASHI, 2003;

PREDIGER et al., 2004).

3.4.4. Teste do labirinto aquatico de Morris

O labirinto aquatico consiste de um tanque circular de cor preta (1,7 m de
diametro e 80 cm de altura), baseado no modelo proposto por MORRIS e colaboradores
(1982), e localizado no interior de uma sala com vérias pistas visuais fixadas nas paredes.
O tanque foi preenchido com agua até a altura de 60 cm, sendo a temperatura da agua
mantida & temperatura constante (25 + 2 °C) através de um sistema automatizado de
resisténcias. Foram estabelecidas 4 posi¢des de partida (Norte, Sul, Leste e Oeste) que
dividiam a superficie do labirinto em 4 quadrantes (Nordeste, Noroeste, Sudeste e
Sudoeste). A plataforma utilizada para os testes com a plataforma submersa (testes de

memoria operacional e memoria espacial de referéncia) era de acrilico transparente (10 x
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10 cm) e foi submersa 1 cm da superficie da agua. Para o teste com pista visual (teste da
memoria de procedimento), uma bola de cor branca (7 cm de diametro) foi fixada sobre a
superficie superior da plataforma submersa, permitindo que a bola permanega visivel
sobre a superficie da agua.

Durante os experimentos, um sistema de cAmera de video captava as imagens do
labirinto aquatico, sendo estas gravadas em fitas VHS e a laténcia gasta pelos animais
para encontrar a plataforma foram analisadas posteriormente.

- Versao memoria operacional: os animais foram submetidos a 4 treinos por dia,
durante 5 dias, no labirinto aquatico. Em cada dia os animais eram liberados de 4 pontos
de partida diferentes de forma pseudoaleatdria. A plataforma submersa permaneceu em
uma mesma posi¢ao durante todas as sessdes do dia, mas entre um dia e outro foi trocada
de posi¢do. O animal foi liberado para nadar até encontrar a plataforma ou até um tempo
maximo de 60 s. Caso o animal ndo encontrasse a plataforma nesse tempo, ele era levado
manualmente até a plataforma e deixado nesta por 30 s. Os tempos de laténcia para o
animal encontrar a plataforma foram registrados. Apds os 30 s, o animal era colocado no
ponto de partida seguinte.

- Versio memoria espacial de referéncia: os animais foram submetidos a 6
treinos no labirinto aquatico (durante um Unico dia). Em cada treino os animais foram

liberados de pontos de partida diferentes de forma pseudoaleatéria. A plataforma
submersa permaneceu em uma mesma posi¢ao (Sudeste) durante todo o treinamento. No
dia do teste (48 h apds o treinamento), repetiu-se o procedimento do dia de treinamento
com a excec¢ao do nimero de sessdes terem sido reduzidas para 3. O animal foi liberado

para nadar até encontrar a plataforma ou até um tempo maximo de 60 s. Caso o animal



36

ndo encontrasse a plataforma nesse tempo, ele era levado manualmente até a plataforma
onde permanecia por 10 s. Os tempos de laténcia até o animal encontrar a plataforma
foram registrados. Apos os 10 s, o animal foi retirado da plataforma e colocado em uma
caixa fora do labirinto aquatico por 20 s, sendo que em seguida ele era colocado no
proximo ponto de partida.

- Versdo memoria de procedimento (com pista visual): os animais foram
submetidos a 4 treinos por dia, durante 4 dias, no labirinto aquético. Em cada treino os
animais foram liberados dos 4 pontos de partida diferentes (Norte, Sul, Leste, Oeste) e a
plataforma visivel foi sendo trocada de posicdo em cada treino entre os 4 diferentes
quadrantes (Nordeste, Noroeste, Sudeste, Sudoeste). O animal foi liberado para nadar até
encontrar a plataforma ou até um tempo maximo de 60 s. Caso o animal ndo encontrasse
a plataforma nesse tempo, ele era levado manualmente até a plataforma onde permanecia
por 10 s. Os tempos de laténcia até o animal encontrar a plataforma foram registrados.
Apds os 10 s, o animal era retirado da plataforma e colocado em uma caixa fora do
labirinto aquatico por 20 s. Nesse intervalo era efetuada a troca de posicao da plataforma
para o treino seguinte. A posicdo de partida e a posi¢do da plataforma foram arranjadas

de modo que as distancias (proximal e distal) fossem contrabalancadas entre os treinos.
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3.5. DETERMINACAO DOS NiVEIS CEREBRAIS DE DOPAMINA -

CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA PRESSAO (HPLC)

Com o objetivo de verificar possiveis alteragdes nos niveis de dopamina (DA)
apoOs o tratamento intranasal com MPTP, os niveis enddgenos de DA e seu metabolitos
ndo-conjugados, o acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) e o 4cido homovanilico
(HVA) foram analisados através do HPLC de fase reversa acoplado a detector
eletroquimico segundo protocolo previamente descrito por FELICIO et al. (1996).

Apos diferentes intervalos (1, 7, 14 ou 21 dias) da administracdo intranasal de
MPTP ou solug¢do controle (intranasal), os animais foram submetidos a eutandsia por
decapitagdo e seus cérebros foram removidos e lavados com solugio salina gelada (4 °C).
Imediatamente apos, o cérebro foi dissecado rapidamente (tempo méaximo de 3 minutos)
sobre uma placa de Petri rodeada por pedras de gelo seco, formando assim um micro-
ambiente o mais frio possivel. O bulbo olfatério, o estriado, o cortex pré-frontal e o
hipocampo foram dissecados, pesados ¢ em seguida armazenados em freezer -70°C.

Os tecidos cerebrais foram homogeneizados por sonicagdo (caneta sonicadora),
durante 2 ou 3 minutos sobre uma cuba de gelo seco, com solucdo de 4cido perclorico 0,1
M contendo 0,02% de Na,S,0s, EDTA dissédico e uma concentragcdo conhecida de (3,4
dihidroxibenzilamina (DHBA), utilizado como padrdo interno para as dosagens de
monoaminas.

O sistema utilizado consistiu em cromatdgrafo liquido de alta pressao (HPLC)
acoplado a um detector eletroquimico (HPLC-ED; Shimadzu Modelo 6A). O HPLC-ED

era composto de um recipiente injetor (valvula) de 20ul, bombas de fluxo A e B, um
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sistema controlador (monitoramento de fluxo, pressdo e temperatura), uma coluna
cromatografica medindo 150 X 4,6 mm, didmetro de particula um (Shimpak — ODS C
18) com filtro de linha, um detector eletroquimico e um integrador modulado
Chromatopac. A técnica utilizada foi a de cromatografia em fase reserva com pareamento
ionico. Esta técnica fundamenta-se na cromatografia de particido ou absor¢do. As
condigdes de trabalho foram as seguintes: temperatura 50°C, tempo de obtencao dos
picos: até 24 minutos.

A fase movel para o HPLC utilizada consistiu em um sistema isocratico formado
por um tampao citrato 0,02 M, metanol 92/8 (v/v), 0,12 nM EDTA sdédico e 0,0556% de
acido 1-heptanosulfonico (HSA). O pH foi ajustado para 3,0 com acido ortofosforico
(H3PO4). A fase movel foi filtrada em um sistema a vacuo e deaerada por 15 minutos por
um degaseificador a hélio antes de ser instalada no HPLC, e circulou no sistema por 12
horas (overnight) para equilibrio da coluna, que operou num fluxo de 1 ml/min. O
detector foi mantido com um potencial de 0,8V no eletrodo de trabalho.

Para o preparo das solu¢des padroes de DA e metabolitos foi utilizado padrdes de
concentragdes 1 nM de DA, DOPAC e HVA diluidos em 4cido cloridrico 0,1 M contendo
0,02% de Na,S,0s e estocados em freezer —80°C por um periodo de até¢ 2 meses. No
momento da analise, os padroes foram descongelados e diluidos 2.500 a 10.000 vezes em
acido perclorico 0,1 M. Pelo menos dois padrdes foram injetados no HPLC-ED
diariamente, antes e ao final das dosagens dos homogenatos e os valores utilizados como
referéncia. Utilizou-se a area sob a curva dos padrdes para quantificar as amostras. Os

valores obtidos foram expressos em ng/g de tecido umido (FELICIO et al., 1996).
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3.6. DETERMINACAO DA EXPRESSAO DA ENZIMA TIROSINA
HIDROXILASE (TH) E DA ATIVACAO DA PROTEINA QUINASE DE C-Jun N-

TERMINAL (JNK) - IMUNODETECCAO DE PROTEINAS (“western blot”)

3.6.1. Coleta dos tecidos

Ap6s diferentes intervalos da administracdo intranasal de MPTP ou solugao
controle (intranasal), os animais foram submetidos a eutandsia por decapitagdo e seus
cérebros foram removidos e lavados com solugdo salina (NaCl 0,9%) gelada (4 °C).
Imediatamente apos, o cérebro foi dissecado rapidamente (tempo méaximo de 3 minutos)
sobre uma placa de Petri rodeada por pedras de gelo seco, formando assim um micro-
ambiente o mais frio possivel. O bulbo olfatério e a substancia negra foram dissecados,

pesados e em seguida armazenados em freezer -70°C.

3.6.2. Preparacio das fracoes de proteinas celulares

As amostras coletadas foram homogeneizadas em tampao de lise A gelado
(HEPES 10 mM (pH 7,9), contendo: 1,5 mM de MgCl,, 10 mM de KCI, 0,5 mM de
fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF), 0,5 mM de ditiotreitol (DTT), 50 mM de NaF, 2 mM

de Na3VOs, 1,5 pg/ml de inibidor de tripsina, 7 pug/ml de pepstatina A, 5 ug/ml de

leupeptina, 10 pg/ml de aprotinina e 1 % de triton X-100), incubadas em gelo por 15 min
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e centrifugadas a 14.000 rpm, 15 min, 4 °C. O sobrenadante foi coletado como extrato
protéico total (membrana e citosol). A determinag¢do da concentracdo de proteinas das
amostras foi realizada utilizando o kit Bio-Rad para determinagdo de proteinas (Bio-Rad
Protein Assay Kit) segundo recomendagdes do fabricante. As fragdes celulares foram

armazenadas em freezer a —70°C até o momento do uso.

3.6.3. Ensaio de “western blot”

Com o objetivo de verificar possiveis alteragdes no padrdo de expressdo das
proteinas TH e JNK apos o tratamento intranasal com MPTP, foi realizado o ensaio de
imunodeteccdo de proteinas (“western blot”). A fracdo citosolica, obtida como descrito
anteriormente, foi submetida a eletroforese em gel desnaturante, SDS-poliacrilamida
(12%), sendo logo depois transferida para membrana de polivinilidenodifluorido (PVDF).
Apos a transferéncia, a membrana foi bloqueada em solugdo de leite desnatado (5%) e
posteriormente incubada com anticorpos contra TH e JNK (Santa Cruz Biotechnology).
A visualizagdo das proteinas foi realizada utilizando anticorpo secunddrio especifico
conjugado a peroxidase e as bandas imunorreativas foram visualizadas através do uso de
kit de aumento de quimioluminescéncia (ECL, Amersham Pharmacia Biotech.) e filme

radiogréfico, segundo recomendac¢des do fabricante.



41

3.7. DETERMINACAO DE MARCADORES DO ESTRESSE OXIDATIVO —

PARAMETROS ANTIOXIDANTES

Com o objetivo de verificar um possivel estresse oxidativo em conseqiiéncia da
administracdo intranasal de MPTP, foram mensurados os parametros antioxidantes:
niveis de glutationa total (GSH-t) e a atividade das enzimas glutationa peroxidase (GPx)
e glutationa redutase (GR), ap6s diferentes intervalos (0,5; 2; 6 e 24 horas) do tratamento

com MPTP.

