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RESUMO 
 
 

Antagonismo do receptor da adenosina A2A: nova perspectiva para o tratamento da 
doença de Parkinson. LISSIANA MAGNA VASCONCELOS AGUIAR. Orientadora: 
Profa. Dra. Glauce Socorro de Barros Viana. Tese de Doutorado. Programa de Pós-
graduação em Farmacologia. Departamento de Fisiologia e Farmacologia, UFC, 2009. 
 

A doença de Parkinson (DP) é uma desordem neurodegenerativa, caracterizada pela 
destruição dos neurônios nigroestriatais dopaminérgicos. O tratamento atual para esta doença 
está restrito ao alívio sintomático, porque até o presente momento não existem agentes 
capazes de inibir a degeneração neuronal. Existem evidências experimentais de que 
antagonistas de receptores A2A da adenosina poderiam ser úteis no tratamento de DP. Com a 
finalidade de investigar essa possibilidade, o presente trabalho demonstrou os efeitos da 
cafeína e do CSC (8-(3-chlorostyryl caffeine) no comportamento rotacional e nas alterações 
neuroquímicas em ratos lesionados com 6-OHDA, como modelo da doença de Parkinson. Os 
animais (ratos Wistar machos, 250-280g) foram tratados com cafeína (10 e 20 mg/kg, i.p.) 
diariamente durante 14 dias, iniciando 1h após a lesão ou 7 dias, iniciando seis dias após a 
lesão com 6-OHDA ou com CSC (1 e 5 mg/kg, i.p.) diariamente durante 7 dias, iniciando 6 
dias após a lesão com 6-OHDA, sozinho ou associado com L-DOPA (CSC 1 mg/kg, i.p. + L-
DOPA 50mg/kg + Benzerazida 12,5 mg/kg, i.p.). Os resultados mostraram que houve um 
aumento significativo do número de rotações induzidas por apomorfina nos animais 
lesionados com 6-OHDA (50 vezes) quando comparados aos animais falso operados. O 
tratamento com cafeína, principalmente durante 14 dias e o tratamento com CSC produziram 
uma recuperação motora parcial com redução do número de rotações. A 6-OHDA provocou 
morte neuronal evidenciada pela redução dos níveis de monoaminas (75-85%) quando 
comparadas ao lado contralateral. Nos grupos tratados com cafeína ou CSC sozinho ou 
associado com L-DOPA a redução dos níveis de DA, 5HT e seus metabólitos foi menor. As 
concentrações dos aminoácidos glutamato e GABA foram significativamente aumentadas (3,8 
e 3 vezes, respectivamente) no estriado de ratos lesionados. O CSC reverteu essas alterações 
significativamente e foi observada uma potencialização desses efeitos na associação com L-
DOPA. Os experimentos in vitro demonstraram que a cafeína e o CSC apresentaram um forte 
efeito neuroprotetor nas células mesencefálicas de rato expostas a 6-OHDA. O tratamento 
com CSC ou cafeína aumentou significativamente o número de células viáveis após a 
exposição das células a 6-OHDA, como foi demonstrado pelo teste do MTT. A exposição das 
células mesencefálicas a 6-OHDA aumentou os conteúdos de nitrito e a peroxidação lipídica, 
que retornaram a concentrações normais após tratamento com CSC ou cafeína. Além disso, a 
6-OHDA reduziu o número de células normais e aumentou o número de células apoptóticas e 
o tratamento com CSC ou cafeína reverteu esses efeitos da 6-OHDA, promovendo aumento 
do número de células viáveis e redução do número de células apoptóticas. Houve uma 
redução do número de microglias ativadas após a exposição das células a cafeína e a 6-
OHDA, o mesmo não ocorreu após a exposição das células ao CSC e a 6-OHDA. O 
tratamento com cafeína reduziu o aumento do número de astrócitos reativos induzidos pela 6-
OHDA, enquanto o CSC não apresentou esse efeito. Esses resultados mostraram que ambos, a 
cafeína e o CSC apresentaram ações neuroprotetoras em células mesencefálicas de rato 
expostas a 6-OHDA. O presente trabalho mostrou que a cafeína e o CSC reverteram às 
alterações comportamentais e neuroquímicas da 6-OHDA, apresentando efeitos 
possivelmente benéficos no tratamento da DP. 
 
Palavras-chave: Doença de Parkinson. Receptor da Adenosina A2A. Corpo Estriado. 



ABSTRACT 
 
 

Adenosine A2A receptor antagonists: a new alternative for parkinson disease treatment. 
LISSIANA MAGNA VASCONCELOS AGUIAR. Supervisor: Profa. Dra. Glauce 
Socorro de Barros Viana. Doctorate’s thesis. Post-graduation Program in 
Pharmacology. Department of Physiology and Pharmacology, UFC, 2009. 
 

Parkinson disease (PD) is a neurodegenerative disorder characterized by loss of 
dopaminergic neurons in the substantia nigra pars compacta. Antagonists of the A2A subtype 
of adenosine receptor have emerged as a target for nondopaminergic antiparkinsonian agents. 
The present work showed the effects of caffeine and 8-(-3-chlorostyryl)-caffeine (CSC), A2A 
receptors antagonists, on behavior and biochemical alterations in 6-OHDA-lesioned rats, as a 
model of PD. Animals (male Wistar rats, 260-280 g) were injected daily with caffeine (10 and 
20 mg/kg,i.p., 1h after 6-OHDA lesion for 14 days or six days after 6-OHDA lesion for 7 
days), or CSC (1 and 5 mg/kg, i.p., 1h after 6-OHDA lesion for 7 days) alone or associated 
with L-DOPA (CSC 1 mg/kg, i.p. + L-DOPA 50mg/kg + Benzerazida 12,5 mg/kg, i.p., six 
days after 6-OHDA lesion for 7 days). Fourteen days after 6-OHDA, the animals’ behavior 
was assessed by monitoring body rotations induced by apomorphine (3 mg/kg, i.p.). The 
results showed that the drastic increase in body rotation, induced by the 6-OHDA lesion, after 
the apomorphine challenge, was significantly (50 times) and dose-dependently reversed by 
CSC or caffeine. The decreased striatal levels of DA and metabolites, in the 6-OHDA-
lesioned rats (75-85%), were blocked after caffeine or CSC alone or in association with L-
DOPA treatment as well as the concentrations of NE, 5-HT and 5-HIAA. These effects were 
potentiated in 6-OHDA-lesioned animals treated with the association of CSC and L-DOPA. 
Concentrations of the amino acids glutamate and GABA were significantly increased (3.8 and 
3 times, respectively) in the 6-OHDA-lesioned rat striatum. Similarly, CSC also reversed 
these alterations significantly. We also demonstrated protective effects against 6-OHDA-
induced cytotoxicity in rat mesencephalic cells. Caffeine or CSC significantly increased the 
number of viable cells after their exposure to 6-OHDA, as measured by the MTT assay. 
While nitrite levels and lipid peroxidation in the cells were drastically increased by 6-OHDA, 
its concentration was brought toward normality after caffeine or CSC. 6-OHDA decreased the 
number of normal cells while increasing the number of apoptotic cells. Caffeine or CSC, 
significantly recovered the number of viable cells, and decreased the number of apoptotic 
cells, as compared to the group treated with 6-OHDA alone. Interestingly, while a significant 
lower number of activated microglia was seen after cells exposure to caffeine plus 6-OHDA, 
this was not the case after cells exposure to CSC plus 6-OHDA. While caffeine lowered the 
percentage of reactive astrocytes increased by 6-OHDA, CSC showed not effect. These 
results showed a strong neuroptrotection afforded by caffeine or CSC on rat mesencephalic 
cells exposed to 6-OHDA. In conclusion, we showed that CSC or caffeine reversed behavior 
and biochemical alterations, observed in the 6-OHDA-lesioned rats, pointing out to the 
potential benefit of A2A receptors antagonists as non-dopaminergic therapeutic targets for the 
treatment of PD. 
 
Key-words: Parkinson Disease. Receptor Adenosine A2A. Corpus Striatum. 
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I INTRODUÇÃO 

 

1 A doença de Parkinson 

 

A doença de Parkinson foi descrita pela primeira vez em 1817 por James 

Parkinson, que relatou as características clínicas principais do Parkisonismo: tremor de 

repouso, rigidez, bradicinesia-hipocinesia, postura em flexão, perda dos reflexos posturais e o 

fenômeno do congelamento.  

 

 

A doença de Parkinson é caracterizada por degeneração lenta e progressiva dos 

neurônios dopaminérgicos da substância negra. Essa destruição neuronal leva a perda dos 

terminais dopaminérgicos do estriado e também das regiões dos gânglios basais e cortical 

(Figura 1) (MOSLEY et al., 2006).  

 

 

 
 Figura 1 - Estruturas dos gânglios basais, relacionadas ao Mal de Parkinson  
 Fonte: Bear et al. (2002) 

 

 

A origem dessa degeneração neuronal é desconhecida e provavelmente envolve 

muitos eventos celulares e moleculares, incluindo estresse oxidativo, acúmulo de proteínas 
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alteradas, excitotoxicidade, mecanismos pró-apoptóticos e disfunção mitocondrial (DAUER; 

PRZEDBORSKI, 2003). Recentemente, tem sido sugerido que a reação das células da glia e o 

processo inflamatório também podem participar da cascata de eventos que levam a 

degeneração neuronal (MOSLEY et al., 2006). 

 

 

A doença de Parkinson é a segunda doença degenerativa mais comum depois da 

demência de Alzheimer. É uma doença de distribuição universal e atinge todos os grupos 

étnicos e classes sócio-econômicas. Estima-se uma prevalência de 100 a 200 casos por 

100.000 habitantes. Sua incidência e prevalência aumentam com a idade. No Brasil estima-se 

que existam cerca de 200 mil casos de mal de Parkinson. A maior parte está concentrada nas 

regiões Sudeste (principalmente no Rio de Janeiro e São Paulo) e Sul, responsável por um 

total estimado de 64 mil casos. De acordo com dados internacionais, a doença tem uma 

prevalência de dois casos para cada grupo de mil pessoas, considerada a população em geral, 

é de 1% na faixa etária acima de 50 anos de idade (BRASIL, 2006). 

 

 

Trata-se de uma doença progressiva, que afeta principalmente pessoas a partir dos 

50 anos e usualmente acarreta incapacidade severa após 10 a 15 anos, o impacto social e 

financeiro é elevado, particularmente na população mais idosa. É estimado que o custo anual 

mundial com medicamentos antiparkinsonianos esteja em torno de 11 bilhões de dólares, 

sendo cerca de 3 a 4 vezes mais caro para os pacientes na fase avançada da doença (BRASIL, 

2006). 

 

 

As manifestações motoras da doença de Parkinson ocorrem devido ao processo de 

degeneração de neurônios dopaminérgicos nigroestriatais que leva a uma redução da 

modulação da dopamina estriatal e conseqüentemente, a alterações motoras, como a 

hipocinesia (CALABRESI et al., 2007). A rigidez e o tremor envolvem distúrbios 

neuroquímicos mais complexos de outros neurotransmissores (particularmente acetilcolina, 

noradrenalina, serotonina e GABA), bem como dopamina (OLANOW et al., 1996). Portanto, 

aumentando-se a estimulação dopaminérgica ou reduzindo-se a estimulação colinérgica ou 

glutamatérgica, os sintomas melhoram. Deste modo, existem atualmente vários modos de 

intervenção farmacológica sintomática:  
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 Drogas que aumentam a produção endógena de dopamina (como a levodopa, 

em geral utilizada juntamente com inibidores da dopa descarboxilase de ação periférica como 

a carbidopa); 

 Agonistas dopaminérgicos (bromocriptina, pergolida); 

 Drogas que previnem a degradação endógena da dopamina (Inibidoras da 

MAO-B como a selegilina); 

 Inibidores da catecol-O-metiltransferase (COMT): tolcapone e entacapone; 

 Antiglutamatérgicos (amantadina) e 

 Antagonistas colinérgicos (benztropina). 

 

 

O tratamento atual para esta doença está restrito ao alívio sintomático porque, até 

o presente momento, não existem agentes capazes de inibir a degeneração neuronal. Esses 

tratamentos levam a uma melhora inicial dramática enquanto a doença progride, e com o 

passar do tempo sua eficácia diminui bastante. Uma outra limitação desses medicamentos 

consiste nos seus efeitos colaterais, como o desenvolvimento das discinesias que acabam por 

impossibilitar a continuação do tratamento (XU et al., 2005). 

 

 

O desenvolvimento de novos tratamentos que melhoram a sintomatologia da 

doença de Parkinson com menos efeitos colaterais são importantes em curto prazo, mas o 

tratamento ideal seria aquele o qual se pudesse aliar a essa terapêutica convencional drogas 

que impedissem a progressão da doença, como os neuroprotetores. Essas estratégias 

neuroprotetoras estão sendo propostas à medida que o entendimento dos mecanismos 

moleculares envolvidos na patogênese da doença de Parkinson estão sendo elucidados. 

 

 

As estratégias que podem ser consideradas para neuroproteção devem ter como 

alvo não apenas receptores de neurotransmissores (como receptores do glutamato ou da 

adenosina) mas também alvos farmacológicos menos convencionais como receptores de 

fatores neurotróficos, proteínas apoptóticas, fatores de transcição, radicais livres, toxinas 

mitocondriais e desregulação proteossomal (DAWSON; DAWSON, 2003; RAVINA et al., 

2003; XU et al., 2005). 
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Para entender melhor a fisiopatologia da doença de Parkinson, e para o 

desenvolvimento de novos tratamentos, é importante a utilização de modelos animais da 

doença de Parkinson, onde novas drogas e estratégias terapêuticas podem ser testadas. 

 

 

A 6-hidroxidopamina (6-OHDA) é uma das neurotoxinas mais comuns utilizadas 

experimentalmente em modelos de degeneração da substância negra, tanto in vitro como in 

vivo. É incapaz de atravessar a barreira hematoencefálica, sendo necessária a administração 

diretamente na estrutura cerebral que se deseja lesar. A injeção bilateral de 6-OHDA na SNc 

ou em outras regiões cerebrais provoca uma elevada mortalidade neuronal, principalmente 

dos neurônios catecolaminérgicos (BLANDINI et al., 2008). Esta droga apresenta 

similaridade estrutural com as catecolaminas e tem alta afinidade pelo sistema de transporte 

das mesmas, mostrando assim a sua seletividade por neurônios catecolaminérgicos. Produz 

lesões na SNc pela indução da produção de peróxido de hidrogênio e espécies reativas do 

oxigênio, como radical hidroxil, e também pela inibição do complexo I mitocondrial (BLUM 

et al., 2001; MILLER et al., 2009). 

 

 

A injeção unilateral de 6-OHDA no estriado provoca a morte de todos os 

neurônios dopaminérgicos no mesencéfalo do lado aplicado e a diminuição de dopamina no 

lado correspondente do estriado, gerando um modelo válido de uma fase adiantada da DP 

com intensas alterações motoras. Esses animais apresentam comportamento rotatório 

contralateral em relação à lesão quando tratados com agonistas D1/D2 da dopamina, tais 

como a apomorfina. Esse comportamento pode ser explicado pela hiperexpressão dos 

receptores dopaminérgicos na porção lesada do estriado. Ou seja, as drogas agonistas terão 

seu efeito potencializado pela hipersensibilização dos receptores (KIN et al., 1998). 

 
 

2 As bases neuronais da doença de Parkinson 

 
 
Meynert (1871), foi o primeiro a correlacionar a doença de Parkinson com uma 

disfunção dos núcleos da base ou gânglios da base. Os núcleos da base são massas de 

substância cinzenta situadas na base do encéfalo que se relacionam com o córtex motor e 

conseqüentemente, possuem ações importantes no controle motor do corpo. São constituídos 
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por estruturas (núcleos) situadas no interior do centro branco medular do cérebro que é a 

substância branca do telencéfalo, entre o córtex e o tálamo. As principais estruturas que 

constituem os núcleos da base são: corpo estriado (formado pelo núcleo caudado, o putamem 

e o globo pálido - que se situa medialmente ao corpo estriado e está dividido em uma porção 

interna (GPi) e externa (GPe) e outras duas estruturas terminais, a substância negra- situada 

no mesencéfalo e dividida em duas porções: a parte reticular (SNPr) e a parte compacta 

(SNPc)) e núcleo subtalâmico. Estas estruturas têm como principais funções: a diminuição do 

tônus muscular e inibição da atividade muscular indesejada e a organização e coordenação 

dos movimentos e da postura (BEAR et al., 2002). 

 
 
Os núcleos da base têm a capacidade de receber e de enviar informações devido a 

um grande número de fibras que as ligam a outras regiões do cérebro. O movimento é 

controlado pela relação que existe entre o tálamo, os núcleos da base e o córtex. Quando 

ativado pelo córtex, o tálamo reforça positivamente o movimento voluntário. No entanto, 

quando esse movimento é desnecessário ou inconveniente, os núcleos da base inibem-no, ao 

inibirem o tálamo e os neurônios do tronco cerebral (OBESO et al., 2002). 

 
 
Os neurônios aferentes do córtex projetam-se para os núcleos da base putamem e 

caudado e as principais estruturas eferentes são a parte interna do globo pálido e a parte 

reticular da substância negra. O fluxo dessas informações se dá por duas vias: a direta e a 

indireta. A via direta consiste de projeções do estriado para a parte externa do globo pálido e 

dali para o núcleo sub talâmico, e só depois para a parte interna do globo pálido ou a parte 

compacta da substancia negra. Desse modo os neurotransmissores, inibitórios ou excitatórios, 

são liberados em cada uma das sinapses da via para as células alvo. A ativação da via direta 

inibe o neurônio eferente e a ativação da via indireta excita o neurônio eferente, apresentando, 

portanto ações opostas (OBESO et al., 2008).  

 
 
A via dopaminérgica surge de células da parte compacta da substância negra, 

cujos axônios terminam no corpo estriado, onde ocorre a liberação de dopamina. A dopamina 

apresenta efeitos opostos nas células das vias direta e indireta, sendo excitatórios nas células 

da via direta e inibitórios nas células da via indireta (OBESO et al., 2008). Nesse circuito, 

além da dopamina, outros neurotransmissores também possuem papel fundamental, como o 

ácido gama-aminobutírico (GABA), a acetilcolina, o glutamato, a substancia P, a encefalina, 
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entre outros. As concentrações de acetilcolina não se alteram na doença de Parkinson, mas 

com a depleção da dopamina ocorre redução do efeito inibitório nos neurônios do estriado 

ricos em acetilcolina, levando a uma hiperatividade relativa desses neurônios colinérgicos 

(XU et al., 2005) (Figura 2). 
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Figura 2 - Balanço entre as ações estimulatórias (via glutamato-Glu e acetilcolina-ACh) 
e inibitórias (GABA e dopamina-DA) mantendo o funcionamento normal do circuito 
neuronal e as possíveis alterações que ocorrem na doença de Parkinson 
Fonte: modificado de Richardson et al. (1997) 

 

 

Os neurônios estriatais que recebem impulsos excitatórios do córtex e do tálamo 

são controlados por feedback negativo. Esses neurônios são modulados também pela 

dopamina (liberada pelos neurônios nigroestriatais, que estão destruídos na doença de 

Parkinson) e pela acetilcolina (liberada a partir de um grupo de interneurônios estriatais). 

Mais recentemente, tem sido demonstrado que um neuromodulador ubíquo, a adenosina, 

também pode influenciar a função estriatal (OBESO et al., 2008). 

 

 

Os neurônios glutamatérgicos talamocorticais facilitam a estimulação dos 

movimentos via córtex, de forma que a ativação da via direta aumenta a atividade motora, 

enquanto a ativação da via indireta diminui a atividade motora. Os neurônios estriatais dessas 

vias constituem mais de 90% de todos os neurônios do estriado e são caracterizados por seu 
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tamanho médio (um diâmetro de aproximadamente 10μm). Essas são as principais 

terminações neuronais do estriado, e embora ambos os grupos de neurônios (os da via direta e 

da via indireta) liberem GABA, eles podem ser distinguidos pelos neuropeptídeos que 

expressam, ou seja, os da via direta contêm substância P e dinorfina, enquanto os da via 

indireta contêm encefalina (WICHMANN; DELONG, 2003).  

