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RESUMO

Embora a Doenca de Parkinson (DP) seja caractarigacho um disturbio do
movimento, muitos estudos tém demonstrado que ipogjuolfativos e cognitivos
antecedem os sintomas motores classicos, e ges t&itivos podem representar uma
importante ferramenta no diagndstico precoce diaca. Embora a causa primaria da
DP seja ainda desconhecida, estudos epidemioldtficosevelado que a sua incidéncia é
aumentada em decorréncia da exposicdo a algumasgogresentes no ambiente. O
presente estudo teve como objetivo avaliar possiaeéracdes nas fungdes olfativas e
cognitivas de ratos tratados com reserpina (i.gZMRIP (intranasal), utilizados como
modelos experimentais da DP; bem como o envolvilmdas sistemas adenosinérgico e
dopaminérgico nestes efeitos. Os resultados demaomst presenca de prejuizos
olfativos e cognitivos nos dois modelos utilizadegndo que estes antecedem o
comprometimento da funcdo motora dos animais. Eetedtados confirmam e estendem
evidéncias da importancia do desenvolvimento degeslfativos especificos como uma
importante ferramenta no diagnostico precoce daAXMm disso, 0S nossos resultados
sugerem o envolvimento dos sistemas adenosinérgicodopaminérgico nos
comprometimentos olfativos e cognitivos verificadmsmodelo da reserpina, reforcando
0 potencial terapéutico da cafeina e de antagsnssketivos dos receptoressApara
adenosina na DP. O presente estudo demonstra @ireda administragcéo intranasal de
MPTP € capaz de induzir alteracdes neuroquimicamlbantes as observadas na DP,
reforcando a hipétese de que um virus ou agentaicmi presente no meio ambiente,
poderia utilizar a cavidade nasal como porta deadatno organismo e estar relacionado
a etiologia da DP. Finalmente, os nossos resultadgerem que a morte de neurbénios
dopaminérgicos induzidos pela administracdo insahde MPTP pode estar associada a

geracédo de estresse oxidativo e processo de apoptmiado por JNK.
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ABSTRACT

Many studies have shown that deficits in olfactang cognitive functions precede the
classical motor symptoms seen in Parkinson’s des@3) and that olfactory testing may
contribute to the early diagnosis of this disord&though the primary cause of PD is
still unknown, epidemiologic studies have revealkdt its incidence is increased in
consequence of the exposition to some environmeatahs. The aim of the present
study was to evaluate a possible alteration inctdfy and cognitive functions in rats
treated with reserpine (i.p.) and MPTP (intranagbBt were utilized as animal models of
PD, as well as the involvement of the adenosinesgit dopaminergic systems in these
effects. The present results demonstrate the pres#rolfactory and cognitive deficits in
both models utilized, and that these alteratiorecguie the motor dysfunction in the
animals. These results confirm and extend the itapoe of developing specific
olfactory tests as a tool in the early diagnosi$*’Bf Moreover, our results suggest the
involvement of adenosinergic and dopaminergic systen the olfactory and cognitive
impairments verified in the reserpine model, reiaifoy the therapeutic potential of
caffeine and selective adenosingaAreceptor antagonists for PD. Furthermore, the
present study demonstrates that the intranasal nétnation of MPTP promotes
neurochemical alterations very similar to that obseé in PD, reinforcing the hypothesis
that an environmental toxin can pass through tsalneavity into the organism and be
related to the etiology of PD. Finally, our resuitedicate that the dopaminergic
neurodegeneration induced by intranasal adminigtraif MPTP may be associated to

generation of oxidative stress and an apoptotices® mediated by JNK.
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1. INTRODUCAO

Desde o inicio do século passado, mas principabneas Ultimas duas décadas, a
humanidade vem passando por uma transicdo denwagrafiidente, sendo que as
sociedades estdo deixando de ser formadas preddenmente por populacdes jovens e
maduras para transformarem-se em sociedades c@spost pessoas cada vez mais
velhas. Segundo o Instituto Brasileiro de Geografi&statistica (IBGE), em 1950
existiam cerca de 204 milhdes de pessoas com &6 dnos de idade no mundo, sendo
gue em 1998 este contingente alcancava 579 mildéesessoas, um crescimento de
guase 8 milhdes de idosos por ano. Seguindo estgszies, o IBGE estima que em
2050 um quinto da populacdo mundial serd formadadusos, algo em torno de 1,9
bilhdes de pessoas (IBGE, 2000). Este fendmenondelleecimento populacional é
também verificado no Brasil. Com base no censo €60,2 existem no Brasil
aproximadamente 14 milhdes de idosos, sendo quepmisémos 20 anos, este valor
podera ultrapassar os 30 milhfes, vindo a reprasaigrca de 13% da populagéo
brasileira (IBGE, 2000).

Embora estes nimeros reflitam um claro avanco aidgqule de vida de parte da
populacdo, eles também alertam para a possibilidadgie num futuro proximeresca
significativamente o niumero de pessoas acometiglas phamados “males da idade”. A
doenca de Parkinson (DP), juntamente com a doeacAlzheimer, representam o0s
disturbios neurodegenerativos relacionados a idadés comuns em humanos. A
prevaléncia desta doenca € de aproximadamente OgEb%opulacdo total mundial,

crescendo para 0,5% em pessoas com mais de 5@andade (STOOF et al., 1999).



Segundo o IBGE (2000), existem aproximadamente raR2arkinsonianos no Brasil,
sendo que 2% dos brasileiros acima dos 60 ancacséoetidos por este distarbio.

A DP tem como principal caracteristica neuropatc@ lesdo dos neurdnios
dopaminérgicos, localizados na substancia negrge gammpacta (SNc), que enviam
projecdes para os ganglios da base, ocasionandaedugdo nos niveis de dopamina
(DA) no estriado (JELLINGER, 1988; LINDNER et al999; BLANDINI et al., 2000;
ARAKI et al., 2001b). A segunda caracteristica npatolégica da DP é o aparecimento
de inclusbes eosinofilicas citoplasmaticas denot@isacorpos dd.ewy, compostas
principalmente pelo acimulo das proteioesinucleina e ubiquitina (KORCZYN, 1995;
HAGAN et al., 1997; BLANDINI et al., 2000). Estasciusdes parecem se acumular em
neurbnios que se encontram em processo de deg&oepagticularmente em neurdnios
dopaminérgicos da SNc, sendo por esta razdo di@izaaomo um marcador da DP
(KORCZYN, 1995; HAGAN et al.,, 1997). Os corpos Hewy podem também ser
encontrados no cérebro de idosos normais, todagidicou-se a presenca destas
inclusbes em aproximadamente 85% das autOpsias atgenpes clinicamente

diagnosticados como portadores da DP.

Desde a sua descricao inicial, feita pelo medigsJames Parkinson (1817) em
seu estudo“Essay on the shaking palsy(Paralisia Agitante), a DP vem sendo
caracterizada como um distdrbio do movimento, semdkeu diagnostico baseado na
presenca de dois ou mais sintomas motores (edergbradicinesia, tremor e perda do
reflexo postural). Entretanto, os pacientes padkigsios somente desenvolvem estes
critérios clinicos quando aproximadamente 60-70% reeurénios da SNc encontram-se

degenerados e 0s niveis estriatais de DA sdo omBizi0-80% (RIEDERER e



WUKETICH, 1976; JELLINGER, 1991; BARRIO ET AL., 199 LINDNER et al.,
1999). O fato do processo neurodegenerativo jargrazese bastante avancado quando o
diagnaéstico é estabelecido, pode ser responsakebaixa efetividade clinica de diversas
drogas e agentes neuroprotetores testados no érmatmntdesta doenca. Portanto, a
identificacdo dos pacientes nos estagios iniciaiBE parece ser essencial para 0 sucesso

de qualquer farmacoterapia.

Posteriormente, Jean Marie Charcot, um dos funeadda neurologia moderna,
sugeriu a mudanca de nome da enfermidade, de dtardélgitante, para doenca de
Parkinson ‘la maladie de Parkinson), em homenagem a descri¢cdo classica de James
Parkinson. Além disso, Charcot acrescentou outrmsmacoes a descricdo do quadro
clinico (como a presenca de alteracdo posturalrognafia, rigidez muscular e
bradicinesia), no diagnostico diferencial e noamanto da doenca (DUVOISIN, 1991).
Charcot também discordou da descricao inicial deedaParkinson, quanto a preservagao
das funcgbes corticais superiores na doenca. Ekctesizou a presenca de perda da

memoria e disfuncéo cognitiva (MENESES e TEIVE,@)99

1.1. ETIOLOGIA DA DOENCA DE PARKINSON

A natureza do processo neurodegenerativo verificado DP ndo esta
completamente esclarecida, entretanto, descobertasites sugerem que esta poderia
estar associada a um estado de estresse oxidaBenahdeado por um ou mais fatores,

dentre os quais se destacam: envelhecimento ckrpl@disposicdo genética, anomalias



mitocondriais, producdo de radicais livres e togirmanbientais (LANGSTON, 1996;
OLANOW et al., 1998). Atualmente, a explicacdo matimente é que a DP seja uma
doenca multifatorial decorrente da combinacdo derda genéticos e ambientais
(LANGSTON, 1996).

Além da prevaléncia da DP ser influenciada pelmevala idade (HAGAN et
al.,1997), a presenca de um componente genéticsitensugerida por diversos estudos.
Levantamentos epidemiologicos verificaram uma tdgaconcordancia de 45% entre
gémeos monozigoticos e de 29% entre gémeos dagoDUVOISAN, 1987; BURN et
al., 1992; TANNER et al., 1997). Verificou-se també&ue 15 a 20% dos pacientes
parkinsonianos apresentam uma historia familiatadésenca (BANDMANN, 1998). Na
avaliacdo de possiveis genes envolvidos na DPnfatantificadas diferentes mutacoes
nos genes da-sinucleina (POLYMEROPOULOS et al., 1997; KRUGERakt 1998;
SINGLETON et al., 2003; ZARRANZ et al., 2004), parkKITADA et al., 1998) e DJ1
(BONIFATI et al., 2003), em pacientes com histdaiailiar.

Por outro lado, tem crescido nos ultimos anos oanande estudos (clinicos e
basicos) buscando identificar os diferentes fatanelsientais que podem estar envolvidos
na etiologia da DP. Neste sentido, diferentes rdeevidéncia sugerem que a exposicao
a certos agentes ambientais, commetais (TANNER, 1989; HIRSCH et al., 1991;
GOOD et al., 1992; YASUI et al.,, 1992; HERTZMAN ai, 1994; ALTSCHULER,
1999; GORELL et al.,, 1999k0lventes(UITTI et al. 1994; PEZZOLI et al., 1996;
SEIDLER et al., 1996; DAVIS e ADAIR, 1999; HAGEMABI al., 1999)mondxido de
carbono (KLAWANS et al., 1982), e 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina

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



lesBes nigrostriatais e estar associada ao deséneoto da DP. Além disso, estudos
epidemioldgicos tém destacado alguns fatores amdiseque podem estar associados a
um aumento nos riscos do desenvolvimento da DP,ctano:a residéncia em areas
rurais (SEMCHUK et al., 1993; LIOU et al., 1997; GORELt&., 1998; MARDER et
al., 1998; FALL et al., 1999peber dgua de po¢cdMORANO et al., 1994; MARDER et
al., 1998), eexposicdo a alguns tipos de herbicidas e pesticid6SEMCHUK et al.,
1993; LIOU et al., 1997; GORELL et al., 1998; FAEL al., 1999; VANACORE et al.,
2002).

A exposicao repetida ou prolongada a determinadagcambiental parece nao
ser suficiente para causar a DP, uma vez que ceigi concordancia para a doenca em
individuos que vivem em uma mesma area duranteotopgriodos é baixo. Por outro
lado, um agente ambiental poderia influenciar deaisente 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 doeaca do movimento, e
contrariando a descricdo inicial feita por JameskiRson (1817), atualmente é
amplamente aceito que o0s pacientes parkinsoniarmsifestem também prejuizos
cognitivos. A deficiéncia cognitiva € um sintomaron em pacientes com a DP e tem
sido freqlentemente descrito nos estagios inicdas doenca, antes mesmo do

aparecimento dos sintomas motores classicos, sgmelocom o avan¢o da doenca, a



magnitude desses sintomas aumenta (DUBOIS e PILUOSI/; FAGLIONI et al., 1997,
PILLON et al., 1998). Antes de apresentar 0s ppaisi prejuizos cognitivos observados
na DP, faz-se necessario uma breve descricdo duoseitms basicos referentes aos

processos de aprendizado e memoria.

“Memoria” € a aquisicao (adquirir, aprender), cditsmao (armazenar, guardar)
e a evocacao (lembrar, recordar, recuperar) denmigdes (IZQUIERDO, 2002). A
aquisicdoabrange a conducao da informacdo ao cérebro g@o$rsensoriais e cortex
sensorial primério. Esta etapa depende da atendaopercepcédo. Fatores como fadiga,
ansiedade e preocupacao podem interferir nestegsoc Aconsolidacaoou retencao
consiste na conservacado do conhecimento atravamdeepresentagcdo significativa no
cérebro. Esta etapa é reforcada pela repeticacelaugssociagcdo com outros dados ja
armazenados na memoéria (IZQUIERDO, 1992). #&acacaoou recordacaorefere-se
ao acesso a informacdo armazenada. Este procedss@oespontaneo ou ocorrer pela
busca voluntaria, sendo influenciada por fatorésrimos (humor, motivacao, interesse,
etc) e externos (local, ambiente, etc). Além digsanemoria implica ha mudanca do
comportamento, somente podendo ser avaliada atceegta mudanca. Assim, somente
teremos certeza de que determinados conhecimentdsglulidades foram adquiridos
satisfatoriamente, no momento em que termos gligédids e, portanto, recorda-los para
a realizacdo de uma tarefa ou atividade. Se naosgiyel medir a evocacdo, isto é, a
alteracdo do comportamento, ndo € possivel dete@aisténcia da memoéria (SQUIRE,
1986; IZQUIERDO, 1988).

Pelo fato das memdrias, tanto dos homens quargoddmais animais, serem

provenientes das suas experiéncias, € mais sdatatem “memadrias” ou processos de



memoria do que simplesmente em “memoéria”’, uma vee pgodem existir tantas
memdrias quanto o numero de experiéncias possflERUIERDO, 2002). Como a
natureza das experiéncias vivenciadas € a maiadaapossivel, € de se esperar que
existam diferentes tipos de memdérias e que as neessgtajam relacionadas a diferentes
areas cerebrais.

Atualmente, existem dezenas de diferentes claagdas para os processos de
aprendizado e memodria, que sofrem grande variagafmrene o enfoque utilizado pelo
autor. De maneira geral, os tipos de memoria poskemclassificados de acordo com o

seutempo de reten¢do e sua natureza ou contetdo

As memoérias podem ser classificadas quanto aote®po de retencdo (ou
duracdo) em: memoérias de longa duracdo, memorias de curc@lo e memorias de
trabalho (do inglésworking memory”) (McGAUGH, 1966, 1968; GOLD e McGAUGH,
1975; LENT, 2001). Anemdéria de trabalho ou operacional € muito breve e fugaz e
serve para 0 armazenamento temporario (segundgsuos minutos) de informacdes
gue serdo uteis apenas para o raciocinio imedisgectucdo de problemas, podendo ser
descartadas (esquecidas) logo a seguir (BADDELE8611ZQUIERDO e MEDINA,
1991). Ao contrario dos demais tipos de memoriaeandria operacional ndo deixa
tracos e nao produz arquivos. Usamos a memoériaacipeal, por exemplo, para
gravarmos nameros de telefones e para realizaromtamatematicas.

Em paralelo, formam-se asemorias de curta duracdg que duram minutos ou
horas e servem para proporcionar a continuidadenaiso sentido do presente. As
memorias de curta duragdo utilizam circuitos neurgile envolvem, entre outras

estruturas cerebrais, lipocampoe o cortex entorrinal A principal importancia da



memodria de curta duracdo é manter as informac@eas'vno cérebro, permitindo que
elas sejam requisitadas (evocadas), durante odpeijooucas horas) em que estas
informacdes ainda nao foram armazenadas na sua fodefinitiva (IZQUIERDO et al.,
1998, 1999). Uma vez que estas memoérias apreserdglmavancia para a vida do
individuo, utilizando os mesmos circuitos neuraipgcampoe cortex entorrina), bem
como outros circuitos ativados posteriormente @xtex temporal de associaga@las
poderdo formar asiemarias de longa duracdpque sdo armazenadas durante periodos
duradouros (dias, meses ou anos). A formacao dagras de longa duracdo requer um
processo chamado de consolidagéo, que consistkeracao da atividade dos circuitos
envolvidos através de plasticidade neural. A titde exemplificacdo, dentre os
mecanismos propostos para os fendmenos de plaskcicheural que suportam a
formacdo de memdrias estdo a potenciacdo de lanmggéab (LTP, do inglé$ong-term
potentiation”) e a depressao de longa duracéo (LTD, do iftpég-term depression)y
(BLISS e COLLINGRIDGE, 1993; IZQUIERDO e McGAUGHO0RO).

Por outro lado, as memdrias de longa duracdo pasendividas, quanto a sua
natureza ou conteudg em memdarias explicitas ou declarativas e memdaripHcitas ou
ndo-declarativas (ver LENT, 2001). Aeemodrias explicitas ou declarativasao aquelas
gue registram fatos, eventos ou conhecimentospsgmimadas declarativas pelo fato de
nds, seres humanos, podermos declara-las e ratatdemo as adquirimos (evocadas
conscientemente). Entre elas, as referentes aavelatados (na maioria das vezes
autobiograficos) sdo denominadgssddicas(ex.: recordacdes do nosso primeiro beijo,
do nosso aniversario de 15 anos); ja as de conbatos gerais, ndo relacionadas ao

tempo (conhecimentos de portugués, medicina, s#o)chamadasemanticas



J& asmemodrias implicitas ou nao-declarativasndo sédo descritas através de
palavras e muitas vezes somente percebemos queossulipos quando somos
requisitados a executar determinada acdo ou deraonss uma habilidade. Um subtipo
de memodria implicita € memdria de procedimento (ou procedural)que corresponde
aguelas capacidades ou habilidades motoras ou rsensque sao corriqueiramente
chamadas de “habitos”.