3.7.1. Preparaciao de extrato dos tecidos

Apos diferentes intervalos da administracdo intranasal de MPTP ou solugdo
controle (intranasal), os animais foram submetidos a eutandsia por decapitagdo e seus
cérebros foram removidos sobre uma placa de Petri invertida colocada sobre o gelo. As
estruturas cerebrais (bulbo olfatdrio, substancia negra, estriado e hipocampo) foram
isoladas, pesadas e homogeneizadas em tampao HEPES 20 mM, pH 7,4. Em seguida, o
homogenato foi centrifugado a 20.000 g por 30 minutos em centrifuga refrigerada (4° C).
O sobrenadante foi entdo separado e conservado a -70° C para posterior dosagem das
atividades enzimaticas (GPx e GR).

Para as dosagens do contetido de GSH-t, os tecidos foram homogeneizados em
acido perclorico (PCA) 0,5M e em seguida centrifugados a 15.000g por 2 minutos (4° C).
O sobrenadante foi separado e neutralizado (diluicdo 10x) em tampao fosfato (KPI 0,1M,

pH 7.4).
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3.7.2. Medida dos niveis de glutationa total (GSH-t)

O método utilizado ¢ enzimatico e foi originalmente descrito por TIETZE (1969),
e posteriormente modificado por AKERBOOM e SIES (1981). Consiste em um método
ciclico que detecta tanto a forma oxidada (GSSG) quanto a forma reduzida (GSH) da
glutationa, o que entdo ¢ definido como glutationa total (GSH-t). O reagente de Ellman,
DTNB, reage espontaneamente com GSH formando o anion colorido TNB e o conjugado
GS-TNB, incolor. A GR cliva este conjugado e utiliza NADPH como co-fator, resultando
em GSH e TNB, desenvolvendo mais cor. A GSH reage novamente com DTNB
reiniciando o ciclo. Caso haja presenga de GSSG, esta ¢ primeiramente reduzida a GSH
pela acdo da enzima glutationa redutase (GR) e, em seguida, entra no ciclo. As leituras
foram feitas em espectrofotometro a 412 nm por 1-4 min.

Neste ensaio, o0 meio de reagdo consistia de tampao fosfato de potéassio 0,1 M, 1
mM EDTA, DTNB 0,1 mM; NADPH 0,2 mM. Apés a adi¢ao da amostra ou do padrao,
iniciava-se a reacdo pela adi¢ao da GR 0,2 U/mL. A concentracdo de GSH-t foi obtida
pela comparagao das absorbancias das amostras com a absorbancia de uma curva padrao
de GSSG (0,1-1,0 nmol/mL). A reagao basal, sem a presenca de GSSG ou amostra, foi
descontada do delta de absorbancia por minuto obtido na presenga do padrdo ou da

amostra. O valor obtido foi multiplicado pelas diluigoes.
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3.7.3. Avaliacao da atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx)

A GPx catalisa a reducdo de H,0O,, bem como de outros lipodroperdxidos,
utilizando a glutationa reduzida (GSH) como co-substrato para esta reagdo e produzindo
glutationa oxidada (GSSG). A GSSG ¢ reduzida pela glutationa redutase com o consumo
de NADPH, que pode ser acompanhado espectrofotometricamente em 340 nm
(WENDEL, 1981; FLOHE ¢ GUNZLER, 1984). Para este ensaio, 0 meio de reacdo
continha tampao fosfato 0,1 M, pH 7,0, EDTA 1 mM, GSH 1mM, NADPH 0,1 mM.
Adicionou-se a amostra neste meio para mensurar o consumo inespecifico de NADPH
através de uma leitura por 2-4 min a 340 nm. Ao decréscimo de absorbancia (340 nm)
por minuto obtido descontou-se o consumo inespecifico de NADPH. O valor obtido foi
dividido pelo coeficiente de extingio molar de NADPH (¢ = 6.220 M"' cm™) e
multiplicado pelas diluigdes. O valor foi expresso como mUnidades/mg de proteina. Uma

Unidade corresponde a 1 pmol/min.

3.7.4. Avaliacio da atividade da enzima glutationa redutase (GR)

A GR catalisa a reduc¢do da glutationa oxidada (GSSG) através da oxidagdo do

NADPH. Ao utilizar o substrato GSSG a enzima leva ao consumo de NADPH, que ¢

acompanhado espectrofotometricamente em 340 nm (¢ = 6.220 M cm™). A velocidade
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de consumo de NADPH, em condi¢des de saturagdo, expressa a atividade enzimatica
(CALBERG ¢ MANNERVIK, 1985). O meio de reagdo continha tampao fosfato 0,1 M,
pH 7,0, EDTA 1mM, NADPH 0,2 mM. Apds adicionar a amostra, o consumo
inespecifico de NADPH foi mensurado por 2-4 min a 340 nm. Ao adicionar o substrato
GSSG 1 mM a leitura foi realizada por 2-4 min adicionais e do decaimento por minuto
obtido descontou-se o consumo inespecifico de NADPH. O valor obtido foi dividido pelo
coeficiente de extingdo molar de NADPH (¢ = 6.220 M cm™) e multiplicado pelas
diluicdes. O valor foi expresso como mUnidades/mg de proteina. Uma Unidade

corresponde a 1 pumol/min.

3.8. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como a média + erro padrdo da média (e.p.m.). Os
resultados iniciais do tratamento com reserpina, bem como os efeitos da administrag¢do
intranasal de MPTP sobre os niveis cerebrais de dopamina e seus metabolitos foram
comparados utilizando o teste “t” de Student ndo pareado. As comparacdes estatisticas
dos demais resultados foram realizadas por andlise de variancia (ANOVA) de uma ou
duas vias, adequadas ao protocolo experimental. Posteriormente, os grupos foram
comparados entre si empregando-se o teste post-hoc de Newman-Keuls. A probabilidade
aceita como indicativo da existéncia de diferenga estatisticamente significante foi P<0,05.
Todas as comparagdes estatisticas foram efetuadas utilizando-se o pacote estatistico

Statistic 5.0.
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4. RESULTADOS

4.1. Efeito do tratamento com reserpina na discriminacio olfativa e memoria social

de ratos

A Figura 2 ilustra o efeito do tratamento com reserpina (1 mg/kg, i.p.), 24 h antes
dos experimentos, sobre a discriminagdo olfativa de ratos. Os animais tratados com a
solu¢do controle (i.p.) foram capazes de discriminar os dois compartimentos,
permanecendo um tempo significativamente maior no compartimento familiar. Por outro
lado, o grupo de animais tratado com reserpina apresentou um significativo prejuizo na
discriminacdo olfativa, permanecendo tempos semelhantes nos dois compartimentos
[t=4,78; P<0,0001; Teste “t” de Student] (Figura 2).
No teste de reconhecimento social, a administracdo de reserpina (1 mg/kg, i.p.),
24 horas antes do experimento, prejudicou a capacidade de reconhecimento dos ratos
adultos, indicado por um aumento no tempo de investigacdo quando o mesmo rato jovem
foi re-apresentado apds um intervalo de 30 min [t=5,75; P<0,001; Teste “t” de Student]
(Figura 3A). Como ilustrado na Figura 3B, quando um rato jovem diferente daquele
utilizado durante a primeira apresentacdo foi exposto ao rato adulto, nenhuma reducao
significante no tempo de investigacdo pode ser observada, independente do tratamento

[t=1,00; P=0,33] (controle ou reserpina).
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Figura 2. Efeito do tratamento com reserpina (1 mg/kg, i.p.) ou solucao controle (i.p.) (24
horas antes dos experimentos) na discriminacdo olfativa de ratos. As barras representam a
porcentagem do tempo (média + E.P.M.) gasto em cada um dos compartimentos (n= 8
animais por grupo). *P<0.05 comparado a % do tempo gasto no compartimento familiar
(Teste "t" de Student).
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Figura 3. Efeito do tratamento com reserpina (1 mg/kg, i.p.) ou solucao controle (i.p.) (24
horas antes dos experimentos) no tempo de investigagdo quando o mesmo rato jovem (A)
ou um rato jovem diferente (B) daquele utilizado durante a 1* apresentagio foi exposto ao
rato adulto ap6s um intervalo de 30 min. As barras representam o tempo de investigacao
(média + E.P.M.) de 8 animais por grupo.*P<0.05 comparado ao tempo de investigacdao
gasto durante a 1% apresentagdo do rato jovem do mesmo grupo (Teste "t" de Student).
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Além disso, os efeitos da administracdo de reserpina (1 mg/kg, i.p.) sobre a
discriminacdo olfativa e memoria social de ratos parecem ndo estar associados a um
comprometimento da funcdo motora dos animais, uma vez que este tratamento nao
alterou os parametros comportamentais de exploracdo no campo aberto: nimero de
quadrantes cruzados [t=0,30; P=0,76] e numero de respostas de levantar [t=0.40; P=0,70]
(Tabela 1).

Tabela 1. Efeito do tratamento com reserpina (1 mg/kg, i.p.) ou solu¢do controle (i.p.)

(24 horas antes dos experimentos) nos parametros comportamentais de ratos testados no

campo aberto (por 5 min).

Tratamento (mg/kg) Cruzamentos Levantar N
controle 72,0+ 3,4 16,8 + 1,8 8
reserpina (1) 70,2 +4,6 159+1,3 8

Os resultados sdo expressos pela média + E.P.M.

4.2. Efeitos da administracdo de agonistas dopaminérgicos sobre os prejuizos na

discriminacio olfativa e memoria social induzidos pela reserpina em ratos

Os efeitos da administracdo aguda (15 min antes dos experimentos) dos agonistas
seletivos dos receptores para dopamina SKF 38393 (agonista do receptor Dy, 0,5; 1,0 ou
3,0 mg/kg, i.p.) ou quinpirole (agonista do receptor Dy, 0,01; 0,05 ou 0,1 mg/kg, i.p.) na
discriminacdo olfativa de ratos previamente tratados com reserpina (1 mg/kg, i.p.) (24

horas antes dos experimentos) sdo ilustrados na Figura 4. A analise de variancia efetuada
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pela ANOVA de uma via revelou um efeito significante do tratamento com quinpirole
[F(3,25) = 10,00; P<0,001]. Entretanto, revelou um efeito ndo significante para o
tratamento com SKF 38391 [F(3,24) = 0,75; P=0,53]. O teste post-hoc de Newman-
Keuls indicou que aqueles animais que foram tratados com reserpina no dia anterior ao
teste e receberam quinpirole (0,05-0,1 mg/kg, i.p.), foram capazes de discriminar entre os
dois compartimentos, permanecendo tempos significativamente maiores no

compartimento familiar (Figura 4).

A 1 compartimento familiar
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2 50
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2
> 25-
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2
s 25+
0_
controle 0,01 0,05 0,1 mglkg
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Figura 4. Efeito do tratamento i.p. com os agonistas dopaminérgicos (15 min antes dos
experimentos) SKF 38393 (agonista Dy, 0,5; 1,0 ou 3,0 mg/kg) ou quinpirole (agonista
D,, 0,01; 0,05 ou 0,1 mg/kg) na discriminacao olfativa de ratos previamente tratados com
reserpina (1 mg/kg, i.p.) 24 horas antes dos experimentos. As barras representam a
porcentagem do tempo (média + E.P.M.) gasto em cada um dos compartimentos (n=7-8
animais por grupo). *P<0.05 comparado a % do tempo gasto no compartimento familiar
do respectivo grupo (Teste de Newman-Keuls).
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A Figura 5 ilustra os efeitos da administragdo aguda (15 min antes dos
experimentos) dos agonistas seletivos dos receptores para dopamina SKF 38393 (agonista
do receptor Dy, 0,5; 1,0 ou 3,0 mg/kg, i.p.) ou quinpirole (agonista do receptor D,, 0,01;
0,05 ou 0,1 mg/kg, i.p.) no tempo de investigacdo social de ratos previamente tratados
com reserpina (1 mg/kg, i.p.) (24 horas antes dos experimentos) quando o mesmo rato
jovem foi re-apresentado apds 30 min. A andlise estatistica efetuada através da ANOVA
de uma via revelou um efeito significante do tratamento com quinpirole [F(3,24) = 39,69;
P<0,001] no tempo de investigagdo social. Entretanto, revelou um efeito nao significante
para o tratamento com SKF 38391 [F(3,24) = 0,90; P=0,46]. O teste post-hoc de
Newman-Keuls indicou que os animais previamente tratados com reserpina (1 mg/kg,
i.p.) e injetados com quinpirole (0,05 — 0,1 mg/kg, i.p.) apresentaram uma reducao
significante no tempo de investigagdo durante a segunda apresentagdo do rato jovem
(Figura 5).