 

Estudos sugerem que na doença de Parkinson ocorre um aumento do tônus 

inibitório nos sistemas motores talamocortical e do tronco cerebral. A depleção da 

concentração de dopamina leva a uma redução da estimulação dos neurônios estriatais 

gabaérgicos (putamem e caudado) que inibem a substância negra reticulada e a parte externa 

do globo pálido e a redução da inibição dopaminérgica de neurônios estriatais gabaérgicos 

que inibem a parte interna do globo pálido. Dessa forma, o córtex cerebral receberia menos 

estímulo para iniciar o movimento (OBESO et al., 2002). 

 

Estudos em ratos utilizando o modelo experimental de doença de Parkinson com 

lesão nigroestriatal por 6-OHDA e em macacos com o modelo de lesão com MPTP na parte 

compacta da substância negra demonstraram um aumento da expressão do RNAm para 

receptor D2 nos neurônios estriatais da via indireta e redução na expressão do RNAm para 

receptores D1, receptores da substância P e dinorfina nos neurônios estriatais da via direta. 

Além disso, foi também observada hiperatividade do núcleo subtalâmico e da parte interna do 

globo pálido em macacos tratados com MPTP utilizando várias técnicas (CROSSMAN, 2000; 

WICHMANN; DELONG, 2003). 

 

Lesões no núcleo subtalâmico e na parte interna do globo pálido induzem a um 

intenso déficit motor em macacos tratados com MPTP, o que é seguido por uma redução da 

atividade neuronal dos neurônios da parte interna do globo pálido e da parte reticular da 

substância negra (OBESO et al., 2002). 



 27

3 Neurotransmissão monoaminérgica e Doença de Parkinson 

 

 

A dopamina (DA) representa cerca de 80 % do conteúdo de catecolaminas no 

cérebro. Projeções originárias de áreas cerebrais que sintetizam este neurotransmissor 

originam quatro vias axonais: (1) Nigro-estriatal; (2) mesolímbica; (3) mesocortical e (4) 

tuberoinfundibular (Figura 3). 

 

 
      Figura 3 - Principais vias dopaminérgicas no SNC 
      Fonte: Kerwin et al.(1999) 

 

As projeções que constituem a via nigroestriatal originam-se de neurônios 

sintetizadores de DA do mesencéfalo e substância negra pars compacta (SNpc) que inervam o 

estriado dorsal (caudado-putamen). A via nigroestriatal está envolvida no controle dos 

movimentos e sua degeneração leva a doenças como a doença de Parkinson (STOCCHI, 

2009). A via mesocortical origina-se na área tegumentar ventral (ATV) e inerva diferentes 

regiões do córtex frontal. Esta via parece estar envolvida em alguns aspectos do aprendizado e 

memória (PRITCHARD et al., 2009). A via mesolímbica origina-se na ATV e inerva o 

estriado ventral (núcleo accumbens), o tubérculo olfatório e partes do sistema límbico. Esta 

via foi implicada no comportamento motivacional (CHEN et al., 2009). A via 
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tuberoinfundibular inicia a partir de células dos núcleos arqueado e periventricular do 

hipotálamo (FELDMAN et al., 1997). As projeções desta via alcançam a eminência média do 

hipotálamo onde ocorre liberação de DA nos espaços perivasculares do plexo capilar do 

sistema hipotalâmico-hipofisário. Por esta via a DA é transportada para a hipófise anterior 

onde atua inibindo a liberação de prolactina. 

 

A DA exerce suas ações ao se ligar a receptores de membrana específicos 

(PRITCHARD et al., 2009). Estes receptores podem ser de 5 tipos subdivididos nas 

subfamílias D1-símile (D1 e D5) e D2-símile (D2, D3 e D4), com base em suas propriedades 

bioquímicas e farmacológicas (Quadro 1), enquanto os efeitos da NA são mediados por 

receptores dos tipos α e β. Os camundongos que não apresentam estes receptores apresentam 

significantes déficits fisiológicos. Como, por exemplo, animais knockout para receptor D1, 

apresentam hiperlocomoção e propriedades estriatais alteradas. Os animais Knockout para 

receptor D2 apresentam os movimentos comprometidos e para o receptor D3 hiperlocomoção. 

No caso dos receptores β os animais Knockout para receptor β1 morrem prematuramente após 

o nascimento e os sobreviventes apresentam respostas cardiovasculares alteradas. Os 

receptores pós-sinápticos dos neurônios recebem informações dos transmissores liberados de 

um outro neurônio (pré-sináptico). 

 

Quadro 1 - Propriedades e localizações dos subtipos de receptores dopaminérgicos 

 D1 D5 D2S/D2L D3 D4 

Aminoácidos 446 477 415/444 400 387 

Cromossomo 5 4 11 3 11 

Vias Efetoras ↑ AMPc ↑ AMPc ↓AMPc 
↑ canais K+ 

↓canais Ca2+ 

↓AMPc ↓AMPc 
↑ canais K+ 

Distribuição do 
RNAm 

Caudado-
putamen; 
Núcleo 
accumbens; 
Tubérculo 
olfatório 

Hipocampo; 
Hipotálamo; 
 

Caudado 
putamen; 
Núcleo 
accumbens; 
Tubérculo 
olfatório 

Tubérculo 
olfatório; 
Hipotálamo; 
Núcleo 
accumbens 

Córtex 
frontal; 
Medula; 
Mesencéfalo 

Fonte: Kuhar et al. (1999) 
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Freqüentemente, os receptores pós-sinápticos estão localizados nos dendritos ou 

corpos celulares dos neurônios, mas eles podem também ocorrer nos axônios ou terminações 

nervosas; no último caso, uma relação sináptica axo-axônica pode causar inibição ou 

excitação pré-sinática. Em contraste, os autoreceptores estão situados em um dado neurônio e 

respondem às moléculas transmissoras liberadas do mesmo neurônio. Autoreceptores podem 

ser amplamente distribuídos na superfície de um neurônio. Na terminação nervosa, eles 

respondem a moléculas transmissoras liberadas na fenda sináptica e no corpo celular, podem 

responder a moléculas transmissoras liberadas por dendritos. Funcionalmente, a maioria dos 

autoreceptores parece regular a liberação do transmissor de forma que o transmissor liberado 

ao atuar nos autoreceptores regula a sua liberação adicional. Autoreceptores já foram 

identificados para NA, DA, 5-HT e GABA, dentre outros (FEUERSTEIN, 2008).  

 

Os receptores dopaminérgicos estão envolvidos em importantes ações, como 

comportamento estereotipado e hiperlocomoção. Também podemos citar seu envolvimento 

em doenças como a esquizofrenia, que é causada principalmente pela superestimulação de 

receptores D2. O bloqueio destes receptores pode levar à doença de Parkinson ou discinesia 

tardia. Os ligantes destes receptores facilmente discriminam as subfamílias D1- e D2-símile, 

porém a maioria deles não diferencia claramente os diferentes membros de uma mesma 

subfamília (FEUERSTEIN, 2008).  

 

Os receptores noradrenérgicos existentes no cérebro são receptores β1 e β2 os 

quais não podem ser diferenciados em termos de função fisiológica. A densidade do receptor 

β1 varia em diferentes áreas cerebrais, diferentemente do que acontece com os receptores β2 

que estão restritos à glia e vasos sangüíneos. 

 

A serotonina é sintetizada a partir do aminoácido L-triptofano após sua captação 

do sangue para o cérebro. A fonte primária do triptofano é a dieta. O triptofano é convertido a 

5-hidroxitriptofano pela ação da triptofano hidroxilase, enzima sintetizada no corpo celular 

dos neurônios do núcleo da rafe. A enzima descarboxilase converte então o 5-

hidroxitriptofano em serotonina (5-hidroxitriptamina – 5-HT). A serotonina é metabolizada 

pela MAO dando origem ao ácido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA). 
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Este neurotransmissor após sua síntese é armazenado em vesículas e liberado por 

exocitose para interagir com seus receptores. A serotonina pode se ligar a 14 receptores que 

são agrupados em famílias (FINK; GOTHERT, 2007):  

 

- A família 5-HT1 compreende os receptores 5-HT1A, 5-HT1B, 5-HT1D, 5-HT1E e 

5-HT1F que são acoplados à proteína G inibitória, produzindo inibição da atividade da 

adenililciclase e abertura dos canais de potássio, o que resulta em hiperpolarização. 

 

- A família 5-HT2 inclui os receptores 5-HT2A, 5-HT2B e 5-HT2C (formalmente 

5HT1C). Estes estimulam a fosfolipase C específica para os fosfoinositídios.  

 

- O receptor 5-HT3 pertence à superfamília dos receptores ligados a canais 

iônicos, causando uma rápida despolarização nos neurônios.  

 

- As famílias 5-HT4, 5-HT6 e 5-HT7 são incluídos na família acoplada 

positivamente à adenilciclase. Uma nova família de receptores serotonérgicos 5-HT5A e 5-

HT5B ainda possui o mecanismo efetor desconhecido.  

 
 
Os subtipos de receptores serotonérgicos possuem localizações diferentes no SNC 

onde os receptores 5-HT1A localizam-se principalmente no hipocampo, septo, amígdala, 

hipotálamo e neocórtex. Este receptor está localizado em alta densidade no corpo celular de 

neurônios serotonérgicos nos núcleos da rafe dorsal e medial onde fazem a função de 

autoreceptores modulando a atividade de neurônios serotonérgicos. Os subtipos 5-HT1B e 5-

HT1D estão localizados nos gânglios da base particularmente no globo pálido e substância 

negra. Os receptores 5-HT2A estão localizados em áreas corticais, particularmente no córtex 

frontal, também estão localizados no claustrum, gânglios da base e núcleo olfatório. Os 

receptores 5-HT4 estão localizados em grande concentração no corpo estriado, substância 

negra e tubérculo olfatório e hipocampo e indiretamente medeiam o aumento da liberação de 

DA estriatal. O receptor 5-HT7 está localizado no córtex, septo, tálamo, hipotálamo, amígdala 

(FINK; GOTHERT, 2007). 

 

A serotonina está envolvida em praticamente todo tipo de comportamento tais 

como, apetitivo, emocional, motor, cognitivo e autonômico. Por suas ações, os neurônios 
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serotonérgicos e receptores são alvos para uma ampla variedade de drogas, como 

antidepressivos, antipsicóticos, tratamento da enxaqueca e tratamento da náusea e vômitos, 

entre outros (MONTI; JANTOS, 2008). 

 

3.1 Envolvimento da neurotransmissão monoaminérgica na Doença de Parkinson 

 

 

A importância da dopamina como o neurotransmissor mais envolvido no controle 

motor está diretamente associada às conseqüências clínicas decorrentes da degeneração da via 

nigroestriatal, como aquelas observadas na doença de Parkinson: tremor, rigidez e acinesia. 

 

 

A doença de Parkinson é caracterizada pela degeneração de estruturas 

subcorticais, constituídas pelos núcleos da base (também chamado de estriado, que 

compreende o núcleo caudado, o putâmen e o globo pálido), o subtálamo e a substância negra, 

que agem como um sistema acessório ao córtex cerebral e ao sistema cortiço-espinhal 

fornecendo informações de padrões complexos de movimento (STOCCHI, 2009). 

 

 

O sistema dopaminérgico inerva todos os núcleos da base, através da via 

nigroestriatal e, provavelmente, exerce um importante controle modulatório dos circuitos 

neuronais (vias direta e indireta). Os núcleos da base fazem parte de um complexo circuito 

neuronal organizado em paralelo para integrar atividades de diferentes regiões corticais. Além 

disso, os núcleos da base são intimamente interconectados com o locus ceruleus (núcleo 

noradrenérgico), núcleo da rafe (neurônios serotonérgicos) e a formação reticular. O chamado 

“circuito motor” é, na verdade, o mais importante na fisiopatologia do movimento (OBESO et 

al., 2002). 

 

 

As áreas corticais enviam projeções glutamatérgicas ao estriado, que é a principal 

porta de entrada dos núcleos da base. O estriado envia projeções gabaérgicas a outros núcleos, 

como o globo pálido e a substância negra reticulada. Esses núcleos modulam o tálamo, que 

por sua vez envia projeções glutamatérgicas estimulatórias de volta ao córtex, facilitando com 

maior ou menor intensidade o início do movimento (OBESO et al., 2002). 
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A modulação mediada pelos núcleos da base ocorre pelo balanço entre dois 

circuitos que ligam o estriado ao globo pálido, a via direta e a via indireta. A dopamina 

estimula a via direta e inibe a via indireta. Desta forma ela funciona como um modulador dos 

núcleos da base, pois quando liberada no estriado facilita o movimento. Isso explica a lentidão 

de movimentos e a rigidez muscular na doença de Parkinson, visto que a degeneração dos 

neurônios nigroestriatais causa a redução da concentração de dopamina no estriado, e 

conseqüentemente distúrbios de movimento. Por outro lado, o excesso de dopamina ou a 

supersensibilização de receptores dopaminérgicos no estriado causa aumento dos movimentos 

e incoordenação, como no caso da discinesia, causada pelo tratamento com agonistas 

dopaminérgicos, ou com L-DOPA ou que ocorre na Coréia de Huntington (OBESO et al., 

2008).  

 

Os efeitos da dopamina nos núcleos da base ocorrem através da interação com 

receptores D1 e D2. Os receptores D1 modulam principalmente os neurônios da via direta, 

enquanto os D2 são localizados em neurônios estriado-palidais da via indireta. Então, a 

ativação de D1 ativa a via excitatória e a ativação de D2 inibe a via inibitória (GERFEN, 2003; 

SIEGEL, 2006). 

 

A destruição dopaminérgica nos núcleos da base relacionadas à doença de 

Parkinson leva a alterações na capacidade de elaboração dos movimentos automáticos, semi-

automáticos, no tônus postural e na habilidade dos movimentos, evidenciando os sinais e 

sintomas motores característicos da doença como o tremor, a bradicinesia, a rigidez e a 

instabilidade postural (DOYON, 2008). 

 

Além dos sintomas motores da doença de Parkinson, freqüentemente ocorrem 

sintomas não-motores como as alterações cognitivas e de comportamento, como a tendência 

ao isolamento, a ansiedade, distúrbios do sono, fadiga e depressão (LAUTERBACH, 2004; 

CHAUDHURI; NAIDU, 2008). Também são comuns as alterações sensoriais como dor, 

queimação e ardência na região de envolvimento motor e distúrbios autonômicos, como 

sialorréia, sudorese excessiva, pele oleosa e fria, constipação crônica, redução do 

esvaziamento da bexiga, distúrbios sexuais, hipotensão postural, distúrbios na fala, na escrita 

e na expressão facial (SABATÉ et al., 2008).  
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Todas essas alterações podem ter relação com as disfunções que ocorrem 

principalmente devido à redução das concentrações de dopamina e o conseqüente 

desequilíbrio dos outros sistemas (como o sistema colinérgico, serotonérgico, gabaaérgico e 

glutamatérgico) que estão integrados e onde a dopamina exerce um importante papel 

modulatório. 

 

 

Vários estudos comprovam que em fases avançadas da doença de Parkinson 

ocorrem mudanças em outros neurotransmissores e em outros sistemas de neuromoduladores. 

A redução da noradrenalina está relacionada com a destruição de neurônios noradrenérgicos e 

é responsável por certos sintomas não motores da DP, como por exemplo, demência, 

depressão e estados vegetativos (FRANCIS; PERRY, 2007). Existe queda da concentração de 

serotonina (5-HT) demonstrada em todas as regiões cerebrais, embora não existam evidências 

de processos degenerativos envolvidos. Ocorre também uma diminuição na atividade da 

enzima glutamato descarboxilase, enzima responsável pela biossíntese do ácido gama-

aminobutírico (GABA), que pode ser conseqüência da neurodegeneração dos neurônios 

dopaminérgicos da via nigroestriatal (FRANCIS; PERRY, 2007). 

 

4 Neurotransmissão colinérgica e Doença de Parkinson 

 

 

Um importante regulador do circuito motor é a acetilcolina. As concentrações de 

marcadores colinérgicos no estriado sugerem um papel importante da acetilcolina nessa área 

do sistema nervoso central. No estriado de ratos, o conteúdo de acetilcolina e 

acetilcolinesterase e a atividade da colina acetiltransferase são os mais altos no cérebro. O 

interesse nessa inervação é sempre crescente, desde que a acetilcolina têm demonstrado 

exercer um papel na fisiopatologia da doença de Parkinson devido ao desequilíbrio funcional 

decorrente da perda dos neurônios dopaminérgicos (CALABRESI et al., 2000). 

 

 

Os efeitos excitatórios mediados pela acetilcolina no estriado parecem ser gerados 

pela ativação dos receptores M1 através do bloqueio da condutância do potássio. Estudos 

recentes indicam que a acetilcolina também pode aumentar a resposta aos receptores do 

glutamato (NMDA) e esta ação também parece envolver receptores M1. Estudos in vivo 
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demonstraram que a acetilcolina pode apresentar efeitos tanto excitatórios como inibitórios. 

Os receptores M1 são responsáveis inibição pré-sináptica da liberação do GABA, enquanto os 

receptores M3 exercem um controle inibitório da liberação do glutamato no estriado 

(CALABRESI et al., 2000).  

 

 

Evidências mostram que a acetilcolina pode expressar uma dupla ação funcional, 

a primeira ação inibitória, resultante dos efeitos pré e pós sinápticos: redução da liberação de 

neurotransmissores e supressão das correntes de cálcio. Esta ação ocorre em condições 

fisiológicas e na presença de baixas concentrações de acetilcolina na fenda sináptica. A 

segunda ação da acetilcolina no estriado pode ser considerada excitatória e envolve 

principalmente mecanismos pós sinápticos: a supressão das correntes de potássio e o aumento 

da resposta mediada por receptores NMDA. A expressão dessa ação excitatória, no entanto, 

requer condições fisiopatológicas particulares, como uma concentração anormal de 

acetilcolina no espaço sináptico e uma despolarização do potencial de membrana (para 

remover o bloqueio do receptor NMDA). Essas condições podem ser observadas, por 

exemplo, quando ocorre atividade prolongada e mantida da via estriatal ou durante uma falha 

no metabolismo energético. Esse fenômeno é encontrado em algumas doenças 

neurodegenerativas como a doença de Parkinson, em que a destruição das vias 

dopaminérgicas causa um aumento dos efeitos da acetilcolina (FRANCIS; PERRY, 2007). 

 

 

Um dos primeiros tratamentos propostos para a doença de Parkinson foi o uso de 

antagonistas de receptores colinérgicos, porque se acreditava que o principal problema 

ocasionado pela doença era o desequilíbrio entre os sistemas dopaminérgico e colinérgico, 

onde uma diminuição na atividade DA resultaria em exacerbação dos efeitos colinérgicos. Isto 

é melhor compreendido agora, como um desequilíbrio na regulação dos neurônios estriatais, 

nos quais ambas, acetilcolina e dopamina agem (FRANCIS; PERRY, 2007). 

 

5 Aminoácidos transmissores e Doença de Parkinson 

 

 

Alguns pesquisadores têm observado que a dopamina causa depressão da resposta 

excitatória sináptica mediada por receptores AMPA no estriado, via ativação dos receptores 
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D2 (FUXE et al., 2007; SIMOLA et al., 2008). Foi observado que em ratos com lesão estriatal 

unilateral mediada por 6-OHDA existe um aumento dos potenciais excitatórios espontâneos 

dos neurônios, que é inibido com o uso de agonistas D2, sugerindo que a destruição 

dopaminérgica aumenta a excitabilidade neuronal no estriado e que a ativação dos receptores 

D2 pré sinápticos pode reverter essa super excitabilidade através da inibição da liberação do 

glutamato no estriado (CALABRESI et al., 2000). 

 

Então, a dopamina exerce controle em ambas as vias (direta e indireta), 

principalmente através dos receptores D1 (dos neurônios do segmento interno) e D2 (dos 

neurônios do segmento externo do globo pálido). Na ausência da dopamina, o controle da 

liberação da acetilcolina e do glutamato mediado pelo receptor D2 nos terminais 

corticoestriatais é inibido, assim como o controle mediado pelo receptor D1 na resposta pós-

sináptica ao glutamato. Esses efeitos nos receptores D1 e D2 resultam em um aumento da 

estimulação da atividade do neurônio estriatal mediada pelo glutamato. Isto provavelmente 

contribui para o aumento da atividade dos neurônios da via indireta observada após 

desnervação dopaminérgica. Portanto, o efeito principal da destruição das terminações 

dopaminérgicas é causar um desequilíbrio na atividade das duas vias, contribuindo para a 

disfunção motora observada na doença de Parkinson. 