Atualmente, existem muitas evidéncias na liteeatle que os diferentes tipos de
memoria sdo organizados e controlados por sistenm@agoanatémicos distintos
(PACKARD et al., 1989; PACKARD e McGAUGH, 1992; MGOSVITCH, 1994;
MILNER et al., 1998; WHITE e McDONALD, 2002; DA CUNA et al., 2003).
Segundo MOSCOVITCH (1994), a memoaria teria quatnmmonentes essenciais: (I) um
componente neocortical ndo-frontal que modula agp&ido e a semantica na realizacao
dos testes de memoarias implicitas; (1) um comptados ganglios da base que interfere
nos testes de memorias procedurais sensoriomotfifBsum componente temporal
medial/hipocampal que mediaria a aquisi¢cdo, retenedevocacdo de memorias
explicitas; (IV) um componente do lobo frontal quatrola as memdrias operacionais ou

de trabalho.

Esta nocdo de que diferentes tipos de memoriansezontrolados por areas
cerebrais distintas tem sido refor¢cada por estutibzando lesdes ou administracdo de
drogas em areas especificas do cérebro de ratoseSdbs a diferentes versdes dos
labirintos aquatico e/ou radial. Por exemplo, d@dedo sistema hipocampal prejudica
seletivamente o desempenho dos animais nos testeque a memoria espacial é

necessaria para a sua realizacdo, enquanto quei@ de caudado-putamen (estriado)
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prejudica seletivamente o desempenho nos testesqwn se avalia a memoria
implicita/procedural (ex.: versdo do labirinto aip@em que a plataforma é sinalizada
por uma pista visual) (PACKARD et al., 1989; PACKBFR MCGAUGH, 1992, 1996;

MIYOSHI et al., 2002; DA CUNHA et al., 2003). Alédisso, estudos clinicos reforcam
a idéia de que lesdes hipocampais prejudicam aafgionde certos tipos de memoria
(ex.: memodrias episddicas), todavia, ndo interfemm a formacdo de memorias

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

Seguindo esta hipétese, pelo fato dos pacient&mnpanianos apresentarem uma
deplecdo nos niveis de DA nos ganglios da base (BER e RIEDERER, 1996;
BARRIO et al., 1997; BEZARD et al., 1997; LINDNER &., 1999) e em outras areas
cerebrais, como o cortex pré-frontal (STEBBINSIgt1999; MARIE et al., 1999), seria
esperado um prejuizo especifico nas memorias iitgdic e operacionais,
respectivamente. Apesar de existirem divergéncaditaratura quanto aos tipos de
memoria que estariam comprometidos na DP, a hipdtesncionada acima parece ser
verdadeira. Desta forma, tanto as memorias imaticiBONDI e KASZNIAK, 1991;
FERRARO et al., 1993; RONCACCI et al., 1996) quaat memodrias operacionais
(DUBOIS e PILLON, 1997; STEBBINS et al., 1999; COS@&t al., 2003; CRUCIAN e
OKUN, 2003) mostram-se prejudicadas em pacientdsnsanianos. Por outro lado, tem
sido demonstrado que as memorias declarativas,atmente associadas ao hipocampo e
0 coOrtex entorrinal, encontram-se mais preservada®dP (FLOWERS et al.,, 1984;

KNOWLTON et al., 1996; DUBOIS e PILLON, 1997; RIEKKEN et al., 1998).



11

1.3. SINTOMAS OLFATIVOS DA DOENCA DE PARKINSON

Além dos prejuizos nos processos de aprendizadensora ja descritos, uma
outra funcdo que é extensamente comprometida emnpas com a DP é a olfacéo.
Embora j& venham sendo relatados ha mais de 30anpsejuizos apresentados por
pacientes parkinsonianos na percepc¢ao, discrimbnacéeconhecimento de odores, 0
sintoma olfativo tem sido praticamente ignorado pesquisadores e clinicos envolvidos
com esta doenca. A relativa escassez dos trabadists area deve-se, em parte, a falta de
técnicas e procedimentos capazes de mensurar estprametimento olfativo em
humanos, somado a inexisténcia de modelos animasreproduzam tais prejuizos
(HAWKES et al., 1999).

O comprometimento da olfacdo parece ndo ser utonsan exclusivo da DP,
sendo que individuos portadores de outras doer@a®aegenerativas, como a doenca
de Alzheimer, Coréia de Huntington e a atrofia déltiplos sistemas, também
apresentam tal comprometimento (MOBERG et al., 19BDTY et al., 1988;
WENNING et al., 1995; MARTZKE et al., 1997, HAWKES®t al., 1998, 1999;
MESHOLAM et al., 1998).

HAWKES e colaboradores (1999) revisaram uma sé@iewiléncias patoldgicas,
fisiopatologicas, neurofisiolégicas e genéticas qedacionam alteragbes olfativas
presentes em pacientes parkinsonianos com outrasges classicas desta doenca.
Através da analise pbst-morterh do cérebro de oito pacientes clinicamente
diagnosticados como portadores da DP, verificoursa grande quantidade derpos de

Lewyno bulbo olfatério, principalmente no nucleo alféd anterior, mas estes também
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foram encontrados em células mitrais (DANIEL e HABRS 1992). Posteriormente,
demonstrou-se que havia uma correlacdo positivee emtmorte neuronal em areas
olfativas com o tempo que o paciente apresentaeenaca (PEARCE et al., 1995).

Embora ndo seja consenso entre 0s pesquisadore@refsizos olfativos
apresentados pelos pacientes parkinsonianos pargiemstar relacionados a um unico
odor especifico, e ao contrario dos demais sinton@sres e cognitivos, ndo progridem
com o avanco da doenca (DOTY et al.,, 1984, 198851®QUINN et al., 1987;
HAWKES et al., 1997). Outra caracteristica inteme$s € que o comprometimento
olfativo apresentado pelos pacientes com a DP rdter@do pelo tratamento com drogas
anti-parkinsonianas, como a levodopa (L-dopa) (D@T4l., 1992).

Uma das hipoteses que tem sido utilizada paracapdistes prejuizos olfativos &
o de que uma toxina ou agente quimico causadordév& anteriormente) poderia usar
a cavidade nasal como porta de entrada no orgafR@BERTS, 1986; HARRISON e
PERSON, 1989; HAWKES et al., 1999). Desta forma, wrtude do epitélio olfativo
encontrar-se diretamente exposto ao meio ambieste,poderia representar o primeiro
alvo para este suposto agente causador externdo s#atado antes mesmo que as
alteracdes nos ganglios da base, que caracteriz2if) se desenvolvessem (HAWKES et
al., 1999).

Em acordo com esta hipotese, estudos clinicoseatés nesta area descrevem
gue 0s prejuizos olfativos apresentados por pa&demarkinsonianos podem ser
detectados antes mesmo do aparecimento dos sintdéssscos motores (DANIEL e
HAWKES, 1992; DOTY et al., 1995; BERENDSE et al.002). BRAAK e

colaboradores (2004) revisaram recentemente o ggsgrtemporal/espacial do processo
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neurodegenerativo verificado na DP, demonstranécageas olfativas, juntamente com o
tronco cerebral, sdo as primeiras areas acomdgd&gyios pré-sintomaticos 1-2) na DP.
Em seguida, o processo avanca para a SNc e oufrdeos do mesencéfalo e
prosencéfalo (estagios 3-4), dando inicio a fasmmiatica classica (comprometimento
motor) da DP. Nos estagios 5-6, 0 processo neuen@egtivo alcanca o neocortex,
fazendo com que a DP se manifeste clinicamente@daa sua dimenséao (BRAAK et al.,
2004). Por esta razado, o desenvolvimento de técnicais precisas, que permitam
mensurar este prejuizo olfativo precocemente, poda representar uma importante
ferramenta para o diagnostico da DP em seus estémiiais, melhorando a eficacia do
tratamento (DOTY et al., 1984, 1995; DANIEL e HAWRBE1992; BECKER et al.,

2002).

1.4. MODELOS ANIMAIS DA DOENCA DE PARKINSON

O aumento do conhecimento acerca da fisiopatoldgid®P, suas causas, € 0
desenvolvimento de novas terapias eficazes nooatles seus sintomas depende da
existéncia de modelos animais representativos, pgrenitam a avaliacdo de novos
agentes farmacoldgicos e estratégias terapéutites gue estes sejam aplicados em
testes clinicos. A DP é uma das véarias doencas riasngue parece nao ocorrer
espontaneamente em outros animais. Entretantograsteristicas desta doengca podem
ser mimetizadas, em maior ou menor escala, em @anghedaboratorio (como roedores)

através da administracdo de diferentes composeserpgina, 6-hidroxidopamina (6-
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OHDA), 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridindiPTP), paraquate, manebe, rotenona
e ferro (para revisdo ver GERLACH e RIEDERER, 19B&WSON, 2000; BEAL,
2001; SHIMOHAMA et al., 2003).

Segundo WILLNER (1986), a validade de um modelonahipode ser avaliada
por trés conjuntos de critériogt) validade preditiva (“predictive validity”), que é
avaliada com base na sua capacidade de diferesmtige drogas que sdo, ou ndo sao,
clinicamente eficazes na patologia humana que sstélo estudada(ll) validade
analdgica ou por semelhancg‘face validity”), que € avaliada com base nas qualidades
comportamentais e farmacolégicas cujas semelhaopa® distdrbio humano podem ser
demonstradaqill) validade tedrica ou por homologia (“construct validity”), onde os
mesmos processos psicobioldgicos responséaveis gielipgia e fisiopatologia dos
sintomas clinicos estejam atuando no modelo.

Embora ndo exista um modelo animal ideal da DP, spisfaca todos estes
critérios e apresente todas as caracteristicasiadas a condicéo clinica, como: (1) facil
deteccdo das alteracbes motoras associadas amspaikimo; (Il) perda seletiva e
gradual dos neurbnios dopaminérgicos com o avargaddde; (lll) producdo de
inclusBes citoplasmaticas (corpos ldawvy); eles tém sido de grande valia na elucidacao
dos mecanismos moleculares relacionados a neumelegéo verificada na DP e na
avaliacédo de novos agentes terapéuticos (SHIMOHAMA., 2003).

Por outro lado, grande parte dos estudos realizatdhso presente momento
utilizando estes modelos animais da DP tem sidad@em seus efeitos sobre a via
dopaminérgica nigrostriatal e a indugcdo de comptiome@tos motores nos animais.

Entretanto, como a DP esta associada com alteragiesma variedade de funcdes,
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incluindo alteragdes afetivas (SANTAMARIA et al.986; CUMMINGS, 1992);
cognitivas (OWEN et al., 1995; DUBOIS e PILLON, T9950LDMAN et al., 1998) e
olfativas (DOTY et al.,, 1988,1995; HAWKES et al99B,1999), torna-se importante
avaliar se estes modelos animais sdo também capazesproduzir algumas destas
alteracoes.

N&o nos aprofundaremos na descricdo dos diferemtdgelos animais da DP, em
virtude deste ndo ser o objetivo do presente tnabgbara revisdo ver GERLACH e
RIEDERER, 1996; DAWSON, 2000; BEAL, 2001; DAUER RFDBORSKI, 2003;
SHIMOHAMA et al., 2003). Entretanto, faremos uma&us descricdo dos modelos da
administracdo de reserpina e do MPTP, em razdegéstem sido utilizados ao longo

dos protocolos experimentais que compdem esta tese.

A administracdo sistémica de reserpina (por viecst@imea ou intraperitoneal)
tem sido utilizada como um modelo farmacologicoaparestudo da DP em roedores,
uma vez que esta interfere com o armazenamentouasde monoaminas, levando a
uma deplecdo temporaria nos niveis de monoaminas taaminacdes nervosas,
induzindo, consequentemente, hipolocomo¢do e dgidBuscular nos animais
(CARLSSON, 1975; COLPAERT, 1987; GERLACH e RIEDERHER96; MENZAGHI
et al., 1997; DAWSON et al., 2000). Mais recentetaen uso de doses mais baixas de
reserpina (0,5 — 1,0 mg/kg) tem sido proposto camanodelo valido para o estudo dos
prejuizos cognitivos (ALVES et al., 2000) e sintamdepressivos (SKALISZ et al.,
2002) associados a DP. Entretanto, até o presentaenio nenhum estudo havia
avaliado o potencial da administracdo de resemgmna um modelo experimental para o

estudo dos prejuizos olfativos associados a DP.
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A administracdo de reserpina parece nao represemtasrom modelo da DP no
critério da validade tedricddpnstruct validity”), uma vez que esta induz uma reducédo
nos niveis de monoaminas de maneira inespecifi@eeproduz o avanco gradual do
processo neurodegenerativo (GERLACH e RIEDER, 19BH6jretanto, é interessante
notar que este modelo tem sido utilizado freqleatdenpara o estudo das alteracdes
motoras associadas a DP (COLPAERT, 1987; KAUR e BRA1995; MENZAGHI et
al., 1997; MOO-PUC et al., 2004), sendo que vatiagas anti-parkinsonianas utilizadas
na clinica (ex.: agonistas dopaminérgicos, ass@ciage levodopa e benzerazida,
amantadina, etc) tém se mostrado capazes de mehworastas alteracbes motoras
induzidas pela administracdo de reserpina (MENZA@H&4Il., 1997). Isto sugere que a
administracdo sistémica de reserpina representdarmmodelo para o estudo da DP
segundo os critérios de validade prediti@ddictive validity”) e validade por analogia

ou semelhancdféce validity”).

Um importante avan¢go no desenvolvimento dos modafosiais da DP, bem
como do conhecimento acerca dos mecanismos red@lien ao processo
neurodegenerativo desta doenca, deu-se com a eescam 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP). De maneira interessantejso do MPTP foi um dos raros
casos em que os efeitos da neurotoxina foram dedosbprimeiro em humanos, sendo
posteriormente desenvolvido o modelo animal. A cajsgle do MPTP em lesar
seletivamente neurdnios dopaminérgicos foi destalgler maneira acidental em 1976, na
Califérnia, quando um grupo de jovens dependenéebedloina comecou a apresentar
sintomas tipicos da DP. A andlise da “heroina’iaatda revelou a existéncia do MPTP

como residuo contaminante (DAVIS et al., 1979; LAAI®N et al., 1983; BALLARD
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et al., 1985). A partir deste momento, a admingstbado MPTP a animais de laboratério
(principalmente roedores e primatas) passou a td&zado como um modelo para o
estudo da DP (para revisdo ver GERLACH e RIEDERE®96; DAWSON, 2000;

BEAL, 2001; DAUER e PRZEDBORSKI, 2003; SHIMOHAMA at, 2003).

O mecanismo da neurotoxicidade induzida pelo MPITBIge, inicialmente, sua
facil passagem pela barreira hemato-encefalica iende da sua elevada lipofilicidade
(MARKEY et al.,, 1984). No cérebro, o MPTP é conidertno ion 1-metil-4-fenil
piperidinio (MPP) pela acdo da enzima monoamina oxidase B (MAOsBjdo esta
conversdo realizada principalmente nas célulaslida @ MPP é entdo captado pelo
sistema de transporte da dopamina nos terminaignaioprgicos nigroestriatais, sendo
este o fator determinante para a relativa seletieddo MPTP sobre neurdnios
dopaminérgicos. No citosol do neur6énio dopaminéigic MPP podera seguir trés
caminhos distintos: (I) ser captado por transporesl vesiculares de monoaminas e
acumular-se em vesiculas, o que inibe temporaritar@seu efeito neurotdxico (LIU et
al., 1992; TAKAHASHI et al., 1997); (Il) concentrae na mitocondria, onde o MPP
inibe o complexo | da cadeia de transporte dealéfro que acarreta uma reducdo na
producdo de adenosina trifosfato (ATP) e aumentofommacédo de radicais livres
(LANGSTON et al., 1984; RAMSAY e SINGER, 1986; TIBN e SINGER, 1993;
BEAL, 2001); (Ill) permanecer no citosol, onde irderagir com enzimas citosolicas,

principalmente aquelas contendo cargas negativasIIMVAN et al., 1993).

Existem diferentes hipoteses sobre o mecanismeu®toxicidade induzido pelo
acumulo do ion MPPem neurdnios dopaminérgicos, dentre as quais asgachmos

duas:
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1. Formacédo de espécies reativas de oxigénio eréSse oxidativo’ a inibicdo do
complexo | da cadeia respiratoria mitocondrial péa MPP, além de reduzir a
producdo de ATP, estimula a producéo de radicaissie espécies reativas de oxigénio
(ERO), principalmente de anions superéxidos (HASEM®A et al., 1990; 1997,

SRIRAM et al., 1997).

Enquanto radical livre é definido como qualquer éoala que possui elétrons
desemparelhados no seu orbital mais externo (coamonm superoxido, £ (MARKS et
al.,, 1996; YOUNES, 1999), ERO é um termo mais ajeate, incluindo os radicais
livres e as espécies ndo radicalares, como pormaemperdxido de hidrogénio ¢B5),
anions superéxido (9, o radical hidroxila (OH e radicais hidroperoxil (H£
(HALLIWEL e GUTTERIDGE, 1999). Durante o metabolismbasal das células
aerdbicas existe uma producdo constante de ER@partada pela continua inativacao
destes através da agdo de agentes antioxidantas gglutationa reduzida, vitamina C,
etc), de modo a manter a integridade estruturalneidnal da célula. A condicdo de
estresse oxidativo é definida como um distUrbidalaco pro/antioxidante, em favor do
primeiro, podendo acarretar dano ao DNA, lise noitatial, influxo e desbalanco
intracelular de célcio, oxidag&o de proteinas epigpoxidacdo de membranas celulares e,
consequentemente, dano celular (MARKS et al., 18I&S, 1997; HALLIWELL,
2001). Corroborando com esta hipétese do envoltionela geracdo de ERO no
mecanismo de neurotoxicidade induzido pelo MPTPnucelongos transgénicos que
apresentam uma expressdo aumentada das enzimeszidamies Cu/Zn superéxido
dismutase (SOD-1) e Mn superéxido dismutase (SOB&) mais resistentes a

toxicidade do MPTP (PRZEDBORSKI et al., 1992; KLINEI et al., 1998). Em



19

contrapartida, os efeitos neurotoxicos do MPTP es@xerbados em camundongos que
apresentam deficiéncia destas enzimas (ZHANG et28D0; ANDREASSEN et al.,
2001). Além disso, tem sido demonstrado que ontratdo com diferentes antioxidantes,
como a vitamina Ef-caroteno e acido ascorbico, € capaz de atenuadratoxicidade
induzida pelo MPTP em camundongos (PERRY et aB51@DUNZE et al., 1990).
Entretanto, as alterac6es na geracdo de ERO afmesema resposta maxima algumas
horas apds a administracdo do MPTP, sendo que te meuronal induzida pelo MPTP
ocorrera somente apés alguns dias desta admidist(AACKSON-LEWIS et al., 1995).
Portanto, a geragcdo de ERO parece ser um dos svamtiais no mecanismo de
neurotoxicidade induzido pelo MPTP, que embora s&@a o responsavel direto pela
morte neuronal, funcionara como um ativador derelifiees eventos celulares que
acarretardo a morte dos neurbnios dopaminérgicesa (pevisdo ver DAUER e

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

2. Apoptose mediada por proteinas quinases de dNJiemminal (JNK):um dos aspectos
que permanece controverso quanto ao mecanismoigetmle do MPTP/ MPP é com
relacdo a morte dos neurbnios dopaminérgicos sermamte de um processo de apoptose

Ou necrose.