Como pode ser observado na Figura 6, a administragdo aguda destas mesmas
doses de SKF 38393 e quinpirole ndo alteraram significativamente o tempo de
investigacdo quando um rato jovem diferente foi utilizado durante a segunda
apresentacdo [F(3,24) = 0,98; P=0,42 e F(3,24) = 0,15; P=0,93, respectivamente] . Isto

sugere um efeito seletivo do quinpirole sobre a memoria social de ratos reserpinados.
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Figura 5. Efeito do tratamento i.p. com os agonistas dopaminérgicos (15 min antes dos
experimentos) SKF 38393 (agonista Dy, 0,5; 1,0 ou 3,0 mg/kg) ou quinpirole (agonista
D,, 0,01; 0,05 ou 0,1 mg/kg) no tempo de investigacdo quando o mesmo rato jovem foi
re-apresentado ao rato adulto apds um intervalo de 30 min. As barras representam o
tempo de investigacdo (média + E.P.M.) de 8 animais por grupo.*P<0.05 comparado ao
tempo de investigagdo gasto durante a 1% apresenta¢do do rato jovem do mesmo grupo.
#P<0.05 comparado ao tempo de investigagdo gasto durante a 2 apresentagdo do rato
jovem do grupo controle (Teste de Newman-Keuls).
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Figura 6. Efeito do tratamento i.p. com os agonistas dopaminérgicos (15 min antes dos

experimentos) SKF 38393 (agonista Dy, 0,5; 1,0 ou 3,0 mg/kg) ou quinpirole (agonista
D,, 0,01; 0,05 ou 0,1 mg/kg) no tempo de investigagdo quando um rato jovem diferente

foi apresentado ao rato adulto apdés um intervalo de 30 min. As barras representam o
tempo de investigacdo (média + E.P.M.) de 8 animais por grupo.
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Além disso, os efeitos positivos da administracio de quinpirole sobre a
discriminacdo olfativa e a memoria social de ratos reserpinados parecem ndo estar
associados diretamente a uma alteracdo da atividade locomotora dos animais, uma vez
que este tratamento ndo alterou os parametros comportamentais de exploragdo no campo

aberto (Tabela 2).

Tabela 2. Efeito da administracdo aguda (i.p.) dos agonistas dopaminérgicos (15 min
antes dos experimentos) SKF 38393 (agonista Dy, 0,5; 1,0 ou 3,0 mg/kg) ou quinpirole
(agonista D, 0,01; 0,05 ou 0,1 mg/kg) nos parametros comportamentais de ratos

previamente tratados com reserpina (1 mg/kg, i.p.) e testados no campo aberto (por 5

min).

Tratamento (mg/kg) Cruzamentos Levantar N
reserpina (1) + controle 67,7+4.2 15,6 + 1,6 7
reserpina (1) + SKF 38393 (0,5) 69,7+3,2 16,5+ 1,0 8
reserpina (1) + SKF 38393 (1,0) 67,1 +7,7 14,3 +1,7 8
reserpina (1) + SKF 38393 (3,0) 72,8+ 10,6 14,8 +2,1 8
reserpina (1) + quinpirole (0,01) 65,7+ 3,0 134+1,5 8
reserpina (1) + quinpirole (0,05) 61,7+ 6,1 13,8+ 1,2 7
reserpina (1) + quinpirole (0,1) 63,3+43 16,0+ 1,9 7

Os resultados sao expressos pela média + E.P.M.
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4.3. Efeitos da administracio de antagonistas adenosinérgicos sobre os prejuizos na

discriminacio olfativa e memoria social induzidos pela reserpina em ratos

A Figura 7 ilustra os efeitos da administragdo aguda (30 min antes dos
experimentos) dos antagonistas adenosinérgicos cafeina (antagonista nao-seletivo, 3; 10
ou 30 mg/kg, i.p.), DPCPX (antagonista do receptor A;, 0,5; 1 ou 3 mg/kg, i.p.) ou
ZM241385 (antagonista do receptor Aja, 0,1; 0,5 ou 1,0 mg/kg, i.p.) na discriminagao
olfativa de ratos previamente tratados com reserpina (1 mg/kg, i.p.) (24 horas antes dos
experimentos). A andlise de variancia efetuada pela ANOVA de uma via revelou um
efeito significante dos tratamentos com cafeina [F(3,25) = 14,08; P<0,0001] e
ZM241385 [F(3,23) = 3,43; P<0,05]. Entretanto, revelou um efeito ndo significante para
o tratamento com DPCPX [F(3,23) = 0,70; P=0,56]. Confirmando os resultados
anteriores, aqueles animais que foram tratados com reserpina (1 mg/kg, i.p.) no dia
anterior e receberam a solu¢do controle (i.p.), 30 min antes dos experimentos, ndo foram
capazes de discriminar entre os compartimentos familiar e ndo-familiar, permanecendo
tempos semelhantes nos dois compartimentos. A administragdo aguda de cafeina (10 -30
mg/kg, i.p.) ou ZM241385 (0,5 — 1,0 mg/kg, i.p.) reverteu este prejuizo na discrimina¢ao
olfativa induzido pela reserpina, uma vez que 0s animais permaneceram um tempo

significativamente maior no compartimento familiar (Figura 7).
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Figura 7. Efeito do tratamento i.p. com os antagonistas adenosinérgicos (30 min antes dos
experimentos) cafeina (antagonista ndo-seletivo, 3; 10 ou 30 mg/kg, i.p.), DPCPX
(antagonista Aj, 0,5; 1 ou 3 mg/kg) ou ZM241385 (antagonista Az, 0,1; 0,5 ou 1,0
mg/kg) na discriminagdo olfativa de ratos previamente tratados com reserpina (1 mg/kg,
1.p.) 24 horas antes dos experimentos. As barras representam a porcentagem do tempo
(média + E.P.M.) gasto em cada um dos compartimentos (n=7-8 animais por grupo).
*P<0.05 comparado a % do tempo gasto no compartimento familiar do respectivo grupo

(Teste de Newman-Keuls).
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Os efeitos da administragdo aguda (30 min antes dos experimentos) dos
antagonistas adenosinérgicos cafeina (antagonista ndo-seletivo, 3; 10 ou 30 mg/kg, i.p.),
DPCPX (antagonista do receptor Aj, 0,5; 1 ou 3 mg/kg, i.p.) ou ZM241385 (antagonista
do receptor Aja, 0,1; 0,5 ou 1,0 mg/kg, i.p.) no tempo de investiga¢do social de ratos
previamente tratados com reserpina (1 mg/kg, i.p.) (24 horas antes dos experimentos)
quando o mesmo rato jovem foi re-apresentado apds 30 min ¢ ilustrado na Figura 8. A
analise estatistica efetuada através da ANOVA de uma via revelou um efeito significante
dos tratamentos com cafeina [F(3,24) = 15,80; P<0,0001] e ZM241385 [F(3,26) = 65,26,
P<0,0001] no tempo de investigacdo social. Entretanto, revelou um efeito ndo
significante para o tratamento com DPCPX [F(3,25) = 0,11; P=0,95]. Confirmando os
resultados anteriores, a administracdo de reserpina promoveu um significante prejuizo na
memoria social dos animais, uma vez que estes ndo foram capazes de reconhecer o rato
jovem quanto este foi re-apresentado apds um intervalo de 30 min. A administracio
aguda de cafeina (10 — 30 mg/kg, i.p.) ou ZM241385 (0,5 — 1,0 mg/kg, 1.p.) reverteu este
prejuizo na capacidade de reconhecimento social induzida pela reserpina, promovendo
uma redugdo significativa (P<0.05, teste de Newman-Keuls) no tempo de investigacao
durante a segunda apresentacdo do rato jovem (Figura 8).

Como pode ser observado na Figura 9, a administragdo aguda destas mesmas
doses de cafeina, DPCPX e ZM241385 ndo alterou significativamente o tempo de
investigacdo quando um rato jovem diferente foi utilizado durante a segunda
apresentacdo. Isto sugere que a cafeina e o ZM241385 estdo atuando seletivamente na

melhoria dos prejuizos induzidos pela reserpina sobre a memoria social de ratos.
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Figura 8. Efeito do tratamento i.p. com os antagonistas adenosinérgicos (30 min antes dos
experimentos) cafeina (antagonista nado-seletivo, 3; 10 ou 30 mg/kg, i.p.), DPCPX
(antagonista A, 0,5; 1 ou 3 mg/kg) ou ZM241385 (antagonista A, 0,1; 0,5 ou 1,0
mg/kg) no tempo de investigacdo quando o mesmo rato jovem foi re-apresentado ao rato
adulto ap6s um intervalo de 30 min. As barras representam o tempo de investigacao
(média + E.P.M.) de 7-9 animais por grupo.*P<0.05 comparado ao tempo de
investigagdo gasto durante a 1° apresentagdo do rato jovem do mesmo grupo. #P<0.05
comparado ao tempo de investigagdo gasto durante a 2° apresentagdo do rato jovem do
grupo controle (Teste de Newman-Keuls).
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Figura 9. Efeito do tratamento i.p. com os antagonistas adenosinérgicos (30 min antes dos
experimentos) cafeina (antagonista ndo-seletivo, 3; 10 ou 30 mg/kg, i.p.), DPCPX
(antagonista A, 0,5; 1 ou 3 mg/kg) ou ZM241385 (antagonista Az, 0,1; 0,5 ou 1,0
mg/kg) no tempo de investigacao quando um rato jovem diferente foi apresentado ao rato
adulto apos um intervalo de 30 min. As barras representam o tempo de investigacdao
(média + E.P.M.) de 7-8 animais por grupo.
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Além disso, administracdo de cafeina (3 — 30 mg/kg, i.p.), DPCPX (0,5 — 3

mg/kg, ip.) e ZM241385 (0,1 — 1,0 mg/kg, i.p.) ndo alteraram os parametros

comportamentais de exploragdo no campo aberto (Tabela 3).

Tabela 3. Efeito da administragdo aguda (i.p.) dos antagonistas adenosinérgicos (30 min
antes dos experimentos) cafeina (antagonista nao-seletivo, 3; 10 ou 30 mg/kg, i.p.),
DPCPX (antagonista Aj, 0,5; 1 ou 3 mg/kg) ou ZM241385 (antagonista Aza, 0,1; 0,5 ou
1,0 mg/kg) nos parametros comportamentais de ratos previamente tratados com reserpina

(1 mg/kg, i.p.) e testados no campo aberto (por 5 min).