 

A dopamina afeta a atividade dos neurônios GABAérgicos estriatais eferentes 

(output) diretamente e provavelmente indiretamente via interneurônios colinérgicos 

(FRANCIS; PERRY, 2007). Os efeitos da degeneração dos neurônios dopaminérgicos da 

substancia negra na doença de Parkinson e em modelos animais da doença de Parkinson estão 

associados com o desequilíbrio da atividade das vias direta e indireta, afetando, portanto 

outros sistemas de neurotransmissores. Galeffi et al. (2003) verificaram que as concentrações 

basais dos aminoácidos permaneceram praticamente inalteradas após a lesão com 6-OHDA; 

no entanto as concentrações de GABA nos dializados do globo pálido foram 

significativamente elevados nos ratos lesionados, indicando um desequilíbrio em favor da via 

indireta. 
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6 Patogênese da doença de Parkinson 
 

 

A razão dos pacientes portadores da doença de Parkinson exibirem baixas 

concentrações de dopamina cerebral ocorre devido a degeneração da via dopaminérgica 

nigroestriatal, que é composta de neurônios dopaminérgicos cujos corpos celulares estão 

localizados na parte compacta da substância negra e cujos axônios e nervos terminais são 

encontrados no corpo estriado (PRZEDBORSKI, 2005). A neuropatologia da DP não está 

restrita apenas a via nigroestriatal, anormalidades histológicas podem ser encontradas em 

outros grupos de células dopaminérgicas e até não dopaminérgicas (DAUER; 

PRZEDBORSKI, 2003). 

 

A segunda característica patológica mais comum na DP é a presença de inclusões 

intraneurais, conhecidos como corpúsculos de Lewy. Os corpúsculos de Lewy são agregados 

citoplasmáticos eosinofílicos esféricos compostos de uma variedade de proteínas, como a α-

sinucleína, parkina, ubiquitina e neurofilamentos, que podem ser encontrados em toda região 

cerebral afetada (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003). 

 

Estudos sugerem que o mecanismo de morte neuronal na DP envolve a ativação 

de um fator etiológico como o acúmulo da proteína α-sinucleína mutante nos neurônios 

dopaminérgicos que desencadeia uma cascata de eventos, onde estão relacionados vários 

fatores como os radicais livres, disfunção mitocondrial, excitotoxicidade, inflamação e 

apoptose (PRZEDBORSKI, 2005). 

 

Przedborski (2005), baseado em modelos neurotóxicos da DP, sugeriu que a 

degeneração dos neurônios dopaminérgicos na substancia negra não resulta da ativação de 

apenas um único fato deletério, mas da convergência de múltiplos fatores patogênicos. 
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6.1 Células da glia 

 

 

Damier et al. (1993), verificaram que a ativação das células da glia e o processo 

inflamatório participam da cascata de eventos que levam a degeneração neuronal Muitos 

estudos têm constantemente relatado a presença de microglias e astrócitos ativados na DP, 

corroborando com esses resultados (HIRSCH et al., 2005; MCGEER; MCGEER, 2008). A 

função dessas células da glia não está completamente elucidada. Alguns astrócitos podem agir 

como neuroprotetores inativando radicais livres derivados do oxigênio e produzindo fatores 

neurotróficos que protegem os neurônios dopaminérgicos contra vários estímulos lesivos. 

Entretanto, microglias ativadas podem estar envolvidas nos mecanismos de lesão dos 

neurônios dopaminérgicos (SHAVALI et al., 2006).  

 
 
Microglias são macrófagos residentes no SNC que podem ser ativados em células 

apresentadoras de antígeno imunocompetentes durante o processo patológico. Essas células 

liberam citocinas pró-inflamatórias, incluindo o fator de necrose tumoral alfa (TNFα) e 

interleucina-1β (SHAVALI et al., 2006). Muitos pesquisadores encontraram concentração 

elevados de citocinas como o TNFα, interleucina-1β, fator de transformação e crescimento – 

alfa (TGF-α) e TGF-β no parênquima cerebral ou no fluido cérebro-espinhal de pacientes com 

DP (NAGATSU et al., 2000). Essas células ativadas também aumentam a liberação de 

enzimas como a oxido nítrico sintase indutiva (NOSi) e as cicloxigenases COX 1 e 2 

(MOSLEY et al., 2006).  

 
 
A ativação das microglias está diretamente associada com a morte dos neurônios 

dopaminérgicos na DP, podendo até mesmo ser usada como marcador biológico para a 

doença. Realmente as microglias ativadas servem como indicadores in vivo da resposta 

inflamatória e contribuem significativamente para o processo degenerativo. Baseados nessas 

observações, estudos epidemiológicos demonstraram que o uso de antiinflamatórios não 

esteroidais (AINES) reduzem o risco de desenvolvimento da DP (CHEN et al., 2003). 

 
 
Estudos bioquímicos e histológicos verificaram também a participação do estresse 

oxidativo na patogênese da DP com peroxidação lipídica, dano no DNA e redução da 

glutationa e da ferritina, além disso, as concentrações de NADPH oxidase, um produto 
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precursor das espécies reativas do oxigênio (ROS), está elevado na DP e a sua elevação 

coincide com a ativação das microglias. Na DP as microglias próximas aos neurônios 

dopaminérgicos parecem aumentar a sua capacidade de produção das ROS, devido ao seu 

estado ativado, levando a um ciclo contínuo de lesão neuronal e ativação do sistema 

imunológico no local (MOSLEY et al., 2006). 

 

6.2 Citocinas 

 

 

Os mecanismos através dos quais as células da glia e as citocinas pró-

inflamatórias causam danos aos neurônios dopaminérgicos da DP ainda não são totalmente 

compreendidos. Estudos sugerem que as citocinas pró-inflamatórias produzidas pelas células 

da glia durante o processo inflamatório participam dos eventos envolvidos na degeneração 

neuronal na DP. Baseado nesse princípio, foi demonstrado in vitro, que o interferon γ, a 

interleucina -1β e o TNF-α podem induzir a expressão da óxido nítrico sintase indutiva 

(NOSi), e foi observado que os concentração desta enzima encontram-se aumentados na 

substância negra de pacientes com DP (HIRSCH et al., 2005).  

 

As citocinas pró-inflamatórias também podem agir diretamente nos neurônios 

dopaminérgicos através da interação com receptores específicos. Hirsch et al. (2005) 

analisaram os efeitos do TNF-α nos seus dois tipos de receptores TNFR-1 e TNFR-2 em 

camundongos tratados com MPTP e mostraram que os animais Knockout para um dos 

receptores do TNF-α ou para ambos foram protegidos contra a intoxicação por MPTP. 

Entretanto, Sriram et al. (2002) demonstraram que os terminais tirosina-hidroxilase positivos 

permaneceram inalterados em camundongos deficientes dos receptores do TNF tratados com 

MPTP.  

 

Embora o TNF-α seja uma importante citocina envolvida no processo 

inflamatório durante a DP, muitas outras citocinas são produzidas e a inibição de apenas um 

dos eventos pode não ser suficiente para proteger os neurônios dopaminérgicos contra a 

degeneração. Assim, drogas que interferem na cascata de eventos que levam à degeneração ou 

que agem em várias vias podem representar alvos terapêuticos melhores para a neuroproteção.  
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6.3 Apoptose e capases 

 

 

O termo apoptose é derivado do grego com o significado “ser descartado”, em 

analogia às pétalas de uma flor quando desprendidas. Este processo mostra-se eficaz e 

necessário para a manutenção das populações celulares. (LEIST, 2001). 

 

As deficiências nos processos de apoptose são responsáveis pela proliferação de 

células tumorais, e a exarcebação destes mecanismos apoptóticos podem estar envolvidos em 

várias condições patológicas como as doenças autoimunes, as doenças neurodegenerativas 

como Alzheimer, Parkinson, Esclerose Amiotrófica Lateral (ALS), Esclerose Múltipla, dentre 

muitas outras. (DONG et al., 2009). 

 

A apoptose tem sido implicada em várias doenças neurodegenerativas como um 

importante fator que contribui significativamente para a morte neuronal (DONG et al., 2009). 

A doença de Parkinson pode ser caracterizada como uma degeneração progressiva dos 

neurônios dopaminérgicos por apoptose do sistema nigroestriatal. A neurotoxina 6-OHDA 

que é uma das mais utilizadas como modelo da doença de Parkinson em animais, provoca 

danos mitocondriais e induz a ativação da caspase 3, causando morte neuronal por apoptose 

(COSTA et al., 2002). 

 

Os mecanismos de morte celular induzida por 6-OHDA podem ser explicados de 

três maneiras: geração de espécies reativas do oxigênio (ROS) por auto-oxidação intra ou 

extracelular, formação de peróxido de hidrogênio induzido pela monoamino oxidase e 

inibição direta da cadeia respiratória mitocondrial (TANAKA et al., 2006). Muitos trabalhos 

na literatura têm sugerido que a excessiva geração de espécies reativas do oxigênio produzida 

por 6-OHDA provoca estresse oxidativo que lesiona as células e induz morte celular por 

apoptose (BLUM et al., 2001; TAKATA et al., 2005; HANROTT et al., 2006).  

 

O mecanismo celular de apoptose é marcado por alterações na permeabilidade da 

membrana mitocondrial onde há formação de um canal de alta condutância com perda do 

potencial para fosforilação oxidativa; há extravasamento de citocromo c para o meio 

intracitoplasmático; ativação de uma série de substâncias serino-proteases como as caspases, 

transglutaminases, endonucleases e fosfatidilserina / trombospondina. O processo implica na 
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fragmentação da cromatina e das organelas, com posterior clivagem das mesmas. Os 

corpúsculos apoptóticos formados são fagocitados por macrófagos, que reconhecem suas 

sinalizações (DAMIANI, 2004). 

 
 
As caspases são proteases, conhecidas por estarem envolvidas na apoptose. Foram 

descobertos mais de 14 tipos de caspases no tecido nervoso dos mamíferos, elas podem agir 

como iniciadoras da apoptose, executoras da apoptose ou como mediadores inflamatórios, 

dependendo do tipo de caspase. A ativação das caspases pode ser observada em várias 

doenças como no trauma (caspase-3), na DP (caspase-3), na ALS (caspase-3) e na doença de 

Alzheimer (caspase-3 e caspase 9). Alguns inibidores das caspases podem agir como 

neuroprotetores em alguns modelos celulares e animais de doenças neurodegenerativas 

(WALDMEIER; TATTON, 2004). 

 

As caspases pró-apoptóticas são divididas em grupos iniciadores da apoptose 

incluindo caspases 2, 8, 9 e 10 e no grupo de executadores da apoptose, incluindo as caspases 

3, 6 e 7. A apoptose pode ser induzida por vias extrínsecas de estímulos, como ligantes de 

superfície celular, ou por via intrínseca, com sinais originados no interior da célula.  

 
 
Na via extrínseca da ativação da apoptose, a pró-caspase 8 é recrutada pela DED 

(domínios efetores de morte) e induzem o sinal de morte através do complexo DISC 

(Complexo de morte via estímulo extracelular), sendo que o ligante pode ser o fator de 

necrose tumoral (TNF). A via intrínseca de apoptose envolve a ativação da pró-caspase 9 a 

qual é ativada por eventos de alteração da permeabilidade mitocondrial, com liberação de 

citocromo c para o meio intracitoplasmático. (SALVESEN, 2002). Nesses casos de ativação 

da caspase 9, há interação com o fator de ativação das proteases pró-apoptóticas 1 (Apaf-1). 

Uma vez ativada, a caspase 9 ativa uma série de outras pró-caspases como por exemplo a 

caspase 3, 6 e 7 subseqüentemente, clivando estas pró-caspases em substratos menores, 

resultando numa amplificação do sinal de morte. 

 
 
A mitocôndria atua como um regulador central da via intrínseca da apoptose, além 

disso, também pode amplificar e mediar a via extrínseca. A mitocôndria tem um papel 

“chave” na integração e propagação dos sinais de morte originados intrinsicamente por danos 

ao DNA, por estresse oxidativo, extravasamentos de proteínas e outros. A maior parte dos 



 41

sinais pró-apoptoticos são derivados da disrruptura mitocondrial originada pela perda do 

potencial para fosforilação oxidativa, aumentando subitamente a permeabilidade da 

membrana mitocondrial com formação de um edema com grande influxo de água para a 

matriz mitocondrial e eventual ruptura da membrana. Proteínas são liberadas para o meio 

intracitoplasmático (extra-mitocondrial) incluindo fator indutor da apoptose (AIF), 

endonucleases (endoG), Smac/Diablo, Htr/Omi e o citocromo c, que ativa o aptossomo e, 

conseqüentemente, a cascata de caspases (WALDMEIER; TATTON, 2004).  

 

 

A interação entre a mitocôndria e as caspases ocorre através da família das 

proteínas Bcl-2. Genes pró-apoptóticos como Bax, Bid e Bak induzem a liberação de 

citocromo c além de outros fatores citossólicos. O citocromo c liga-se ao Apaf-1 o qual, 

através de alterações conformacionais, oligomeriza-se e forma o aptossomo, um complexo 

que ativará a pró-caspase 9. Esta pró-caspase 9 ativada, desencadeia o sinal para a ativação 

das caspases 3, 7 e 6 resultando num processo amplificado e catalítico resultando no processo 

apoptótico. (SLEE, 1999). 

 

 

Vários estudos sugerem que o fator de necrose tumoral (TNF-α) e a ativação dos 

receptores TNFR ativam a via extrínseca da indução da apoptose (em parte através do Bid e 

do Bax) e possuem um papel importante na patogênese de algumas doenças 

neurodegenerativas como a DP e a doença de Alzheimer (WALDMEIER; TATTON, 2004). 

 

6.4 Espécies reativas do oxigênio e estresse oxidativo 

 

 

Radicais livres são moléculas que possuem um ou mais elétrons desemparelhados. 

Em geral, são instáveis e têm vida muito curta devido à natureza livre de seus elétrons que os 

tornam hábeis a reagir com diversos compostos ou alvos celulares, de modo a obter uma 

maior estabilidade química conferida pelo emparelhamento de elétrons (HALLIWELL, 1994). 

Essas moléculas causam danos teciduais por interagirem com carboidratos, ácidos nucléicos 

(DNA), lipídios e proteínas. 
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Os radicais livres são moléculas altamente reativas formadas a partir de 

transferências de elétrons, podem reagir e formar uma outra série de espécies reativas, como 

as espécies reativas do oxigênio (ROS) e se não neutralizadas podem levar ao estresse 

oxidativo, exacerbar a inflamação e promover dano tecidual. Os radicais livres incluem as 

espécies reativas do oxigênio (ROS) como o superóxido (O2
·-), o radical hidroxila (OH·), 

radical peróxido (ROO·), o peróxido de hidrogênio (H2O2), bem como as espécies reativas do 

nitrogênio (RNS), como o óxido nítrico (NO) e o peroxinitrito (ONOO·) e espécies reativas do 

cloro (RCS) como o ácido hipocloroso (HOCl) (MOSLEY et al., 2006). 

 

Essas espécies químicas são abundantes na natureza, produzidas normalmente no 

metabolismo celular e encontradas no meio ambiente, facilmente formadas com exposição 

excessiva a luz solar, poluição, álcool, inseticidas, radiação, exercício intenso, etc. Existem 

enzimas antioxidantes protetoras e mecanismos que neutralizam os radicais livres, como a 

superóxido dismutase (SOD), a catalase, a glutationa, glutationa peroxidase e redutase, a 

vitamina E, a vitamina C, e outras substancias capazes de inativar ou reduzir a formação dos 

radicais livres (MOSLEY et al., 2006). 

 

O dano oxidativo ocorre nos organismos celulares devido ao desequilíbrio entre a 

produção dos radicais livres e as defesas antioxidantes celulares. Através da respiração celular 

normal ou da respiração mitocondrial desregulada, grandes quantidades de ROS podem ser 

produzidos e desencadearem efeitos deletérios no delicado equilíbrio neuronal do SNC. O 

estresse oxidativo está realmente implicado como sendo a principal causa da injúria neuronal 

em várias doenças neurológicas, incluindo a doença de Parkinson, no entanto, ainda não está 

claro se o estresse oxidativo é causa ou conseqüência dessas doenças (ALFAVARO et al., 

2004; MOSLEY et al., 2006). 

 

Alguns dos mais destrutivos radicais livres gerados no organismo derivam do 

oxigênio (O2). Então, a molécula mais importante para a manutenção da vida pode também 

provocar danos celulares, podendo levar a destruição de órgãos e do próprio organismo. O 

acúmulo dos danos ao longo da vida causados por moléculas vitais em órgãos está 

relacionado ao envelhecimento e ao desenvolvimento de doenças relacionadas com a idade 

(NICHOLLS, 2008). 
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O radical superóxido (O2-) é o produto da adição de um elétron a molécula de 

oxigênio (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990). Muitas moléculas biológicas como, por 

exemplo, a hemoglobina (MISRA; FRIDOVICH, 1972a), miogobina (GOTOH; SHIKAMA, 

1976), catecolaminas (MISRA; FRIDOVICH, 1972b) a alguns constituintes dos sistemas de 

transporte de elétrons mitocondriais (TURRENS et al., 1985) e microssômicos (JAKOBY; 

ZIEGLER, 1990) reagem com o O2 convertendo-o em O2-. Adicionalmente, fagócitos 

ativados (neutrófilos, monócitos, macrófagos e eosinófilos) geram o O2- em grande 

quantidade, com a finalidade de destruir microorganismos estranhos ao organismo. Esse 

mecanismo de proteção natural pode tornar-se nocivo nos processos de inflamação crônica 

(MOSLEY et al., 2006). 

 

O radical hidroxila (OH•) é a espécie de oxigênio mais reativa em sistemas 

biológicos; age rapidamente no local em que é produzido, sendo potencialmente capaz de 

causar alterações nas bases purínicas e pirimidínicas, levando a inativação ou a mutação do 

DNA, inibir diversas proteínas (constituintes das membranas celulares e enzimas) através da 

oxidação dos seus grupamentos sulfidrila (-SH) a pontes dissulfeto (-SS) e iniciar a 

peroxidação de lipídeos, especialmente ácidos graxos poliinsaturados de membranas e 

lipoproteínas (MOSLEY et al., 2006).  

 

O radical hidroxila é gerado nos sistemas biológicos principalmente por radiações 

ionizantes e através da reação que envolve um metal de transição, o radical superóxido e o 

peróxido de hidrogênio. Devido ao alto teor de água das células, sua exposição às radiações 

ionizantes (raios X e gama), pode resultar na formação do radical hidroxila, através do 

processo de radiólise da água (HALLIWELL, 1994). Os íons metálicos (de ferro ou cobre) 

possuem a habilidade de mover elétrons, o que constitui a base para a iniciação e propagação 

de muitas das reações de radicais livres mais nocivas. Assim, o OH• é formado pela interação 

entre um íon metálico (Fe3+), o O2- e o H2O2, de acordo com a seguinte equação: 

 

              Fe3+ + O2-                 Fe2+ + O2 

 

 

                               H2O2                 Fe3+ + OH- + OH•  

                                                (reação de Fenton) 
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O H2O2 não é especialmente tóxico, a menos que esteja em altas concentrações 

nas células, outra característica dessa molécula é que ela possui a capacidade de se difundir 

rapidamente através das membranas celulares podendo então se distribuir por sítios distantes 

dos quais ela foi gerada. Além disso, na presença de metais de transição, mais comumente o 

Fe2+, mas também o Cu1+, o H2O2 é reduzido à radical hidroxil (OH•) via reações de Haber-

Weiss ou Fenton (NICHOLLS, 2008). 

 
 
Essa via de produção do OH• tem sido bastante estudada, embora o seu papel 

patológico não esteja bem definido, a existência de proteínas de transporte para o ferro e o 

cobre, utilizadas pelas células para minimizar a presença de íons metálicos livres indicam que 

tais reações podem ser prejudiciais para os sistemas biológicos (MOSLEY et al., 2006). 