Embora n&o exista um consenso na literatura, t@onpgstulado que baixas doses
de MPTP/ MPP levariam a um processo de apoptose, enquantoagss nais elevadas
de MPTP/ MPP, capazes de induzirem uma toxicidade aguda, astassociadas a um
processo de necrose (ver Nicotra e Parvez, 20@2)2Bor outro lado, a JNK representa

um grupo de proteinas que fosforilam o dominio ibeal do fator de transcricdo c-Jun,
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regulando a atividade do fator de transcricdo ABAVIS, 2000). Um crescente nimero
de trabalhos tem indicado que a JNK pode regulgoraxesso de morte celular
programada (apoptose) induzido pelo MPTP. Por elengbevadas concentracdes de
dopamina aumentam a atividade da JNK no estriadoecé acompanhado por processo
de apoptose (LUO et al., 1998). SAPORITO e colammes (2000) demonstraram que o
tratamento com MPTP é capaz de aumentar a ativdg@&@NK na substancia negra de
camundongos. Além disso, tem sido demonstrado mjbelores seletivos da JNK séo
capazes de atenuar a perda de neurdnios dopamogm via nigroestriatal induzida
pelo MPTP em camundongos (SAPORITO et al., 19997\\B/et al., 2004), 0 mesmo

sendo observado em camundongos com delegcédo géniddkd(HUNOT et al., 2004).

Uma outra caracteristica importante do MPTP é qusua toxicidade e o0s
sintomas derivados da sua administracdo apresgmntarde variacdo conforme a espécie
estudada. Em primatas (homens, macacos e babutnb#);TP induz sintomas que séo
praticamente indistinguiveis da DP, como degenerdedneurdnios dopaminérgicos da
via nigroestriatal, aparecimento de agregados ddeipa a-sinucleina (embora néo
existam corpos déewy caracteristicos), além de distirbios motores adassda DP,
como tremores, rigidez muscular, bradicinesia &bikdade postural (LANGSTON et
al., 1983; BURNS et al.,, 1983; KOPIN e MARKEY, 1988B0RNO et al., 1993;
VARASTET et al., 1994; BEAL, 2001). De maneira daniao observado na DP, a
neurotoxicidade e os sintomas induzidos pelo MPOiResmtam com o0 avanco da idade
em primatas (ROSE et al., 1993; OVADIA et al., 199®dendo estes serem revertidos

guando tratados com levodopa e agonistas dopandagrgLANGSTON e IRWIN,
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1986; KOPIN e MARKEY, 1988). Por outro lado, a mipal dificuldade do uso da
administracdo de MPTP em primatas como um modefoahmia DP € que este induz um
processo neurodegenerativo rapido, contrastandoocavanco lento e gradual verificado
na condicao clinica. Entretanto, estudos mais tesegBEZARD et al., 1997, 2001) tém
demonstrado que a administracdo cronica de MPTRaoacos é capaz de induzir uma

degeneracdo lenta e progressiva da neurotransnadepaminérgica.

Ja roedores (ratos e camundongos) parecem ser SEm&Egeis a neurotoxicidade
induzida pelo MPTP quando comparados aos primalés, de ndo apresentarem toda a
sintomatologia caracteristica da DP. Em camundgngesefeitos da administracédo
sistémica do MPTP s&o dependentes do regime @onteato, da linhagem estudada e da
idade dos animais (IRWIN et al., 1992, 1993; SE¥Et al., 2000, 2001; SCHMIDT e
FERGER, 2001). Tem sido demonstrado que a linhagbi#BL6 apresenta uma maior
sensibilidade aos efeitos do MPTP quando compamslademais linhagens de
camundongos (SEDELIS et al., 2000, 2001). Alémajissexemplo do ocorrido com
primatas, os efeitos do MPTP aumentam com o avdagdade nestes animais (IRWIN
et al.,, 1992, 1993). Por razdes de praticidadegistioa, a administracdo sistémica de
MPTP em camundongos tem sido um dos modelos anmmeis empregados no estudo
dos mecanismos de neurotoxicidade associados dddP.como para o teste de novos
agentes terapéuticos para esta doenca (HEIKKILAlgt1984; ARAI et al.,, 1990;

ARAK]I et al., 2001a; SCHMIDT e FERGER, 2001).

Por outro lado, tem sido demonstrado que ratopaécularmente resistentes aos
efeitos do MPTP quanto este € administrado sissmeate (CHIUEH et al., 1984;

KALARIA et al., 1987). Embora as razdes para estasténcia ndo estejam totalmente
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esclarecidas, alguns autores sugerem que isto iposkar decorrente de diferencas no
metabolismo do MPTP (JOHANNESEN et al., 1985), etancdo ou distribuicdo do seu
metabdlito MPP (LANGSTON, 1985), ou ainda da presenca de altesisiida enzima
MAO-B (ver acima) nos capilares cerebrais de rabogue constituiria uma espécie de
barreira “enzimatica” hemato-encefalica (KALARIA aL, 1987). Esta resisténcia aos
efeitos neurotoxicos da administracéo sistémicMB3 P exibida por ratos € o principal
fator responséavel pelo limitado nimero de trabaltestinados a investigar as agdes
desta neurotoxina em ratos, chegando ao extrenadgdas autores desaconselharem o

emprego do modelo do MPTP nesta espécie (SCHMIBERGER, 2001).

Entretanto, HARIK e colaboradores (1987) demonatnaque a infusdo de uma
dose elevada de MPTP (2p@) na SNc de ratos € capaz de causar uma les&alparc
desta estrutura, reduzindo significativamente oa®iside DA e seus metabdlitos no
estriado. Posteriormente, demonstrou-se que adiofodateral de MPTP (10Qg) na
SNc de ratos é capaz de induzir uma reducdo de0%0-io numero de células
imunorreativas para a enzima tirosina hidroxilasezima critica na sintese de DA e
utilizada como um marcador de neurénios dopamioésyjina SNc (DA CUNHA et al.,
2001; GEVAERD et al., 2001a), além de causar urdag@& de 30-50% nos niveis de
DA no estriado dorsal (GEVAERD et al., 2001a). Uaaaiacteristica importante desta
administracdo bilateral de MPTP na SNc de ratoséaacapacidade de induzir prejuizos
no desempenho destes em diferentes modelos dedea@dm e memdéria, sem alterar
significativamente a funcdo motora dos animais (OBNHA et al., 2001, 2002, 2003;
GEVAERD et al., 2001a,b; MIYOSHI et al., 2002; BHESIMO et al., 2004; BRAGA

et al., 2005; FERRO et al., 2005). Uma vez quetéges inicial da DP é caracterizado
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por uma leséo parcial da SNc, prejuizos cognitev@siséncia dos sintomas motores, Da
Cunha e colaboradores (2001, 2002) tém propostbmengtracéo bilateral de MPTP na

SNc de ratos como um modelo para o estudo dosipwsjoognitivos associados a DP.

1.5. INTERACAO ENTRE OS SISTEMAS DOPAMINERGICO E

ADENOSINERGICO

Estudos epidemiolégicos tém demonstrado que o comsle café pode estar
associado a um menor risco de desenvolvimento dutl@ DP, sendo a cafeina o
constituinte responsavel por este efeito (HELLENBRAet al,1996; FALL et al., 1999;
ROSS et al., 2000; ASCHERIO et al., 2001; ROSS &R®BVITCH, 2001; GALE e
MARTYN, 2003; TAN et al., 2003). Os efeitos cendrala cafeina sdo decorrentes,
principalmente, por sua ligacdo e bloqueio (de nnaneespecifica) dos receptores para
adenosina no cérebro. A adenosina, produzida elmsvi@cidos como um subproduto da
degradacdo do ATP, desempenha diferentes funcOemodalacdo da atividade de
tecidos periféricos e centrais (FREDHOLM, 1995; DXVet al., 1996). Até o presente
momento, quatro subtipos de receptores para a siden@®, Aza, A2s and A) foram
clonados e caracterizados em diferentes espéciesad@feros, incluindo humanos e
ratos, sendo que todos eles pertencem a familiaedeptores acoplados a proteina-G
(FREDHOLM et al., 2001). Os receptores A As para adenosina encontram-se, na
maioria das vezes, acoplados a proteinas G inémst¢Gi), promovendo uma inibicao da
enzima adenilato ciclase e, consequentemente, dq8dups niveis de adenosina

monofosfato ciclico (AMPc). Por outro lado, os mHoees Aa € Apg para adenosina
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estdo acoplados a proteinas G estimulatérias I&sdo a um aumento na atividade da
enzima adenilato ciclase e nos niveis de AMPc (DAdt¥l., 1983; SVENNINGSSON
et al., 1999; FREDHOLM et al., 2001).

Um numero crescente de evidéncias tem demonstmael@ @denosina apresenta
efeitos opostos aos da DA no SNC. A ativacdo moiwdazida por antagonistas dos
receptores da adenosina (como a cafeina) é inileldadeplecdo de DA ou pelo bloqueio
dos receptores da DA. Além disso, agonistas adeérgscos inibem, enquanto
antagonistas adenosinérgicos potencializam, a @sifigio motora induzida por agonistas
dopaminérgicos (ver FERRE et al., 1997, 2001; FRANS al., 2000). Uma descoberta
chave neste processo € a co-localizagdo dos reespiA; e D)/A,a no estriado,
inicialmente observado em ratos (FERRE et al., 139 posteriormente também descrito
em humanos (DIAZ-CABIALE et al., 2001) (ver Figura

Estudosin vivo e in vitro sugerem que o0 mecanismo desta interacdo entre os
receptores de DA e adenosina pode envolver a fémnde heterodimeros, levando a
alteracBes alostéricas que afetam a afinidade eoplanento com a proteina-G,
modulando a eficacia da ativacdo do receptor. Destaa, a estimulacdo dos receptores
da adenosina diminui a afinidade de ligacdo de iaggm dopaminérgicos com 0s
receptores da DA. Ou seja, em geral, os agonistasdgnosina produzem efeitos
similares aos dos antagonistas da DA, enquantooguefeitos dos antagonistas da
adenosina assemelham-se aqueles induzidos porstagodbpaminérgicos (FUXE et al.,

1998).
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Figura 1. Representacdo esquemética do circuiticeayanglio basal-talamico-cortical.
As siglas Al e A2A referem-se aos subtipos de tecep para a adenosina. As siglas D1
e D2 referem-se aos subtipos de receptores pammilop. As demais siglas referem-se
as estruturas que compdem os ganglios da base{gi®@Be palido externo), GPi (globo
palido interno), SNc (substancia negra parte cotapaSNr (substancia negra parte
reticulada), NST (nucleo subtalamico), além dos roteansmissores presentes no
circuito: DA (dopamina), GLU (glutamato), GABA (éc gama-aminobutirico)
(Adaptado de BERGMAN et al., 1998).

Dentre os quatro subtipos de receptores para asiden o receptor A é aquele
gue tem atraido maior atencdo como possivel alve pdaratamento da DP (MALLY e
STONE, 1998; FERRE et al., 2001; MORELLI e PINNA02; MORELLI, 2003). O

potencial terapéutico da cafeina e de antagonisédetivos do receptor A para
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adenosina no tratamento da DP tem sido confirmadodieersos estudos utilizando
modelos animais desta doenca. A cafeina e antagergsletivos do receptorApara
adenosina promovem rotagdo contralateral em ratesgfreram lesdo unilateral da SNc
por 6-OHDA (SVENNINGSSON et al., 1999), reduzem atatepsia induzida por
antagonistas do receptop Para dopamina (HAUBER et al., 2001), além de amm a
perda de neurénios dopaminérgicos estriatais iddszpelo tratamento com MPTP em
camundongos (CHEN et al., 2001). Além disso, aicafé também capaz de reverter os
prejuizos cognitivos induzidos pela administrac&tranigral de MPTP em ratos
(GEVAERD et al., 2001b), indicando que a cafeirentagonistas do receptopApara
adenosina podem ser Uteis no controle dos sintoneésres e cognitivos associados a
DP.

Diante do exposto acima e ressaltando a limitatiaatura relacionando os
prejuizos cognitivos e olfativos em modelos anindas DP, o presente trabalho foi
desenvolvido para testar, inicialmente, a hipétsejue ratos reserpinados apresentam
prejuizo em testes de discriminacdo olfativa e manrgbcial, e que este prejuizo pode
ser revertido pela administracdo de agonistas dimgagicos e antagonistas

adenosinérgicos.

Em segundo lugar, buscamos também testar a hipdéegae o MPTP pode ser
absorvido pela via intranasal, causando alterapéasoquimicas (como a reducdo dos
niveis de dopamina) que resultardo em prejuizaiwdfacognitivo e motor. Na eventuais
alteracdes cerebrais causadas pelo MPTP, investigaeus mecanismos relacionam-se

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

- Avaliar o desempenho dos animais tratados ca@rpea (via intraperitoneal)
nas tarefas de discriminagéo olfativa, teste denteecimento social (memaria olfativa de
curta-duragdo), e atividade locomotora, quandoadd com cafeina, antagonistas

seletivos adenosinérgicos e agonistas seletivosniiogrgicos.

- Estudar o efeito da administracdo intranasad/i@d P no desempenho de ratos
nas tarefas de discriminacdo olfativa, teste deontsecimento social, atividade
locomotora, e em trés versdes da tarefa do labiraguatico de Morris (memdria
operacional, memdéria de procedimento e memoriecedpte referéncia).

- Estudar o efeito da administracdo intranasaM& P sobre as concentracdes
extracelulares de dopamina e seus metabdlitos Hm lmifatorio, estriado, cortex pré-
frontal e hipocampo de ratos através da cromatagdigtiida de alta pressao (HPLC).

- Avaliar o efeito do tratamento intranasal com TWPsobre a expressao da
enzima tirosina hidroxilase no bulbo olfatdrio ebstdncia negra de ratos através da
técnica de imunodetecc¢éo de proteifiaggtern blot”).

- Investigar uma possivel inducdo de “estresseabixio” em diferentes areas
cerebrais (bulbo olfatério, estriado, substancigraee hipocampo) de ratos pela
administracdo intranasal de MPTP, avaliado atradés medida de parametros
antioxidantes: glutationa total (GSH-t) e da atwd das enzimas glutationa redutase

(GR) e glutationa peroxidase (GPx).
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- Avaliar o efeito do tratamento intranasal com NPP$obre a ativacdo da
proteina JNK no bulbo olfatério e substancia nedgaratos através da técnica de

imunodeteccao de proteindséstern blot”).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos com aproximmge 3 meses de idade e
peso corporal variando entre 240 e 320 g provesserdo biotério central da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). taate de Reconhecimento Social,
foram utilizados além desses animais, ratos Wistathos jovens com aproximadamente
1 més de idade e peso corporal variando entre 180 g. Os animais foram alojados em
grupos de seis animais por caixa (42 x 34 x 17empantidos em condi¢cdes controladas
de umidade e temperatura (221°C), com ciclo claro-escuro de 12 horas (luzes acesa
das 7:00 as 19:00 h), tendo livre acesso a aguaamida. Todos os procedimentos
experimentais utilizados no presente estudo foramaduzidos cuidadosamente de acordo
com as normas previstas pelo Comité de Etica no WsoAnimais da UFSC

(CEUA/UFSC).

3.2. DROGAS

Reserpina (Sigma Chemical Co., USA) foi dissolvesha 50l de acido acético
glacial e salina (NaCl 0,9%), e foi administradiapaa 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 dissolvidmmestanol 10% v/v, e
administrado pela via intranasal na concentracd2ieng/narina (solugéo 2 mg/ml).
Cafeina (Sigma Chemical Co., USA), antagonistasefietivo dos receptores para
adenosina, foi dissolvido em salina com 10% de filisoéoxido (DMSO), e
administrado i.p. nas doses de 3; 10 ou 30 mgkgni8 antes dos experimentos.
8-cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine  (DPCPX) (TocrisCookson, USA),
antagonista seletivo dos receptorgspara adenosina, foi dissolvido em salina com 10%
de dimetilsufoxido (DMSO), e foi administrado imas 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), guaista seletivo dos receptores
Aoa para adenosina, foi dissolvido em salina com 1@%lichetilsufoxido (DMSO), e foi
administrado i.p. nas doses de 0,1; 0,5 ou 1,0gn8& min antes dos experimentos.
7,8-dihidroxi-1-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-3 berepina (SKF 38393) (Research
Biochemicals International, USA), agonista selefopara dopamina, foi dissolvido em
salina, e administrado i.p. nas doses de 0,5;3mg/kg, 15 min antes dos experimentos.
Quinpirole (Research Biochemicals International AY&gonista seletivo Ppara
dopamina, foi dissolvido em salina e administrago mas doses de 0,01; 0,05 ou 0,1
mg/kg, 15 min antes dos experimentos.
As solucdes controles utilizadas foram: salina &ihpl de acido acético glacial
para a reserpina; etanol 10% v/v para o MPTP; aalom DMSO 10% para cafeina,

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

A administracdo intranasal de MPTP em ratos foillizada utilizando um
procedimento semelhante ao descrito por DLUZEN &AIEAS (1996). Os animais
foram levemente anestesiados com éter e recebeirgfosdo bilateral (nas duas narinas)
de MPTP na dose de 0,2 mg/narina (solucdo 2,0 mghnlinfusdo do MPTP foi
realizada com o auxilio de um tubo de polietileR& ©0), que foi inserido cerca de 10
mm de profundidade na narina dos animais. O tubpatietileno foi conectado a uma
micro-seringa de 2%l (Hamilton, USA) acoplada a uma bomba de infudésight,
Brasil), permitindo o controle da velocidade (1@l&nin) e do volume (5@l/narina) de

infusao.