Tratamento (mg/kg) Cruzamentos Levantar N
reserpina (1) + controle 68,3 +5,7 15,7+ 1,2 7
reserpina (1) + cafeina (3) 653+54 17,3+0,7 8
reserpina (1) + cafeina (10) 74,8 +5.,4 17,1 +1,6 8
reserpina (1) + cafeina (30) 72,3+ 11,5 20,0 +5,1 7
reserpina (1) + DPCPX (0,5) 66,4 +4,8 17,3+1,7 8
reserpina (1) + DPCPX (1) 61,8 +3,9 13,1 +2,0
reserpina (1) + DPCPX (3) 69,7 +2,1 17,6 +1,3
reserpina (1) + ZM241385 (0,1) 61,6 +6,5 17,7+ 1,3
reserpina (1) + ZM241385 (0,5) 64,8 +4,9 20,0 +2,2
reserpina (1) + ZM241385 (1,0) 76,4 +2,9 253+42

Os resultados sao expressos pela média + E.P.M.
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4.4. Interacio entre os receptores A;, para adenosina e D, para dopamina no

prejuizo da memoria social induzido pela reserpina em ratos

Para avaliarmos uma possivel intera¢do entre os receptores A, para adenosina e
D, para dopamina no prejuizo da memodria social induzido pela reserpina, ratos
previamente tratados com reserpina (1 mg/kg, i.p.), 24 horas antes dos experimentos,
receberam uma dose sub-efetiva de ZM241385 (antagonista do receptor Asa, 0,1 mg/kg,
i.p.) 15 min antes da injecdo de uma dose sub-efetiva de quinpirole (agonista do receptor
D,, 0,01 mg/kg, i.p.), e foram testados 15 min depois no modelo de reconhecimento
social (Figura 10). A analise de variancia efetuada através da ANOVA de uma via
revelou um efeito significante para o fator tratamento [F(3,28) = 14,84; P<0,001].
Posterior teste de Newman-Keuls indicou que a administracdo combinada de ZM241385
e quinpirole promoveu uma reducdo significante no tempo de investigacdo quando o
mesmo rato jovem foi reapresentado apos 30 min (Figura 10A). Por outro lado, esta
administracdo combinada de ZM241385 e quinpirole nao alterou o tempo de investigagao
quando um rato jovem diferente foi utilizado durante a segunda apresentacdo (Figura
10B). Estes resultados apontam para um efeito somatdrio do bloqueio dos receptores Aja
para adenosina e a ativacdo dos receptores D, para dopamina na reversdo dos prejuizos

induzidos pela reserpina na memoria social de ratos.
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Figura 10. Efeito da co-administra¢do (i.p.) de ZM241385 (antagonista Ay, 0,1 mg/kg)
com quinpirole (agonista D,, 0,01 mg/kg) no tempo de investigacdo social de ratos
previamente tratados com reserpina (1 mg/kg, i.p.), 24 horas antes dos experimentos. As
barras representam o tempo de investigacdo (média + E.P.M.) quando o mesmo rato
jovem (A) ou um rato jovem diferente (B) foi utilizado durante a 2 apresentagdo (n=7-8
animais por grupo). *P<0.05 comparado ao tempo de investigacdo gasto durante a 1°
apresentacdo do rato jovem do mesmo grupo. #P<0.05 comparado ao tempo de
investigagdo gasto durante a 2* apresentagdo do rato jovem do grupo controle (Teste de
Newman-Keuls).
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4.5. Efeito da administracao intranasal de MPTP sobre as funcoées olfativa e

motora de ratos

Com o objetivo de avaliarmos a hipotese de que um agente quimico presente no
meio ambiente poderia utilizar a cavidade nasal como porta de entrada no organismo e
estar relacionado a etiologia da Doenca de Parkinson, n6és administramos o 1-metil-4-
fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) (0,2 mg/narina) pela via intranasal em ratos e
avaliamos as fun¢des olfativa e motora destes (através dos testes de discriminagao
olfativa e campo aberto, respectivamente), 1, 7, 14 e 21 dias apds o tratamento com o
MPTP ou solugao controle (intanasal).

A Figura 11 ilustra o efeito da administracdo intranasal de MPTP (0,2 mg/narina)
sobre a discriminagdo olfativa dos animais. A analise de variancia efetuada através da
ANOVA de duas vias (tratamento x tempo) revelou um efeito significante para o fator
tratamento [F(1,56) = 8,26; P<0,001]. Entretanto, revelou um efeito ndo significante para
o fator tempo [F(3,56) = 2,02; P=0,12], e para o fator de interacdo entre tratamento e
tempo [F(3,56) = 0,88; P=0,46]. Posterior teste de Newman-Keuls indicou que o
tratamento intranasal com MPTP promoveu um prejuizo precoce na discrimina¢ao
olfativa dos animais, podendo ser detectado ja no primeiro dia apos o tratamento com

MPTP, e sofrendo uma reversdo 21 dias apds o tratamento (Figura 11).
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Figura 11. Efeito da administracdo intranasal de MPTP (0,2 mg/narina) ou solu¢do
controle (intranasal) na discriminagdo olfativa de ratos. As barras representam a
porcentagem do tempo (média + E.P.M.) gasto em cada um dos compartimentos (n==8
animais por grupo). *P<0.05 comparado a % do tempo gasto no compartimento familiar
do respectivo grupo (Teste de Newman-Keuls).

Ja o efeito da administragdo intranasal de MPTP (0,2 mg/narina) sobre a atividade
locomotora dos animais ¢ apresentado na Tabela 4. A ANOVA de duas vias (tratamento
x tempo) revelou um efeito significante para os fatores tratamento, tempo e o fator de
interacdo nos parametros comportamentais avaliados no campo aberto: cruzamentos
[F(1,56) = 6,46; P<0,01; F(3,56) = 7,89; P<0,0001 e F(3,56) = 6,15; P<0,001,

respectivamente] e levantar [F(1,56) = 19,75; P<0,0001; F(3,56) = 14,94; P<0,0001 e
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F(3,56) = 8,68; P<0,0001, respectivamente]. Posterior teste de Newman-Keuls indicou
que o tratamento intranasal com MPTP promoveu uma reducdo significante na atividade

locomotora dos animais nos dias 14 e 21 pos-tratamento (Tabela 4).

Tabela 4. Efeito da administracdo intranasal de MPTP (0,2 mg/narina) ou solugdo

controle (intranasal) nos parametros comportamentais de ratos testados no campo aberto

(por 5 min).

Tratamento Dia Cruzamentos Levantar N

controle 1 74,6 + 8,1 17,1 +1,9 8

MPTP 1 79,1 +7,5 18,5+ 1,6 8

controle 7 71,1 +7,4 16,4 + 0,7 8

MPTP 7 80,0 £ 6,3 16,1 +1,2 8

controle 14 62,1 +79 16,1 +0,8 8

MPTP 14 42,9 +6,5* 7,4 +1,2% 8

controle 21 739+7,5 148+ 1,1 8

MPTP 21 29,0 + 4,6* 6,2 +1,3* 8

Os resultados sdo expressos pela média + E.P.M. *P<0,05 comparado ao grupo controle

do mesmo dia pos-tratamento (Teste de Newman-Keuls).
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4.6. Efeito da administracdo intranasal de MPTP sobre os processos de

aprendizado e memoria em ratos

Para avaliarmos um possivel efeito da administragdo intranasal de MPTP (0,2
mg/narina) no desempenho dos animais em modelos de aprendizado e memoria,
utilizamos os testes de reconhecimento social e as trés versdes do labirinto aquatico de
Morris 7 dias ap6s o tratamento com MPTP ou solugdo controle (intranasal). Como
demonstrado anteriormente (Tabela 4), neste intervalo os animais ndo apresentam
alteracdes locomotoras significativas que poderiam dificultar a interpretagdo dos
resultados.

No teste de reconhecimento social, administracdo intranasal de MPTP (0,2
mg/narina) prejudicou a capacidade de reconhecimento dos ratos adultos, indicado por
um aumento no tempo de investigacdo quando o mesmo rato jovem foi re-apresentado
apos um intervalo de 30 min [t= -12,63; P<0,0001; Teste “t” de Student] (Figura 12A).
Como ilustrado na Figura 12B, quando um rato jovem diferente daquele utilizado durante
a primeira apresentacdo foi exposto ao rato adulto, nenhuma redugdo significante no
tempo de investigagdo pode ser observada, independente do tratamento (controle ou

MPTP) [t=-0,14; P=0,89; Teste “t” de Student].
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Figura 12. Efeito da administracdo intranasal de MPTP (0,2 mg/narina) ou solucdo
controle (intranasal) no tempo de investigacdo quando o mesmo rato jovem (A) ou um
rato jovem diferente (B) daquele utilizado durante a 1* apresentagdo foi exposto ao rato
adulto ap6s um intervalo de 30 min. As barras representam o tempo de investigacao
(média + E.P.M.) de 8 animais por grupo.*P<0.05 comparado ao tempo de investigacdo
gasto durante a 1* apresentagio do rato jovem do mesmo grupo (Teste “t” de Student).
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A Figura 13 ilustra os efeitos da administracdo intranasal de MPTP (0,2
mg/narina) sobre o desempenho dos animais em trés versdes do labirinto aquatico de
Morris. Os grupos controle demonstraram tipica curva de aprendizagem nos
procedimentos utilizados, sendo verificada uma significante redu¢do na laténcia para
encontrar a plataforma ao longo dos sucessivos treinamentos. A ANOVA de duas vias
(tratamento x fator de repeti¢do) indicou que o tratamento com MPTP causou um
significante prejuizo no desempenho dos animais nas tarefas de memoria operacional
[F(1,12) = 7,98; P<0,01] (Figura 13A) e memoria de procedimento com pista visual
[F(1,14) = 20,05; P<0,01] (Figura 13C). Por outro lado, como ilustrado na Figura 13B, a
administracao intranasal de MPTP nao prejudicou o desempenho dos animais na tarefa do

labirinto aquatico, versdo memdria espacial de referéncia [F(1,13) = 0,16; P=0,70].
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Figura 13. Efeito da administra¢do intranasal de MPTP (0,2 mg/narina) ou solugao
controle (intranasal) sobre o desempenho dos animais nas trés versdes do labirinto
aquatico. Os valores sdo expressos pela laténcia para encontrar a plataforma (média +
E.P.M.) de 7-8 animais por grupo. *P<0,05 comparado ao grupo controle (Teste de
Newman-Keuls).
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4.7. Efeito da administracao intranasal de MPTP sobre os niveis cerebrais de

dopamina e seus metabdlitos

Com o objetivo de verificar possiveis alteragdes nos niveis cerebrais de dopamina
(DA) e de seus metabolitos ndo-conjugados, o acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC)
e o acido homovanilico (HVA) pela administragdo intranasal de MPTP (0,2 mg/narina),
procedeu-se a dosagem destes compostos por cromatografia liquida de alta pressdo
(HPLC) no bulbo olfatério, estriado, cortex pré-frontal e hipocampo de ratos nos mesmos
intervalos (1, 7, 14 ou 21 dias) ap6s o tratamento com MPTP utilizados nos experimentos
comportamentais.

A Figura 14 ilustra os niveis de DA no bulbo olfatorio de ratos apds diferentes
intervalos (1, 7, 14 e 21 dias) da administragdo intranasal de MPTP (0,2 mg/narina) ou
solu¢do controle (intranasal). A ANOVA de duas vias (tratamento x tempo) revelou um
efeito significante para os fatores tratamento [F(1,32) = 12,98; P<0,001] e tempo
[F(3,32) = 2,91; P<0,05]. Entretanto, revelou um efeito ndo significante para o fator de
interagdo [F(3,32) = 0,88; P=0,46]. Posterior teste de Newman-Keuls revelou que o
tratamento intranasal com MPTP promoveu uma redu¢do significante nos niveis de DA
no bulbo olfatério de ratos nos intervalos de 1, 7 e 14 dias apos o tratamento, sendo que
estes retornam aos niveis basais 21 dias apos a administracdo do MPTP (Figura 14).