 
 
O óxido nítrico (NO) funciona como um mensageiro intracelular de produção 

endógena que desempenha um importante papel em praticamente todos os sistemas do 

organismo (EISERICH et al., 1998), embora exerça diversas funções fisiológicas úteis, em 

excesso pode ser nocivo. Em determinadas condições o NO e o O2
- podem interagir, 

resultando em um produto muito tóxico, o peroxinitrito (ONOO-): 

 

O2
- + NO• → ONOO- 

 

O ONOO- é capaz de reagir prontamente com diversas moléculas: proteínas, 

lipídeos, carboidratos e ácidos nucléicos, danificando-as. Além disso, seus prováveis produtos 

de decomposição, OH•, dióxido de nitrogênio e outros, possuem semelhante potencial 

deletério, consequentemente, a toxicidade do NO pode ser explicada, pelo menos em parte, 

por sua reação com o O2
- . O aumento da produção de ONOO- tem sido associado a diversos 

processos patológicos (WANG et al., 2002). 

 
 
Já foi estabelecido que o estresse oxidativo contribui para a cascata de eventos 

que leva a degeneração das células dopaminérgicas na doença de Parkinson. As regiões 

cerebrais que são ricas em catecolaminas, como a adrenalina, noradrenalina e dopamina são 

excepcionalmente vulneráveis a geração de radicais livres (HALD; LOTHARIUS, 2005). As 

catecolaminas, principalmente a dopamina, podem ser metabolizadas por enzimas endógenas 
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como a monoamino oxidase (MAO), como já foi descrito anteriormente, ou sofrerem 

destruição expontânea por autooxidação que leva a produção de H2O2 e quinonas derivadas da 

dopamina (SULZER; ZECCA, 2000). O metabolismo da dopamina pode exacerbar o 

processo inflamatório e o dano tecidual através da manutenção do H2O2 no ciclo de espécies 

reativas do oxigênio (ROS) e/ou através da modificação de grupos sulfidrilas de proteínas via 

adição nucleofílica mediada pelas quinonas derivadas da dopamina (MOSLEY et al., 2006). 

 
 
Essa modificação na configuração das proteínas pode induzir a uma agregação 

proteíca e alterar processos celulares como a fosforilação oxidativa resultando em acúmulo de 

espécies reativas do oxigênio e do nitrogênio, que são normalmente produzidas pelas 

microglias para destruir micoorganismos invasores. Espécies moleculares reativas incluindo o 

ânion superóxido, o peróxido de hidrogênio e os radicais livres hidroxil, assim como os 

intermediários do nitrogênio, NO e ONOO , podem causar danos nos nerônios se produzidos 

em excesso, o que geralmente ocorre durante respostas neuroninflamatórias prolongadas 

(MOSLEY et al., 2006). 

 

As espécies reativas do nitrogênio têm sido associadas com a disfunção da cadeia 

transportadora de elétrons mitocondrial, peroxidação lipídica, danos ao DNA e a nitração de 

resíduos de tirosina em proteínas celulares. Isto sugere que o ânion superóxido derivado da 

microglia, através da formação de ONOO , é um importante fator que contribui para a 

patogênese da doença de Parkinson (MOSLEY et al., 2006). 

 
 
Um dos processos oxidativos mais amplamente estudados é aquele onde ocorre a 

quebra dos lipídios das membranas celulares e a formação do radical peroxil (LOO•). Este 

processo chamado de peroxidação lipídica é extremamente complexo e lesivo, porque uma 

vez iniciado, ele pode ser propagado, já que o radical peroxil formado pode reiniciar o 

processo, que pode ocorrer indefinidamente. 

 
 
Todos os componentes celulares são suscetíveis à ação das ROS, porém a 

membrana é um dos mais atingidos em decorrência da peroxidação lipídica, que acarreta 

alterações na estrutura e na permeabilidade das membranas celulares. Conseqüentemente, há 

perda da seletividade na troca iônica e liberação do conteúdo de organelas, como as enzimas 

hidrolíticas dos lisossomas, e formação de produtos citotóxicos (como o malonaldeído), 
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culminando com a morte celular. A peroxidação lipídica também pode estar associada aos 

mecanismos de envelhecimento, de câncer e de doenças neurodegenerativas, como a doença 

de Parkinson. Assim como na formação das ROS, nem sempre os processos de peroxidação 

lipídica são prejudiciais, pois seus produtos são importantes na reação em cascata a partir do 

ácido aracdônico (formação de prostaglandinas) e, portanto, na resposta inflamatória. 

Todavia, o excesso de tais produtos pode ser lesivo (NAKAMURA; LIPTON, 2009).  

 

A lipoperoxidação é uma reação em cadeia, representada pelas etapas de 

iniciação, propagação e terminação. Estas etapas estão apresentadas nas reações seguintes, 

onde L representa o lipídio: 

 

LH + OH  (ou LO )               L.+ H2O (ou LOH) (Iniciação)  

L  + O2                LOO  (Propagação)  

LH + LOO                L + LOOH (Propagação)  

LOO  + L                LOOL (Terminação)  

LOO  + LOO                LOOL + O2 (Terminação)  

 

A reação inicia-se com o seqüestro do hidrogênio do ácido graxo polinsaturado 

(LH) da membrana celular. Tal seqüestro pode ser realizado pelo OH  ou pelo LO  (radical 

alcoxila), com conseqüente formação do L  (radical lipídico). Na primeira equação de 

propagação, o L  reage rapidamente com o O2, resultando em LOO  (radical peroxila), que, 

por sua vez, seqüestra novo hidrogênio do ácido graxo polinsaturado, formando novamente o 

L  na segunda equação de propagação. O término da lipoperoxidação ocorre quando os 

radicais (L  e LOO ) produzidos nas etapas anteriores propagam-se até formarem complexos 

mais estáveis (NAKAMURA; LIPTON, 2009).  

 

Vários estudos já comprovaram que as ROS podem ser causa ou conseqüência de 

doenças humanas associadas ao estresse oxidativo. Por isso, antioxidantes naturais e sintéticos 

têm sido recomendados para o alívio dos sinais e sintomas destas doenças e, mesmo, para 

bloquear sua evolução (NAKAMURA; LIPTON, 2009). 

 



 47

Os antioxidantes podem atuar em diferentes aspectos na proteção dos organismos 

contra os radicais livres. O primeiro mecanismo de defesa contra os radicais livres é impedir a 

sua geração, principalmente através da inibição das reações em cadeia com os íons metálicos 

(ferro e cobre). Os antioxidantes devem ser substancias capazes de inativar os radicais livres 

gerados pelo metabolismo celular ou por fontes exógenas, impedindo o dano aos lipídeos, as 

proteínas, aos ácidos graxos e ao DNA, evitando assim as lesões aos constituintes celulares e 

a consequente morte celular. Um outro mecanismo de proteção é promover o reparo das 

lesões produzidas pelos radicais livres. Esse processo está relacionado com o reparo da 

molécula do DNA e a reconstituição das membranas celulares danificadas. Em algumas 

situações pode ocorrer uma adaptação do organismo em resposta a geração desses radicais 

livres com o aumento sa síntese das enzimas antioxidantes (FREINBICHLER et al., 2008). 

 
 
Os compostos antioxidantes podem ter origem endógena, como as enzimas 

catalase, superóxido dismutase e a glutationa, ou serem exógenos, provenientes, por exemplo, 

da dieta alimentar. Muitos estudos destacam os tocoferóis (vitamina E), o ácido ascórbico 

(vitamina C), o selênio, os carotenóides e principalmente os polifenóis, que têm sido 

amplamente estudados nos últimos anos, principalmente por inibirem a peroxidação lipídica e 

a lipoxigenase (EL-AGAMEY et al., 2004; OMONI; ALUKO, 2005). De acordo com Xie et 

al. (2007), o café é um das principais fontes de compostos fenólicos na dieta humana. 

 
 
Vários estudos já comprovaram que as metilxantinas, incluindo a cafeína e os seus 

metabólitos posssuem a capacidade de inibir o dano oxidativo induzidos por espécies reativas 

do oxigênio (LEE, 2000; JOGHATAIE et al., 2004). 

 
 
A cafeína parece exercer uma ação central que melhora a atividade do sistema 

dopaminérgico. Chen et al. (2007) demonstraram a ação neuroprotetora da cafeína utilizando 

um modelo experimental da doença de Parkinson em camundongos tratados com MPTP, onde 

foi observada uma redução da perda dos neurônios dopaminérgicos estriatais, esse efeito 

parece estar relacionado também ao bloqueio dos receptores A2A. 

 
 
Behan e Stone (2002) demonstraram que o CSC, um antagonista específico A2A 

derivado da xantina, assim como a cafeína, possui atividade protetora contra danos 
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excitototóxicos e danos causados por radicais livres, sugerindo que esses compostos podem 

agir prevenindo os danos neuronais resultantes de uma variedade de estímulos lesivos.  
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7 Adenosina 

 

 

A adenosina é um nucleosídeo formado pela união de uma adenina e uma ribose, 

presente nos meios intra e extracelular que possui um papel neuromodulador e hemostático 

(CUNHA, 2001). Encontra-se em maior concentração no meio intracelular (10 a 50 nM), 

enquanto na fenda sináptica sua concentração fica em torno de 0,5 a 4μM (CUNHA, 2005). A 

produção intracelular resulta da clivagem da S-adenosilhomocisteína, do ATP (adenosina tri-

fosfato) do ADP (adenosina difosfato) ou do AMP (adenosina monofosfato), dessa forma ela 

atua no metabolismo energético das células e participa das vias de sinalização intracelular. 

Enquanto o ATP funciona como um neurotransmissor em algumas áreas cerebrais, a 

adenosina não é armazenada ou liberada como um neurotransmissor clássico, embora ela seja 

liberada por qualquer célula, porém isso ocorre mediante um transportador de nucleosídeo, 

que pode também fazer a recaptação da adenosina mantendo um equilíbrio entre as 

concentrações intra- e extracelulares (FREDHOLM et al., 2007). 

 

Como a adenosina não é liberada por exocitose, ela funciona como uma molécula 

sinalizadora extracelular que influencia na transmissão sináptica modulando a atividade do 

sistema nervoso central no nível celular, pré-sináptico inibindo ou facilitando a liberação de 

transmissores ou pós-sináptico hiperpolarizando ou despolarizando neurônios e/ou exercendo 

efeitos não-sinápticos (RIBEIRO et al., 2003). 

 

Apesar dos seus efeitos neuromoduladores diretos, a adenosina exerce muitas 

ações indiretas no sistema nervoso que foram demonstradas por estudos relacionando 

interações dos receptores da adenosina com receptores de outros neurotransmissores e/ou 

neuromoduladores como fazendo parte de uma sofisticada rede de conexões. A adenosina, via 

ativação do receptor A1 pode estimular as propriedades inibitórias do GABA, como a redução 

da excitabilidade mediada pelo glutamato, funcionando então como molécula-chave para o 

controle da transmissão sináptica glutamatérgica no sistema nervoso central (SEBASTIÃO; 

RIBEIRO, 2000). 
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7.2 Receptores da adenosina 

 

 

A neuromodulação da adenosina é exercida através da ativação de quatro 

diferentes tipos de receptores, aqueles de alta afinidade A1 e A2A, baixa afinidade A2B e o A3 

que é um receptor de alta afinidade em humanos, mas ocorre em baixa densidade na maioria 

dos tecidos. Esses receptores pertencem à família de receptores acoplados a proteína G, 

possuem sete domínios transmembrana formados por aminoácidos hidrofóbicos e todos foram 

clonados e caracterizados em muitas espécies de mamíferos, incluindo a humana 

(FREDHOLM et al., 2001). 

 
 
O receptor A1 está localizado principalmente no sistema nervoso central, com alta 

expressão no córtex cerebral, cerebelo, tálamo, hipocampo e medula espinhal. 

Adicionalmente esse receptor também é amplamente expresso em tecidos periféricos, tais 

como testículos, tecido adiposo, estômago, rins, hipófise, adrenais, coração, aorta, fígado, 

olhos e bexiga (RALEVIC; BURNSTOCK, 1998). A localização desses receptores é pré-

sináptica, pós-sináptica e axonal (REBOLA et al., 2003). 

 
 
A ativação dos receptores A1 promove efeitos inibitórios na neurotransmissão. 

Uma vez ativados, os receptores A1 inibem a adenilato ciclase, através da ativação da proteína 

G inibitória (Gi/Go) que reduzem os concentração de AMPc, inibindo as vias dependentes 

dessa molécula sinalizadora. (CHEN et al., 2007). Além disso, ativam canais de K+ pré-

sinápticos, inibem o influxo de Ca2+ e ativam fosfolipase C, resultando na inibição da 

liberação de vários neurotransmissores, em particular o glutamato, a dopamina, a serotonina e 

a acetilcolina. Em concordância com esses efeitos, estudos pré-clínicos têm mostrado que a 

ativação desse receptor possui efeitos anticonvulsivantes (BOISON, 2007) e neuroprotetores 

(CUNHA, 2005).  

 
 
Os receptores A2A são considerados receptores de alta afinidade, com Kd de 

aproximadamente de 150 nM de adenosina (DUNWIDDIE; MASINO, 2001). Está localizado 

principalmente no sistema nervoso central, ocorrendo basicamente no estriado, nos neurônios 

gabaérgicos do caudado-putamen, no núcleo acumbens e no tubérculo olfatório e em menor 

quantidade em outras regiões do cérebro (Figura 4). Sua ocorrência nos tecidos periféricos 
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inclui células do sistema imune, olhos, músculo esquelético, coração, útero, bexiga, plaquetas 

e células endoteliais (DIXON et al., 1996). Esses receptores também são expressos em menor 

quantidade no intestino delgado, rins, baço, estômago, testículos, pele e fígado (LEE et al., 

2003; ISHIWATA et al., 2005). 

 
 

 
Figura 4 - Distribuição dos receptores da adenosina de alta afinidade (A1, A2A e A3), nas 
diferentes regiões do SNC 
Fonte: Ribeiro et al. (2003) 
Nota: Concentrações mais altas estão indicadas por letras maiores. 

 
 
A ativação dos receptores A2A, via proteína G estimulatória (Gs), ativa adenilato 

ciclase e aumenta as concentrações intracelulares de AMPc (XU et al., 2005). Ocorre também 

a facilitação da liberação de neurotransmissores, que provavelmente é decorrente da ativação 

de canais de cálcio e da proteína quinase A. Mecanismos de transdução de sinal 

independentes de AMPc, como a ativação da fosfolipase C, parecem estar envolvidos na 

sinalização de neurônios gabaérgicos e colinérgicos do estriado (FREDHOLM et al., 2007). 

 
 
O receptor A3 se encontra em pequenas quantidades no cerebelo e hipocampo e 

em concentração ainda mais baixos em outras regiões do cérebro (RIBEIRO et al., 2003). Os 

receptores da adenosina também estão presentes no sistema nervoso periférico, autonômico e 

somático, e os resultados obtidos em estudos com terminações do nervo motor demonstraram 
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ações inibitórias pré-sinápticas, mediadas pelo receptor A1 (GINSBORG; HIRST, 1972), bem 

como excitatórias pré-sinápticas, mediadas pelo receptor A2A (CORREIA et al., 1991). Eesses 

resultados inspiraram muitos estudos sobre as ações neuromoduladoras da adenosina no 

sistema nervoso central. 

 
 
Os receptores A2B estão mais expressos no intestino grosso e bexiga e possuem 

baixa expressão no sistema nervoso central, pulmões, ductos deferentes e hipófise (GESSI et 

al., 2005). São receptores acoplados a proteína G estimulatória, assim como os receptores 

A2A, e promovem aumento dos concentração de AMPc (RIBEIRO, 2003) (Figura 2). Alguns 

estudos sugerem o envolvimento da fosfolipase C como mediadora de muitos efeitos da 

ativação dos receptores A2B (YAAR et al., 2005). Fredholm e Altiok (1994) postularam que 

esses receptores podem apresentar efeitos neuroprotetores quando as concentrações 

extracelulares de adenosina aumentam, devido a baixa afinidade desses receptores pela 

adenosina e seu envolvimento com a reação inflamatória (Figura 5). 
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  Figura 5 - Receptores da adenosina 
  Fonte: http://www.aderis.com/img/art_adenosine.gif 

 
 
A neuromodulação inibitória da adenosina é mediada principalmente pela 

ativação dos receptores A1 que estão acoplados a proteína G tipo Gi e Go, assim como os 
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receptores A3, que foram os últimos receptores da adenosina descritos (FREDHOLM et al., 

2001; BOISON, 2008).  

 

A ativação dos receptores A3 inibe a produção de AMPc e, provavelmente, existe 

também o envolvimento da ativação da fosfolipase C, que foi descrita em cérebro de ratos 

(YAAR, 2005). Os efeitos biológicos desses receptores ainda estão sendo investigados, porém 

sabe-se que eles podem estar envolvidos no processo inflamatório e na apoptose (RALEVIC; 

BURNSTOCK, 1998). 

 

A adenosina modula vários receptores de neurotransmissores no cérebro, 

incluindo receptores dopaminérgicos, glutamatérgicos, colinérgicos e opióides (XU et al., 

2005). A descoberta dessas ações modulatórias e o desenvolvimento de vários agentes 

agonistas e antagonistas dos receptores da adenosina, principalmente aqueles de alta 

afinidade, A1 e A2A, favorecem a utilização desse sistema como ferramenta terapêutica em 

diversas patologias (Quadro 2) (CHEN et al., 2007). 
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Quadro 2 - Propriedades biológicas dos receptores da adenosina em humanos 

 
Fonte: modificado de Xu et al. (2005) 

 

 
Os antagonistas dos receptores da adenosina originais são as xantinas como a 

cafeína e a teofilina, as quais possuem pouca ou nenhuma seletividade para o receptor A2A. 

Modificações no núcleo das xantinas levaram à descoberta de antagonistas mais seletivos, 

como o KF17837. Mais recentemente, outros antagonistas derivados e não derivados das 

xantinas foram desenvolvidos, como o SCH 58261, que é um protótipo não derivado das 

xantinas que se tornou uma referência como antagonista do receptor A2A em estudos 

farmacológicos (ONGINI et al., 2001; BARALDI et al., 2003). 

 

 
A cafeína, devido ao seu expressivo consumo mundial e às suas ações 

psicoestimulantes, possui uma especial importância em estudos clínicos, epidemiológicos e 

bioquímicos. A cafeína bloqueia de forma não específica os receptores A1, A2A e A2B, com 
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pouca afinidade para receptores A3 (FREDHOLM et al., 1999). O receptor com maior 

afinidade pela cafeína é o A2A. O bloqueio desses receptores é alcançado com o consumo 

normal de cafeína em humanos, o equivalente a duas ou três xícaras de café. Vários estudos já 

foram realizados mostrando uma forte correlação entre o consumo de cafeína e uma redução 

no risco de desenvolvimento da doença de Parkinson (ROSS et al., 2000a, 2000b; 

ASCHERIO et al., 2001; XU et al., 2003; ASCHERIO et al., 2004; KALDA et al., 2006), 

bem como uma melhora da função cognitiva e da memória (CHEN et al., 2007). 

 

7.3 Adenosina como neuromodulador 

 

 

Os diferentes tipos de receptores da adenosina podem co-existir em um mesmo 

terminal nervoso. Foi demonstrada a co-existência dos receptores A1 e A2A funcionais em 

diferentes preparações de neurônios colinérgicos do estriado, colinérgicos, serotonérgicos, 

noradrenérgicos e glutamatérgicos do hipocampo, e colinérgicos do córtex cerebral (CUNHA, 

2001; CUNHA, 2006). A afinidade semelhante desses receptores pela adenosina, o 

acoplamento a proteínas G antagônicas e sua co-existência tornam extremamente importante o 

papel da seletividade da adenosina segundo a sua concentração local (SEBASTIÃO; 

RIBEIRO, 2000). A concentração extracelular da adenosina parece determinar o tipo de 

receptor que irá ser ativado preferencialmente. A adenosina extracelular formada a partir dos 

nucleotídeos liberados na fenda sináptica agem preferencialmente em receptores A2A, e a 

adenosina liberada através dos seus transportadores específicos ativa preferencialmente 

receptores A1 (RIBEIRO et al., 2003). 