3.4. MODELOS COMPORTAMENTAIS

3.4.1. Campo aberto

Para avaliarmos possiveis alteracfes locomotardazidas pelos diferentes
tratamentos utilizados, os animais foram testadoande 5 min no campo aberto. O
aparato, feito de madeira e formica, é formadoporchdo de cor branca (100 x 100
cm), dividido em 25 quadrantes de 20 x 20 cm, caneges brancas de 40 cm de altura.
Durante os experimentos, cada rato foi colocadeemtro do campo aberto, sendo que
um sistema de camera de video captava as imagerengm aberto, sendo registrado o

numero 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 avaliaddraeés do teste de
discriminacéo olfativa, previamente descrito porFSE e LAMBERTY (1988) e,
posteriormente, modificado em nosso laboratérioHPRSER et al., 2005a,b). O teste
consistiu em isolar os animais 48 horas antes @woirdos experimentos em caixas
individuais (42 x 34 x 17 cm) para que haja uma@adacdo da impregnacao do odor.
A caixa de discriminacao olfativa consiste em dmispartimentos idénticos (30 x 30 x
20 cm) separados por uma porta aberta que pernatesso dos animais para os dois
compartimentos. O chdo de um dos compartimentofiado com a serragem retirada
da gaiola na qual o animal ficou isolado por 48 akprenquanto que o outro
compartimento foi forrado com serragem limpa e arad O experimento consistiu em
colocar o rato na caixa de discriminacdo olfativegstrou-se, durante um periodo de 5
minutos, o tempo que o animal gastou investigaratta um dos compartimentos. A
discriminacao olfativa foi avaliada pela prefer@ndo rato em ficar no compartimento
impregnado com o0 seu cheiro (compartimento fanikan relacdo ao compartimento
inodoro (ndo-familiar), visto que nesta situac&m sido demonstrado que ratos machos
adultos preferem permanecer em ambientes impregreamsho 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 proceditoetiescrito por DANTZER e
colaboradores (1987) e recentemente padronizadacsso laboratorio (PREDIGER e
TAKAHASHI, 2003; PREDIGER et al., 2004). Os ratodulios (3 meses de idade)
foram isolados em caixas de plastico individuaispdias antes do experimento. O teste
de reconhecimento social consiste em duas apredestasucessivas (5 min cada),
separadas por um intervalo variavel. Durante agirarapresentagéo, um rato jovem (1
més de idade) foi colocado na gaiola-moradia doadtlto, e registrou-se o tempo que o
rato adulto gastou investigando (cheirar, lambegmoximar, etc) o rato jovem. Ao final
da primeira apresentacdo, o rato jovem foi retirddocaixa do rato adulto, ficando
isolado em uma outra caixa durante o intervaloeegdrapresentacdes. Apos um intervalo
de 30 min, o rato jovem foi reapresentado ao rdidt@ registrando-se novamente o

tempo de investigacdo gasto pelo rato adulto der@segunda apresentacao.

O que acontece neste modelo é que quando o mesmpvam (familiar) é re-
apresentado ap6s um intervalo pequeno (menor quemi@tos), o rato adulto
“reconhece” este rato jovem, sendo verificada uedugédo no tempo de investigagao
durante a segunda apresentacdo. Esta reducdo rderoérente de uma simples
habituacéo por parte do rato adulto, uma vez queéngbservada quando um rato jovem
diferente (ndo-familiar) daquele utilizado no prirneencontro € apresentado ao rato
adulto. Além disso, quando o intervalo entre asdesentacdes € estendido para uma

ou duas horas, o rato adulto perde a capacidadecdahecer o rato jovem com o qual
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foi previamente exposto, ndo sendo registradaaifer significativa no comportamento
investigatério durante as duas apresentacbes (DAIRTEt al., 1987; PREDIGER e

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

Por esta razdo, o teste de reconhecimento socialsemdo utilizado como um
modelo vélido para o estudo da memoria olfativacdda duracdo, sendo que um
intervalo reduzido (30 minutos) entre as duas aptagdes ao rato jovem é utilizado
para demonstrar possiveis efeitos “amnésicos” fdeetites drogas e procedimentos. Por
outro lado, um intervalo mais longo (120 minut@shtsido selecionado como uma janela
temporal sensivel a tratamentos ou manipulacGes agmeentam ou facilitam esta
memoria social (DANTZER et al., 1987; PREDIGER e KPAHASHI, 2003;

PREDIGER et al., 2004).

3.4.4. Teste do labirinto aquético de Morris

O labirinto aquatico consiste de um tanque circualar cor preta (1,7 m de
diametro e 80 cm de altura), baseado no modelcoptopor MORRIS e colaboradores
(1982), e localizado no interior de uma sala conmag#istas visuais fixadas nas paredes.
O tanque foi preenchido com agua até a altura den§0sendo a temperatura da agua
mantida a temperatura constante (22 $C) através de um sistema automatizado de
resisténcias. Foram estabelecidas 4 posicoes tidgoéiXorte, Sul, Leste e Oeste) que
dividiam a superficie do labirinto em 4 quadran(Brdeste, Noroeste, Sudeste e
Sudoeste). A plataforma utilizada para os testes aglataforma submersa (testes de

memoria operacional e memoria espacial de refageca de acrilico transparente (10 x
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10 cm) e foi submersa 1 cm da superficie da dgura. ®teste com pista visual (teste da
memoéria de procedimento), uma bola de cor brancan(de diametro) foi fixada sobre a
superficie superior da plataforma submersa, perdatique a bola permaneca visivel
sobre a superficie da agua.

Durante os experimentos, um sistema de cameradde ¢aptava as imagens do
labirinto aquatico, sendo estas gravadas em fitdS ¥ a laténcia gasta pelos animais
para encontrar a plataforma foram analisadas postemnte.

- Versdo memoaria operacionalos animais foram submetidos a 4 treinos por dia,
durante 5 dias, no labirinto aquatico. Em cadaodianimais eram liberados de 4 pontos
de partida diferentes de forma pseudoaleatorialafaforma submersa permaneceu em
uma mesma posicao durante todas as sessfes dwadiantre um dia e outro foi trocada
de posicédo. O animal foi liberado para nadar atémnar a plataforma ou até um tempo
maximo de 60 s. Caso o animal ndo encontrassdadqlaa nesse tempo, ele era levado
manualmente até a plataforma e deixado nesta psr 8% tempos de laténcia para o
animal encontrar a plataforma foram registradogisAgs 30 s, 0 animal era colocado no
ponto de partida seguinte.

- Versdo memodria espacial de referénciaos animais foram submetidos a 6
treinos no labirinto aquatico (durante um Unico).diam cada treino os animais foram
liberados de pontos de partida diferentes de fopseudoaleatéria. A plataforma
submersa permaneceu em uma mesma posicéo (Sutlestale todo o treinamento. No
dia do teste (48 h apos o treinamento), repetiogcedimento do dia de treinamento
com a excec¢do do numero de sessdes terem sidodaslpara 3. O animal foi liberado

para nadar até encontrar a plataforma ou até umpoten@ximo de 60 s. Caso o animal
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nao encontrasse a plataforma nesse tempo, elevai@dol manualmente até a plataforma
onde permanecia por 10 s. Os tempos de laténcia atémal encontrar a plataforma

foram registrados. Apds os 10 s, o animal foi aelirda plataforma e colocado em uma
caixa fora do labirinto aquatico por 20 s, sende gm seguida ele era colocado no
préoximo ponto de partida.

- Versdo memdria de procedimento(com pista visual): os animais foram
submetidos a 4 treinos por dia, durante 4 diadabiointo aquatico. Em cada treino os
animais foram liberados dos 4 pontos de partidarelites (Norte, Sul, Leste, Oeste) e a
plataforma visivel foi sendo trocada de posicdo em cada treino estré diferentes
guadrantes (Nordeste, Noroeste, Sudeste, Sudo@séeimal foi liberado para nadar até
encontrar a plataforma ou até um tempo maximo de &aso o animal ndo encontrasse
a plataforma nesse tempo, ele era levado manuaraéhia plataforma onde permanecia
por 10 s. Os tempos de laténcia até o animal ersoatplataforma foram registrados.
Apo6s os 10 s, o animal era retirado da plataforn@lecado em uma caixa fora do
labirinto aquatico por 20 s. Nesse intervalo esdugfda a troca de posicao da plataforma
para o treino seguinte. A posicdo de partida esicfio da plataforma foram arranjadas

de modo que as distancias (proximal e distal) fossentrabalancadas 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 alteracdes niveis de dopamina (DA)
apos o tratamento intranasal com MPTP, os nivaisganos de DA e seu metabdlitos
ndo-conjugados, o acido 3,4-dihidroxifenilacétid@OfPAC) e o acido homovanilico
(HVA) foram analisados através do HPLC de fase resveacoplado a detector
eletroquimico segundo protocolo previamente despot FELICIO et al. (1996).

Apbs diferentes intervalos (1, 7, 14 ou 21 dids)administracdo intranasal de
MPTP ou solucdo controle (intranasal), os animaram submetidos a eutanasia por
decapitacdo e seus cérebros foram removidos edswan solucéo salina gelada’().
Imediatamente apds, o cérebro foi dissecado ragdn(tempo maximo de 3 minutos)
sobre uma placa de Petri rodeada por pedras desgety formando assim um micro-
ambiente o mais frio possiveD bulbo olfatério, o estriado, o cértex pré-frantao
hipocampo foram dissecados, pesados e em segnidaemados em freezer 70

Os tecidos cerebrais foram homogeneizados por agioc(caneta sonicadora),
durante 2 ou 3 minutos sobre uma cuba de gelo senosolucao de acido perclérico 0,1
M contendo 0,02% de N&O0s, EDTA dissédico e uma concentracdo conhecida de (3
dihidroxibenzilamina (DHBA), utilizado como padrédoterno para as dosagens de
monoaminas.

O sistema utilizado consistiu em cromatégrafoitiqude alta pressédo (HPLC)
acoplado a um detector eletroquimico (HPLC-ED; Sltina Modelo 6A). O HPLC-ED

era composto de um recipiente injetor (valvula)26gl, bombas de fluxo A e B, um
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sistema controlador (monitoramento de fluxo, pressédtemperatura), uma coluna
cromatografica medindo 150 X 4,6 mm, didmetro dei@da pm (Shimpak — ODS C
18) com filtro de linha, um detector eletroquimi@ um integrador modulado
Chromatopac. A técnica utilizada foi a de cromatfigrem fase reserva com pareamento
ibnico. Esta técnica fundamenta-se na cromatogrdfiaparticio ou absorcdo. As
condicdes de trabalho foram as seguintes: tempar&@iC, tempo de obtencédo dos
picos: até 24 minutos.

A fase movel para o HPLC utilizada consistiu emsistema isocratico formado
por um tampéao citrato 0,02 M, metanol 92/8 (v/v1,20nM EDTA saddico e 0,0556% de
acido 1-heptanosulfénico (HSA). O pH foi ajustadargp 3,0 com &cido ortofosférico
(H3sPQOy). A fase movel foi filtrada em um sistema a vaeuteaerada por 15 minutos por
um degaseificador a hélio antes de ser instaladdRidC, e circulou no sistema por 12
horas (overnight) para equilibrio da coluna, querop num fluxo de 1 ml/min. O
detector foi mantido com um potencial de 0,8V redredo de trabalho.

Para o preparo das solucdes padrbes de DA e rhitial§oi utilizado padrdes de
concentracdes 1 nM de DA, DOPAC e HVA diluidos end@ cloridrico 0,1 M contendo
0,02% de Nz5,05 e estocados em freezer =80por um periodo de até 2 meses. No
momento da analise, os padrdes foram descongetadibsdos 2.500 a 10.000 vezes em
acido perclérico 0,1 M. Pelo menos dois padrdesnforinjetados no HPLC-ED
diariamente, antes e ao final das dosagens dosdematms e os valores utilizados como
referéncia. Utilizou-se a area sob a curva dosgesdpara quantificar as amostras. Os

valores obtidos foram expressos em ng/g de teciddal(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) — IMUNODETECGAO DE PROTEINAS (* western blot”)

3.6.1. Coleta dos tecidos

Apés diferentes intervalos da administracdo nasal de MPTP ou solugéo
controle (intranasal), os animais foram submetidosutanasia por decapitacdo e seus
cérebros foram removidos e lavados com solucamasgNlaCl 0,9%) gelada (ZC).
Imediatamente apds, o cérebro foi dissecado ragidn(tempo maximo de 3 minutos)
sobre uma placa de Petri rodeada por pedras desgety formando assim um micro-
ambiente o mais frio possiveéD bulbo olfatério e a substancia negra foram desdes,

pesados e em seguida armazenados em free2€r. -70

3.6.2. Preparacéo das fracdes de proteinas celulare

As amostras coletadas foram homogeneizadas em dampélise A gelado
(HEPES 10 mM (pH 7,9), contendo: 1,5 mM de MgQdl0 mM de KCI, 0,5 mM de
fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF), 0,5 mM de ditiatitol (DTT), 50 mM de NaF, 2 mM
de NaVvO,, 1,5 pg/ml de inibidor de tripsina, pg/ml de pepstatina A, pg/ml de

leupeptina, 1Qug/ml de aprotinina e 1 % de triton X-100), incubmdan gelo por 15 min
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e centrifugadas a 14.000 rpm, 15 minG4 O sobrenadante foi coletado como extrato
protéico total (membrana e citosol). A determinadaoconcentracdo de proteinas das
amostras foi realizada utilizando o kit Bio-Radgdeterminacdo de protein&d-Rad
Protein Assay Kjt segundo recomendacgOes do fabricante. As fracéledares foram

armazenadas em freezer a%7@té o momento do uso.

3.6.3. Ensaio de Western blot”

Com o objetivo de verificar possiveis alteracdespadrdo de expressado das
proteinas TH e JNK apds o tratamento intranasal EI&iiP, foi realizado o ensaio de
imunodeteccao de proteinasvé'stern blot). A fracdo citosdlica, obtida como descrito
anteriormente, foi submetida a eletroforese em dganaturante, SDS-poliacrilamida
(12%), sendo logo depois transferida para membaanaolivinilidenodifluorido (PVDF).
Apoés a transferéncia, a membrana foi bloqueadacdut@ de leite desnatado (5%) e
posteriormente incubada com anticorpos contra THNI¢ (Santa Cruz Biotechnology).
A visualizacdo das proteinas foi realizada utild@mranticorpo secundario especifico
conjugado a peroxidase e as bandas imunorreatvas fvisualizadas atravées do uso de

kit de aumento de quimioluminescéncia (ECL, AmemsHharmacia Biotech.) e filme

radiografico, segundo recomendacdes do fabricante.
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3.7. DETERMINACAO DE MARCADORES DO ESTRESSE OXIDATIVO —

PARAMETROS ANTIOXIDANTES

Com o objetivo de verificar um possivel estresselaiwo em conseqiéncia da
administracdo intranasal de MPTP, foram mensuramogparametros antioxidantes:
niveis de glutationa total (GSH-t) e a atividade dazimas glutationa peroxidase (GPx)
e glutationa redutase (GR), apos diferentes inesv@,5; 2; 6 e 24 horas) do tratamento

com MPTP.

3.7.1. Preparacao de extrato dos tecidos

Apoés diferentes intervalos da administracdo insahale MPTP ou solugéo
controle (intranasal), os animais foram submetidosutanasia por decapitacdo e seus
cérebros foram removidos sobre uma placa de Petitida colocada sobre o gelo. As
estruturas cerebrais (bulbo olfatério, substan@gray estriado e hipocampo) foram
isoladas, pesadas e homogeneizadas em tampéao HEP®BSI, pH 7,4. Em seguida, o
homogenato foi centrifugado a 20.000 g por 30 nois@m centrifuga refrigerada (4° C).
O sobrenadante foi entdo separado e conservad@®aC-para posterior dosagem das
atividades enzimaticas (GPx e GR).

Para as dosagens do conteudo de GSH-t, os tecdms homogeneizados em
acido perclérico (PCA) 0,5M e em seguida centrifiaggaa 15.000g por 2 minutos (4° C).
O sobrenadante foi separado e neutralizado (ddul€&) em tampéao 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 é enzimatico e foi originalmedéscrito por TIETZE (1969),
e posteriormente modificado por AKERBOOM e SIES8Q Consiste em um método
ciclico que detecta tanto a forma oxidada (GSSG@ntgua forma reduzida (GSH) da
glutationa, o que entéo é definido como glutatitmtal (GSH-t). O reagente de Ellman,
DTNB, reage espontaneamente com GSH formando @ &olorido TNB e o conjugado
GS-TNB, incolor. A GR cliva este conjugado e uéilidADPH como co-fator, resultando
em GSH e TNB, desenvolvendo mais cor. A GSH reageamente com DTNB
reiniciando o ciclo. Caso haja presenca de GSS@,é&primeiramente reduzida a GSH
pela acdo da enzima glutationa redutase (GR) esegmida, entra no ciclo. As leituras
foram feitas em espectrofotdmetro a 412 nm poniird

Neste ensaio, 0 meio de reacdo consistia de tafogaio de potassio 0,1 M, 1
mM EDTA, DTNB 0,1 mM; NADPH 0,2 mM. Apés a adicda dmostra ou do padréo,
iniciava-se a reacdo pela adicdo da GR 0,2 U/mktorcentracdo de GSH-t foi obtida
pela comparacdo das absorbancias das amostras alosordancia de uma curva padrao
de GSSG (0,1-1,0 nmol/mL). A reacdo basal, seneaepca de GSSG ou amostra, foi
descontada do delta de absorbancia por minuto mbigd presenca do padrao ou da

amostra. O valor obtido foi multiplicado pelas difies.
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3.7.3. Avaliacao da atividade da enzima glutationperoxidase (GPx)

A GPx catalisa a reducdo de®, bem como de outros lipodroperéxidos,
utilizando a glutationa reduzida (GSH) como co-tnalbs para esta reacdo e produzindo
glutationa oxidada (GSSG). A GSSG ¢é reduzida pelf@tipna redutase com 0 consumo
de NADPH, que pode ser acompanhado espectrofoicamagnte em 340 nm
(WENDEL, 1981; FLOHE e GUNZLER, 1984). Para estsaém o meio de reacio
continha tampéao fosfato 0,1 M, pH 7,0, EDTA 1 mMsHs 1mM, NADPH 0,1 mM.
Adicionou-se a amostra neste meio para mensuransumo inespecifico de NADPH
através de uma leitura por 2-4 min a 340 nm. Aaé&seimo de absorbancia (340 nm)
por minuto obtido descontou-se o consumo inespecife NADPH. O valor obtido foi
dividido pelo coeficiente de extincdo molar de NADRe = 6.220 M' cm?) e
multiplicado pelas dilui¢des. O valor foi expressmo mUnidades/mg de proteina. Uma

Unidade corresponde guinol/min.