No estriado, a ANOVA de duas vias (tratamento x tempo) revelou um efeito
significante para o fator tratamento e o fator de interagdo (tratamento X tempo) nos niveis
de DA [F(1,32) = 6,02; P<0,001 e F(3,32) = 5,96, P<0,001, respectivamente] e de seus

metabolitos DOPAC [F(1,32) = 13,84; P<0,0001 e F(3,32) = 6,84; P<0,001,
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respectivamente] ¢ HVA [F(1,32) = 17,14; P<0,001 e F(3,32) = 6,28; P<0,001,
respectivamente]. Entretanto revelou um efeito ndo significante para o fator tempo nos
niveis de DA [F(3,32) = 2,08; P=0,12], DOPAC [F(3,32) = 2,92; P=0,09] ¢ HVA
[F(3,32) = 1,12; P=0,36]. Posterior teste de Newman-Keuls indicou que esta redugdo nos
niveis de DA, DOPAC e HVA no estriado ocorreu mais tardiamente em comparagao ao
bulbo olfatério, sendo verificada nos interavalos de 14 e 21 dias ap6s a administracido

intranasal do MPTP (Figura 15).
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Figura 14. Efeito da administracdo intranasal de MPTP (0,2 mg/narina) ou solu¢do
controle (intranasal) sobre os niveis de dopamina (DA) no bulbo olfatério de ratos. Os
valores sdo expressos pela média + E.P.M. de 5 animais por grupo. *P<0,05 comparado
ao grupo controle do mesmo dia (Teste de Newman-Keuls).



70

A Estriado
8000-
< —_controle
o —~
© S 60004 . = MPTP
T -6 *
o 9
lg-o-n
8 8 4000-
3o
g2
o — 2000
o
0_
1 7 14 21 dias
B
o  1200-
E [controle
0% = MPTP
ol .
g § 800+
o *
] X
g
§ E 400+
c
3
0- .
1 7 14 21 dias
C
750
<>t [ controle
Io = MPTP
o T
Eg 500 * *
g3
to
§ g 250
[e)
o
0_
1 7 14 21 dias

Figura 15. Efeito da administracdo intranasal de MPTP (0,2 mg/narina) ou solu¢do
controle (intranasal) sobre os niveis de dopamina (DA) e de seus metabolitos, o acido
3.,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) e o 4cido homovanilico (HVA) no estriado de ratos.
Os valores sdo expressos pela média + E.P.M. de 5 animais por grupo. *P<0,05
comparado ao grupo controle do mesmo dia (Teste de Newman-Keuls).



71

Para fazermos uma correlagdo com os resultados comportamentais obtidos no
teste do labirinto aquatico de Morris, 7 dias ap6s a administragcdo intranasal de MPTP
(0,2 mg/narina) ou solucdo controle (intranasal), realizamos a dosagem de DA e seus
metabolitos DOPAC e HVA no cortex pré-frontal e hipocampo de ratos. Como ilustrado
na Figura 16, a administragdo intranasal de MPTP causou uma reducdo significante nos
niveis de DA [t=2,89; P<0,05] e de seus metabolitos DOPAC [t=9,33; P<0,0001] e HVA

[t=3,02; P<0,01] no cortex pré-frontal de ratos.
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Figura 16. Efeito da administracdo intranasal de MPTP (0,2 mg/narina) ou solucdo
controle (intranasal) sobre os niveis de dopamina (DA) e de seus metabolitos, o acido
3.4-dihidroxifenilacético (DOPAC) e o acido homovanilico (HVA) no cortex pré-frontal
de ratos. Os valores sdo expressos pela média + E.P.M. de 5 animais por grupo. *P<0,05
comparado ao grupo controle do mesmo dia (Teste “t” de Student).
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Por outro lado, a administragdo intranasal de MPTP (0,2 mg/narina) ndo alterou

significativamente os niveis de DA no hipocampo de ratos [teste “t” de Student: t=0,46;

P=0,65] (Figura 17).
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Figura 17. Efeito da administracdo intranasal de MPTP (0,2 mg/narina) ou solucdo
controle (intranasal) sobre os niveis de dopamina (DA) no hipocampo de ratos. Os
valores sdo expressos pela média + E.P.M. de 5 animais por grupo.
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4.8. Efeito da administracdo intranasal de MPTP sobre a expressio da enzima

tirosina hidroxilase (TH) no bulbo olfatério e substancia negra de ratos

Com o objetivo de verificar possiveis alteracdes no padrdo de expressdo da
enzima tirosina hidroxilase (TH) (utilizada como um marcador de neurdnios
dopaminérgicos) apés o tratamento intranasal com MPTP, foi realizado o ensaio de
imunodeteccdo de proteinas (“western blot”’) nos mesmos intervalos (1, 7, 14 e 21 dias)

utilizados nos experimentos comportamentais.
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Figura 18. Efeito da administracdo intranasal de MPTP (0,2 mg/narina) ou solucdo
controle (intranasal) sobre a expressdo da enzima tirosina hidroxilase (TH) no bulbo
olfatorio (A) e substancia negra (B) de ratos. Os valores sdo expressos pela média +
E.P.M. de 3 animais por grupo. *P<0,05 comparado ao grupo controle (Teste de
Newman-Keuls).
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Como ilustrado na Figura 18, a ANOVA de uma via indicou que a administragdo
intranasal de MPTP (0,2 mg/narina) promoveu uma redugdo significante na expressao da
TH no bulbo olfatério [F(4,5) = 1,40; P<0,05] (Figura 18A) e na substincia negra
[F(4,10) =4,61; P<0,05] (Figura 18B) de ratos. Posterior teste de Newman-Keuls indicou
que esta reducdo na expressao da TH ocorreu primeiramente no bulbo olfatorio (dia 1),

sendo verificado mais tardiamente na substancia negra (dias 7-21) (Figura 18).

4.9. Efeito da administraciao intranasal de MPTP sobre os niveis de marcadores do

estresse oxidativo — parametros antioxidantes

Com o objetivo de caracterizar um possivel estresse oxidativo em conseqiiéncia
da administracdo intranasal de MPTP, foram mensurados os parametros antioxidantes:
niveis de glutationa total (GSH-t) e a atividade das enzimas glutationa peroxidase (GPx)
e glutationa redutase (GR), apds diferentes intervalos do tratamento com MPTP. A
quantificagdo dos parametros antioxidantes foi realizada em intervalos curtos (0,5; 2, 6
24 horas) ap6s a administragdo intranasal de MPTP, uma vez que o estresse oxidativo
pode representar um dos primeiros eventos do mecanismo de neurotoxicidade do MPTP
(JACKSON-LEWIS et al., 1995; SRIRAM et al., 1997).

A Figura 19 ilustra os efeitos da administracdo intranasal de MPTP (0,2
mg/narina) sobre os niveis de glutationa total (GSH-t) em diferentes areas cerebrais do

rato. A ANOVA de uma via indicou que o tratamento com MPTP promoveu um aumento
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significativo nos niveis de GSH-t no bulbo olfatério [F(4,20) = 4,36; P<0,01], estriado
[F(4,20) = 5,69; P<0,001] e hipocampo [F(4,20) = 5,80; P<0,01], entretanto, ndo alterou
os niveis de GSH-t na substancia negra [F(4,8) = 0,48; P=0,75] de ratos. O teste post-hoc
de Newman-Keuls indicou que este efeito do MPTP sobre os niveis de GSH-t no bulbo

olfatorio, estriado e hipocampo foi mais pronunciado 6 horas apos a sua administragao
(Figura 19).
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Figura 19. Efeito da administra¢ao intranasal de MPTP (0,2 mg/narina) ou solugdo
controle (intranasal) sobre os niveis de glutationa total (GSH-t) no bulbo olfatério,
estriado, substancia negra e hipocampo de ratos. Os valores sdo expressos pela média +
E.P.M. de 5 animais por grupo. *P<0,05 comparado ao grupo controle (Teste de

Newman-Keuls).
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Figura 20. Efeito da administra¢do intranasal de MPTP (0,2 mg/narina) ou solugao
controle (intranasal) sobre a atividade da enzima glutationa redutase (GR) no bulbo
olfatdrio, estriado, substancia negra e hipocampo de ratos. Os valores sdo expressos pela

média + E.P.M. de 5 animais por grupo.

O efeito da administragdo intranasal de MPTP (0,2 mg/narina) sobre a atividade
das enzimas glutationa redutase (GR) e glutationa peroxidase (GPx) em diferentes areas
cerebrais de rato ¢ apresentado nas Figuras 20 e 21, respectivamente. A ANOVA de uma

via revelou que o tratamento com MPTP nao alterou significativamente a atividade destas
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enzimas em nenhumas das areas cerebrais investigadas: bulbo olfatorio [GR: F(4,20) =
2,44; P=0,08; GPx: F(4,20) = 1,23; P=0,33], estriado [GR: F(4,20) = 1,94; P=0,14; GPx:
F(4,20) = 0,16; P=0,96], substancia negra [GR: F(4,6) = 1,28; P=0,37; GPx: F(4,6) =

2,64; P=0,14] e hipocampo [GR: F(4,20) = 1,42; P=0,26; GPx: F(4,20) = 1,57; P=0,22]

(Figuras 20 e 21).
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Figura 21. Efeito da administracdo intranasal de MPTP (0,2 mg/narina) ou solucdo
controle (intranasal) sobre a atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx) no bulbo
olfatorio, estriado, substincia negra e hipocampo de ratos. Os valores sdo expressos pela

média + E.P.M. de 5 animais por grupo.
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4.10. Efeito da administracao intranasal de MPTP sobre a ativacdo da proteina

quinase de C-Jun N-terminal (JNK)

Com o objetivo de verificar possiveis alteracdes na ativagdo da proteina JNK apos
diferentes intervalos (30 min — 21 dias) do tratamento intranasal com MPTP, foi realizado
o ensaio de imunodeteccdo de proteinas (“western blot”) para a forma fosforilada
(ativada) das trés isoformas (JNK1, JNK2 e JNK3) desta proteina.

Como ilustrado na Figura 22, em condigdes basais foi observado um baixo nivel
de ativagdo da proteina JNK no bulbo olfatorio e substincia negra de ratos. Por outro
lado, a ANOVA de uma via indicou que a administracdo intranasal de MPTP (0,2
mg/narina) promoveu um aumento marcante no nivel de ativacdo dessa proteina no bulbo
olfatorio [F(9,10) = 0,78; P<0,0001] (Figura 22A) e na substancia negra [F(9,10) = 4,61;
P<0,0001] (Figura 22B) de ratos. Posterior teste post-hoc de Newman-Keuls revelou que
este aumento na atividade da JNK induzido pela administrag@o intranasal de MPTP pode

ser detectada em ambas estruturas em todos os intervalos investigados (30 min — 21 dias).
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Figura 22. Efeito da administracdo intranasal de MPTP (0,2 mg/narina) ou solucdo
controle (intranasal) sobre a ativa¢dao da proteina quinase de c-Jun N-terminal (JNK) no
bulbo olfatdrio (A) e substancia negra (B) de ratos. Os valores sdo expressos pela média
+ E.P.M. de 3 animais por grupo. *P<0,05 comparado ao grupo controle (Teste de

Newman-Keuls).
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5. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que a administracdo intraperitoneal
(i.p.) de reserpina induz prejuizos significativos na capacidade de discriminagdo olfativa
e memdria social de ratos, sendo estes prejuizos revertidos pelo bloqueio dos receptores
A para adenosina e da ativacdo dos receptores D, para dopamina. Além disso, este
estudo demonstra pela primeira vez que a administracdo intranasal de MPTP ¢ capaz de
induzir prejuizos progressivos nas funcgdes olfativa, cognitiva e motora dos animais,
sendo estas alteragdes comportamentais acompanhadas pela redugdo na expressdo da
enzima tirosina hidroxilase e nos niveis de dopamina em diferentes areas cerebrais. Os
presentes resultados indicam ainda que a morte de neurdnios dopaminérgicos induzida
pela administragdo intranasal de MPTP pode estar associada a geracdo de estresse
oxidativo e processo apoptotico mediado por JNK.