 
 
Atualmente existem poucos estudos sobre o papel fisiológico da interação entre os 

diferentes subtipos de receptores da adenosina. Lopes et al. (1999) demonstraram que em 

neurônios hipocampais a ativação de receptores A2A reduz a inibição da transmissão sináptica 

exercida pela ativação dos receptores A1, um processo que envolve a proteína quinase C, além 

disso, a presença de antagonistas A2A na junção neuromuscular aumenta a resposta inibitória à 

ativação do receptor A1 (SEBASTIÃO; RIBEIRO, 2000). 

 
 
Existe um consenso de que a neuromodulação exercida pela adenosina ocorre 

principalmente pela ativação dos receptores de alta afinidade, A1 e A2A, porém mais 
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recentemente, um papel neuromodulador também tem sido atribuído ao receptor A2B 

(RIBEIRO et al., 2003; ROSI et al., 2003; BOISON, 2008). Essa ação neuromodulatória da 

adenosina ocorre através de interações receptor-receptor na ativação de receptores de 

neuropeptídeos, de receptores nicotínicos, de receptores NMDA (N-metil-D-Aspartato) e de 

receptores metabotrópicos do glutamato (RIBEIRO et al., 2003). A interação com receptores 

ionotrópicos parece ocorrer através de modificações do grau de fosforilação desses receptores, 

enquanto a interação da adenosina com receptores metabotrópicos acoplados a proteína G 

deve ocorrer no nível da proteína G ou dos sistemas de transdução de sinais ativados por eles 

(RIBEIRO et al., 2003). 

 
Vários trabalhos encontrados na literatura demonstram as interações entre os 

receptores da adenosina e receptores colinérgicos, dopaminérgicos, GABAérgicos e 

glutamatérgicos (CIRUELA et al., 2006; FUXE et al., 2007; DARE et al., 2007; BOISON, 

2008). Cartmell et al. (1994) demonstraram que a interação entre receptores da adenosina e os 

receptores glutamatérgicos resultam da potenciação do aumento das concentrações de AMPc 

induzidos por agonistas de receptores A2A, após a ativação de receptores glutamatérgicos 

metabotrópicos (mGlu). Os efeitos da adenosina no sistema glutamatérgico são de grande 

relevância, visto que o glutamato é o principal neurotransmissor excitatório, e está envolvido 

em vários processos de lesão neuronal (BOISON, 2008). 

 
O efeito modulador da adenosina sobre o sistema colinérgico está bem 

estabelecido na junção neuromuscular e estudos indicam que esse efeito também ocorre no 

sistema nervoso central (CUNHA; RIBEIRO, 2000). A adenosina modula a liberação de 

acetilcolina em neurônios colinérgicos ascendentes, que se projetam até o córtex e o tálamo 

(XU et al., 2005). Foram demonstradas ações da adenosina, tanto inibitória (via receptor A1), 

como facilitatória (via receptor A2A), sobre a liberação de acetilcolina, na junção 

neuromuscular, em neurônios estriatais, corticais e hipocampais (CUNHA; RIBEIRO, 2000). 

 
Os receptores dopaminérgicos D1 e D2 são os principais reguladores da função 

estriatal e os receptores da adenosina A1 e A2A são os principais moduladores dessa via de 

sinalização, a interação entre eles é a mais bem detalhada na literatura científica. Existem 

principalmente dois tipos de interações entre receptores da adenosina e os receptores 

dopaminérgicos no gânglio basal, a interação antagônica entre receptores A1/D1 nos neurônios 

gabaérgicos da via estriatonigral-estriatoendopeduncular (via direta) e receptores A2A/D2 nos 

neurônios gabaérgicos da via estriato-palidal (via indireta). A via direta promove ativação 
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motora, enquanto a via indireta promove inibição motora (FUXE et al., 2007). A co-

localização destes receptores no corpo estriado e núcleo accumbens está bem estabelecida 

(FREDHOLM et al., 1999). 

 

O primeiro indício de interações antagônicas entre receptores da adenosina e 

dopaminérgicos foi obtido em estudos comportamentais em modelos da doença de Parkinson 

utilizando antagonistas não seletivos da adenosina, como a cafeína e a teofilina associados a 

L-DOPA e agonistas dopaminérgicos, levando a uma potenciação do aumento da atividade 

motora produzida pelas drogas dopaminérgicas (FUXE; UNGERSTEDT, 1974). 

 

A interação estabelecida entre receptores adenosinérgicos e dopaminérgicos tem 

sido descrita como intramembrana, com interação direta entre os receptores, ou envolvendo 

modulação de proteína G e a conseqüente ativação de segundos mensageiros como o AMPc 

(FUXE et al., 1998; FERRE et al., 2001; FREDHOLM; SVENNINGSSON, 2003). 

 

Estudos neuroquímicos mostram que na presença de um antagonista da adenosina 

A2A (CGS 21680) os agonistas de receptores D2 de neurônios gabaérgicos da região estriato-

palidal se mostram incapazes de exercerem atividade (FUXE et al., 1998). Além disso, Popoli 

et al. (1996) demonstraram uma potenciação do efeito motor induzido pelo agonista 

dopaminérgico D1, SKF38393, quando associado a um antagonista A1 (CPT), em 

camundongos que receberam reserpina e em ratos com lesão unilateral da via nigroestriatal. 

 

Outros resultados de estudos comportamentais mostram que, em baixas doses, o 

agonista de receptor A2A CGS 21680 antagoniza as alterações comportamentais induzidas 

pelo agonista D2-símile quinpirole em rato. Além disso, baixas doses do CGS 21680 podem 

antagonizar o aumento da atividade motora induzido por agonistas de receptores D2, mas não 

por agonistas de receptores D1, o que demonstra uma seletividade de interação entre esses 

receptores (FUXE et al., 1998; FUXE et al., 2007). Em concordância com esses resultados, 

alguns trabalhos demonstraram que antagonistas de receptores A2A aumentam 

significativamente a ativação motora causada por agonistas de receptores D2, mas não por 

agonistas de receptores D1 (FERRE et al., 1997; FUXE et al., 1998; FERRE et al., 2001; 

FUXE et al., 2007).  
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O principal efeito da interação dos receptores adenosinérgicos e dopaminérgicos 

consiste em alterações no controle da atividade motora. A ativação motora induzida pela 

administração de antagonistas de receptores da adenosina pode ser revertida pela depleção de 

dopamina, pelo bloqueio dos receptores dopaminérgicos ou através da lesão de neurônios 

dopaminérgicos (FERRE et al., 2001). 

 

Esses resultados sugerem uma possível utilização de agonistas e antagonistas A1 

no tratamento de doenças com disfunção na sinalização dos receptores D1, como o déficit de 

atenção no distúrbio de hiperatividade (antagonistas A1), na doença de Parkinson 

(antagonistas A1) e nas discinesias (agonistas A1) (FUXE, et al., 2007). Por exemplo, a 

ativação de receptores A2A reduz a sinalização dos receptores D2, levando a redução da 

atividade glutamatérgica cortical pela via indireta, com redução da função motora. Na doença 

de Parkinson, onde a atividade do receptor D2 está reduzida, antagonistas A2A poderiam ser 

úteis como agentes terapêuticos para aumentar a sinalização dos receptores D2 através da 

interação A2A-D2 nos neurônios gabaérgicos da região estriato-palidal (FUXE et al., 2007). 

 

 

7.4 Antagonistas de receptores A2A e a doença de Parkinson 

 

 

Nos últimos dez anos muitos estudos pré-clínicos (em roedores e primatas), 

clínicos e epidemiológicos tem aumentado o interesse pelos receptores adenosinérgicos A2A, 

como possível estratégia terapêutica não-dopaminérgica para a doença de Parkinson (CHEN 

et al., 2007). Muitos antagonistas A2A desenvolvidos ao longo da última década exibem 

propriedades anti-parkinsonianas, melhorando a atividade motora em modelos animais da 

doença de Parkinson e, mais recentemente, em pacientes portadores da doença (LEWITT et 

al., 2008). A distribuição dos receptores A2A no estriado, o antagonismo molecular e as 

interações comportamentais entre os receptores da adenosina e da dopamina proporcionam 

uma base anatômica e neuroquímica para a observação clínica de que os antagonistas A2A 

melhoram a atividade motora na doença de Parkinson. Estudos experimentais e 

epidemiológicos sugerem que a cafeína e outros antagonistas A2A podem proteger ou atenuar 

a degeneração dopaminérgica (CHEN et al., 2007). 
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Vários estudos epidemiológicos demonstraram uma relação inversa entre o 

consumo de cafeína e o risco de desenvolvimento da doença de Parkinson (ROSS et al., 2000 

a, 2000b; ASCHERIO et al., 2001; ASCHERIO et al., 2004; XU et al., 2006). Baseado nesses 

resultados muitos pesquisadores tem investigado essa relação entre o consumo de cafeína e o 

desenvolvimento da doença de Parkinson em modelos animais da doença. Estes estudos 

farmacológicos e genéticos fornecem fortes evidências experimentais de que os receptores 

A2A podem contribuir para a degeneração dos neurônios dopaminérgicos nigroestriatais e por 

outro lado antagonistas desses receptores, como a cafeína, apresentam propriedades 

neuroprotetoras (XU et al., 2005). 

 
 
Chen et al. (2001) demonstraram que a cafeína quando co-administrada com 

MPTP em camundongos em doses (5-30mg/kg) comparáveis com o típico consumo humano 

reduzem de maneira dose-dependente a perda neuronal dos neurônios dopaminérgicos 

estriatais expostos ao MPTP. Esse efeito protetor da cafeína também foi observado com 

diferentes protocolos de exposição ao MPTP (em dose única e em múltiplas doses). Análises 

histopatológicas mostraram que a destruição neuronal induzida pelo MPTP (via 

imunohistoquímica para tirosina hidroxilase) pode ser atenuada pela associação da cafeína 

com o MPTP, em camundongos (OZTAS et al., 2002). De acordo com esses estudos a cafeína 

não só promove uma proteção funcional contra a neurotoxicidade do MPTP, como também 

reduz a degeneração do sistema dopaminérgico nesse modelo de doença de Parkinson. 

 
 
Esses estudos com cafeína propiciaram outras pesquisas com antagonistas A2A 

com a finalidade de testar se o bloqueio A2A mediado por esses compostos mimetizaria o 

efeito neuroprotetor da cafeína atenuando a toxicidade do MPTP. Esses compostos testados, 

em sua maioria derivados das xantinas, como o CSC, o DMPX, o KW-6002, e outros não 

derivados das xantinas como o SCH58261, demonstraram possuir a capacidade de também 

atenuar a neurotoxicidade induzida pelo MPTP (CHEN et al., 2001). 

 
 
A lesão nigroestriatal unilateral induzida por 6-OHDA (6-hidroxidopamina) tem 

sido largamente usada como um modelo animal da doença de Parkinson. Nesse modelo ocorre 

uma destruição imediata e quase completa dos neurônios dopaminérgicos da substância negra, 

resultando em uma depleção dos conteúdos de dopamina no estriado ipsilateral a injeção 

(DEUMENS et al., 2002). As mudanças unilaterais na via nigroestriatal causadas pela injeção 
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de 6-OHDA levam a uma assimetria funcional a qual é quantificada utilizando-se um teste 

rotacional induzido por agonistas dopaminérgicos diretos (apomorfina) ou indiretos 

(anfetamina) (DEUMENS et al., 2002). 

 
 
Efeitos neuroprotetores similares aos encontrados em modelos animais da doença 

de Parkinson com MPTP foram observados com o antagonista A2A, KW-6002, em ratos 

utilizando o modelo de lesão com a neurotoxina 6-OHDA (IKEDA et al., 2002). 

 

 

7.5 Antagonistas A2A e a interação com neurotransmissores 

 

 

Os receptores A2A estão estreitamente relacionados com os receptores 

dopaminérgicos D2, não só na sua localização, mais concentrada no estriado. A estimulação 

de receptores A2A diminui a afinidade de ligação dos receptores D2 (FERRÉ et al., 1991 a, 

1991b, 1991c; FERRÉ et al., 2001) e promove efeitos opostos aos da ativação dos receptores 

D2 no nível de segundos mensageiros e na expressão de genes (OLAH; STILES, 2000).  

 
 
A co-localizaçãodos receptores A2A e D2 nos neurônios estriatopalidais fornece as 

bases para interação funcional antagônica entre esses receptores. Resultados obtidos em 

diferentes estudos mostraram que os receptores da adenosina A2A exercem uma influência 

excitatória nos neurônios estriatopalidais, que em parte está relacionada ao seu efeito 

antagônico na ativação do receptor D2. Essa interação funcional tem despontado como uma 

nova abordagem terapêutica para a doença de Parkinson, baseada no uso de antagonistas 

seletivos do receptor A2A (FUXE et al., 2001; PINNA et al., 2005). 

 
 
As primeiras evidências bioquímicas da interação entre os receptores A2A e D2 

foram observadas por Ferre et al. (1991a), que mostraram que a estimulação de receptores 

A2A reduz a afinidade dos receptores D2 em preparações de membrana estriatal. Esses efeitos 

que parecem ocorrer devido a alterações no receptor D2, que tem sido demonstradas em 

diferentes linhagens celulares (SALIM et al., 2000). Estudos mais recentes utilizando novas 

técnicas provaram a existência de complexos heterométricos A2A-D2. Outros estudos sugerem 



 61

a existência de heterodímeros A2A-mGluR5 e A1-D1 (GINES et al., 2000; FERRE et al., 

2002). 

 
 
A interação A2A-D2 parece ser mais potente no estriado quando ocorre destruição 

dopaminérgica com aparecimento de receptores D2 supersensíveis (FERRE; FUXE, 1992). 

Além da interação direta receptor-receptor intramembrana, tem sido demonstrada uma 

interação antagônica recíproca em nível de adenilato ciclase. A estimulação de receptores D2 

através de proteínas Gi/o inibe, enquanto a estimulação de receptores A2A acoplado a proteína 

Gs ativa a adenilato ciclase (KULL et al., 2000). Isso leva a uma regulação oposta na 

atividade da proteína quinase AMPc-dependente (PKA), que por sua vez, está envolvida no 

controle da fosforilação e da atividade de numerosas fosfoproteínas, incluindo a fosfoproteína 

reguladora de dopamina (DARPP-32) e fatores de transcrição, como o elemento de ligação a 

proteínas de resposta ao AMPc (CREB), que, por sua vez, controla a expressão de genes de 

resposta imediata (PINNA et al., 2005). 

 
 
Os antagonistas dopaminérgicos e os agonistas adenosinérgicos induzem a uma 

forte redução da atividade motora espontânea e induzida por agonistas dopaminérgicos. Esses 

efeitos dos agonistas adenosinérgicos estão correlacionados principalmente com os receptores 

A2A (PINNA et al., 2005).  

 
 
Agonistas de receptores A2A induzem sedação e catalepsia e inibem o efeito 

estimulador motor dos agonistas dopaminérgicos. Além disso, em ratos com lesão unilateral 

com 6-OHDA, a administração de agonistas de receptores A2A reduzem o comportamento 

rotacional induzido por agonistas dopaminérgicos. Em contraste, antagonistas de receptores 

da adenosina, incluindo a cafeína e metilxantinas, através da sua ação nos receptores A2A 

produzem estimulação motora através do aumento da atividade locomotora (FERRE et al. 

2001; PINNA et al., 2002).  

 
 
A ativação dos receptores A2A estriatais antagoniza a redução da liberação de 

GABA induzida por agonista D2 no globo pálido, enquanto o bloqueio dos receptores A2A 

estriatais potencia a redução da liberação do GABA mediada pelo receptor D2. Receptores 

A2A pré-sinápticos localizados no estriado exercem um papel inibitório na neurotransmissão 
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gabaérgica, atenuando a inibição neuronal mediada pelo GABA (HATZIPETROS; 

YAMAMOTO, 2006). 

 
 
Estudos mostraram que a atropina e a escopolamina reduzem os efeitos inibitórios 

do agonista A2A, CGS 21680, no comportamento rotacional induzido por agonista 

dopaminérgico e a indução de c-fos, demonstrando que mecanismos diretos e indiretos 

envolvendo a transmissão colinérgica apresentam um importante papel no controle motor 

(MORELLI et al., 1995). Estes resultados estão de acordo com o papel exercido pela 

dopamina nas respostas mediadas pela liberação de acetilcolina e com o aumento da liberação 

de acetilcolina no estriado e nos nervos terminais motores induzido pela ativação de 

receptores A2A (PINNA et al., 2005).  

 
 
A partir dessas evidências muitas pesquisas foram direcionadas na determinação 

do possível uso terapêutico de antagonistas A2A como uma alternativa para o tratamento da 

doença de Parkinson (HAUSER; SCHWARZSCHILD, 2005; SIMOLA et al., 2008). 

 
 
Estudos comportamentais em ratos com lesão unilateral no estriado por 6-

hidroxidopamina (6-OHDA), revelaram que o bloqueio dos receptores A2A aumentou 

significativamente o número de rotações contralaterais induzidas por L-DOPA ou por 

estimulação de receptores dopaminérgicos; assim como a imunorreatividade fos-like no 

estriado e no globo pálido (MATSUYA et al., 2007; KELSEY et al., 2009). Esses resultados 

forneceram as primeiras evidências de que o bloqueio dos receptores A2A, através do seu 

efeito na potenciação da transmissão dopaminérgica, poderia contribuir para a melhora da 

disfunção motora observada nos modelos da doença de Parkinson.  

 
 
A habilidade dos antagonistas A2A em reverter os déficits motores da doença de 

Parkinson em animais, tanto roedores como em primatas, encorajaram os primeiros ensaios 

clínicos em pacientes com doença de Parkinson que mostraram os resultados iniciais 

favoráveis (BARA-JIMENEZ et al., 2003; XU et al., 2005; HAUSER et al., 2008). Esses 

estudos demonstraram uma melhora dos sintomas em pacientes com doença de Parkinson 

relativamente avançada, que já tinham desenvolvido complicações motoras como a discinesia.  
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Bara-Jimenez et al. (2003) demonstraram que o antagonista A2A derivado da 

xantina, KW-6002, associado a uma dose reduzida de L-DOPA produziu alívio dos sintomas 

comparados àqueles produzidos por doses ótimas de L-DOPA sozinha, mas com menos 

discinesia. No entanto, quando associado com uma dose total de L-DOPA, o KW-6002 

melhorou os sintomas apenas sob algumas circunstâncias e, aparentemente, aumentou um 

pouco a discinesia. 

 
 
O bloqueio A2A melhora não só a bradicinesia, mas também outros dois sintomas 

cardinais, como a rigidez muscular e o tremor de repouso. A rigidez muscular manifestada 

clinicamente como um aumento da resistência aos movimentos passivos é um sinal da doença 

de Parkinson que surge no início e tem caráter progressivo. Foi demonstrado que, em roedores 

a rigidez muscular induzida pela reserpina pode ser reduzida por um antagonista A2A, ou 

eliminada pela combinação sinérgica de L-DOPA e antagonista A2A (WARDAS, 2001). 

 
 
Outros estudos sugerem que o tremor de repouso parkinsoniano, que costuma ser 

relativamente resistente a terapia de reposição dopaminégica, pode ser reduzido com uso de 

antagonistas A2A. Em modelos de tremor de repouso parkinsoniano com roedores foi 

observado que antagonistas A2A reduziram os tremores e, resultados recentes obtidos em 

ensaios clínicos indicam que a combinação do antagonista A2A, KW-6002, em associação 

com doses baixas de L-DOPA reduziu o tremor de repouso de maneira mais eficiente do que 

ocorreu com os outros sintomas cardinais da doença de Parkinson (BARA-JIMENEZ et al., 

2003). 

 
 
O mecanismo através do qual os antagonistas A2A melhoram a disfunção motora 

da doença de Parkinson deve-se, provavelmente, a sua ação inibitória direta nos neurônios 

estriatopalidais que expressão ambos os receptores A2A e D2 (SCHWARZSCHILD et al., 

2006). O bloqueio dos receptores A2A nesses neurônios compensa a disfunção motora gerada 

pela perda da estimulação dopaminérgica nos receptores D2 estriatais. Entretanto, essa ação 

dos antagonistas A2A mais direcionada a modulação dos receptores D2 da via indireta, pode 

também explicar porque os efeitos dos antagonistas A2A parecem modestos quando 

comparados aos da L-DOPA (que promove a estimulação de todos os receptores 

dopaminérgicos). Existem evidências que comprovam a correlação entre os efeitos anti-

parkinsonianos dos antagonistas A2A e a sua capacidade de modular a liberação do GABA e a 
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ativação de c-fos dopamina-dependente, na via estriatopalidal especificamente (OCHI et al., 

2000) (Figura 6). 