3.7.4. Avaliacdo da atividade da enzima glutationgedutase (GR)

A GR catalisa a reducédo da glutationa oxidada (QS8favés da oxidacédo do
NADPH. Ao utilizar o substrato GSSG a enzima lesacansumo de NADPH, que é

acompanhado espectrofotometricamente em 340enm6(220 M' cmi®). A velocidade
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de consumo de NADPH, em condi¢cdes de saturacioessg a atividade enzimatica
(CALBERG e MANNERVIK, 1985). O meio de reacdo coht tampao fosfato 0,1 M,
pH 7,0, EDTA 1mM, NADPH 0,2 mM. Apés adicionar a @stra, 0 consumo
inespecifico de NADPH foi mensurado por 2-4 mird@ 8m. Ao adicionar o substrato
GSSG 1 mM a leitura foi realizada por 2-4 min asheiis e do decaimento por minuto
obtido descontou-se o consumo inespecifico de NAOPMalor obtido foi dividido pelo
coeficiente de extincdo molar de NADPE £ 6.220 M' cm®) e multiplicado pelas
diluicdes. O valor foi expresso como mUnidades/ng mtoteina. Uma Unidade

corresponde a fimol/min.

3.8. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como a médixrée padrdo da media (e.p.m.). Os
resultados iniciais do tratamento com reserpinag bemo os efeitos da administracao
intranasal de MPTP sobre os niveis cerebrais dandiog e seus metabdlitos foram
comparados utilizando o teste “t” de Student naeamn. As comparacles estatisticas
dos demais resultados foram realizadas por andéiseariancia (ANOVA) de uma ou
duas vias, adequadas ao protocolo experimentaltefaente, os grupos foram
comparados entre si empregando-se o fEstehocde Newman-Keuls. A probabilidade
aceita como indicativo da existéncia de difererstatisticamente significante fBk0,05.
Todas as comparacdes estatisticas foram efetudiiaando-se o pacote estatistico

Statistic 5.0
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4. RESULTADOS

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

de ratos

A Figura 2 ilustra o efeito do tratamento com rpsex (1 mg/kg, i.p.), 24 h antes
dos experimentos, sobre a discriminacdo olfativaades. Os animais tratados com a
solucdo controle (i.p.) foram capazes de discrimimg dois compartimentos,
permanecendo um tempo significativamente maiorampartimento familiar. Por outro
lado, o grupo de animais tratado com reserpinasepteu um significativo prejuizo na
discriminacdo olfativa, permanecendo tempos semtdhanos dois compartimentos
[t=4,78; P<0,0001; Teste “t” de Student] (Figura 2)
No teste de reconhecimento social, a administraeireserpina (1 mg/kg, i.p.),
24 horas antes do experimento, prejudicou a capdeidle reconhecimento dos ratos
adultos, indicado por um aumento no tempo de irgaso quando 0 mesmo rato jovem
foi re-apresentado apds um intervalo de 30 min,5;3°<0,001; Teste “t” de Student]
(Figura 3A). Como ilustrado na Figura 3B, quando rato jovem diferente daquele
utilizado durante a primeira apresentacao foi etxpa® rato adulto, nenhuma reducéo
significante no tempo de investigacdo pode serrohda, independente do tratamento

[t=1,00; P=0,33] (controle ou reserpina).
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Figura 2. Efeito do tratamento com reserpina (1kmgd/p.) ou solucéo controle (i.p.) (24
horas antes dos experimentos) na discriminacabvalfde ratos. As barras representam a
porcentagem do tempo (médiaEtP.M.) gasto em cada um dos compartimentos (n= 8
animais por grupo).P<0.05 comparado a % do tempo gasto no compartinfantdiar
(Teste "t" de Student).
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Figura 3. Efeito do tratamento com reserpina (1kmgd/p.) ou solucéo controle (i.p.) (24
horas antes dos experimentos) no tempo de invedtigguando 0 mesmo rato jovem (A)
ou um rato jovem diferente (B) daquele utilizadoagite a  apresentacéo foi exposto ao
rato adulto apés um intervalo de 30 min. As baregasesentam o tempo de investigacao
(média + E.P.M.) de 8 animais por gruges9.05 comparado ao tempo de investigagédo
gasto durante a®apresentacéo do rato jovem do mesmo grupo (Tésde ‘Student).
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Além disso, os efeitos da administracdo de reserfln mg/kg, i.p.) sobre a
discriminacdo olfativa e memoria social de ratoseeam ndo estar associados a um
comprometimento da funcdo motora dos animais, uem que este tratamento nao
alterou os parametros comportamentais de exploragdeampo aberto: nimero de
guadrantes cruzados [t=0,3®50,76] e numero de respostas de levantar [t=040;70]
(Tabela 1).

Tabela 1. Efeito do tratamento com reserpina (1 mg/kg, iqu)solugéo controle (i.p.)

(24 horas antes dos experimentos) nos parametrgortamentais 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 15,9 +1,3 8

Os resultados séo expressos pela méddPH\.

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

discriminacgéo olfativa e memdria social induzidos @a reserpina em ratos

Os efeitos da administracdo aguda (15 min antegxjpsrimentos) dos agonistas
seletivos dos receptores para dopamina SKF 383fi&a do receptor>0,5; 1,0 ou
3,0 mg/kg, i.p.) ou quinpirole (agonista do recef®g, 0,01; 0,05 ou 0,1 mg/kg, i.p.) na
discriminacdo olfativa de ratos previamente trasadom reserpina (1 mg/kg, i.p.) (24

horas antes dos experimentos) séo ilustrados maaHg A analise de variancia efetuada
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pela ANOVA de uma via revelou um efeito signifiGardo tratamento com quinpirole
[F(3,25) = 10,00;P<0,001]. Entretanto, revelou um efeito ndo sigaifie para o
tratamento com SKF 3839F([3,24) = 0,75;P=0,53]. O teste post-hoc de Newman-
Keuls indicou que aqueles animais que foram tratadon reserpina no dia anterior ao
teste e receberam quinpirole (0,05-0,1 mg/kg,, ifpram capazes de discriminar entre 0s
dois compartimentos, permanecendo tempos significaente maiores no

compartimento familiar (Figura 4).
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Figura 4. Efeito do tratamento i.p. com os agosristapaminérgicos (15 min antes dos
experimentos) SKF 38393 (agonista, D,5; 1,0 ou 3,0 mg/kg) ou quinpirole (agonista
D,, 0,01; 0,05 ou 0,1 mg/kg) na discriminacao olfatile ratos previamente tratados com
reserpina (1 mg/kg, i.p.) 24 horas antes dos exgerios. As barras representam a
porcentagem do tempo (médiaEtP.M.) gasto em cada um dos compartimentos (n=7-8
animais por grupo).P<0.05 comparado a % do tempo gasto no compartinfantdiar

do respectivo grupo (Teste de Newman-Keuls).



49

A Figura 5 ilustra os efeitos da administracdo dagl5 min antes dos
experimentos) dos agonistas seletivos dos receppara dopamina SKF 38393 (agonista
do receptor I 0,5; 1,0 ou 3,0 mg/kg, i.p.) ou quinpirole (agaaido receptor £ 0,01;
0,05 ou 0,1 mg/kg, i.p.) no tempo de investigagéwas de ratos previamente tratados
com reserpina (1 mg/kg, i.p.) (24 horas antes dpgrénentos) quando o mesmo rato
jovem foi re-apresentado apos 30 min. A andlisatistita efetuada atraves da ANOVA
de uma via revelou um efeito significante do tragata com quinpiroleH(3,24) = 39,69;
P<0,001] no tempo de investigagdo social. Entretaieeelou um efeito ndo significante
para o tratamento com SKF 3839H(3,24) = 0,90;P=0,46]. O teste post-hoc de
Newman-Keuls indicou que os animais previamentadms com reserpina (1 mg/kg,
i.p.) e injetados com quinpirole (0,05 — 0,1 mg/k@,) apresentaram uma reducao
significante no tempo de investigacdo durante arstay apresentacdo do rato jovem
(Figura 5).

Como pode ser observado na Figura 6, a adminstraguda destas mesmas
doses de SKF 38393 e quinpirole nao alteraram fgigtivamente o tempo de
investigagdo quando um rato jovem diferente foilizatllo durante a segunda
apresentacad-[3,24) = 0,98;P=0,42 eF(3,24) = 0,15;P=0,93, respectivamente] . Isto

sugere um efeito seletivo do quinpirole sobre a érensocial de ratos reserpinados.
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Figura 5. Efeito do tratamento i.p. com os agosistapaminérgicos (15 min antes dos
experimentos) SKF 38393 (agonista, D,5; 1,0 ou 3,0 mg/kg) ou quinpirole (agonista
D,, 0,01; 0,05 ou 0,1 mg/kg) no tempo de investigap@ndo 0 mesmo rato jovem foi
re-apresentado ao rato adulto apdés um interval@0denin. As barras representam o
tempo de investigacdo (médiaEtP.M.) de 8 animais por grup®<0.05 comparado ao
tempo de investigacdo gasto durante®aaptesentacdo do rato jovem do mesmo grupo.
#P<0.05 comparado ao tempo de investigacdo gasto teusaé apresentacido do rato
jovem do grupo controle (Teste de Newman-Keuls).
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Figura 6. Efeito do tratamento i.p. com os agosistapaminérgicos (15 min antes dos
experimentos) SKF 38393 (agonista, D,5; 1,0 ou 3,0 mg/kg) ou quinpirole (agonista
D,, 0,01; 0,05 ou 0,1 mg/kg) no tempo de investigapdando um rato jovem diferente
foi apresentado ao rato adulto apds um interval@@enin. As barras representam o
tempo de investigacao (médi&+.M.) de 8 animais por grupo.
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Além disso, os efeitos positivos da administracd@ dlinpirole sobre a
discriminacdo olfativa e a memdria social de rateserpinados parecem nao estar
associados diretamente a uma alteracdo da atividadenotora dos animais, uma vez
gue este tratamento ndo alterou os parametros ctanmntais de exploracdo no campo

aberto (Tabela 2).

Tabela 2. Efeito da administracdo aguda (i.p.) @gsnistas dopaminérgicos (15 min
antes dos experimentos) SKF 38393 (agonista0[®; 1,0 ou 3,0 mg/kg) ou quinpirole
(agonista B, 0,01; 0,05 ou 0,1 mg/kg) nos parametros compamdamrs de ratos

previamente tratados com reserpina (1 mg/kg, ept¢stados 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 +,0 8
reserpina (1) + SKF 38393 (1,0) 67,1+7,7 14,3 41,7 8
reserpina (1) + SKF 38393 (3,0) 72,8 +10,6 148 2,1 8
reserpina (1) + quinpirole (0,01) 65,7 +3,0 13,4 +1,5 8
reserpina (1) + quinpirole (0,05) 61,7 +6,1 13,8 +1,2 7
reserpina (1) + quinpirole (0,1) 63,3 +4,3 16,0 +1,9 7

Os resultados sdo expressos pela méddPH\.
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4.3. Efeitos da administracdo de antagonistas adesinérgicos sobre os prejuizos na

discriminacgéao olfativa e memdria social induzidos @a reserpina em ratos

A Figura 7 ilustra os efeitos da administracdo agy@80 min antes dos
experimentos) dos antagonistas adenosinérgicognaafentagonista nao-seletivo, 3; 10
ou 30 mg/kg, i.p.), DPCPX (antagonista do receptar 0,5; 1 ou 3 mg/kg, i.p.) ou
ZM241385 (antagonista do receptosaA0,1; 0,5 ou 1,0 mg/kg, i.p.) na discriminacao
olfativa de ratos previamente tratados com resarfiinmg/kg, i.p.) (24 horas antes dos
experimentos). A andlise de variancia efetuada p&I®OVA de uma via revelou um
efeito significante dos tratamentos com cafeifd3,p5) = 14,08; P<0,0001] e
ZM241385 F(3,23) = 3,43P<0,05]. Entretanto, revelou um efeito néo signifieapara
o tratamento com DPCPXF(3,23) = 0,70;P=0,56]. Confirmando os resultados
anteriores, aqueles animais que foram tratados mem®rpina (1 mg/kg, i.p.) no dia
anterior e receberam a solucéo controle (i.p.ynB0antes dos experimentos, nédo foram
capazes de discriminar entre os compartimentoslifané nao-familiar, permanecendo
tempos semelhantes nos dois compartimentos. A @&tnaigho aguda de cafeina (10 -30
mg/kg, i.p.) ou ZM241385 (0,5 — 1,0 mg/kg, i.p.yedeu este prejuizo na discriminacao
olfativa induzido pela reserpina, uma vez que oOsnais permaneceram um tempo

significativamente maior no compartimento familjgigura 7).
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Figura 7. Efeito do tratamento i.p. com os antagjasiadenosinérgicos (30 min antes dos
experimentos) cafeina (antagonista néo-seletivol®;ou 30 mg/kg, i.p.), DPCPX
(antagonista A 0,5; 1 ou 3 mg/kg) ou ZM241385 (antagonists,”0,1; 0,5 ou 1,0
mg/kg) na discriminacdo olfativa de ratos previatag¢ratados com reserpina (1 mg/kg,
i.p.) 24 horas antes dos experimentos. As bar@&sentam a porcentagem do tempo
(média_+E.P.M.) gasto em cada um dos compartimentos (nad#ais por grupo).
*P<0.05 comparado a % do tempo gasto no compartinfantidiar do respectivo grupo
(Teste de Newman-Keuls).
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Os efeitos da administracdo aguda (30 min antes edgerimentos) dos
antagonistas adenosinérgicos cafeina (antagorastseaietivo, 3; 10 ou 30 mg/kg, i.p.),
DPCPX (antagonista do receptor,®,5; 1 ou 3 mg/kg, i.p.) ou ZM241385 (antagonista
do receptor An, 0,1; 0,5 ou 1,0 mg/kg, i.p.) no tempo de invest@p social de ratos
previamente tratados com reserpina (1 mg/kg, (%) horas antes dos experimentos)
guando o mesmo rato jovem foi re-apresentado aPawifBd é ilustrado na Figura 8. A
analise estatistica efetuada através da ANOVA d& vienrevelou um efeito significante
dos tratamentos com cafeig3,24) = 15,80P<0,0001] e ZM241385H(3,26) = 65,26;
P<0,0001] no tempo de investigagdo social. Entretamtvelou um efeito n&o
significante para o tratamento com DPCHX3]25) = 0,11;P=0,95]. Confirmando os
resultados anteriores, a administracdo de reseppomaoveu um significante prejuizo na
memoaria social dos animais, uma vez que estesardamfcapazes de reconhecer o rato
jovem quanto este foi re-apresentado apés um aiterde 30 min. A administracao
aguda de cafeina (10 — 30 mg/kg, i.p.) ou ZM241@85 — 1,0 mg/kg, i.p.) reverteu este
prejuizo na capacidade de reconhecimento sociakidd pela reserpina, promovendo
uma reducédo significativaP€0.05, teste de Newman-Keuls) no tempo de invesimag
durante a segunda apresentacdo do rato jovem grRgur

Como pode ser observado na Figura 9, a adminstraguda destas mesmas
doses de cafeina, DPCPX e ZM241385 ndo alteroufisagivamente o tempo de
investigacdo quando um rato jovem diferente foilizatilo durante a segunda
apresentacdo. Isto sugere que a cafeina e o ZM234d4880 atuando seletivamente na

melhoria dos prejuizos induzidos pela reserpinassalmemaria social de ratos.
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Figura 8. Efeito do tratamento i.p. com os antagfasiadenosinérgicos (30 min antes dos
experimentos) cafeina (antagonista néo-seletivol®;ou 30 mg/kg, i.p.), DPCPX
(antagonista A 0,5; 1 ou 3 mg/kg) ou ZM241385 (antagonistg,”0,1; 0,5 ou 1,0
mg/kg) no tempo de investigacdo quando o mesmgaaem foi re-apresentado ao rato
adulto ap6s um intervalo de 30 min. As barras sspram o tempo de investigacao
(média + E.P.M.) de 7-9 animais por grupB20.05 comparado ao tempo de
investigacdo gasto durante & apresentacédo do rato jovem do mesmo grups0#5
comparado ao tempo de investigacdo gasto durafiteapresentacdo do rato jovem do
grupo controle (Teste de Newman-Keuls).
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Figura 9. Efeito do tratamento i.p. com o0s antagifasiadenosinérgicos (30 min antes dos
experimentos) cafeina (antagonista nao-seletivol®B;ou 30 mg/kg, i.p.), DPCPX
(antagonista A 0,5; 1 ou 3 mg/kg) ou ZM241385 (antagonistg,”0,1; 0,5 ou 1,0
mg/kg) no tempo de investigacdo quando um ratonodigerente foi apresentado ao rato
adulto apés um intervalo de 30 min. As barras mpram o tempo de investigacao
(média_+E.P.M.) de 7-8 animais por grupo.
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Além disso, administracdo de cafeina (3 — 30 mgikg), DPCPX (0,5 — 3
mg/kg, i.p.) e ZM241385 (0,1 — 1,0 mg/kg, i.p.) nadteraram 0s parametros

comportamentais de exploracdo no campo aberto i@ 8he

Tabela 3. Efeito da administracdo aguda (i.p.) aldagonistas adenosinérgicos (30 min
antes dos experimentos) cafeina (antagonista néiivee 3; 10 ou 30 mg/kg, i.p.),
DPCPX (antagonista/A0,5; 1 ou 3 mg/kg) ou ZM241385 (antagonista,”,1; 0,5 ou
1,0 mg/kg) nos parametros comportamentais de pgsamente tratados com reserpina
(2 mg/kg, i.p.) e testados no campo aberto (poirf.m

Tratamento (mg/kg) Cruzamentos Levantar | N
reserpina (1) + controle 68,3 +5,7 15,7 41,2 7
reserpina (1) + cafeina (3) 65,3 +54 17,3 40,7 8
reserpina (1) + cafeina (10) 74,8 +5,4 17,1 +.,6 8
reserpina (1) + cafeina (30) 72,3+11,5 20,0 45,1 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 8
reserpina (1) + DPCPX (3) 69,7 +2,1 17,6 +1,3 8
reserpina (1) + ZM241385 (0,1) 61,6 +6,5 17,7 4,3 8
reserpina (1) + ZM241385 (0,5) 64,8 +4,9 20,0 +2,2 7
reserpina (1) + ZM241385 (1,0) 76,4 +2,9 25,3 #4,2 8

Os resultados sao expressos pela médadPH\.
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4.4. Interacdo entre 0s receptores A para adenosina e B para dopamina no

prejuizo da memdria social induzido pela reserpin@m ratos

Para avaliarmos uma possivel interacdo entre ept@es A, para adenosina e
D, para dopamina no prejuizo da memobria social imttuzpela reserpina, ratos
previamente tratados com reserpina (1 mg/kg, ig#)horas antes dos experimentos,
receberam uma dose sub-efetiva de ZM241385 (aritdgaio receptor A, 0,1 mg/kg,
i.p.) 15 min antes da injecdo de uma dose subvafédi quinpirole (agonista do receptor
D,, 0,01 mg/kg, i.p.), e foram testados 15 min depmismodelo de reconhecimento
social (Figura 10). A analise de variancia efetuattavées da ANOVA de uma via
revelou um efeito significante para o fator tratatoe[F(3,28) = 14,84;P<0,001].
Posterior teste de Newman-Keuls indicou que a adtragdo combinada de ZM241385
e quinpirole promoveu uma reducdo significante eimpo de investigacdo quando o
mesmo rato jovem foi reapresentado ap6s 30 miru&id0A). Por outro lado, esta
administracdo combinada de ZM241385 e quinpiroteaiéerou o tempo de investigacao
guando um rato jovem diferente foi utilizado dueamat segunda apresentacdo (Figura
10B). Estes resultados apontam para um efeito soimato bloqueio dos receptores,A
para adenosina e a ativacdo dos receptosgzata dopamina na reversdo dos prejuizos

induzidos pela reserpina na memoaria social de.ratos
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Figura 10. Efeito da co-administracdo (i.p.) de 4W285 (antagonista A, 0,1 mg/kg)
com quinpirole (agonista 4 0,01 mg/kg) no tempo de investigacdo social desra
previamente tratados com reserpina (1 mg/kg, 2d.)horas antes dos experimentos. As
barras representam o tempo de investigacdo (médtaP#M.) quando 0 mesmo rato
jovem (A) ou um rato jovem diferente (B) foi utdido durante a®2apresentagdo (n=7-8
animais por grupo). P<0.05 comparado ao tempo de investigacdo gasto teuearf
apresentacdo do rato jovem do mesmo grupgex0#5 comparado ao tempo de
investigacdo gasto durante Adbresentacido do rato jovem do grupo controle ¢Tast

Newman-Keuls).