Embora desde a sua descri¢do inicial, feita por James Parkinson em 1817, a
doenca de Parkinson (DP) venha sendo caracterizada como um disturbio do movimento
(RIEDERER e WUKETICH, 1976; JELLINGER, 1991; BARRIO et al., 1997
LINDNER et al., 1999), ¢ amplamente aceito que os pacientes parkinsonianos
manifestam também prejuizos cognitivos (DUBOIS e PILLON, 1997; FAGLIONI et al.,
1997; PILLON et al., 1998; STEBBINS et al., 1999) e olfativos (DOTY et al., 1988,
1995; HAWKES et al., 1997, 1999), sendo que estes podem ser observados mesmo nos
estagios iniciais da doenca, antes que as alteragdes motoras sejam percebidas

(FAGLIONTI et al., 1997; HAWKES et al., 1999).
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Por outro lado, o aumento do conhecimento acerca da fisiopatologia da DP, seus
sintomas e o desenvolvimento de tratamentos mais efetivos depende da existéncia de
modelos animais representativos. A DP ¢ uma das varias doengas humanas que parece
ndo ocorrer espontaneamente em outros animais. Entretanto, conforme detalhado
anteriormente na Introducdo, as caracteristicas desta doenca podem ser mimetizadas, em
maior ou menor escala, em animais de laboratorio (como roedores) através da
administracdo de diferentes compostos (para revisio ver GERLACH e RIEDERER,
1996; DAWSON, 2000; BEAL, 2001; SHIMOHAMA et al., 2003).

Grande parte dos estudos realizados até o presente momento utilizando estes
modelos animais da DP tem sido focada em seus efeitos sobre a via dopaminérgica
nigrostriatal e a indugdo de comprometimentos motores nos animais. Entretanto, como a
DP esta associada com alteragcdes em uma variedade de fungdes, incluindo alteracdes
afetivas (SANTAMARIA et al., 1986; CUMMINGS, 1992); cognitivas (OWEN et al.,
1995; DUBOIS e PILLON, 1997, GOLDMAN et al., 1998) e olfativas (DOTY et al.,
1988,1995; HAWKES et al., 1998,1999), torna-se importante avaliar se estes modelos
animais sdo também capazes de reproduzir algumas destas alteracdes.

No presente estudo, investigamos a existéncia de prejuizos olfativos em ratos
tratados com uma dose aguda de reserpina (I mg/kg, i.p.), 24 horas antes dos
experimentos, que interfere com o armazenamento vesicular de monoaminas, levando a
uma deplecdo tempordria nos niveis de monoaminas nas terminagdes nervosas
(CARLSSON, 1975; GERLACH e RIEDERER, 1996). A administra¢cdo de reserpina em
roedores (dependendo da dose utilizada) tem sido proposta como um modelo

experimental para o estudo dos sintomas motores (CARLSSON, 1975; COLPAERT,
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1987), cognitivos (ALVES et al., 2000) e depressivos (SKALISZ et al., 2002) associados
a DP. O teste de discriminacdo olfativa utilizado, adaptado das descri¢des prévias feitas
por SOFFIE ¢ LAMBERTY (1988) ¢ recentemente modificado em nosso laboratorio
(PREDIGER et al., 2005a,b), baseia-se nas observagdes de que ratos adultos machos
preferem permanecer em ambientes impregnados com seu cheiro do que em ambientes
inodoros ou com o cheiro de outros animais (CARR et al., 1976). A administracdo aguda
de reserpina (1 mg/kg, i.p.) induziu um prejuizo significativo na discriminagdo olfativa
dos animais, que passaram a explorar os dois compartimentos (familiar e ndo-familiar) de
maneira semelhante.

Além disso, confirmando resultados prévios do nosso laboratorio (PREDIGER et
al., 2004), o presente estudo demonstra que ratos adultos tratados com reserpina (1
mg/kg, 1.p.), 24 horas antes dos experimentos, apresentaram um prejuizo na capacidade
de reconhecer um rato jovem quando este foi re-apresentado apds um curto intervalo de
tempo (30 min), sugerindo um prejuizo na memdria social. Esta resposta parece ndo estar
associada a alteracdo na atividade locomotora dos animais, uma vez que esta ndo foi
observada no teste do campo aberto.

A memoria social, avaliada através do teste de reconhecimento social, € um
modelo de memoria olfativa de curta duragdo que pode ser facilitada por drogas que
melhoram os processos de aprendizado e memoria (PERIO et al., 1989; TERRANOVA et
al., 1996; PREDIGER et al., 2005b), e prejudicada por processos fisiopatologicos (como
isquemia, envelhecimento, etc) que sabidamente interferem com os processos de

aprendizado e meméria (TERRANOVA et al., 1994; PREDIGER et al., 2005a).
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Os presentes resultados estdo de acordo com trabalhos prévios da literatura que
indicam a importancia das monoaminas na memoria social de ratos. GRIFFING e
TAYLOR (1995) demonstraram que a memdria social de ratos pode ser facilitada ou
prejudicada, respectivamente, por um aumento ou redu¢do nos niveis de noradrenalina no
SNC. Além disso, LETTY e colaboradores (1997) demonstraram que a serotonina ¢
capaz de melhorar a memoria social de ratos através da ativacdo dos receptores 5-HT4.

Por outro lado, diferentes linhas de evidéncia sugerem o envolvimento da
dopamina (DA) em processos cognitivos e olfativos, tanto em humanos quanto em
roedores. Em ratos, estruturas cerebrais relacionadas aos processos de aprendizado e
memoria, como o hipocampo, o cortex pré-frontal e o estriado, sdo inervadas por
neurdnios dopaminérgicos (BAULAC et al., 1986; SEAMANS et al., 1998). A disfuncao
dopaminérgica nestas areas esta relacionada ao prejuizo seletivo das memorias espacial,
operacional e de procedimento (ou hébitos), respectivamente (GASBARRI et al., 1996;
DA CUNHA et al., 2001, 2003; MIYOSHI et al., 2002). Além disso, o bulbo olfatério de
mamiferos contém um grande nimero de interneurdnios dopaminérgicos que sdo muito
importantes no processamento de odores (HALASZ et al., 1977, HALASZ e
SHEPHERD, 1983; DOTY e RISSER, 1989; DAVILA et al., 2003).

Em roedores, estudos prévios tém demonstrado um prejuizo nas fungdes olfativas
em conseqiiéncia de tratamentos que reduzem a neurotransmissdo dopaminérgica, como
MPTP (DLUZEN e KREUTZBERG, 1993) e reserpina (PREDIGER et al., 2004). A DA
parece ser também importante para os processos de aprendizado e memoria olfativa, uma
vez que seus niveis cerebrais aumentam durante o aprendizado olfativo (KENDRICK et

al., 1988; COOPERSMITH et al., 1991; KEVERNE et al., 1993), sendo que a deplecao
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de DA ou a administragdo de antagonistas dopaminérgicos prejudicam a memoria
olfativa (WELDON et al., 1991; DLUZEN ¢ KREUTZBERG, 1993; PREDIGER et al.,
2004).

A clonagem e a identificacdo dos receptores dopaminérgicos t€m revelado a
existéncia de cinco diferentes subtipos de receptores (para revisdo ver OGAWA, 1995).
Os receptores do tipo D, incluem os subtipos D4 € D do rato (também chamados D; e
Ds em humanos), que estimulam a enzima adenilato ciclase. J4 os receptores do tipo D;
incluem os subtipos D,, D3 e D4 que inibem a enzima adenilato ciclase (OGAWA, 1995).

No presente estudo, a administracdo de doses agudas do agonista seletivo do
receptor D, para DA quinpirole (0,05 — 0,1 mg/kg, i.p.), mas ndo do agonista seletivo do
receptor D; para DA SKF 38393 (0,5 — 3 mg/kg, i.p.), 15 min antes dos experimentos,
reverteu os prejuizos na discriminacdo olfativa e memoria social induzidos pela injecao
de reserpina (1 mg/kg, i.p.). Os presentes resultados estdo de acordo com muitos estudos
que demonstram a importancia dos receptores D, para DA em processos olfativos. Existe
uma predominancia de receptores dopaminérgicos do subtipo D, no nervo olfativo e
camadas glomerulares do bulbo olfatorio de ratos (CORONAS et al., 1997). Em um
estudo prévio, demonstramos que a administragdo dos antagonistas dopaminérgicos
haloperidol (ndo-seletivo) e sulpirida (antagonista do receptor D), mas ndo de SCH
23390 (antagonista do receptor D), prejudica a memoria social de ratos (PREDIGER et
al., 2004). Existem também evidéncias de que experiéncias olfativas podem alterar os
niveis de DA e a densidade de receptores D, no bulbo olfatério de roedores
(COOPERSMITH et al., 1991; GUTHRIE et al., 1991). Em conjunto, estes resultados

sugerem que a ativag¢do dos receptores D, para DA induzem uma inibicdo tempordria de
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sinapses reciprocas (entre células mitrais e granulares) no bulbo olfatério de ratos, sendo
este um passo critico na formacdo de memorias olfativas (para revisdo ver BRENNAN e
KEVERNE, 1997). Este, provavelmente, ¢ o mecanismo pelo qual o agonista
dopaminérgico quinpirole reverteu os prejuizos olfativos induzidos pela administragao de
reserpina.

Por outro lado, o potencial da cafeina e de antagonistas seletivos dos receptores
Aja para adenosina no tratamento da DP tem sido demonstrado em estudos realizados em
humanos (HELLENBRAND et al., 1996; FALL et al., 1999; ROSS et al., 2000;
ASCHERIO et al., 2001; GALE ¢ MARTYN, 2003; TAN et al., 2003) ¢ animais de
laboratorio (SVENNINGSSON et al., 1999; HAUBER et al., 2001; CHEN et al., 2001;
GEVAERD et al., 2001b). Estes estudos sugerem que a cafeina pode estar associada a um
menor risco no desenvolvimento futuro da DP (FALL et al., 1999; TAN et al., 2003),
bem como reducdo na perda de neurdnios dopaminérgicos da via nigroestriatal (CHEN et
al., 2001), e melhoria dos sintomas motores (SVENNINGSSON et al., 1999; HAUBER
et al., 2001) e cognitivos (GEVAERD et al., 2001b) em modelos animais da DP.

Diversos estudos tém demonstrado que a adenosina apresenta efeitos opostos aos
da DA no SNC. A ativagao motora induzida por antagonistas dos receptores da adenosina
(como a cafeina) ¢ inibida pela deplecao de DA ou pelo bloqueio dos receptores da DA.
Além disso, agonistas adenosinérgicos inibem e antagonistas adenosinérgicos
potencializam a estimulacdo motora induzida por agonistas dopaminérgicos (ver FERRE
et al., 1997, 2001; FRANCO et al., 2000). Uma descoberta chave neste processo ¢ a co-

localizagdo dos receptores Di/A; e Dy/Asa no estriado, inicialmente observado em ratos
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(FERRE et al.,, 1991), mas posteriormente também descrito em humanos (DIAZ-
CABIALE et al., 2001).

Apesar do grande nUmero de trabalhos relatando os diferentes efeitos
farmacologicos e comportamentais da cafeina, o envolvimento da cafeina e dos
receptores da adenosina em fungdes olfativas tem sido praticamente ignorado. Resultados
recentes obtidos em nosso laboratério tém indicado que a adenosina parece modular a
memoria social em ratos através da ativacdo dos receptores A; e Ajs, com agonistas e
antagonistas dos receptores para adenosina, respectivamente, prejudicando e facilitando,
a memoria social (PREDIGER ¢ TAKAHASHI, 2005). Além disso, nossos resultados
prévios sugerem que a administracdo aguda de cafeina ou do antagonista seletivo dos
receptores Aa para adenosina ZM241385 ¢ capaz de reverter os prejuizos na memoria
social em ratos idosos (PREDIGER et al., 2005a) e em ratos espontaneamente
hipertensos (SHR) (PREDIGER et al., 2005b), nos quais algumas alteragdes na
neurotransmissdo adenosinérgica tém sido relatadas (DAVIES et al., 1987; MATIAS et
al., 1992; CUNHA et al., 1995; LOPES et al., 1999).