 

 
Figura 6 - Mecanismo proposto para a atividade anti-parkinsoniana dos antagonistas A2A 
Fonte: Schwarzschild et al. (2006) 
Nota: O estriado está ligado a parte reticulada da substancia negra e a parte interna do globo pálido (SNr-GPi) 
participando da via direta (estriatonigral) e indireta (estriado-palidal-subtalâmica-nigral). No estado normal (a) a 
dopamina (em azul) dos neurônios da parte compacta da substancia negra (SNc) age em receptores D1 
estimulatórios na via direta estriatonigral e em receptores D2 inibitórios na via indireta para facilitar a execução 
de movimentos intrincados e rápidos. A adenosina, via receptores A2A nos neurônios estriatopalidais do estriado 
e da parte externa do globo pálido (GPe), estimula neurônios da via indireta, fazendo então oposição a ativação 
dos receptores D2. (b) A degeneração da substancia negra na doença de Parkinson (DP) remove o input da 
dopamina no estriado. Isto desinibe as projeções dos neurônios espinhosos estriatais da via indireta, eleva a ação 
inibitória mediada pelo GABA (em vermelho) no GPe, que em contrapartida leva a uma desinibição da 
transmissão excitatória mediada pelo glutamato (em verde) no núcleo subtalâmico (STN). A redução da 
dopamina também leva a uma redução na ativação dos neurônios espinhosos na via direta. O conseqüente 
desequilíbrio das vias direta e indireta leva a um significativo aumento do output inibitório do complexo (SNr-
GPi). A conseqüente excessiva inibição dos neurônios talamocorticais produzem a característica redução dos 
movimentos na doença de Parkinson. (c) O bloqueio dos receptores A2A na doença de Parkinson reduziria a 
superatividade dos neurônios estriatopalidais e conseqüentemente dos neurônios do núcleo subtalâmico (STN), e 
talvez restauraria algum equilíbrio entre as vias direta e indireta. 
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7.6 Antagonistas A2A como neuroprotetores na doença de Parkinson 

 

 

Nos últimos seis anos, evidências epidemiológicas e experimentais têm mostrado 

a possibilidade do antagonismo de receptores A2A proteger os neurônios dopaminérgicos da 

degeneração na doença de Parkinson (XU et al., 2005; FREDHOLM et al., 2005; BOVE et 

al., 2005b; KALDA et al., 2006). 

 
 
O potencial neuroprotetor da cafeína despertou interesse por causa das evidências 

genéticas e farmacológicas de que os receptores A2A podem contribuir para a degeneração dos 

neurônios dopaminérgicos nigroestriatais (ROSS et al., 2001; XU et al., 2005; FREDHOLM 

et al., 2005). A cafeína, que bloqueia receptores A1 e A2A no cérebro, quando administrada a 

camundongos tratados com MPTP, em doses correspondentes ao típico consumo humano, 

reduz de forma dose-dependente a perda de neurônios dopaminérgicos nigroestriatais (Xu et 

al., 2005; CHEN et al., 2001). Esse efeito protetor da cafeína também foi observado com 

outros antagonistas mais seletivos para receptores A2A, incluindo o CSC e o KW-6002 

(KALDA et al., 2006; BOVE et al., 2005b). Estudos genéticos mostram que a depleção de 

genes para receptores A2A pode atenuar a perda de neurônios dopaminérgicos estriatais em 

camundongos tratados com MPTP (CHEN et al., 2001). 

 
 
A neuroproteção mediada pela cafeína, em contraste com o seu efeito estimulante 

motor, não exibiu tolerância após uso repetido (XU et al., 2002). Todos esses estudos 

mostram evidências de que a cafeína e antagonistas A2A mais seletivos podem reduzir efeitos 

neurotóxicos aos neurônios dopaminérgicos em modelos animais da doença de Parkinson, 

embora ainda sejam necessárias muitas pesquisas para comprovar esses possíveis efeitos em 

seres humanos. 

 
 
O papel fisiopatológico da adenosina endógena agindo através dos receptores A2A 

para interferir na neurodegeneração não está restrito apenas aos neurônios dopaminérgicos, a 

neuroproteção mediada pelos antagonistas A2A vai além dos modelos da doença de Pakinson 

de degeneração de neurônios nigroestriatais, de fato, essa neuroproteção foi relatada 

primeiramente em um modelo de isquemia global e depois disso em outros modelos de 

isquemia e excitotoxicidade em regiões corticais (PHILLIS, 1995; JONES et al., 1998; 
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MONOPOLI et al., 1998; BOISON, 2008). Esses efeitos também contribuem para a 

relevância dos antagonistas A2A na doença de Parkinson, porque em estágios mais avançados 

a degeneração cortical e do gânglio basal contribuem para a progressão da doença. 

 

Além disso, outros trabalhos observaram que antagonistas A2A podem limitar os 

danos estriatais induzidos por toxinas mitocondriais na saída (output) dos neurônios (BLUM 

et al., 2003; ALFINITO et al., 2003) e podem reduzir a formação de agregados protéicos 

induzidos pela β-amilóide em cultura de células nos modelos de doença de Huntington e de 

Alzheimer. (DALL’IGNA et al., 2007).  

 

Entretanto, foi observado que a inativação de receptores A2A apresentou efeitos 

opostos exacerbando ou atenuando a morte de neurônios estriatais sob diferentes condições. 

Isto ocorre provavelmente devido às diferentes ações dos receptores A2A estriatais pré-

sinápticos e pós-sinápticos (BLUM et al., 2003). 

 

O mecanismo através do qual os antagonistas A2A conferem proteção contra a 

morte dos neurônios dopaminérgicos ainda não foi elucidado até o presente momento. 

Entretanto, o fato desse efeito neuroprotetor se estender a outros tipos de neurônios no 

gânglio basal e no córtex cerebral favorece a teoria de que o sistema nervoso central funciona 

através de elementos celulares comuns - neuronais, gliais e/ou imunológicos 

(SCHWARZSCHILD et al., 2006). 

 

A ativação de receptores A2A amplamente distribuídos nas terminações nervosas 

glutamatérgicas ou nos astrócitos pode aumentar a liberação do glutamato e, nesse caso, 

contribuir para a excitotoxicidade neuronal (LI et al., 2001; MARCHI et al., 2002; PLATT, 

2007). O glutamato é um aminoácido excitatório extremamente importante na ativação 

neuronal, e a superestimulação dos receptores NMDA pode levar a morte neuronal via 

mecanismos excitotóxicos (Figura 7). 
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Figura 7 - Excitotoxicidade mediada pelo glutamato 
Fonte: Syntichaki e Tavernarakis (2003) 

 

Os mecanismos excitotóxicos mediados pelo glutamato envolvem principalmente 

a elevação da concentração de cálcio intracelular que por sua vez afeta muitos processos, 

dentre eles: 

 

- o aumento da liberação do glutamato; 

- a ativação de proteases (caspases) e lípases, causando lesão da membrana 

celular; 

- a ativação da óxido nítrico sintetase (NOS) que, juntamente com as espécies 

reativas do oxigênio (ROS), gera peroxinitrito e radicais livres de hidroxila, os quais reagem 

com diversas moléculas celulares, incluindo lipídios de membrana, proteínas e DNA; 

- o aumento da liberação de ácido araquidônico, que aumenta a produção de 

radicais livres e também inibe a captação do glutamato (RANG et al., 2004; MATTSON, 

2008). 
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Estudos mostram que o bloqueio de receptores A2A pré-sinápticos reduz a 

liberação do glutamato em muitas regiões do sistema nervoso central. Então a redução da 

liberação do glutamato na substância negra via bloqueio do receptor A2A pré-sináptico, nas 

projeções do núcleo subtalâmico pode ser descrito como um dos mecanismos de 

neuroproteção dos antagonistas A2A na doença de Parkinson (CHEN et al., 2007).  

 
 
Receptores A2A nas microglias e em outras células do sistema imunológico pode 

facilitar a o processo inflamatório no sistema nervoso central e desempenhar um papel 

importante na lesão neuronal. Pierri et al. (2005), demonstraram que a neuroproteção mediada 

pelo antagonista A2A KW-6002 contra a neurotoxicidade do MPTP está associada com a 

inibição da ativação das microglias na substancia negra. 

 
 
Estudos comprovam que os antagonistas A2A podem promover proteção contra 

danos neuronais causados por toxinas e também proteger as células contra danos causados por 

espécies reativas do oxigênio em diferentes patologias associadas a geração de ROS, 

sugerindo a possibilidade do uso desses agentes como neuroprotetores (STONE et al., 2001; 

MORELLI, 2003).  

 
 
A estimulação dos receptores A2A promove aumento da liberação de 

neurotransmissores. A ativação desses receptores apresenta ação excitatória na liberação de 

neurotransmissores, incluindo o glutamato, um efeito provavelmente produzido pelo aumento 

do influxo de cálcio pré-sináptico. De acordo com esses relatos, alguns estudos foram 

desenvolvidos utilizando antagonistas A2A e mostraram que eles poderiam reduzir a liberação 

do glutamato (REBOLA et al., 2005). 

 
 
Diferentes estudos enfatizam que os antagonistas A2A provavelmente apresentam 

ações protetoras e poderiam ser usados como agentes neuroprotetores contra lesões celulares 

em muitas situações onde os danos são produzidos pelo aumento da atividade do glutamato ou 

o aumento da geração de radicais livres, ou a combinação dos dois (KALDA et al., 2006). 

 
 
Uma melhor compreensão de como as muitas ações dos receptores A2A 

influenciam na sobrevivência dos neurônios dopaminérgicos poderia estabelecer o 
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antagonismo dos receptores A2A como uma estratégia neuroprotetora para o tratamento da 

doença de Parkinson. 
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II RELEVÂNCIA E JUSTIFICATIVA 

 

 

A doença de Parkinson é uma doença degenerativa progressiva que atinge 

aproximadamente 1% da população mundial com idade acima de 55 anos. É descrita como 

um distúrbio motor em que os pacientes apresentam tremor, rigidez muscular, bradicinesia e 

distúrbios posturais. Além desses déficits motores pode ocorrer também disfunção cognitiva 

e, em alguns casos, demência, provavelmente pelo fato de o processo degenerativo não se 

limitar aos gânglios da base, afetando também outras áreas do cérebro (ZHOU et al., 2008). 

 
 
Ainda não existe tratamento adequado para a doença de Parkinson. A terapia atual 

está restrita ao alívio dos sintomas e nenhuma droga capaz de inibir a degeneração neuronal 

foi descoberta.  

 
 
A literatura mostra que há o envolvimento de outros neurotransmissores além da 

dopamina, na doença de Parkinson. Com a diminuição da atividade dopaminérgica no 

estriado, outros sistemas que estão interligados são afetados. Ocorre um aumento da atividade 

colinérgica e glutamatérgica e uma diminuição da atividade GABAérgica, e isso contribui 

para hiperatividade neuronal que resulta em morte celular. Estudos sugerem que antagonistas 

de receptores A2A poderiam agir diminuindo a excitabilidade neuronal restaurando o 

equilíbrio entre a inibição e a excitação neuronal mediada pelos neurotransmissores 

(BOISON, 2008). 

 
 
Existem evidências experimentais de que antagonistas de receptores A2A da 

adenosina poderiam ser úteis como uma alternativa terapêutica ou em combinação com os 

tratamentos atuais para tratar a doença de Parkinson (MORELLI; PINNA, 2001). Estudos 

recentes demonstraram que antagonistas de receptores A2A apresentam efeitos anti-

parkinsonianos sem causar qualquer efeito colateral grave como observado na terapia 

dopaminérgica com L-dopa, como é o caso da discinesia (MATSUBARA et al., 2002; 

IKEDA et al., 2002). Assim, a associação da L-dopa com antagonistas de receptores A2A pode 

ser bastante útil, visto que com essa associação poder-se-á diminuir a dose da L-dopa, 

consequentemente seus efeitos colaterais e aumentar o tempo de uso e a eficácia dessa droga. 

A elucidação das ações dos receptores da adenosina na modulação dos sistemas envolvidos na 
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doença de Parkinson abre espaço para novas tentativas de retardar ou inibir a evolução da 

doença (JENNER, 2003; TAKAHASHI et al. 2008). Contudo, futuros estudos são necessários 

para revelar o papel dos antagonistas de receptores A2A da adenosina e elucidar seus efeitos na 

inibição da progressão da doença de Parkinson e no seu tratamento crônico, o que justifica a 

importância desse estudo. 
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III OBJETIVOS 

 

1 Objetivo geral 

 

 

O objetivo deste trabalho de tese foi determinar os efeitos do bloqueio não 

seletivo (utilizando a cafeína) e seletivo (utilizando o CSC) do receptor da adenosina A2A em 

um modelo animal da doença de Parkinson produzido pela injeção estereotáxica da 

neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA) no corpo estriado de rato e determinar os efeitos 

benéficos da terapia com L-dopa em associação com o antagonista seletivo do receptor A2A, 

CSC.  

 

 

2 Objetivos específicos 

 

 

 Verificar as alterações no teste rotacional dos animais tratados com cafeína ou 

CSC sozinho ou associado a L-DOPA; 

 

 Avaliar as alterações nos sistemas de neurotransmissores envolvidos no 

processo neurodegenerativo da DP, através da determinação das concentrações das 

monoaminas e seus metabólitos e das concentrações dos aminoácidos GABA e glutamato em 

corpo estriado de ratos tratados com cafeína ou CSC sozinho ou associado a L-DOPA; 

 

 Avaliar as alterações na densidade dos receptores dopaminérgico (D1 e D2-

símile), GABAérgico e glutamatérgico em corpo estriado de ratos tratados com cafeína ou 

CSC; 

 

 Estudo da participação do estresse oxidativo determinando o índice de 

peroxidação lipídica (TBARS), a e a produção de nitrito em corpo estriado de ratos tratados 

com CSC (ex vivo); 
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 Determinar as alterações da viabilidade celular através do método do MTT, 

dosagem de TBARS e formação de nitrito em cultura de células mesencefálicas de rato 

expostas a 6-OHDA e tratadas com cafeína ou CSC. 

 

 Determinar as alterações no padrão de morte celular induzida por 6-OHDA, e 

nas reações astrogliais e microgliais em cultura de células mesencefálicas de rato expostas a 

6-OHDA e tratadas com cafeína ou CSC. 



 74

IV MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

1 Material utilizado nos experimentos 

 

 

Quadro 3 - Principais materiais utilizados nos experimentos 

 

Material Marca / Modelo 
-Agitador de tubos  Modelo 251, FANEN, SP, Brasil 
-Balança analítica  Modelo H5, Mettler, Suíça 
-Banho Maria  Modelo 102/1, FANEN, SP, Brasil 
-Bomba para HPLC LC-10AD Shimadzu Corp., Japan 
-Centrífuga refrigerada Modelo Marathon 26 KMR, Fisher Scientific 
- Coluna para catecolaminas Modelo C 18, 5 μm, 250 x 4,6 mm, Shimadzu, 

Japão 
-Contador de cintilação líquida  Modelo LS 6500, Beckman, Fullerton, Ca, USA 
-Cubetas de plástico para leitura em 
espectrofotômetro  

Sarstedt, Alemanha Oriental 

-Degaseificador  DGU-2A Shimadzu Corp., Japan 
-Detector de Fluorescência Modelo RF 535, Shimadzu Corp., Japan; 
-Detector eletroquímico  L-ECD-6ª, Shimadzu Corp., Japan; 
- Eletrodo de carbono Shimadzu, Japão 
-Equipamento de Millipore para filtração 
à vácuo  

Millipore Apparatus, Bedford, MA, USA 

-Espectrofotômetro  Modelo Beckman DU 640B, Fullerton, CA, USA 
-Estufa para secagem  Modelo 315 SE FANEM, SP, Brasil 
-Filtros de fibra de vidro  GF/B Whatman, Maidstone, England 
-Frascos de vidro para contagem de 
cintilação 

Vials Beckman, Fullerton, Ca, USA 

-Freezer a – 70 ºC Modelo ULT 2586-3D14, Revco Scientific, Inc. 
Asheville, N.C. ,USA 

-Homogeneizadores manuais  Bellico, USA 
-Integrador C-R6A Chromatopac  Shimadzu Corp., Japan 
-Medidor de pH, modelo B374  Micronal, SP, Brasil 
-Micropipetas  H.E., Pedersen, Dinamarca 
- Pré-coluna CLC G-ODS, 4mmD X 1 cm, Shimadzu, Japão 
-Sonicador  Modelo PT 10-35. Brinkmann Instruments Inc. 

NY, USA 
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2 Animais 

 

Foram utilizados ratos Wistar (250 - 280 g), machos, provenientes do Biotério 

Central da Universidade Federal do Ceará, mantidos em ciclo de iluminação ambiental 

(claro/escuro) de 12 horas, com temperatura em torno de 25 ºC, recebendo ração padrão tipo 

Purina e água ad libitum. 

 
 
Os experimentos foram realizados de acordo com o guia de cuidados e usos de 

animais de laboratório do Departamento de saúde e serviços humanos dos Estados Unidos da 

América (EUA) e aprovado pelo Comitê de Etica em Pesquisas Animais da Universidade 

Federal do Ceará (UFC). 

 
 

3 Drogas 

 

As seguintes drogas foram utilizadas: CSC (8-(3-chlorostyryl caffeine), cafeína, 6-

hidroxidopamina, ácido ascórbico, apomorfina, ácido octanosulfonico sódico, acetonitrila, 

tetrahidrofurano, padrões dos aminoácidos e das monoaminas (Sigma Co. St. Louis, USA); L-

DOPA e benserazida (Prolopa 100/25 mg) (F. Hoffmann-La Roche AG. - Roche). Todas os 

reagentes foram de grau analítico. 

 
 

4 Procedimento experimental 

 

Os animais foram divididos em grupos de 6 a 8 animais, segundo o protocolo de 

tratamento. Os animais foram anestesiados com ketamina (100 mg/kg, i.p.) e com xilasina (5 

mg/kg, i.p.) e receberam injeção estereotáxica unilateral de 6-OHDA (duas injeções de 1μl de 

uma solução de 6-OHDA dissolvido em salina 0,9% contendo 0,2% de ácido ascórbico em 

uma concentração final de 12 μg /μl) dentro do corpo estriado direito (AP 0,9/1,4; ML 3,0; 

DV 3,3 a partir do bregma), de acordo com o atlas de Paxinos e Watson (PAXINOS; 

WATSON, 1986), usando uma seringa Hamilton de 5 μl . A seringa permaneceu no local de 

aplicação por 2 min para assegurar que o seu conteúdo tenha sido injetado corretamente e 

depois foi retirada cuidadosamente (KIN et al., 1998). Os animais falso operados receberam 

veículo e foram utilizados como controle negativos. Os protocolos e as doses utilizados neste 
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trabalho foram determinados a partir de pesquisas na literatura e da execução de testes piloto 

realizados anteriormente (AGUIAR et al., 2002; AGUIAR et al., 2005). 

 

4.1 Protocolos experimentais 

 

- PROTOCOLO 1 – Tratamento com cafeína 

 

Quadro 4 – Protocolo de Tratamento Experimental com cafeína 

 

GRUPOS Tratamento Doses 
(mg/kg) 

Via de 
adm. 