61

4.5. Efeito da administragéo intranasal de MPTP sale as funcbes olfativa e

motora de ratos

Com o objetivo de avaliarmos a hipdtese de que genta quimico presente no
meio ambiente poderia utilizar a cavidade nasalocporta de entrada no organismo e
estar relacionado a etiologia da Doenca de Parkjnsds administramos o 1-metil-4-
fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) (0,2 mg/me) pela via intranasal em ratos e
avaliamos as funcdes olfativa e motora destesvésralos testes de discriminacédo
olfativa e campo aberto, respectivamente), 1, 7e¢ A dias apos o tratamento com o
MPTP ou solucéo controle (intanasal).

A Figura 11 ilustra o efeito da administracao in&sal de MPTP (0,2 mg/narina)
sobre a discriminacdo olfativa dos animais. A aeatie variancia efetuada através da
ANOVA de duas vias (tratamento x tempo) revelou efeito significante para o fator
tratamento ff(1,56) = 8,26P<0,001]. Entretanto, revelou um efeito ndo sigatfie para
o fator tempo [F(3,56) = 2,02;P=0,12], e para o fator de interacdo entre tratament
tempo F(3,56) = 0,88;P=0,46]. Posterior teste de Newman-Keuls indicou que
tratamento intranasal com MPTP promoveu um prejyeecoce na discriminagao
olfativa dos animais, podendo ser detectado jarimero dia apos o tratamento com

MPTP, e sofrendo uma reverséo 21 dias apos o teatanfFigura 11).
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Figura 11. Efeito da administracdo intranasal deTRIR0,2 mg/narina) ou solucao
controle (intranasal) na discriminacdo olfativa o#os. As barras representam a
porcentagem do tempo (médiaEtP.M.) gasto em cada um dos compartimentos (n=8
animais por grupo).P<0.05 comparado a % do tempo gasto no compartiniantdiar

do respectivo grupo (Teste de Newman-Keuls).

Ja o efeito da administracao intranasal de MPTPr{@ynarina) sobre a atividade
locomotora dos animais é apresentado na TabelaAN®@VA de duas vias (tratamento
x tempo) revelou um efeito significante para o®ried tratamento, tempo e o fator de
interacdo nos parametros comportamentais avaliadogampo aberto: cruzamentos
[F(1,56) = 6,46;P<0,01; F(3,56) = 7,89;P<0,0001 eF(3,56) = 6,15;P<0,001,

respectivamente] e levantd#(L,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 Neweals indicou
gue o tratamento intranasal com MPTP promoveu wadacéo significante na atividade

locomotora dos animais nos dias 14 e 21 pos-tratemi@abela 4).

Tabela 4. Efeito da administracdo intranasal de MPTP (0,2namna) ou solucao
controle (intranasal) nos parametros comportameiairatos 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 47,5 18,5 +1,6 8
controle 7 71,1 +7,4 16,4 40,7 8
MPTP 7 80,0 +6,3 16,1 +1,2 8
controle 14 62,1 +7,9 16,1 +0,8 8
MPTP 14 42,9 +6,5* 7,4+1,2* 8
controle 21 73,9 +7,5 14,8 +1,1 8
MPTP 21 29,0 +4,6* 6,2 +1,3* 8

Os resultados sé@o expressos pela médwaPtM. *P<0,05 comparado ao grupo controle

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

aprendizado e memdéria em ratos

Para avaliarmos um possivel efeito da administragéanasal de MPTP (0,2
mg/narina) no desempenho dos animais em modelospdendizado e memodria,
utilizamos os testes de reconhecimento social teéasversdes do labirinto aquatico de
Morris 7 dias apos o tratamento com MPTP ou solug@arole (intranasal). Como
demonstrado anteriormente (Tabela 4), neste irlterea animais ndo apresentam
alteracbes locomotoras significativas que poderidificultar a interpretagcdo dos
resultados.

No teste de reconhecimento social, administracd@nasal de MPTP (0,2
mg/narina) prejudicou a capacidade de reconhecongos$ ratos adultos, indicado por
um aumento no tempo de investigacdo quando o mestngovem foi re-apresentado
apos um intervalo de 30 min [t= -12,8350,0001; Teste “t” de Student] (Figura 12A).
Como ilustrado na Figura 12B, quando um rato jod#erente daquele utilizado durante
a primeira apresentacao foi exposto ao rato adakoahuma reducdo significante no
tempo de investigagcdo pode ser observada, independe tratamento (controle ou

MPTP) [t= -0,14,P=0,89; Teste “t” de Student].
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Figura 12. Efeito da administracdo intranasal deTRIR0,2 mg/narina) ou solucao
controle (intranasal) no tempo de investigacdo daan mesmo rato jovem (A) ou um
rato jovem diferente (B) daquele utilizado duraat# apresentacéo foi exposto ao rato
adulto apés um intervalo de 30 min. As barras mpr@am o tempo de investigacao
(média_+E.P.M.) de 8 animais por grup®£0.05 comparado ao tempo de investigacédo
gasto durante & hpresentacdo do rato jovem do mesmo grupo (Tesle ‘Student).



66

A Figura 13 ilustra os efeitos da administracacramasal de MPTP (0,2
mg/narina) sobre o desempenho dos animais em &&§es do labirinto aquatico de
Morris. Os grupos controle demonstraram tipica &urde aprendizagem nos
procedimentos utilizados, sendo verificada umaifsigmte reducdo na laténcia para
encontrar a plataforma ao longo dos sucessivosatrentos. A ANOVA de duas vias
(tratamento x fator de repeticdo) indicou que datreento com MPTP causou um
significante prejuizo no desempenho dos animaistai@fas de memoria operacional
[F(1,12) = 7,98;P<0,01] (Figura 13A) e memodria de procedimento cdstapvisual
[F(1,14) = 20,05P<0,01] (Figura 13C). Por outro lado, como ilustraoFigura 13B, a
administracdo intranasal de MPTP néo prejudicoasehpenho dos animais na tarefa do

labirinto aquético, versdo memoria espacial deéefsa F(1,13) = 0,16P=0,70].



67

A Memaria Operacional
60-

-~—controle
= 45 —— MPTP
k1
2 30
<
K

151
O_
1 2 3 4 5
dias
B Memoria de Referéncia
60-

---o-- controle
=~ 451 —— MPTP
<
C
S 301
=

15

1 2 3 4 5 6 1 2 3
Sessfes de Treinamento Sessdes de Teste
c Memoria de Procedimento

--o--controle
—— MPTP

laténcia (s)

154

dias

Figura 13. Efeito da administracdo intranasal deTRIR0,2 mg/narina) ou solugéo
controle (intranasal) sobre o desempenho dos amimas trés versdes do labirinto
aquatico. Os valores sdo expressos pela laténceagreontrar a plataforma (média +

E.P.M.) de 7-8 animais por grupoP<0,05 comparado ao grupo controle (Teste de
Newman-Keuls).
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4.7. Efeito da administracdo intranasal de MPTP sale os niveis cerebrais de

dopamina e seus metabdlitos

Com o objetivo de verificar possiveis alteracoes miweis cerebrais de dopamina
(DA) e de seus metabdlitos ndo-conjugados, o &jdialihidroxifenilacético (DOPAC)

e 0 acido homovanilico (HVA) pela administracadagdnasal de MPTP (0,2 mg/narina),
procedeu-se a dosagem destes compostos por croaf@tolfquida de alta pressao
(HPLC) no bulbo olfatério, estriado, cortex prérta e hipocampo de ratos nos mesmos
intervalos (1, 7, 14 ou 21 dias) apoés o tratameato MPTP utilizados nos experimentos
comportamentais.

A Figura 14 ilustra os niveis de DA no bulbo olfaiéde ratos apos diferentes
intervalos (1, 7, 14 e 21 dias) da administrac@@iasal de MPTP (0,2 mg/narina) ou
solugéo controle (intranasal). A ANOVA de duas \(@atamento x tempo) revelou um
efeito significante para os fatores tratamenf@l[32) = 12,98;P<0,001] e tempo
[F(3,32) = 2,91,P<0,05]. Entretanto, revelou um efeito ndo signifieapara o fator de
interacdo F(3,32) = 0,88;P=0,46]. Posterior teste de Newman-Keuls revelou que
tratamento intranasal com MPTP promoveu uma redsigidficante nos niveis de DA
no bulbo olfatério de ratos nos intervalos de &, 74 dias apGs o tratamento, sendo que
estes retornam aos niveis basais 21 dias aposiaistiagdo do MPTP (Figura 14).

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

metabdlitos DOPAC F(1,32) = 13,84: P<0,0001 e F(3,32) = 6,84; P<0,001,
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respectivamente] e HVAF[1,32) = 17,14;P<0,001 e F(3,32) = 6,28;P<0,001,
respectivamente]. Entretanto revelou um efeito sigaificante 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] e HVA
[F(3,32) = 1,12=0,36]. Posterior teste de Newman-Keuls indicou egta reducdo nos
niveis de DA, DOPAC e HVA no estriado ocorreu maisliamente em comparacao ao
bulbo olfatério, sendo verificada nos interavalesldt e 21 dias apés a administracado

intranasal do MPTP (Figura 15).
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Figura 14. Efeito da administracdo intranasal deTRIR0,2 mg/narina) ou solugéo
controle (intranasal) sobre os niveis de dopanid®) (o bulbo olfatério de ratos. Os
valores sdo expressos pela médig.P.M. de 5 animais por grupd?<£0,05 comparado

ao grupo controle do mesmo dia (Teste de NewmartsKeu
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Figura 15. Efeito da administracdo intranasal deTRIR0,2 mg/narina) ou solugéo
controle (intranasal) sobre os niveis de dopami) (e de seus metabdlitos, o acido
3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) e o acido homoilamo (HVA) no estriado de ratos.
Os valores sdo expressos pela médi&.P.M. de 5 animais por grupoP<0,05
comparado ao grupo controle do mesmo dia (Teskedenan-Keuls).
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Para fazermos uma correlacdo com os resultados octanentais obtidos no
teste do labirinto aquatico de Morris, 7 dias apdsdministracédo intranasal de MPTP
(0,2 mg/narina) ou solucdo controle (intranasaalizamos a dosagem de DA e seus
metabdlitos DOPAC e HVA no cortex pré-frontal eddpmpo de ratos. Como ilustrado
na Figura 16, a administracéo intranasal de MPTRaauma reducéo significante nos

niveis de DA [t=2,89P<0,05] e de seus metabdlitos DOPAC [t=9,830,0001] e HVA

[t=3,02;P<0,01] no cértex pre-frontal de ratos.
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Figura 16. Efeito da administracdo intranasal deTRIR0,2 mg/narina) ou solucao
controle (intranasal) sobre os niveis de dopand®) (e de seus metabdlitos, o acido
3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) e o acido homoileno (HVA) no cortex pré-frontal
de ratos. Os valores sdo expressos pela mégi® M. de 5 animais por grupd?<£0,05
comparado ao grupo controle do mesmo dia (Teste"Student).
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Por outro lado, a administragdo intranasal de MEOIP mg/narina) n&o alterou

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

P=0,65] (Figura 17).
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Figura 17. Efeito da administracdo intranasal deTRIR0,2 mg/narina) ou solucao
controle (intranasal) sobre os niveis de dopami) (no hipocampo de ratos. Os
valores sdo expressos pela médiER.M. de 5 animais por grupo.



73

4.8. Efeito da administracdo intranasal de MPTP sale a expressdo da enzima

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

Com o objetivo de verificar possiveis alteracbespadrdo de expressdo da
enzima tirosina hidroxilase (TH) (utilizada como umarcador de neurdnios
dopaminérgicos) apds o tratamento intranasal conTRVIHoi realizado o ensaio de
imunodeteccdo de proteinasvéstern blot) nos mesmos intervalos (1, 7, 14 e 21 dias)

utilizados nos experimentos comportamentais.
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Figura 18. Efeito da administracdo intranasal deTRIR0,2 mg/narina) ou solucao
controle (intranasal) sobre a expressdo da enzmosina hidroxilase (TH) no bulbo
olfatério (A) e substancia negra (B) de ratos. @nes sdo expressos pela média +
E.P.M. de 3 animais por grupoPZ0,05 comparado ao grupo controle (Teste de
Newman-Keuls).
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Como ilustrado na Figura 18, a ANOVA de uma viadnd que a administragédo
intranasal de MPTP (0,2 mg/narina) promoveu umag&a significante na expressao da
TH no bulbo olfatério F(4,5) = 1,40;P<0,05] (Figura 18A) e na substancia negra
[F(4,10) = 4,61P<0,05] (Figura 18B) de ratos. Posterior teste derNan-Keuls indicou
gue esta reducdo na expressdo da TH ocorreu paimesite no bulbo olfatério (dia 1),

sendo verificado mais tardiamente na substanciarfd@as 7-21) (Figura 18).

4.9. Efeito da administracdo intranasal de MPTP saie os niveis de marcadores do

estresse oxidativo — parametros antioxidantes

Com o objetivo de caracterizar um possivel estregg#ativo em conseqiéncia
da administracdo intranasal de MPTP, foram mensgrad parametros antioxidantes:
niveis de glutationa total (GSH-t) e a atividade dazimas glutationa peroxidase (GPx)
e glutationa redutase (GR), apds diferentes inkesvdo tratamento com MPTP. A
guantificacdo dos parametros antioxidantes foizadh em intervalos curtos (0,5; 2, 6 e
24 horas) ap6s a administragdo intranasal de MBI, vez que o estresse oxidativo
pode representar um dos primeiros eventos do nsmnanie neurotoxicidade do MPTP
(JACKSON-LEWIS et al., 1995; SRIRAM et al., 1997).

A Figura 19 ilustra os efeitos da administracdoamasal de MPTP (0,2
mg/narina) sobre os niveis de glutationa total (&Seéin diferentes areas cerebrais do

rato. A ANOVA de uma via indicou que o tratamendoncMPTP promoveu um aumento
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significativo nos niveis de GSH-t no bulbo olfatofF(4,20) = 4,36;P<0,01], estriado

[F(4,20) = 5,69<0,001] e hipocampd{4,20) = 5,80{<0,01], entretanto, ndo alterou
os niveis de GSH-t na substancia ne§d,B) = 0,48;P=0,75] de ratos. O teste post-hoc
de Newman-Keuls indicou que este efeito do MPTResob niveis de GSH-t no bulbo

olfatério, estriado e hipocampo foi mais pronunoi&horas apds a sua administracédo

(Figura 19).
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Figura 19. Efeito da administracdo intranasal deTRIR0,2 mg/narina) ou solugéo
controle (intranasal) sobre os niveis de glutatitotal (GSH-t) no bulbo olfatério,
estriado, substancia negra e hipocampo de ratogaldges sdo expressos pela média +
E.P.M. de 5 animais por grupoP£0,05 comparado ao grupo controle (Teste de

Newman-Keuls).
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Figura 20. Efeito da administracdo intranasal deTRIR0,2 mg/narina) ou solucao
controle (intranasal) sobre a atividade da enzimgatpona redutase (GR) no bulbo
olfatério, estriado, substancia negra e hipocangoatbs. Os valores sao expressos pela

média +E.P.M. de 5 animais por grupo.