No presente estudo, a administragdo de doses agudas de cafeina (10 — 30 mg/kg,
1.p.) ou ZM241385 (0,5 — 1,0 mg/kg, i.p.), mas ndo de DPCPX (antagonista do receptor
Al, 0,5 — 3 mg/kg, i.p.), 30 min antes dos experimentos, reverteram 0s prejuizos na
discriminacdo olfativa e memoria social induzidos pela administragdo de reserpina (1
mg/kg, i.p.). E importante ser destacado que a administragdo destas mesmas doses de
DPCPX foram capazes de estender a memoria social de ratos ndo-reserpinados por um
periodo de 120 min (PREDIGER e TAKAHASHI, 2005), indicando que as doses de

DPCPX utilizadas foram efetivas, mas falharam em reverter os prejuizos induzidos pela
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reserpina. Além disso, os presentes resultados obtidos com a administragdo da cafeina e
do ZM241385 ndo estdo diretamente relacionados a alteragdes na atividade locomotora
dos animais, uma vez que estas ndo foram observadas no teste do campo aberto. Além
disso, os nossos resultados apontam para uma possivel interacao entre os receptores Aja
para adenosina e D, para DA na regulacdo de fungdes olfativas, uma vez que a
administracdo combinada de doses sub-efetivas de ZM241385 (0,1 mg/kg, ip.) e
quinpirole (0,01 mg/kg, i.p.) atenuaram os prejuizos na memoria social induzidos pela
reserpina. Embora ndo seja possivel determinar o local exato desta interagdo, algumas
consideragdes podem ser feitas. Trabalhos independentes tém demonstrado uma elevada
expressdao dos receptores Aa para adenosina (KAELIN-LANG et al., 1999) e D, para
dopamina (CORONAS et al., 1997) no bulbo olfatorio de ratos. Além disso, HADFIELD
(1997) demonstrou que a cafeina, através do bloqueio dos receptores A4 para adenosina,
¢ capaz de modular a liberacdo de diferentes neurotransmissores (incluindo a DA) no
bulbo olfatério de roedores. Desta forma, uma possivel co-localizagdo e interagdo
antagonica entre os receptores Aza/D, no bulbo olfatério, de maneira semelhante ao
observado no estriado, pode ser responsavel pelo efeito somatério observado pela
administracdo do ZM241385 e quinpirole na memoria social de ratos tratados com
reserpina.

Por outro lado, como mencionado na Introdugdo, embora a causa primaria da DP
ndo esteja completamente esclarecida, uma hipotese muito difundida atualmente, ¢ a de
que ela representaria uma doenga multifatorial decorrente da combinacdo de fatores
genéticos e ambientais (LANGSTON, 1996). Neste sentido, estudos epidemioldgicos tém

demonstrado um aumento na incidéncia da DP em populacdes expostas a certos agentes
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ambientais, como: metais e certos tipos de pesticida e herbicida (TANNER, 1989;
SEMCHUK et al., 1993; GORELL et al., 1998; ALTSCHULER, 1999; FALL et al.,
1999; VANACORE et al., 2002). Desta forma, um agente ambiental poderia influenciar
decisivamente no desenvolvimento da DP em individuos geneticamente susceptiveis
(MENESES e TEIVE, 1996).

Com o objetivo de verificar se uma toxina ou agente quimico presente no meio
ambiente poderia utilizar a cavidade nasal como porta de entrada no organismo e estar
relacionado a etiologia da DP, nés administramos o MPTP pela via intranasal em ratos.
Os efeitos do MPTP sdo dependentes da espécie estudada, sendo que em primatas
(homens, macacos e babuinos) o MPTP induz sintomas e alteracdes neuroquimicas
praticamente indistinguiveis da DP (LANGSTON et al., 1983; BURNS et al., 1983;
KOPIN ¢ MARKEY, 1988; FORNO et al., 1993; VARASTET et al., 1994, BEAL,
2001). Ja roedores (ratos e camundongos) parecem ser menos sensiveis a neurotoxicidade
induzida pelo MPTP quando comparados aos primatas, além de ndo apresentarem toda a
sintomatologia caracteristica da DP. Em camundongos, os efeitos da administracdo
sistémica do MPTP sdo dependentes do regime do tratamento, da linhagem estudada e da
idade dos animais (IRWIN et al., 1992, 1993; SEDELIS et al., 2000, 2001; SCHMIDT e
FERGER, 2001). Ja ratos sdo particularmente resistentes aos efeitos do MPTP quanto
este ¢ administrado sistemicamente (CHIUEH et al., 1984; KALARIA et al., 1987),
sendo este o principal fator responsavel pelo limitado nimero de trabalhos destinados a
investigar as acdes desta neurotoxina em ratos, chegando ao extremo de alguns autores
desaconselharem o emprego do modelo do MPTP nesta espécie (SCHMIDT e FERGER,

2001). Entretanto, tem sido demonstrado que a microinjecdo do MPTP diretamente a



89

substancia negra parte compacta (SNc) de ratos ¢ capaz de lesar seletivamente neurdnios
dopaminérgicos desta estrutura, ocasionando uma redu¢do nos niveis estriatais de DA
(HARIK et al., 1987; DA CUNHA et al., 2001; GEVAERD et al., 2001a).

No presente estudo, o procedimento utilizado para a administragdo intranasal de
MPTP foi adaptado de um estudo prévio de DLUZEN e KEFALAS (1996), que
administraram esta neurotoxina pela via intranasal em camundongos. Os resultados
obtidos no teste de discriminagdo olfativa indicam que os animais tratados com MPTP
(0,2 mg/narina) apresentaram um prejuizo precoce na capacidade de discriminar odores,
sendo este verificado 1, 7 e 14 dias ap6s a administragdo de MPTP. Estes prejuizos
olfativos induzidos pela administragao intranasal de MPTP foram acompanhados por uma
redugdo significativa nos niveis de DA e na expressdo da enzima tirosina hidroxilase
(TH) no bulbo olfatério dos animais. A TH ¢é a enzima limitante na sitese de
catecolaminas e, por esta razdo, utilizada como um marcador neuronal de neurdnios
dopaminérgicos. As alteracdes neuroquimicas no bulbo olfatério induzidas pela
administracdo intranasal de MPTP foram mais pronunciadas no dia 1 apos o tratamento,
verificando-se uma redug¢do de aproximadamente 54% nos niveis de DA e 50% no
nimero de neurdnios reativos para TH.

De maneira interessante, o prejuizo na discriminagdo olfativa induzido pela
administracdo intranasal de MPTP sofreu uma reversdo 21 dias apds este tratamento.
Neste intervalo, os experimentos com dosagens neuroquimicas indicam que os niveis de
DA, bem como a expressao da enzima TH, no bulbo retornaram aos valores basais. Uma
possivel explicagdo para estes resultados, ¢ de que a lesdo dos neurénios dopaminérgicos

no bulbo olfatério induzida pela administrag@o intranasal de MPTP tenha sido regenerada
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apos este periodo (21 dias). Isto se deve ao fato do bulbo olfatério representar uma das
estruturas do SNC (tanto em humanos quanto em roedores) dotada da capacidade de
produzir novos neurénios mesmo em individuos na idade adulta, um processo conhecido
como neurogénese (para revisdo ver HACK et al., 2005; LLEDO e SAGHATELYAN,
2005). Em acordo com a nossa hipdtese, YAMADA e colaboradores (2004)
demonstraram recentemente que a administragdo i.p. de MPTP (4 injecdes na dose de 20
mg/kg) em camundongos da linhagem C57BL6 produz uma perda significante de
neurdnios dopaminérgicos do bulbo olfatério destes animais. Entretanto, os autores
verificaram que a partir de uma semana apo6s o tratamento com MPTP, ocorreu um
processo de neurogénese seletivo de neuronios dopaminérgicos no bulbo olfatério dos
camundongos (YAMADA et al., 2004).

Os nossos resultados sugerem também que a administragdo intranasal de MPTP
(0,2 mg/narina) promoveu um prejuizo mais tardio na atividade locomotora dos animais,
sendo este efeito observado no teste do campo aberto 14 e 21 dias ap6s o tratamento com
MPTP. Este comprometimento motor foi acompanhado por uma redugdo significante nos
niveis estriatais de DA (32%), DOPAC (43%) e HVA (27%), bem como na expressdo da
enzima TH (27%) na substincia negra dos animais. Os presentes resultados contrastam
com trabalhos prévios da literatura nos quais o MPTP tem sido administrado
bilateralmente a SNc¢ de ratos. Nestes estudos, a infusao de MPTP nao causa nenhum
prejuizo significativo na fun¢do motora dos animais, quando esta ¢ avaliada 18-21 dias
apos a cirurgia (DA CUNHA et al., 2001; GEVAERD et al., 2001b; MIYOSHI et al.,
2002; FERRO et al., 2005), sendo observada uma hiperlocomog¢do dos animais 6 dias

apo6s a administracdo intranigral de MPTP (FERRO et al., 2005). Uma possivel
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explicagdo para esta discrepancia dos resultados, ¢ que em contraste aos estudos
utilizando a infusdo bilateral de MPTP a SNc de ratos, onde verifica-se uma lesdo
dopaminérgica homogénea nos dois hemisférios, a administracdo intranasal de MPTP
pode estar induzindo uma difusdo ndo-homogénea desta neurotoxina no SNC dos animais
e, conseqiientemente, causando um desequilibrio nos niveis de DA nos dois estriados e
resultando nas alteragdes motoras. Uma outra possivel explicagdo para os prejuizos
motores observados no presente estudo, ¢ que o MPTP, quando administrado pela via
intranasal, poder lesionar neuronios noradrenérgicos do locus ceruleus, sendo esta uma
das principais maneiras de se induzir acinesia em ratos (LE e LU, 1995; SRINIVASAN E
SCHMIDT, 2003). Corroborando com esta hipdtese, DLUZEN e KEFALAS (1996)
demonstraram que a administra¢cdo intranasal de MPTP ¢ capaz de reduzir os niveis de
noradrenalina no estriado de camundongos.

O fato da administra¢do intranasal de MPTP ter promovido alteracdes olfativas
antes de afetar a funcdo motora dos animais parece estar de acordo com os estudos
clinicos existentes nesta area, que descrevem que os prejuizos olfativos apresentados por
pacientes parkinsonianos podem ser detectados antes mesmo do aparecimento dos
sintomas classicos motores (DANIEL e HAWKES, 1992; DOTY et al., 1995;
BERENDSE et al., 2001). Segundo BRAAK e colaboradores (2004), diferentes areas
olfativas, juntamente com o tronco cerebral, seriam as primeiras areas acometidas pelo
processo neurodegenerativo verificado na DP, representando os estagios pré-sintomaticos
1-2 desta doenga. Portanto, os nossos resultados estendem a idéia de que o
desenvolvimento de técnicas mais precisas, que permitam mensurar este prejuizo olfativo

precocemente, pode vir a representar uma importante ferramenta para o diagnostico da
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DP em seus estagios iniciais, melhorando a eficacia do seu tratamento (DOTY et al.,
1984, 1995; DANIEL e HAWKES, 1992; BECKER et al., 2002).