Duração do tto.
(dias) 

1- Falso operado  Salina (controle -) - IP 7 ou 14 

2- Controle (6-OHDA)  Salina (controle +) - IP 7 ou 14 

3- CAF 10 7d Cafeína 10 IP 7 

4- CAF 20 7d Cafeína 20 IP 7 

5- CAF 10 14d Cafeína 10 IP 14 

6- CAF 20 14d Cafeína 20 IP 14 

 

Os animais foram submetidos à lesão nigroestriatal com injeção estereotáxica de 

6-OHDA e tratados com cafeína nas doses de 10 e 20 mg/kg, i.p., por 7 ou 14 dias. Nos 

grupos de 14 dias o primeiro dia foi considerado como o dia da cirurgia e o tratamento 

iniciado 1 h após a lesão. Duas semanas depois os animais foram tratados com apomorfina 

para a realização do teste rotacional e 24 horas depois do teste foram sacrificados para a 

realização dos testes. Nos grupos de 7 dias o tratamento foi iniciado seis dias após a lesão 

com 6-OHDA, e continuado por sete dias. Vinte e quatro horas depois do tratamento (2 

semanas após a lesão com 6-OHDA) os animais foram tratados com apomorfina (3mg/kg, 

i.p.) para a realização do teste rotacional e 24 horas depois do teste foram sacrificados para a 

realização dos testes bioquímicos. 
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Esquema 1 - Tratamento com cafeína durante 7 ou 14 dias após a lesão (protocolo 1) 

 

 

- PROTOCOLO 2 – Tratamento com CSC 

 

 

Quadro 5 – Protocolo de Tratamento Experimental com CSC 

 

GRUPOS Tratamento Doses 
(mg/kg) 

Via de 
adm. 

Duração do tto.
(dias) 

1- Falso operado  Salina (controle -) - IP 7  

2- Controle (6-OHDA)  Salina (controle +) - IP 7  

3- CSC1 CSC 1 IP 7 

4- CSC5 CSC 5 IP 7 

CSC 1 IP 7 

50 7 

5- CSC1+L-DOPA 

Prolopa: L-DOPA 

+ Benzerazida 12,5 

IP 

7 

6- L-DOPA Prolopa 50/12,5 IP 7 

 

 

Os animais foram submetidos à lesão nigroestriatal com injeção estereotáxica de 

6-OHDA e tratados com CSC (1 e 5 mg/kg, i.p.), sozinho ou em associação com L-DOPA 

(CSC 1mg/kg e L-DOPA 50 mg/kg associado a benserazida 12,5 mg/kg, i.p. – Prolopa ®) por 

 

66--OOHHDDAA  

AAppoommoorrffiinnaa  

2244  hh  
EEnnssaaiiooss  

Tto. 14d CAF ou Salina

7d s/Tto 8-14d CAF  
ou Salina 
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7 dias, sendo iniciado seis dias após a lesão com 6-OHDA, e continuado por sete dias. 24 

horas depois do último dia de tratamento (2 semanas após a lesão com 6-OHDA) os animais 

foram tratados com apomorfina (3mg/kg, i.p.) para a realização do teste rotacional e 24 horas 

depois do teste foram sacrificados para a realização dos testes bioquímicos. 

 

 

 

 
Esquema 2 - Tratamento com CSC (1 e 5 mg/kg, i.p.), sozinho ou em asociação com L-
DOPA (CSC 1mg/kg e L-DOPA 50 mg/kg associado a benserazida 12,5 mg/kg, i.p. – 
Prolopa ®) (protocolo 2) 

 

 

 

4.2 Teste comportamental: teste rotacional 

 

 

 
Os animais foram submetidos ao teste rotacional duas semanas após a lesão com 

6-OHDA. O comportamento rotacional foi determinado através do monitoramento das 

rotações induzidas pela apomorfina (3 mg/kg, i.p., que induz um comportamento rotacional na 

direção contrária à lesão (lado contralateral)) e o número de rotações completas em volta do 

próprio eixo foi observada durante 60 minutos (KIM et al., 1998) (Figura 8). Os animais 

controles que apresentaram um número de rotações a baixo de 150/hora foram excluídos do 

 

66--OOHHDDAA  

AAppoommoorrffiinnaa  

2244  hh  
EEnnssaaiiooss  7d s/Tto

7d s/Tto
8-14d CSC  

ou Sal 

7d s/Tto
8-14d  

L-DOPA  
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estudo. No momento seguinte os animais foram sacrificados, o corpo estriado dissecado e 

armazenado a -70°C até o uso (no máximo dois meses). 

 

 
Figura 8 - Teste rotacional induzido por apomorfina 

 

 
4.3 Dissecação da área cerebral (corpo estriado) 

 

 

Os animais foram decapitados com uma guilhotina (Harvard, USA), os encéfalos 

retirados rapidamente e colocados sobre papel alumínio numa placa de Petri com gelo, 24 

horas após o teste rotacional. Em seguida, acompanhando a fissura sagital mediana, a camada 

cortical cerebral foi liberada das leptomeninges com a ajuda de uma pinça reta de 

microdissecação que divulsionou o córtex delicadamente, em toda a sua extensão fronto-

occipital. O córtex, depois de divulsionado, foi rebatido para os lados, expondo parte do corpo 

estriado (Figura 9). 

 

O corpo estriado (caudado, putamen e globo pálido) foi então isolado das 

estruturas circunjacentes por divulsionamento com uma tesoura de microdissecação, sendo a 

sua retirada orientada pelo diâmetro da porção tuberosa visível desses núcleos, após o 

rebatimento lateral do córtex. 
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Figura 9 - Dissecação cerebral mostrando a retirada do corpo estriado (CE) de rato 

 

 

Terminada a dissecação, cada área foi colocada em papel de alumínio, sob gelo, 

pesada e armazenada a -20 °C para uso posterior. Quando foi necessária a estocagem por um 

certo período de tempo (no máximo 2 meses), os tecidos foram considerados como tendo a 

mesma viabilidade para experimentação que as áreas 24h após a dissecação (BURKE, l987). 

 

 

 

4.4 Determinação da concentração de monoaminas e seus metabólitos com HPLC 

 

 

4.4.1 Método 

 

 

Para a determinação da concentração de catecolaminas, foi utilizado o 

equipamento de HPLC (High Performance Liquid Chromatography) (MIYOSHI et al., 2002). 

Na cromatografia líquida clássica, um adsorvente (alumina ou sílica) é empacotado em uma 

coluna e é eluído por um líquido ideal (fase móvel). Uma mistura para ser separada é 

introduzida na coluna, e é carregada através da mesma por um líquido eluente. Se um 

composto da mistura (soluto) é adsorvido fracamente pela superfície da fase sólida 

estacionária, ele atravessará a coluna mais rapidamente que um outro soluto que seja mais 

rapidamente adsorvido. Então, a separação dos solutos é possível se existem diferenças na 

adsorção pelo sólido. Os detectores eletroquímicos medem a condutância do eluente, ou a 

CE 
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corrente associada com a oxidação ou redução dos solutos. Para ser capaz de detectar, no 

primeiro caso os solutos devem ser iônicos, e no segundo caso os solutos devem ter a 

característica de serem relativamente facéis de se oxidarem ou reduzirem.  

 

Detectores eletroquímicos que medem corrente associada com a redução ou 

oxidação de solutos são chamados detectores amperométricos ou colorimétricos. Neste 

estudo, foi utilizado o tipo amperométrico que reage com uma quantidade muito menor de 

soluto, em torno de 1%. Todas as técnicas eletroquímicas envolvem a aplicação de um 

potencial para um eletrodo (geralmente de carbono vítreo), oxidação da substância que está 

sendo estudada próximo à superfície do eletrodo, seguindo a amplificação e medida da 

corrente produzida. As catecolaminas são oxidadas nos grupos de anel hidroxil para produzir 

um derivado ortoquinona com a liberação de dois elétrons. 

 

 

4.4.2 Procedimento experimental 

 

 

Os animais foram decapitados quatro semanas após a lesão com 6-OHDA, 24 h 

após o teste rotacional e, imediatamente, tiveram seus cérebros dissecados sob gelo. O CE foi 

utilizado para preparar homogenatos a 10 %. Os tecidos cerebrais foram sonicados em ácido 

perclórico (HCLO4) por 30 s e centrifugados por 15 min em centrífuga refrigerada a 15.000 

rpm. Uma alíquota de 20 μl do sobrenadante foi, então, injetada no equipamento de HPLC, 

para a análise química. 

 

Para a análise das monoaminas, uma coluna CLC-ODS(M) com comprimento de 

25 cm, calibre 4,6 mm e diâmetro da partícula de 3 μm, da Shimadzu-Japão, foi utilizada. A 

fase móvel utilizada foi composta por tampão ácido cítrico 0,163 M, pH 3,0, contendo ácido 

octanosulfônico sódico, 0,69 M (SOS), como reagente formador do par iônico, acetonitrila 4 

% v/v e tetrahidrofurano 1,7 % v/v. Dopamina (DA), Ácido diidroxifenilacético (DOPAC), 

Ácido homovanílico (HVA), Serotonina (5-HT) e Ácido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) 

foram eletronicamente detectados usando um detector amperométrico (Modelo L-ECD-6A da 

Shimadzu, Japão) pela oxidação em um eletrodo de carbono vítreo fixado em 0,85 V relativo 

a um eletrodo de referência de Ag-AgCl. 
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4.4.3 Soluções reagentes: 

 

- Fase Móvel  

 

Foram pesados 15,75 g de ácido cítrico (grupo química, RJ, Brasil) e completado 

para um volume de 400 mL com água puríssima (Milli-Q). Esta solução foi ajustada para pH 

3,0 com hidróxido de sódio 12,5 M (Reagen, RJ Brasil). A esta solução foi adicionado o SOS 

75 mg (Sigma, MO, EUA) e completado o volume para 471,5 mL com água Milli-Q. Em 

seguida, foi procedida a filtração e degaseificação, e, posteriormente, adicionados 20 mL de 

acetonitrila (Carlo Erba Reagenti, MI, Itália) e 10 mL de tetrahidrofurano (Sigma, MO, EUA) 

para um volume final de 500 mL.  

 

- Ácido Perclórico 0,1 M 

 

Foram adicionados 1,8 ml de ácido perclórico (Sigma, MO, EUA) em um balão 

volumétrico e completado o volume para 300 mL. 

 

- Padrões  

 

Os padrões foram preparados em uma concentração final de 4 ng de DA, 5-HT, 

DOPAC, HVA e 5-HIAA (Sigma, MO, EUA). A partir da altura ou área dos picos desses 

padrões, as amostras foram calculadas no programa Prisma® em um computador PC e os 

resultados expressos em ng/mg de tecido. 

 

4.5 Determinação das concentrações de aminoácidos com HPLC 

 

4.5.1 Método 

 

Para determinação das concentrações dos aminoácidos, foi utilizado o 

equipamento de HPLC (High Performance Liquid Chromatography) com detector de 

fluorescência. A espectroscopia de fluorescência pode ser usada como método de detecção 

específica, e é um dos mais sensíveis para compostos que fluorescem. Fluorescência pode ser 

desenvolvida em compostos não fluorescentes por reações de derivatização realizadas pré ou 

pós-coluna.  
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4.5.2 Procedimento Experimental 

 

 

Os animais foram decaptados 24 h após a realização do teste rotacional e, 

imediatamente, tiveram seus cérebros dissecados sobre o gelo. O corpo estriado foi utilizado 

para preparar homogenatos a 10 %. Os tecidos cerebrais foram sonicados em ácido perclórico 

(HCLO4) por 30 segundos e centrifugados por 15 minutos em centrífuga refrigerada a 15.000 

rpm. O sobrenadante foi separado e filtrado através de uma membrana (Millipore- 0,2 μm) e 

posteriormente associado a uma solução de derivatização pré-coluna, para obtenção de 

fluorescência, em uma proporção de 1:1. Um minuto depois do início dessa associação uma 

alíquota de 20 μl foi retirada e injetada no equipamento de HPLC para análise química. 

 

Para a determinação das concentrações dos aminoácidos, uma coluna de fase-

reversa C18 (Shimadzu, Japão), foi utilizada. A fase móvel composta de duas fases: A (pH 

6,95)- acetato de sódio (0,1 M), metanol (6 %, v/v) e tetrahidrofurano (1,5 %); B- Metanol 

puro (100 %), correu em um fluxo de 1,0 ml/min em um gradiente de 30 min de duração 

(MASSIEU; TAPIA, 1997). GABA e Glutamato (GLU) foram detectados usando um detector 

de fluorescência (Modelo RF-535 da Shimadzu, Japão) com comprimento de ondas excitação 

e emissão de 370 e 450 nm, respectivamente. Os cromatogramas foram registrados e 

quantificados por um computador usando um software da Shimadzu®. As concentrações dos 

aminoácidos foram determinadas por comparação com os padrões injetados no HPLC no dia 

do experimento e foram expressos em μmol/g de tecido. 

 

 

4.5.3 Soluções Reagentes 

 

 

- Ácido Perclórico 0,1 M 

 

Foram adicionados 1,8 ml de ácido perclórico (Sigma, MO, EUA) em um balão 

volumétrico e completado o volume para 300 ml com água Milli-Q. 
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- Padrões 

 

Os padrões foram preparados na concentração de 2,5 mM de GABA e GLUT, 

diluídos em ácido perclórico 0,1 M. Os concentração de aminoácidos foram determinados por 

comparação das áreas dos picos correspondentes com os padrões de acordo com o tempo de 

retenção de cada um, as amostras foram calculadas no programa Microsoft Excel em 

computador PC e os resultados expressos em μmol/g de tecido. 

 

- Solução de Derivatização 

 

A preparação da solução de derivatização foi dividida em duas fases: 

 

1. Preparação do tampão Borato 

Foram pesados 1,24 g de BORAX-Sodium tetraborato (Sigma-EUA) em um 

Becker e adicionados 45 ml de água puríssima (Milli-Q). Esta solução foi ajustada para pH 

10,4 com hidróxido de sódio e completado para um volume final de 50 ml com água Milli-Q. 

 

2. Preparação da reação de derivatização (OPA- 40 mmol/l) 

Foram pesados 27 mg de O-Phthaldialdehyde-OPA (Sigma-EUA) em um Becker 

e adicionados 500 μl de etanol 99 % (Vetec-Brasil), 20 μl de 2-mercaptoetanol (Merck-EUA) 

e 4,5 ml do tampão Borato (preparado previamente). Esta solução de derivatização foi deixada 

por 24 h em repouso em uma temperatura em torno de 20°C. Após esse período, a solução foi 

utilizada por no máximo duas semanas, e após a primeira semana foi adicionado 5μl de 2-

mercaptoetanol. 

 

 

4.6 Determinação da concentração dos receptores dopaminérgicos 

 

 

A determinação dos receptores dopaminérgicos foi feita através de ensaios de 

binding executados em homogenatos de corpo estriado de ratos, variando os seguintes 

parâmetros: 
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4.6.1 Receptores D1-símile 

 
Foi utilizado o ligante específico [3H]-SCH 23390 (87,0 Ci/mmol –Amersham 

Biosciences), de acordo com método previamente descrito (MELTZER et al., 1989). 

 
 

4.6.2 Receptores D2-símile 

 
Foi utilizado o ligante específico [3H]-espiroperidol (114,0 Ci/mmol – Amersham 

Biosciences), segundo uma adaptação do método previamente descrito por Kessler et al. 

(1991) e Meltzer et al. (1989). 

 
 

4.6.3 Método 

 
O [3H]-SCH 23390 é um antagonista dopaminérgico que possui alta afinidade 

pelos receptores D1-símile. O ligante [3H]-espiroperidol é um antagonista dopaminérgico que 

possui alta afinidade pelos receptores D2-símile, possuindo também afinidade pelos receptores 

serotonérgicos do tipo 5HT2 (TERAI et al., 1989; KESSLER et al., 1991). Para bloquear os 

receptores serotonérgicos foi utilizado um antagonista específico, a mianserina. 

 
A dopamina, um agonista dopaminérgico, foi adicionada, na forma não marcada, 

nos brancos dos ensaios para receptor D1 para determinar a radioatividade de background ou 

ligações não-específicas, em uma concentração elevada para interagir com os mesmos sítios 

de ligação do receptor, impedindo assim, a ligação do [3H]-SCH23390, que fica livre. O 

mesmo foi feito com relação ao receptor D2, mas neste caso foi utilizado o butaclamol, um 

antagonista de receptores dopaminérgicos, também com o intuito de determinar as ligações 

não-específicas. Esses ligantes livres são retirados do filtro através de lavagens sucessivas, e a 

radioatividade é, então, contada por cintilação líquida. 

 
 

4.6.4 Procedimento experimental 

 
Logo após a dissecação das áreas cerebrais em gelo, como mencionado 

anteriormente, foram feitos homogenatos a 10 % em tampão tris-HCl 50 mM, pH 7,4. 

 
Os homogenatos contendo 50-100 μg de proteína foram incubados em tampão 

tris-HCl modificado (50 mM, pH 7,4). No caso dos receptores D1-símile o tampão continha 
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0,1515 a 7,58 nM de [3H]-SCH 23390 para experimentos de saturação e 7,58 nM para 

experimentos de ponto único. No caso dos receptores D2-símile o tampão continha 10 μM de 

mianserina (incubada por 30 minutos à temperatura ambiente) para bloquear os receptores 

serotonérgicos e 0,2358 a 4,72 nM de [3H]-espiroperidol para experimentos de saturação e 

3,77 para experimentos de ponto único. Em ambos os ensaios, os respectivos ligantes eram 

incubados na presença e na ausência de dopamina 100 μM (durante 10 min), no caso dos 

receptores D1, ou butaclamol 10 μM, no caso dos receptores D2 sendo o volume final do 

ensaio de 0,2 mL.  

 

Após incubação a 37 °C durante 60 min, a reação foi terminada por filtração à 

vácuo através de filtros Whatman GF/B. Os discos de papel de filtro foram lavados três vezes 

com 4 mL de solução salina 0,9 % gelada, secos a 60 °C por no mínimo 2 h e colocados em 

frascos de vidro (vials) contendo 3 mL de um coquetel de cintilação líquida contendo tolueno.  

 

A radioatividade foi medida em um contador de cintilação líquida Beckman LS-

6500 com a eficiência de 61 %. O binding específico foi calculado como binding total menos 

o binding não-específico feito na presença de dopamina 100 μM ou butaclamol 10 μM, 

respectivamente para os receptores D1 e D2, e os resultados foram expressos como fentomoles 

por miligrama de proteína. A concentração de proteína foi determinada segundo o método de 

Lowry (1951), utilizando-se BSA como padrão. 

 

 

4.6.5 Soluções reagentes 

 

 

 [3H]-espiroperidol (114 Ci/mmol, Amersham Biosciences) 

5 μL de [3H]-espiroperidol foram diluídos em tampão tris-HCl , pH 7,4, de forma 

a obter uma concentração final de 43,28 nM. 

 

 [3H]- SCH 23390 (87 Ci/mmol, Amersham Life Science) 

5 μl de [3H]-SCH 23390 foram diluídos em tampão tris HCl, pH 7,4 de forma a 

obter uma concentração final de 11,5 nM 
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 Tampão Tris-HCl 

6 g de Tris-HCl (trizma base, Sigma, Brasil) foram diluídos em 1000 mL de água 

bidestilada, obtendo-se uma concentração de 50 mM. O pH foi ajustado com solução HCL 0,1 

N (MERCK, Rio de Janeiro, Brasil) para pH 7,4. 

 

 Tris HCl modificado 

NaCl 120 mM; KCl 1mM; CaCl2 2 mM; MgCl2 1 mM, NaEDTA 1 mM e 

ascorbato sódico 1 mM foram dissolvidos em tampão tris-HCl 50 mM pH 7,4 

 

 Mianserina 

Mianserina (Sigma, St. Louis, MO, USA) foi diluída em tampão tris-HCl 

obtendo-se uma concentração final de 10 μM. 

 

 Dopamina (cloridrato de dopamina) 

10 mg de dopamina (Sigma, St. Louis, MO, USA) foram diluídas em 2 mL de 

tampão tris-HCl não modificado tendo uma concentração final de 5 mg/ml. A esta solução foi 

acrescentado ácido ascórbico 0,1 %. 

 

 Butaclamol (Cloridrato de butaclamol (+)- )  

Butaclamol (RBI, MA, USA) foi dissolvido em ácido ascórbico a 0,1% de forma a 

se obter uma concentração final de 10 μM. 

 

 Coquetel de cintilação  

0,5 g de p-bis-2-(5-feniloxazolil) benzeno, POPOP (Sigma, St. Louis, MO, USA) 

e 4,0 g de 2,5-difeniloxasol, PPO (Sigma, St. Louis, MO, USA) foram dissolvidos em 1000 

mL de tolueno (Beckman, Fullerton, CA, USA). 