O efeito da administragcéo intranasal de MPTP (Ogharina) sobre a atividade
das enzimas glutationa redutase (GR) e glutatienaxmlase (GPx) em diferentes areas
cerebrais de rato é apresentado nas Figuras 20respkctivamente. A ANOVA de uma

via revelou que o tratamento com MPTP néo alteignifecativamente a atividade destas
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enzimas em nenhumas das areas cerebrais investigadbo olfatério [GRF(4,20) =
2,44;P=0,08; GPxF(4,20) = 1,23P=0,33], estriado [GRF(4,20) = 1,94P=0,14; GPx:
F(4,20) = 0,16;P=0,96], substancia negra [GR(4,6) = 1,28;P=0,37; GPx:F(4,6) =
2,64;P=0,14] e hipocampo [GR:(4,20) = 1,42P=0,26; GPx:F(4,20) = 1,57P=0,22]

(Figuras 20 e 21).
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Figura 21. Efeito da administracdo intranasal deTRIR0,2 mg/narina) ou solucao
controle (intranasal) sobre a atividade da enzilatagpona peroxidase (GPx) no bulbo
olfatério, estriado, substancia negra e hipocangoatbs. Os valores sdo expressos pela
média +E.P.M. de 5 animais por grupo.
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4.10. Efeito da administracdo intranasal de MPTP dwe a ativacdo da proteina

quinase de C-Jun N-terminal (JNK)

Com o objetivo de verificar possiveis alteracfeathacao da proteina JNK apoés
diferentes intervalos (30 min — 21 dias) do trataiméntranasal com MPTP, foi realizado
0 ensaio de imunodeteccdo de proteinagegtern blot) para a forma fosforilada
(ativada) das trés isoformas (JNK1, JNK2 e JNK3}alproteina.

Como ilustrado na Figura 22, em condi¢cdes basaisbigervado um baixo nivel
de ativacdo da proteina JNK no bulbo olfatério bstincia negra de ratos. Por outro
lado, a ANOVA de uma via indicou que a administcagatranasal de MPTP (0,2
mg/narina) promoveu um aumento marcante no nivatidacdo dessa proteina no bulbo
olfatério [F(9,10) = 0,78P<0,0001] (Figura 22A) e na substancia ne@®[L0) = 4,61;
P<0,0001] (Figura 22B) de ratos. Posterior testd-hos de Newman-Keuls revelou que
este aumento na atividade da JNK induzido pelam@dtracao intranasal de MPTP pode

ser detectada em ambas estruturas em todos omintemvestigados (30 min — 21 dias).
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Figura 22. Efeito da administracdo intranasal deTRIR0,2 mg/narina) ou solucao
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bulbo olfatério (A) e substancia negra (B) de rafds valores sdo expressos pela média
+ E.P.M. de 3 animais por grupoP£0,05 comparado ao grupo controle (Teste de

Newman-Keuls).
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5. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstram cministracdo intraperitoneal
(i.p.) de reserpina induz prejuizos significativizs capacidade de discriminacao olfativa
e memoria social de ratos, sendo estes prejuizestidos pelo bloqueio dos receptores
Az para adenosina e da ativagdo dos receptosgsafa dopamina. Além disso, este
estudo demonstra pela primeira vez que a admig@irantranasal de MPTP é capaz de
induzir prejuizos progressivos nas fungdes olfata@gnitiva e motora dos animais,
sendo estas alteragcbes comportamentais acompanpeldaseducdo na expressdo da
enzima tirosina hidroxilase e nos niveis de dopanaim diferentes areas cerebrais. Os
presentes resultados indicam ainda que a morteed®mos dopaminérgicos induzida
pela administracdo intranasal de MPTP pode estsocegla a geracdo de estresse
oxidativo e processo apoptético mediado por JNK.

Embora desde a sua descrigdo inicial, feita poredaRarkinson em 1817, a
doenca de Parkinson (DP) venha sendo caracterczada um distarbio do movimento
(RIEDERER e WUKETICH, 1976; JELLINGER, 1991; BARRI@t al., 1997,
LINDNER et al.,, 1999), é amplamente aceito que @Eigntes parkinsonianos
manifestam também prejuizos cognitivos (DUBOIS LN, 1997; FAGLIONI et al.,
1997; PILLON et al., 1998; STEBBINS et al., 1999pléativos (DOTY et al., 1988,
1995; HAWKES et al., 1997, 1999), sendo que esteleqm ser observados mesmo nos
estagios iniciais da doenca, antes que as alteyagdetoras sejam percebidas

(FAGLIONI et al., 1997; HAWKES et al., 1999).
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Por outro lado, o aumento do conhecimento acerdasidpatologia da DP, seus
sintomas e o desenvolvimento de tratamentos maisve@$ depende da existéncia de
modelos animais representativos. A DP € uma ddasvdoencas humanas que parece
nao ocorrer espontaneamente em outros animaiset&mio, conforme detalhado
anteriormente na Introducéo, as caracteristicas dieenca podem ser mimetizadas, em
maior ou menor escala, em animais de laboratormmd@c roedores) através da
administracdo de diferentes compostos (para rewsfioOGERLACH e RIEDERER,
1996; DAWSON, 2000; BEAL, 2001; SHIMOHAMA et al.0@3).

Grande parte dos estudos realizados até o pressnteento utilizando estes
modelos animais da DP tem sido focada em seus®fsdbre a via dopaminérgica
nigrostriatal e a indugdo de comprometimentos nestoos animais. Entretanto, como a
DP esta associada com alteracbes em uma variedaflencbes, incluindo alteracdes
afetivas (SANTAMARIA et al., 1986; CUMMINGS, 1992¢ognitivas (OWEN et al.,
1995; DUBOIS e PILLON, 1997; GOLDMAN et al., 1998)olfativas (DOTY et al.,
1988,1995; HAWKES et al., 1998,1999), torna-se irtgpde avaliar se estes modelos
animais sdo também capazes de reproduzir algurstasddteracoes.

No presente estudo, investigamos a existéncia €gipos olfativos em ratos
tratados com uma dose aguda de reserpina (1 mgfky, 24 horas antes dos
experimentos, que interfere com o armazenameniowas de monoaminas, levando a
uma deplecdo temporaria nos niveis de monoaminas teaminacdes nervosas
(CARLSSON, 1975; GERLACH e RIEDERER, 1996). A adistiracdo de reserpina em
roedores (dependendo da dose utilizada) tem sidgpopta como um modelo

experimental para o estudo dos sintomas motoreR(SSON, 1975; COLPAERT,
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1987), cognitivos (ALVES et al., 2000) e depressi{®KALISZ et al., 2002) associados
a DP. O teste de discriminacdo olfativa utilizaddaptado das descri¢cdes prévias feitas
por SOFFIE e LAMBERTY (1988) e recentemente modiiz em nosso laboratério
(PREDIGER et al., 2005a,b), baseia-se nas obsersagé que ratos adultos machos
preferem permanecer em ambientes impregnados corohg®o do que em ambientes
inodoros ou com o cheiro de outros animais (CARRI.et1976). A administracdo aguda
de reserpina (1 mg/kg, i.p.) induziu um prejuizgngicativo na discriminagao olfativa
dos animais, que passaram a explorar os dois cimpatos (familiar e ndo-familiar) de
maneira semelhante.

Além disso, confirmando resultados prévios do ndslsoratério (PREDIGER et
al., 2004), o presente estudo demonstra que ratokoa tratados com reserpina (1
mg/kg, i.p.), 24 horas antes dos experimentos,saptaram um prejuizo na capacidade
de reconhecer um rato jovem quando este foi resaptado apdés um curto intervalo de
tempo (30 min), sugerindo um prejuizo na memora@asoEsta resposta parece nao estar
associada a alteracdo na atividade locomotora dimsas, uma vez que esta nao foi
observada no teste do campo aberto.

A memodria social, avaliada através do teste dentesmmento social, € um
modelo de memoria olfativa de curta duragdo queepsmt facilitada por drogas que
melhoram os processos de aprendizado e memoridQP&ERil., 1989; TERRANOVA et
al., 1996; PREDIGER et al., 2005b), e prejudicadiagrocessos fisiopatoldgicos (como
isquemia, envelhecimento, etc) que sabidamentefenden com os processos de

aprendizado e memoria (TERRANOVA et al., 1994; PREER et al., 2005a).
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Os presentes resultados estdo de acordo com tahbaiévios da literatura que
indicam a importancia das monoaminas na memoérigalsoe ratos. GRIFFING e
TAYLOR (1995) demonstraram que a memoria sociarates pode ser facilitada ou
prejudicada, respectivamente, por um aumento awcé&dnos niveis de noradrenalina no
SNC. Além disso, LETTY e colaboradores (1997) destramam que a serotonina €
capaz de melhorar a memoria social de ratos atdavétivacao dos receptores 5;HT

Por outro lado, diferentes linhas de evidéncia mgeo envolvimento da
dopamina (DA) em processos cognitivos e olfativasito em humanos quanto em
roedores. Em ratos, estruturas cerebrais relacsnads processos de aprendizado e
memoaria, como o hipocampo, o0 cortex pré-frontal estriado, sdo inervadas por
neurénios dopaminérgicos (BAULAC et al., 1986; SEANE et al., 1998). A disfuncéo
dopaminérgica nestas areas esta relacionada aozpregletivo das memorias espacial,
operacional e de procedimento (ou habitos), respecente (GASBARRI et al., 1996;
DA CUNHA et al., 2001, 2003; MIYOSHI et al., 2003lém disso, o bulbo olfatério de
mamiferos contém um grande numero de interneur@apaminérgicos que sao muito
importantes no processamento de odores (HALASZ let 077, HALASZ e
SHEPHERD, 1983; DOTY e RISSER, 1989; DAVILA et 2i003).

Em roedores, estudos prévios tém demonstrado yoizoenas funcdes olfativas
em consequéncia de tratamentos que reduzem a m@smissdo dopaminérgica, como
MPTP (DLUZEN e KREUTZBERG, 1993) e reserpina (PREER et al., 2004). A DA
parece ser também importante para os processqueleaado e memoria olfativa, uma
vez que seus niveis cerebrais aumentam duranteendigado olfativo (KENDRICK et

al., 1988; COOPERSMITH et al., 1991; KEVERNE et &4P93), sendo que a deplecéo
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de DA ou a administracdo de antagonistas dopandodrgorejudicam a memoria
olfativa (WELDON et al., 1991; DLUZEN e KREUTZBERG993; PREDIGER et al.,
2004).

A clonagem e a identificacdo dos receptores dopEngicos tém revelado a
existéncia de cinco diferentes subtipos de recept(para revisdo ver OGAWA, 1995).
Os receptores do tipoiDncluem os subtipos 1a e Dig do rato (também chamados &
Ds em humanos), que estimulam a enzima adenilataseclJa os receptores do tipp D
incluem os subtipos DD3 e Dy que inibem a enzima adenilato ciclase (OGAWA, 1995

No presente estudo, a administracdo de doses agleadagonista seletivo do
receptor [ para DA quinpirole (0,05 — 0,1 mg/kg, i.p.), m@ordo agonista seletivo do
receptor B para DA SKF 38393 (0,5 — 3 mg/kg, i.p.), 15 mirteandos experimentos,
reverteu os prejuizos na discriminacdo olfativaeemdria social induzidos pela injecéo
de reserpina (1 mg/kg, i.p.). Os presentes resadtadtédo de acordo com muitos estudos
gue demonstram a importancia dos receptopgsalta DA em processos olfativos. Existe
uma predominancia de receptores dopaminérgicosubdipe D» no nervo olfativo e
camadas glomerulares do bulbo olfatério de ratd@RONAS et al., 1997). Em um
estudo prévio, demonstramos que a administracdo adtegonistas dopaminérgicos
haloperidol (ndo-seletivo) e sulpirida (antagonidta receptor B), mas ndo de SCH
23390 (antagonista do receptof) Dprejudica a memoria social de ratos (PREDIGER et
al., 2004). Existem também evidéncias de que eXxpers olfativas podem alterar os
niveis de DA e a densidade de receptores nd bulbo olfatério de roedores
(COOPERSMITH et al., 1991; GUTHRIE et al., 1991jn Eonjunto, estes resultados

sugerem que a ativacao dos receptorgpdba DA induzem uma inibicdo temporéaria de
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sinapses reciprocas (entre células mitrais e grees)lno bulbo olfatério de ratos, sendo
este um passo critico na formacdo de memoriasvaléafpara revisdo ver BRENNAN e
KEVERNE, 1997). Este, provavelmente, é o mecanispedo qual o agonista
dopaminérgico quinpirole reverteu os prejuizostinlés induzidos pela administracao de
reserpina.

Por outro lado, o potencial da cafeina e de antsg@nseletivos dos receptores
Aza para adenosina no tratamento da DP tem sido déradasm estudos realizados em
humanos (HELLENBRAND et al.,, 1996; FALL et al., P99ROSS et al., 2000;
ASCHERIO et al., 2001; GALE e MARTYN, 2003; TAN at., 2003) e animais de
laboratorio (SVENNINGSSON et al., 1999; HAUBER ¢t 2001; CHEN et al., 2001,
GEVAERD et al., 2001b). Estes estudos sugerem @adedna pode estar associada a um
menor risco no desenvolvimento futuro da DP (FAltlak, 1999; TAN et al., 2003),
bem como reducédo na perda de neurdnios dopamiogrd&via nigroestriatal (CHEN et
al., 2001), e melhoria dos sintomas motores (SVENBSSON et al., 1999; HAUBER
et al., 2001) e cognitivos (GEVAERD et al., 200&) modelos animais da DP.

Diversos estudos tém demonstrado que a adenosieseapa efeitos opostos aos
da DA no SNC. A ativacdo motora induzida por amgjas dos receptores da adenosina
(como a cafeina) é inibida pela deplecdo de DAala plogueio dos receptores da DA.
Além disso, agonistas adenosinérgicos inibem e ganistas adenosinérgicos
potencializam a estimulacdo motora induzida ponagas dopaminérgicos (ver FERRE
et al.,, 1997, 2001; FRANCO et al., 2000). Uma desta chave neste processo é a co-

localizacdo dos receptores/B; e D,/Aza no estriado, inicialmente observado em ratos
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(FERRE et al.,, 1991), mas posteriormente tambéncritesem humanos (DIAZ-
CABIALE et al., 2001).

Apesar do grande numero de trabalhos relatando iteyemtes efeitos
farmacol6gicos e comportamentais da cafeina, o lenwento da cafeina e dos
receptores da adenosina em fungdes olfativas torpsaticamente ignorado. Resultados
recentes obtidos em nosso laboratério tém indicado a adenosina parece modular a
memoaria social em ratos através da ativacdo dept@es A e Aa, COM agonistas e
antagonistas dos receptores para adenosina, rigapgente, prejudicando e facilitando,
a memoéria social (PREDIGER e TAKAHASHI, 2005). Alatisso, nossos resultados
prévios sugerem que a administracdo aguda de aafeirdo antagonista seletivo dos
receptores A, para adenosina ZM241385 é capaz de reverter gsizme na memoria
social em ratos idosos (PREDIGER et al.,, 2005a)ne ratos espontaneamente
hipertensos (SHR) (PREDIGER et al., 2005b), nosisgudgumas alteragcdes na
neurotransmissdo adenosinérgica tém sido rela{@REIES et al., 1987; MATIAS et
al., 1992; CUNHA et al., 1995; LOPES et al., 1999).

No presente estudo, a administracéo de dosessgie cafeina (10 — 30 mg/kg,
i.p.) ou ZM241385 (0,5 — 1,0 mg/kg, i.p.), mas n@DPCPX (antagonista do receptor
Al, 0,5 — 3 mg/kg, i.p.), 30 min antes dos expentos, reverteram 0S prejuizos na
discriminacao olfativa e memoéria social induzidadapadministracdo de reserpina (1
mg/kg, i.p.). E importante ser destacado que a midtracdo destas mesmas doses de
DPCPX foram capazes de estender a memoria sociatole ndo-reserpinados por um
periodo de 120 min (PREDIGER e TAKAHASHI, 2005)dirando que as doses de

DPCPX utilizadas foram efetivas, mas falharam ewenter os prejuizos induzidos pela
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reserpina. Além disso, os presentes resultadodazbtiom a administracdo da cafeina e
do ZM241385 nao estédo diretamente relacionadosesa@bes na atividade locomotora
dos animais, uma vez que estas ndo foram obsermadieste do campo aberto. Além
disso, 0s nossos resultados apontam para uma @osgéracao entre os receptores A
para adenosina e ;Dpara DA na regulacdo de funcdes olfativas, uma gez a
administracdo combinada de doses sub-efetivas d@4Z885 (0,1 mg/kg, i.p.) e
quinpirole (0,01 mg/kg, i.p.) atenuaram os prejsib@ memoria social induzidos pela
reserpina. Embora ndo seja possivel determinaca kxato desta interagdo, algumas
consideracdes podem ser feitas. Trabalhos indepgsd&&m demonstrado uma elevada
expressdo dos receptoresaApara adenosina (KAELIN-LANG et al., 1999) e para
dopamina (CORONAS et al., 1997) no bulbo olfat@oratos. Além disso, HADFIELD
(1997) demonstrou que a cafeina, através do blogles receptores A para adenosina,

€ capaz de modular a liberacdo de diferentes mansmhissores (incluindo a DA) no
bulbo olfatério de roedores. Desta forma, uma pe$sto-localizacdo e interacao
antagbnica entre os receptoress/R, no bulbo olfatério, de maneira semelhante ao
observado no estriado, pode ser responsavel peito efomatorio observado pela
administracdo do ZM241385 e quinpirole na memodaias de ratos tratados com
reserpina.

Por outro lado, como mencionado na Introdugéo, eaacausa primaria da DP
ndo esteja completamente esclarecida, uma hipoteie difundida atualmente, é a de
gue ela representaria uma doenca multifatorial meote da combinacdo de fatores
genéticos e ambientais (LANGSTON, 1996). Nesteideneéstudos epidemioldgicos tém

demonstrado um aumento na incidéncia da DP em agpjed expostas a certos agentes
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ambientais, como: metais e certos tipos de peatieidherbicida (TANNER, 1989;
SEMCHUK et al., 1993; GORELL et al., 1998; ALTSCHBER, 1999; FALL et al.,
1999; VANACORE et al., 2002). Desta forma, um agearnbiental poderia influenciar
decisivamente no desenvolvimento da DP em indiddgeneticamente susceptiveis
(MENESES e TEIVE, 1996).