Por outro lado, uma vez que os pacientes parkinsonianos manifestam também
prejuizos cognitivos (DUBOIS e PILLON, 1997; FAGLIONI et al., 1997; PILLON et al.,
1998; STEBBINS et al., 1999), nos avaliamos o efeito da administracdo intranasal de
MPTP (0,2 mg/narina) sobre a memdria social e o desempenho dos animais em trés
versoes do labirinto aquéatico de Morris. Os testes foram realizados 7 dias apds a
administracdo do MPTP, sendo que neste intervalo os animais ndo apresentam alteragdes
motoras significativas que pudessem dificultar a interpretagdo dos resultados. Ratos
adultos tratados com MPTP (0,2 mg/narina) apresentaram um prejuizo significativo na
capacidade de reconhecer um rato jovem quando este foi re-apresentado apds um curto
intervalo de tempo (30 min), sugerindo um prejuizo na memoria social. Em acordo com
os nosso resultados, DLUZEN e KREUTZBERG (1993) demonstraram que a
administracdo i.p. de MPTP (4 injecdes na dose de 10 mg/kg) promove um prejuizo na
memoria social de camundongos. Além disso, como ja descrito anteriormente, 0s
presentes resultados reforcam estudos prévios que demonstram a importancia da DA em
processos olfativos, incluindo a formacao de memorias olfativas (COOPERSMITH et al.,
1991; GUTHRIE et al., 1991; CORONAS et al., 1997; PREDIGER et al., 2004).

Existem muitos trabalhos na literatura indicando que os diferentes tipos de
memoria sdo organizados e controlados por sistemas neuroanatdmicos distintos
(PACKARD et al.,, 1989; PACKARD e McGAUGH, 1992; MOSCOVITCH, 1994;
MILNER et al., 1998; WHITE ¢ McDONALD, 2002; DA CUNHA et al., 2003). Por

exemplo, a lesdo do sistema hipocampal prejudica seletivamente o desempenho de
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roedores nos testes em que a memoria espacial ¢ necessaria para a sua realizacao,
enquanto que a lesdo do caudado-putamen (estriado) prejudica seletivamente o
desempenho nos testes em que se avalia a memoria implicita/procedural (ex.: versdo do
labirinto aquatico em que a plataforma ¢ sinalizada por uma pista visual) (PACKARD et
al., 1989; PACKARD ¢ MCGAUGH, 1992, 1996; MIYOSHI et al., 2002; DA CUNHA

et al., 2003).

No presente estudo, a administragdo intranasal de MPTP (0,2 mg/narina)
promoveu um prejuizo significativo no desempenho dos animais nas tarefas de memoria
operacional e memoria de procedimento (ou habito) do labirinto aquatico. Estes prejuizos
nos processos de aprendizado e memoria foram acompanhados pela reducdo significativa
nos niveis de DA (63%), DOPAC (74%) e HVA (65%) no cortex pré-frontal, embora no
estriado, esta redugdo tenha sido observada somente mais tardiamente (dia 14).
Entretanto, o desempenho dos animais na tarefa de memoria espacial de referéncia, bem
como os niveis de DA no hipocampo, ndo foi afetado pela administacdo intransal de
MPTP. Estes resultados comportamentais € neuroquimicos sd3o muito parecidos aos
obtidos por MIYOSHI e colaboradores (2002), onde a administracio de MPTP na SNc de
ratos promoveu um prejuizo no desempenho dos animais nas tarefas de memoria
operacional e de procedimento, sem alterar a memoria espacial de referéncia, no labirinto

aquatico.

Novamente, os resultados obtidos com a administracao intranasal de MPTP em
ratos apresentam semelhanangas com a condi¢do clinica. Embora existam divergéncias
quanto aos tipos de memoria que estariam comprometidos na DP, diversos estudos tém

demonstrado que tanto as memorias implicitas (BONDI e KASZNIAK, 1991;
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FERRARO et al., 1993; RONCACCI et al., 1996) quanto as memorias operacionais
(DUBOIS e PILLON, 1997; STEBBINS et al., 1999; COSTA et al., 2003; CRUCIAN ¢
OKUN, 2003) encontram prejudicadas, enquanto que as memorias declarativas estariam
mais preservadas na DP (FLOWERS et al., 1984; KNOWLTON et al., 1996; DUBOIS e

PILLON, 1997; RIEKKINEN et al., 1998).

A neurotoxicidade induzida pelo MPTP envolve a sua conversdo no ion 1-metil-
4-fenil piperidinio (MPP") pela agdo da enzima monoamina oxidase B (MAO-B), sendo
este entdo captado pelo sistema de transporte da dopamina nos terminais dopaminérgicos
nigroestriatais. Uma vez no interior do neurdnio dopaminérgico, o MPP" se concentra
principalmente na mitocondria, onde ele inibe o complexo I da cadeia de transporte de
elétrons, acarretando uma reducdo na produgdo de adenosina trifosfato (ATP) e aumento
na formacao de radicais livres e espécies reativas de oxigénio (ERO) (LANGSTON et al.,
1984; RAMSAY e SINGER, 1986; HASEGAWA et al., 1990; 1997; TRIPTON e
SINGER, 1993; BEAL, 2001). Dessa maneira, a geragdo de “estresse oxidativo” parece
representar um dos principais mecanismos da neurotixicidade induzida pelo
MPTP/MPP". O estresse oxidativo ¢ definido como um distirbio no balago
pré/antioxidante, em favor do primeiro, podendo acarretar dano ao DNA, lise
mitocondrial, influxo e desbalanco intracelular de célcio, oxidagdo de proteinas e
lipoperoxidagdo de membranas celulares e, conseqiientemente, dano celular (MARKS et
al., 1996; SIES, 1997, HALLIWELL, 2001). Estudos prévios tém demonstrado que o
tratamento com diferentes antioxidantes, como a vitamina E, p-caroteno e 4acido
ascorbico, ¢ capaz de atenuar a neurotoxicidade induzida pelo MPTP em camundongos

(PERRY et al., 1985; ODUNZE et al., 1990). Além disso, camundongos transgénicos que
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apresentam uma expressdo aumentada das enzimas antioxidantes Cu/Zn superdxido
dismutase (SOD-1) e Mn superoxido dismutase (SOD-2) sdo mais resistentes a
toxicidade do MPTP (PRZEDBORSKI et al., 1992; KLIVENYI et al., 1998). Em
contrapartida, os efeitos neurotdéxicos do MPTP sdo exacerbados em camundongos que
apresentam deficiéncia destas enzimas (ZHANG et al., 2000; ANDREASSEN et al.,

2001).

No presente estudo, de acordo com resultados prévios da literatura (HUNG e
LEE, 1998), a administa¢do intranasal de MPTP ndo alterou a atividade das enzimas
antioxidantes glutationa redutase (GR) e glutationa peroxidase (GPx) em nenhuma das
areas cerebrais investigadas. Entretanto, verificamos um aumento significativo nos niveis
de glutationa total (GSH-t) no bulbo olfatério, estriado e hipocampo de ratos, 6 horas
apos a administracdo intranasal de MPTP. Contrastando com estes resultados, estudos
prévios demonstram uma redu¢do nos niveis cerebrais de GSH-t em ratos tratados com
MPTP (LERET et al., 2002), bem como em pacientes parkinsonianos (SIAN et al.,
1994a,b). Entretanto, refor¢ando os nossos resultados, SRIRAM e colaboradores (1997)
demonstraram que a administracdo de MPTP (30 mg/kg, s.c.) em camundongos, promove
inicialmente (2 horas ap6s o tratamento) uma reducao nos niveis de GSH-t no estriado e
mesencéfalo, o que ¢ acompanhado pela produgdo de ERO. Como a produ¢do de ERO
permancia aumentada, verificou-se um aumento tardio nos niveis de GSH-t (6-8 horas
apos o tratamento com MPTP). Portanto, o presente aumento nos niveis de GSH-t,
verificado 6 horas apds a administragdo intranasal de MPTP, parece representar um
mecanismo de defesa do SNC na tentativa de controlar a produ¢do de ERO e evitar o

estresse oxidativo. Corroborando com esta visdo, a redu¢ao nos niveis cerebrais de GSH-t
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ou a administragdo de um precursor de GSH tem sido associada, respectivamente, com o
aumento ¢ a diminui¢do da neurotoxicidade induzida pelo MPTP (WIENER et al., 1988;

ADAMS et al., 1989).

As alteracdes na geracdo de ERO apresentam uma resposta mdxima algumas
horas apds a administragdo do MPTP, sendo que a morte neuronal induzida pelo MPTP
ocorrerd somente ap6s alguns dias desta administragdo (JACKSON-LEWIS et al., 1995).
Portanto, a geragdo de ERO parece ser um dos eventos iniciais no mecanismo de
neurotoxicidade induzido pelo MPTP, que embora ndo seja o responsavel direto pela
morte neuronal, funcionard como um ativador de diferentes eventos celulares que
acarretardo a morte dos neurdnios dopaminérgicos (para revisdo ver DAUER e

PRZEDBORSKI, 2003; PRZEDBORSKI e VILA, 2003; PRZEDBORSKI et al., 2003).

Tem sido demonstrado que um dos eventos celulares desencadeado pelo estresse
oxidativo e que poderia estar sendo responsavel pela neurodegeneragdo dopaminérgica
induzida pelo MPTP seria um processo de apoptose mediada por proteinas quinases de c-
Jun N-terminal (JNK). SAPORITO e colaboradores (2000) demonstraram que o
tratamento com MPTP ¢ capaz de aumentar a ativagdo da JNK na substancia negra de
camundongos. Além disso, tem sido demonstrado que o tratamento com inibidores
seletivos da JNK, bem como a delecdo génica da JNK, é capaz de reduzir a perda de
neurdnios dopaminérgicos da via nigroestriatal induzida pelo MPTP em camundongos
(SAPORITO et al., 1999; HUNOT et al., 2004; WANG et al., 2004). De acordo com
estas observagdes, os presentes resultados demonstram uma expressdo aumentada da
forma fosforilada (ativada) das trés isoformas da JNK no bulbo olfatério e substincia

negra apds a administracdo intranasal de MPTP (0,2 mg/narina). Este aumento na
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ativacdo da JNK pode ser observada 30 min ap6s o tratamento com MPTP, se mantendo
por longos periodos (21 dias). Portanto, a degeneracdo dopaminérgica verificada em
diferentes areas cerebrais de ratos apds a administragdo intranasal de MPT pode estar
sendo desencadeada por um processo de apoptose mediado pela inducdo de estresse

oxidativo e a conseqiiente ativagao sustentada da JNK.

Em conclusdo, os resultados do presente estudo demonstram a presenca de
prejuizos olfativos e cognitivos em ratos apos a administracao de reserpina (i.p.) e MPTP
(intranasal), utilizados como modelos experimentais da DP. Estes prejuizos antecedem o
comprometimento das fung¢des motoras dos animais. Estes resultados confirmam e
estendem a importancia do desenvolvimento de testes olfativos especificos como uma
importante ferramenta no diagndstico precoce da DP. Além disso, os nossos resultados
sugerem o envolvimento dos sistemas adenosinérgico e dopaminérgico nos
comprometimentos olfativos e cognitivos no modelo da reserpina, reforcando o potencial
terapéutico da cafeina e de antagonistas seletivos dos receptores A4 para adenosina na
DP, além de cofirmarem o valor preditivo e por semelhan¢a do modelo da reserpina. O
presente estudo demonstra ainda que a administra¢do intranasal de MPTP em ratos ¢
capaz de induzir alteragdes neuroquimicas semelhantes as observadas na DP, indicando
que este modelo parece reproduzir melhor o avanco gradual do quadro clinico verificado
na DP, além de reforcar a hipotese de que um virus ou agente quimico, presente no meio
ambiente, poderia utilizar a cavidade nasal como porta de entrada no organismo e estar
relacionado a etiologia da DP. Finalmente, os nossos resultados indicam que a morte de
neurdnios dopaminérgicos induzidos pela administra¢do intranasal de MPTP pode estar

associada a geracdo de estresse oxidativo e processo de apoptose mediado por JNK.
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