Com o objetivo de verificar se uma toxina ou agentémico presente no meio
ambiente poderia utilizar a cavidade nasal comtapde entrada no organismo e estar
relacionado a etiologia da DP, n6s administram®4Pd P pela via intranasal em ratos.
Os efeitos do MPTP sdo dependentes da espécieadatudendo que em primatas
(homens, macacos e babuinos) o MPTP induz sint@malieracbes neuroquimicas
praticamente indistinguiveis da DP (LANGSTON et 4P983; BURNS et al., 1983;
KOPIN e MARKEY, 1988; FORNO et al., 1993; VARASTEAt al., 1994; BEAL,
2001). Ja roedores (ratos e camundongos) parecemeses sensiveis a neurotoxicidade
induzida pelo MPTP quando comparados aos primalés, de ndo apresentarem toda a
sintomatologia caracteristica da DP. Em camundgngesefeitos da administracéo
sistémica do MPTP sao dependentes do regime donteato, da linhagem estudada e da
idade dos animais (IRWIN et al., 1992, 1993; SE[Eet al., 2000, 2001; SCHMIDT e
FERGER, 2001). Ja ratos sdo particularmente resgsteaos efeitos do MPTP quanto
este é administrado sistemicamente (CHIUEH et 18184; KALARIA et al., 1987),
sendo este o principal fator responsavel pelo didutnimero de trabalhos destinados a
investigar as acdes desta neurotoxina em ratogantle ao extremo de alguns autores
desaconselharem o emprego do modelo do MPTP regstaie (SCHMIDT e FERGER,

2001). Entretanto, tem sido demonstrado que a mjegio do MPTP diretamente a
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substancia negra parte compacta (SNc) de ratogaz c& lesar seletivamente neurdnios
dopaminérgicos desta estrutura, ocasionando umaaednos niveis estriatais de DA
(HARIK et al., 1987; DA CUNHA et al., 2001; GEVAER& al., 2001a).

No presente estudo, o procedimento utilizado pamdnainistracéo intranasal de
MPTP foi adaptado de um estudo prévio de DLUZEN EFKLAS (1996), que
administraram esta neurotoxina pela via intranasal camundongos. Os resultados
obtidos no teste de discriminacdo olfativa indioqwe os animais tratados com MPTP
(0,2 mg/narina) apresentaram um prejuizo precoceapacidade de discriminar odores,
sendo este verificado 1, 7 e 14 dias apos a admaicé® de MPTP. Estes prejuizos
olfativos induzidos pela administragcéo intranasaMPTP foram acompanhados por uma
reducdo significativa nos niveis de DA e na ex@es$a enzima tirosina hidroxilase
(TH) no bulbo olfatério dos animais. A TH € a enainimitante na sitese de
catecolaminas e, por esta razo, utilizada comomarcador neuronal de neurdnios
dopaminérgicos. As alteracbes neuroquimicas no obudlfatério induzidas pela
administracdo intranasal de MPTP foram mais proiadias no dia 1 apds o tratamento,
verificando-se uma reducdo de aproximadamente 5d%oniveis de DA e 50% no
namero de neurénios reativos para TH.

De maneira interessante, o prejuizo na discrimmagifativa induzido pela
administracdo intranasal de MPTP sofreu uma regepdadias apos este tratamento.
Neste intervalo, os experimentos com dosagens geimicas indicam que os niveis de
DA, bem como a expressao da enzima TH, no bullmsnatam aos valores basais. Uma
possivel explicacdo para estes resultados, € da |sfio dos neurdnios dopaminérgicos

no bulbo olfatério induzida pela administracdoantisal de MPTP tenha sido regenerada
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apos este periodo (21 dias). Isto se deve ao tatwlbo olfatorio representar uma das
estruturas do SNC (tanto em humanos quanto em ne@ddotada da capacidade de
produzir novos neurénios mesmo em individuos ndededulta, um processo conhecido
como neurogénese (para revisdo ver HACK et al.520D0EDO e SAGHATELYAN,
2005). Em acordo com a nossa hipétese, YAMADA ealomladores (2004)
demonstraram recentemente que a administracadei.pIPTP (4 injecbes na dose de 20
mg/kg) em camundongos da linhagem C57BL6 produz peaa significante de
neurénios dopaminérgicos do bulbo olfatério destasnais. Entretanto, os autores
verificaram que a partir de uma semana apos omnieated com MPTP, ocorreu um
processo de neurogénese seletivo de neurdnios dupginos no bulbo olfatério dos
camundongos (YAMADA et al., 2004).

Os nossos resultados sugerem também que a adagéstmtranasal de MPTP
(0,2 mg/narina) promoveu um prejuizo mais tardi@atieidade locomotora dos animais,
sendo este efeito observado no teste do campmabksr 21 dias apds o tratamento com
MPTP. Este comprometimento motor foi acompanhadaip@ reducédo significante nos
niveis estriatais de DA (32%), DOPAC (43%) e HVA%&), bem como na expressao da
enzima TH (27%) na substancia negra dos animaigré&sentes resultados contrastam
com trabalhos prévios da literatura nos quais o RIPEEm sido administrado
bilateralmente a SNc de ratos. Nestes estudosfusdim de MPTP n&do causa nenhum
prejuizo significativo na funcdo motora dos animgisando esta € avaliada 18-21 dias
apos a cirurgia (DA CUNHA et al., 200GEVAERD et al., 2001b; MIYOSHI et al.,
2002; FERRO et al., 2005), sendo observada umalbdgoenocdo dos animais 6 dias

apos a administracdo intranigral de MPTP (FERROalet 2005). Uma possivel
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explicacdo para esta discrepancia dos resultadogueéem contraste aos estudos
utilizando a infusédo bilateral de MPTP a SNc devgatonde verifica-se uma lesdo
dopaminérgica homogénea nos dois hemisférios, an&iracdo intranasal de MPTP
pode estar induzindo uma difusédo ndo-homogénea destotoxina no SNC dos animais
e, consequentemente, causando um desequilibrioimess de DA nos dois estriados e
resultando nas alteracdes motoras. Uma outra mbseiplicacdo para o0s prejuizos
motores observados no presente estudo, é que o MRiBRdo administrado pela via
intranasal, poder lesionar neurdnios noradrenésgitmo locus ceruleus, sendo esta uma
das principais maneiras de se induzir acinesiaa¢os (LE e LU, 1995; SRINIVASAN E
SCHMIDT, 2003). Corroborando com esta hipotese, DEN e KEFALAS (1996)
demonstraram que a administragdo intranasal de MPG&paz de reduzir os niveis de
noradrenalina no estriado de camundongos.

O fato da administragcéo intranasal de MPTP ter proto alteracbes olfativas
antes de afetar a fungdo motora dos animais pastee de acordo com os estudos
clinicos existentes nesta area, que descrevemgpeejuizos olfativos apresentados por
pacientes parkinsonianos podem ser detectados amsso do aparecimento dos
sintomas classicos motores (DANIEL e HAWKES, 19DQQOTY et al., 1995;
BERENDSE et al.,, 2001). Segundo BRAAK e colaboradof2004), diferentes areas
olfativas, juntamente com o tronco cerebral, ser@@primeiras areas acometidas pelo
processo neurodegenerativo verificado na DP, reptasdo os estagios pré-sintomaticos
1-2 desta doenca. Portanto, os nossos resultadesidesr a idéia de que o
desenvolvimento de técnicas mais precisas, queifa@nrmensurar este prejuizo olfativo

precocemente, pode vir a representar uma imporfant@menta para o diagnéstico da
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DP em seus estagios iniciais, melhorando a eficdgigeu tratamento (DOTY et al.,
1984, 1995; DANIEL e HAWKES, 1992; BECKER et al0®2).

Por outro lado, uma vez que os pacientes parkiasosi manifestam também
prejuizos cognitivos (DUBOIS e PILLON, 1997; FAGINDet al., 1997; PILLON et al.,
1998; STEBBINS et al., 1999), n0s avaliamos o efé#é administracdo intranasal de
MPTP (0,2 mg/narina) sobre a memoria social e erdpenho dos animais em trés
versdes do labirinto aquatico de Morris. Os testeam realizados 7 dias apés a
administracdo do MPTP, sendo que neste intervammsais ndo apresentam alteracdes
motoras significativas que pudessem dificultar gerpretacdo dos resultados. Ratos
adultos tratados com MPTP (0,2 mg/narina) apresantaim prejuizo significativo na
capacidade de reconhecer um rato jovem quanddagte-apresentado apds um curto
intervalo de tempo (30 min), sugerindo um prejuiaomemoaria social. Em acordo com
0s nosso resultados, DLUZEN e KREUTZBERG (1993) alestraram que a
administracdo i.p. de MPTP (4 injecdes na doseGded/kg) promove um prejuizo na
memoéria social de camundongos. Além disso, comalgécrito anteriormente, 0s
presentes resultados reforcam estudos prévios emertgtram a importancia da DA em
processos olfativos, incluindo a formagéao de memsdarifativas (COOPERSMITH et al.,
1991; GUTHRIE et al., 1991; CORONAS et al., 199REPIGER et al., 2004).

Existem muitos trabalhos na literatura indicande aqus diferentes tipos de
memoria sdo organizados e controlados por sisterm@agoanatémicos distintos
(PACKARD et al., 1989; PACKARD e McGAUGH, 1992; MGOSVITCH, 1994;
MILNER et al., 1998; WHITE e McDONALD, 2002; DA CUNA et al., 2003). Por

exemplo, a lesdo do sistema hipocampal prejudibativsamente o desempenho de
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roedores nos testes em que a memoéria espacial essagi@ para a sua realizagao,
enquanto que a lesdo do caudado-putamen (estripgidica seletivamente o

desempenho nos testes em que se avalia a mem@tiaitadprocedural (ex.: versédo do

labirinto aquatico em que a plataforma € sinalizaalauma pista visual) (PACKARD et

al., 1989; PACKARD e MCGAUGH, 1992, 1996; MIYOSHI &., 2002; DA CUNHA

et al., 2003).

No presente estudo, a administracdo intranasal &PV (0,2 mg/narina)
promoveu um prejuizo significativo no desempenh® altimais nas tarefas de memoria
operacional e memoria de procedimento (ou habddakirinto aquatico. Estes prejuizos
nos processos de aprendizado e memoria foram aocbiega@s pela reducao significativa
nos niveis de DA (63%), DOPAC (74%) e HVA (65%)catotex pré-frontal, embora no
estriado, esta redugdo tenha sido observada sonmeate tardiamente (dia 14).
Entretanto, o desempenho dos animais na tarefaed®ra espacial de referéncia, bem
como os niveis de DA no hipocampo, ndo foi afetpdm administacdo intransal de
MPTP. Estes resultados comportamentais e neurocpsnsao muito parecidos aos
obtidos por MIYOSHI e colaboradores (2002), ondelministracdo de MPTP na SNc de
ratos promoveu um prejuizo no desempenho dos aimas tarefas de memoria
operacional e de procedimento, sem alterar a maredpacial de referéncia, no labirinto

aquaético.

Novamente, os resultados obtidos com a admin&iragiranasal de MPTP em
ratos apresentam semelhanancas com a condicacaclirinbora existam divergéncias
guanto aos tipos de memoaria que estariam comprdosetia DP, diversos estudos tém

demonstrado que tanto as memorias implicitas (BONDIKASZNIAK, 1991;
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FERRARO et al., 1993; RONCACCI et al., 1996) quaat memdrias operacionais
(DUBOIS e PILLON, 1997; STEBBINS et al., 1999; COS¢&t al., 2003; CRUCIAN e
OKUN, 2003) encontram prejudicadas, enquanto quaeandrias declarativas estariam
mais preservadas na DP (FLOWERS et al., 1984; KND®AL et al., 1996; DUBOIS e

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

A neurotoxicidade induzida pelo MPTP envolve a somaversdo no ion 1-metil-
4-fenil piperidinio (MPP) pela acdo da enzima monoamina oxidase B (MAGs&)do
este entdo captado pelo sistema de transportepdanitta nos terminais dopaminérgicos
nigroestriatais. Uma vez no interior do neurdnigatuinérgico, 0 MPPse concentra
principalmente na mitocondria, onde ele inibe o pglexo | da cadeia de transporte de
elétrons, acarretando uma reducdo na producéoetmsida trifosfato (ATP) e aumento
na formacao de radicais livres e espécies reatigasigénio (ERO) (LANGSTON et al.,
1984; RAMSAY e SINGER, 1986; HASEGAWA et al., 1990997; TRIPTON e
SINGER, 1993; BEAL, 2001). Dessa maneira, a geragitestresse oxidativo” parece
representar um dos principais mecanismos da neigiddde induzida pelo
MPTP/MPP. O estresse oxidativo ¢ definidko como um distarlsio balago
pré/antioxidante, em favor do primeiro, podendo rietar dano ao DNA, lise
mitocondrial, influxo e desbalanco intracelular délcio, oxidacdo de proteinas e
lipoperoxidagdo de membranas celulares e, consegiiente, dano celular (MARKS et
al., 1996; SIES, 1997; HALLIWELL, 2001). Estudostpios tém demonstrado que o
tratamento com diferentes antioxidantes, como amiita E, fcaroteno e acido
ascorbico, é capaz de atenuar a neurotoxicidadezio pelo MPTP em camundongos

(PERRY et al., 1985; ODUNZE et al., 1990). Alémsdiscamundongos transgénicos que
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apresentam uma expressdo aumentada das enzimeszidamies Cu/Zn superéxido
dismutase (SOD-1) e Mn superéxido dismutase (SOB&) mais resistentes a
toxicidade do MPTP (PRZEDBORSKI et al., 1992; KLINEI et al., 1998). Em
contrapartida, os efeitos neurotoxicos do MPTP es@xerbados em camundongos que
apresentam deficiéncia destas enzimas (ZHANG et28D00; ANDREASSEN et al.,

2001).

No presente estudo, de acordo com resultados préaoliteratura (HUNG e
LEE, 1998), a administagéo intranasal de MPTP r@oa a atividade das enzimas
antioxidantes glutationa redutase (GR) e glutatipasxidase (GPx) em nenhuma das
areas cerebrais investigadas. Entretanto, verifisamm aumento significativo nos niveis
de glutationa total (GSH-t) no bulbo olfatério, relo e hipocampo de ratos, 6 horas
apos a administracdo intranasal de MPTP. Contdstanm estes resultados, estudos
prévios demonstram uma reducdo nos niveis ceretbea(SSH-t em ratos tratados com
MPTP (LERET et al.,, 2002), bem como em pacientakimsonianos (SIAN et al.,
1994a,b). Entretanto, reforcando os nossos resdlié8RIRAM e colaboradores (1997)
demonstraram que a administragdo de MPTP (30 mg/&g,em camundongos, promove
inicialmente (2 horas apés o tratamento) uma rexlngd niveis de GSH-t no estriado e
mesencéfalo, o que é acompanhado pela produca®@e Eomo a producdo de ERO
permancia aumentada, verificou-se um aumento tard#®oniveis de GSH-t (6-8 horas
apos o tratamento com MPTP). Portanto, 0 presemtecato nos niveis de GSH-t,
verificado 6 horas apds a administracdo intrandsaMPTP, parece representar um
mecanismo de defesa do SNC na tentativa de cont@gimoducdo de ERO e evitar o

estresse oxidativo. Corroborando com esta viséajwicdo nos niveis cerebrais de GSH-t
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ou a administracao de um precursor de GSH temasidociada, respectivamente, com o
aumento e a diminuicdo da neurotoxicidade indupela MPTP (WIENER et al., 1988;

ADAMS et al., 1989).

As alteracdes na geracdo de ERO apresentam wspasta maxima algumas
horas apds a administracdo do MPTP, sendo que te meuronal induzida pelo MPTP
ocorrera somente apés alguns dias desta admidist(ACKSON-LEWIS et al., 1995).
Portanto, a geragcdo de ERO parece ser um dos svamtiais no mecanismo de
neurotoxicidade induzido pelo MPTP, que embora s&@a o responsavel direto pela
morte neuronal, funcionara como um ativador de relifees eventos celulares que
acarretardo a morte dos neurbnios dopaminérgicesa (pevisdo ver DAUER e

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

Tem sido demonstrado que um dos eventos celuli@®ncadeado pelo estresse
oxidativo e que poderia estar sendo responsaval mmlrodegeneracdo dopaminérgica
induzida pelo MPTP seria um processo de apoptosiéadee por proteinas quinasescde
Jun N-terminal (JNK). SAPORITO e colaboradores (2000)mdestraram que o
tratamento com MPTP é capaz de aumentar a ativdg@&@NK na substancia negra de
camundongos. Além disso, tem sido demonstrado quexttamento com inibidores
seletivos da JNK, bem como a delecdo génica da &\tgpaz de reduzir a perda de
neurénios dopaminérgicos da via nigroestriatal zndlu pelo MPTP em camundongos
(SAPORITO et al., 1999; HUNOT et al., 2004; WANG at, 2004). De acordo com
estas observacgdes, os presentes resultados desnongtna expressdo aumentada da
forma fosforilada (ativada) das trés isoformas N& Jho bulbo olfatério e substancia

negra apdés a administracdo intranasal de MPTP ri@y/harina). Este aumento na



97

ativacdo da JNK pode ser observada 30 min ap&tantento com MPTP, se mantendo
por longos periodos (21 dias). Portanto, a degeaeraopaminérgica verificada em
diferentes areas cerebrais de ratos apos a adm@distintranasal de MPT pode estar
sendo desencadeada por um processo de apoptosadmgudila inducdo de estresse

oxidativo e a consequente ativacdo sustentadalkia JN

Em conclusdo, os resultados do presente estudondénaum a presenca de
prejuizos olfativos e cognitivos em ratos apésraiastracdo de reserpina (i.p.) € MPTP
(intranasal), utilizados como modelos experimendai©P. Estes prejuizos antecedem o
comprometimento das fungbes motoras dos animaites Eesultados confirmam e
estendem a importancia do desenvolvimento de tedfaisvos especificos como uma
importante ferramenta no diagnostico precoce daAXm disso, 0s nossos resultados
sugerem o envolvimento dos sistemas adenosinérgicodopaminérgico nos
comprometimentos olfativos e cognitivos no modelaekerpina, reforcando o potencial
terapéutico da cafeina e de antagonistas selaefiv®seceptores A para adenosina na
DP, além de cofirmarem o valor preditivo e por dbameca do modelo da reserpina. O
presente estudo demonstra ainda que a administraganasal de MPTP em ratos é
capaz de induzir alteracbes neuroquimicas semekhast observadas na DP, indicando
gue este modelo parece reproduzir melhor o avaragugl do quadro clinico verificado
na DP, além de reforcar a hipétese de que um wiregente quimico, presente no meio
ambiente, poderia utilizar a cavidade nasal comtapie entrada no organismo e estar
relacionado a etiologia da DP. Finalmente, os rosssultados indicam que a morte de
neurbnios dopaminérgicos induzidos pela adminidtragtranasal de MPTP pode estar

associada a geracédo de estresse oxidativo e poatespoptose mediado por JNK.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