 

 

4.7 Preparo das membranas para determinação dos receptores gabaérgicos e 

glutamatérgicos 

 

 

Os homogenatos de corpo estriado de ratos (pool de 3 animais) foram preparados 

em 2 mL de solução de sacarose 0,32 M de acordo com o método descrito por Vogel e Vogel 
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(1997). Os homogenatos foram centrifugados a 20.000 Xg por 10 min a 4 oC e os decantados 

suspensos em tampão Tris-HCl 50 mM, e centrifugados a 20.000 X g por 15 min a 4 oC. Os 

decantados resultantes foram suspensos em tampão Tris-HCl 50 mM gelado e centrifugados a 

por mais 15 min a 4 oC, ressuspensos em Triton X-100 0.05%, e incubados por 15 min a 37 

°C. Após incubação, a amostra foi lavada por 2 vezes em tampão Tris–HCl 50 mM a 4 ºC e 

centrifugada a 20.000 Xg por 15 min. O pellet final foi, então suspenso em 0,3 ml de tampão 

Tris-HCl 50 mM. 

 

 

4.8 Determinação dos receptores gabaérgicos e glutamatérgicos 

 

4.8.1 Método 

 

Para a determinação dos receptores GABAérgicos e glutamatérgicos foram 

utilizados os ligantes inespecíficos [3H]-GABA e [3H]-ácido glutâmico, respectivamente, os 

quais são agonistas de todos os receptores GABAérgicos e glutamatérgicos. Para os brancos 

dos experimentos foram utilizados o antagonista muscimol (no caso do receptor 

GABAérgico) e o agonista glutamato (no caso do receptor glutamatérgico). 

 

4.8.2 Procedimento experimental 

 

- Receptores GABAérgicos e Glutamatérgicos 

 

Para a determinação dos receptores GABAérgicos membranas (0,05 mL) 

contendo 0,3-0,5 mg de proteína foram incubados em tampão tris-HCl contendo 50 nM de 

[3H]-GABA (4-amino-n-[2,3-3H]butyric acid - 81 Ci/mmol, Amersham Pharmacia Biotech) 

para os ensaios de ponto único e 10-200 nM para os experimentos de saturação na presença e 

na ausência de muscimol (100 mM) em um volume final de 0,1 mL. 

 

No caso dos receptores glutamatérgicos o ensaio de ligação foi feito ao se incubar 

0,05 mL das preparações de membrana (0,3–0,5 mg de proteína) com [3H]-ácido glutâmico 

(L-[G-3H] glutamic acid - 49 Ci/mmol, Amersham Pharmacia Biotech) 50 nM para 

experimentos de ponto único e 50-200 nM para experimentos de saturação em um volume 
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final de 0,2 mL. O binding inespecífico foi determinado na presença de ácido glutâmico (1 

mM) para o binding glutamatérgico. O tempo de incubação foi de 30 min a 37 °C.  

 

Após os tempos de incubação, a reação foi terminada por filtração a vácuo através 

de filtros Whatman GF/B. Os filtros foram lavados três vezes com 4 mL de solução salina 0,9 

% gelada, secos a 60 °C por no mínimo 2 h e colocados em frascos de vidro (vials) com 3 mL 

de um coquetel de cintilação líquida contendo tolueno. 

 

A radioatividade foi medida em um contador de cintilação líquida Beckman LS-

6500 com uma eficiência de 61 %. A ligação específica foi calculada como a ligação total 

menos a ligação não-específica feita na presença de muscimol 100 mM para os receptores 

GABAérgicos e ácido glutâmico (1 mM) para o binding glutamatérgico os resultados foram 

expressos como fentomoles por miligrama de proteína. A concentração de proteína foi 

determinada segundo o método de Lowry et al. (1951) utilizando-se albumina sérica bovina 

(BSA) como padrão.  

 

- Soluções reagentes 

 

 [3H]-GABA (4-amino-n-[2,3-3H]ácido butírico) 

19 μL de [3H]-GABA foram diluídos em 381 μL de tampão tris-HCl, pH 7,4, de 

forma a obter uma concentração final no ensaio de 50 nM. 

 

 [3H]-ácido glutâmico (L-[G-3H] ácido glutâmico) 

11 μL de [3H]-ácido glutâmico foram diluídos em 589 μL de tampão tris-HCl , pH 

7,4, de forma a obter uma concentração final no ensaio de 50 nM. 

 

 Muscimol 100 μM 

4,5 μl (88 mM) de muscimol foram diluídos em 400 μl de tampãp tris-HCl. 

 

 Ácido glutâmico (1 mM) 

1,471 mg de L-glutamato foram diluídos em 1 mL de tampão (0,01 M). Desta 

solução foram retirados 100 μl e rediluídos para 900 μl de tampão (solução 1 mM) 
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 Sacarose 0,32 M 

109,5 g de sacarose foram pesados e diluídos para 1000 mL de água destilada. A 

solução foi armazenada a 4 ºC e usada nesta temperatura para o preparo dos homogenatos. 

 

 Triton – X 100 0,05 % 

0,05 mL do Triton X 100 foram diluídos em 99,95 mL de água destilada. 

 

 Tampão Tris-HCl 

6 g de Tris-HCl (trizma base, Sigma, Brasil) foram diluídos em 1000 mL de água 

bidestilada, obtendo-se uma concentração de 50 mM. O pH foi ajustado com solução HCl 0,1 

N (MERCK, Rio de Janeiro, Brasil) para pH 7,4. 

 

 Coquetel de cintilação  

0,5 g de p-bis-2-(5-feniloxazolil) benzeno, POPOP (Sigma, St. Louis, MO, USA) 

e 4,0 g de 2,5-difeniloxasol, PPO (Sigma, St. Louis, MO, USA) foram dissolvidos em 1000 

mL de tolueno (Beckman, Fullerton, CA, USA). 

 

 

4.9 Dosagem de proteína 

 

4.9.1 Método 

 

A quantidade de proteína em homogenatos de cérebro foi determinada a 25 °C, 

utilizando albumina sérica bovina como padrão, de acordo com o método previamente 

descrito (LOWRY et al., 1951), que emprega duas reações de formação de cor para analisar a 

concentração protéica fotometricamente. Inicialmente, é feita uma reação biureto de baixa 

eficiência, na qual os íons de cobre alcalino produzem uma cor azulada na presença de 

ligações peptídicas. Essa cor biureto é característica de todas as proteínas, e fornece uma cor 

básica de fundo para a próxima etapa de ensaio. Depois, o método emprega uma mistura 

complexa de sais inorgânicos, o reagente Folin-Ciocalteau, que produz uma cor verde azulada 

intensa na presença de tirosina ou triptofano livres ou ligados a proteínas. Como as 

quantidades desses dois amonoácidos são geralmente constantes nas proteínas solúveis, com 

poucas exceções, a cor das reações (verde-azulada) é indicativa da presença de proteína e a 
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intensidade da cor proporcional à concentração. Esta coloração foi medida em comprimento 

de onda de 750 nm, através de um espectrofotômetro Beckam DU 640B.  

 

 

4.9.2 Soluções Reagentes 

 

 

- Reagente A: Na2CO3 (Reagen, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) a 2 % em NaOH 

(Reagen, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) 0,1 N; 

 

- Reagente B: CuSO4.5H2O a 0,5 % em NaKC4H4O6.4H2O (Grupo Química, Rio 

de Janeiro, RJ, Brasil) a 1 %; 

 

- Reagente C: Solução de cobre alcalino (24 ml do reagente A com 1 ml do 

reagente B, misturados no momento de usar); 

 

- Reagente de Folin: Ciocalteau - Fenol (Labordin, Piraquara, PR, Brasil), 1:1 em 

água bidestilada; 

 

- Solução de albumina sérica bovina (Sigma, St Louis, MO, EUA) 1 mg/ml em 

água bidestilada. 

 

 

4.10 Determinação do índice de peroxidação lipídica e produção de nitrito 

 

 

4.10.1 Determinação da peroxidação lipídica (TBARS) 

 

 

O grau de lipoperoxidação em corpo estriado de ratos foi medido através da 

determinação das concentrações de substâncias reativas do ácido tiobarbitúrico (TBARS), 

conforme o método de Draper e Hadley (1990), seguindo o protocolo a seguir. 
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Foram preparados homogenatos da área cerebral a 10% em solução de cloreto de 

potássio (KCl) 1,15 %. Um volume de 0,25 mL do homogeneizado foi misturado a 1 mL de 

solução de ácido tricloroacético a 10% e acrescido de 1 mL de solução de ácido tiobarbitúrico 

0,6%. Após a agitação, essa mistura foi mantida em um banho de água fervente (95-100°C) 

por 15 min., adicionado o n-butanol (2:1 v/v), a seguir resfriada em banho de gelo por alguns 

minutos e posteriormente centrifugada (800xg, 5 min). O conteúdo de TBARS foi 

determinado em espectrofotômetro a 535 nm. Os resultados foram expressos em micromol de 

malonildialdeído (MDA) por mg de proteína. 

 

 

4.10.2 Determinação do conteúdo de nitrito  

 

 

- Preparação da Curva Padrão: 

 

Foram pesados 7mg de NaNO2 e dissolvidos em 10 mL de água destilada 

(estoque-10mM) foram feitas as diluições em série (10 e 20x), ficando 1mM, 100μM, 10μM, 

5μM, 2,5μM, 1,25μM, 0,625μM, 0,312μM. Foi feita uma equação da reta para o cálculo das 

concentrações do teste (GREEN et al., 1981). 

 

- Método: 

 

Foram preparados homogenatos da área cerebral a 10% (w/v) em solução de 

cloreto de potássio (KCl) 1,15 %. Após a centrifugação (800xg, 10 min) os sobrenadantes 

foram coletados e a produção de NO determinada através da reação de Griess. Uma alíquota 

de 100 μl do sobrenadante foi incubada com 100 μl do reagente de Griess [sulfanilamida 1 % 

em H3PO4 1 %/N-(-1-naphthyl)-ethylenediamine 0,1 %/ H3PO4 1 % / diluído em água 

(1:1:1:1)] a temperatura ambiente por 10 minutos. A absorbância foi medida em 

espectrofotômetro a 550nm. A concentração de nitrito (μM) foi determinada a partir de uma 

curva padrão de NaNO2. 
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4.11 Cultura de células  

 

 

Células mesencefálicas foram isoladas de cérebro de embrião obtidos de ratas 

Wistar entre os dias 16-18 de gestação (AHMADI et al., 2003). Após o tratamento com 

tripsina as células foram suspendidas em Neurobasal Medium sem L-glutamina, 

suplementado com B-27 (Gibco, USA) contendo estreptomicina, penicilina e actinomicina. A 

suspensão de células foi colocada em 96 poços com poli-L-lisina, com densidade de 5x104 

células/poço. As culturas foram mantidas à 37°C a 5% de CO2 atmosférico.  

 

 

4.12 Estudos de viabilidade celular (MTT) 

 

 

Um dos métodos mais utilizados na avaliação da citotoxicidade de diferentes 

compostos é o teste da redução do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio 

(MTT), devido à sua rapidez, versatilidade e alta reprodutibilidade (SUPINO, 1995). Este 

teste colorimétrico baseia-se na capacidade das células viáveis converterem um sal de 

tetrazólio solúvel (MTT) num precipitado de formazan insolúvel (Figura 10). Os sais de 

tetrazólio atravessam a membrana celular e no citoplasma aceitam elétrons a partir de 

substratos oxidados, ou de determinadas enzimas, sendo particularmente reduzidos como 

resultado da atividade da enzima mitocondrial succinato desidrogenase (SUPINO, 1995). Esta 

reação converte os sais de MTT de cor amarela em cristais de formazan de cor violeta que se 

acumulam em endossomas e são posteriormente transportados para a superfície celular através 

de um processo de exocitose (SUPINO, 1995; LIU, 1999). Os referidos cristais de formazan 

podem ser posteriormente dissolvidos num solvente orgânico, que permita a sua quantificação 

por espectrofotometria (SUPINO, 1995; FRESHNEY, 1994).  
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  Figura 10 – Estruturas químicas do MTT e do MTT formazan 
  Fonte: modificado de Liu (1999)  

 

 

 

Após 4 dias em cultura, a cafeína (CAF, 5 e 10 μg/ml) ou o CSC (CSC 0,1, 1 e 5 

μg/ml) foi adicionado às células, 3 h antes da 6-OHDA (40μl). A neurotoxicidade foi avaliada 

usando o teste do MTT. Cerca de 24 h após a incubação com 6-OHDA o medium foi 

removido e o MTT foi adicionado à cultura de células em uma concentração final de 200 μM, 

e incubado novamente por 3h. Após a lavagem com PBS foram adicionados 150 μl de DMSO 

e, após 5 min foi lida a absorbância (595nm). A inibição da redução do MTT indica a 

diminuição da toxicidade induzida pela 6-OHDA. Os experimentos foram realizados em 

triplicatas em três dias diferentes. 

 

 

 

4.13 Determinação do padrão de morte celular: coloração pela laranja de acridina / 

brometo de etídio 

 

 

 

Visando a determinação do padrão de morte celular (apoptose/necrose), as 

lâminas foram lavadas com a solução de laranja de acridina e brometo de etídio (AO/BE) 

durante 01 min, sendo em seguida visualizadas em microscópio de fluorescência. O método 

de coloração pela laranja de acridina / brometo de etídio (BRANTON; CLARKE, 1999) se 

baseia em revelar as células (controle e tratadas) com a concentração de Laranja de Acridina 

(AO) e Brometo de Etídio (BE), sendo a leitura realizada em microscópio de fluorescência. A 

AO intercala-se no DNA, conferindo aparência verde ao mesmo, e atravessa somente 

MTT
mitocondrial 

succinato 
desidrogenase 

MTT formazan  
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membranas intactas. O BE somente é incorporado por células não viáveis (com instabilidade 

de membrana), intercalando-se ao DNA corando-o de laranja; liga-se fracamente ao RNA, 

que aparecerá em vermelho.  

 

As células viáveis (membrana intacta) apresentaram núcleo uniformemente 

corado de verde pela AO; o BE não marca, pois não atravessa a membrana. As células em 

apoptose inicial (membrana ainda intacta) apresentaram manchas verdes brilhantes no núcleo 

(condensação da cromatina) e não são marcadas por BE; morfologicamente observam-se 

alterações da membrana em decorrência da formação de corpúsculos apoptóticos. As células 

em apoptose tardia (instabilidade da membrana) apresentarão manchas laranjas (condensação 

da cromatina) e morfologicamente observam-se alterações da membrana (corpos apoptóticos), 

citoplasma vermelho (RNA). As células em necrose (lesão de membrana) apresentam cor 

uniformemente laranja-avermelhada e não há formação de corpos apoptóticos. Acredita-se 

que as membranas plasmáticas permanecem intactas durante a apoptose até os últimos 

estágios quando se tornam permeáveis aos solutos normalmente retidos.  

 

4.14 Análise imunohistoquímica: GFAP e OX-42 

 

 

A imunohistoquímica para GFAP (proteína glial fibrilar ácida (GFAP), 

componente dos filamentos de tamanho intermediário do citoesqueleto celular, presente nos 

astrócitos e em algumas outras células) e OX-42 (anticorpo monoclonal anti CR3/CD11b) 

revela a presença de astrócitos e microglias imunorreativas, respectivamente. A cultura de 

células foi aspirada e as células fixadas com paraformaldeído 4 % em tampãp fosfato 0,1 M, 

pH 7,4. Após a lavagem com PBS 3 vezes, foi adicionado em seguida peróxido de hidrogênio 

a 3% (em PBS). Logo após, as células foram incubadas por 1,5 h a 37 ºC com o anticorpo 

primário de coelho, GFAP (Dako, 1:750) ou OX-42 (Serotec, 1:500). No dia seguinte, as 

células foram lavadas com PBS 2 vezes, sendo logo em seguida adicionado o anticorpo 

secundário (reagente amarelo ou LINK – DAKO Cytomation) durante 1 h em câmara fria. 

Após esse período as células foram lavadas com PBS, e adicionada Streptavidina peroxidase 

(reagente vermelho – DAKO Cytomation) por 40 min. As células foram novamente lavadas e, 

em seguida, aplicada solução de DAB preparada de acordo com o fabricante (DAKO 

Cytomation) durante 30 seg. A imunorreatividade para GFAP e OX-42 foi visualizada através 

de kits de detecção colorimétricos, de acordo com os protocolos do fabricante. As células 
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coradas foram visualizadas através de microscópio óptico (Nikon). Os astrócitos (GFAP+) ou 

microglias ativadas (OX-42) e as células não-marcadas foram contadas por toda a lâmina. A 

contagem total de células representou 100 % das células de cada lâmina. 

 

 

4.15 Análise estatística 

 

 

Os resultados foram analisados por Análise de Variância (ANOVA) com teste de 

Student Newman Keuls ou teste de Tukey (post hoc) pelo programa GraphPad Prism® versão 

3.00, San Diego California USA. Copyright (c) 1994-1999 por GraphPad Software. O mesmo 

programa (GraphPad Prism©) foi utilizado para confecção dos gráficos apresentados neste 

trabalho. As diferenças foram consideradas estatisticamente significativas a partir de p< 0,05.  
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V RESULTADOS 

 

1 Determinação do comportamento rotacional induzido por apomorfina em ratos com 

lesão estriatal por 6-OHDA, tratados com cafeína ou CSC sozinho ou associado com L-

DOPA 

 
 

Duas semanas após a injeção intraestriatal de 6-OHDA foi administrada 

apomofina (3 mg/kg, i.p.) e os animais exibiram comportamento rotacional na direção oposta 

ao lado da lesão (rotação contralatertal). Um aumento significativo no número de rotações 

induzidas por apomorfina foi observado nos animais controles lesionados com 6-OHDA 

(controles positivos), quando comparado ao grupo falso operado (controle negativo) 

(178.7±7.8 vs. 7.0±0.5 rotações/h; F (3, 34)=172.8; p<0.001). 

 
 

Uma recuperação motora parcial foi observada nos animais lesionados com 6-

OHDA e tratados com cafeína na dose maior, que reduziu significativamente o número de 

rotações induzidas por apomorfina em torno de 40 % (20 mg/kg, i.p., durante 7 dias), quando 

comparados com o grupo controle lesionado com 6-OHDA. Não houve diferença significativa 

no número de rotações do grupo tratado com cafeína na dose menor (10 mg/kg, i.p., durante 7 

dias) (Figura 11). 

 
 

O tratamento com cafeína nas duas doses durante 14 dias, reduziu profundamente 

o número de rotações induzidas por apomorfina em torno de 47 e 69 % (cafeína 10 e 20 

mg/kg, i.p., durante 14 dias, respectivamente), quando comparados com o grupo controle 

lesionado com 6-OHDA (Figura 12). 

 
 

O número de rotações por hora diminuiu cerca de 18 % e 42 % nos grupos 

lesionados com 6-OHDA, após tratamento com CSC 1 (173,1 ± 16,7 rotações/h) e CSC 5 

mg/kg (122,5 ± 14,1 rotações/h). Os resultados demonstraram que o CSC reduziu 

significativamente, e de maneira dose-dependente as rotações induzidas por apomorfina 

resultantes da lesão estriatal com 6-OHDA, revertendo parcialmente os efeitos dessa 

neurotoxina. No entanto, o efeito do CSC no comportamento rotacional dos grupos lesionados 
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com 6-OHDA não foi potencializado pela sua associação com L-DOPA. De fato nenhuma 

diferença significativa foi observada entre L-DOPA (L-DOPA 50 mg/kg + benzerazida 12,5 

mg/kg) e CSC 1 + L-DOPA (CSC 1 mg/kg + L-DOPA 50 mg/kg + benzerazida 12,5 mg/kg) 

(Tabela 1). 
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Figura 11 - Determinação do comportamento rotacional induzido por apomorfina (3 
mg/kg, i.p.) por 60 min, em ratos com lesão estriatal por 6-OHDA, tratados com cafeína 
(nas doses de 10 e 20 mg/kg, i.p. diariamente durante 7 dias. O tratamento foi iniciado 
seis dias após a lesão com 6-OHDA) 
Nota: Os resultados são expressos como média ± EPM do número de experimentos (6-8). 
Foram usados o teste ANOVA e Student-Newman-Keuls como teste post hoc. a vs falso 
operado, b vs controle (6-OHDA) e c vs CAF 10 7d, respectivamente, com p<0,05. 
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Figura 12 - Determinação do comportamento rotacional induzido por apomorfina (3 
mg/kg, i.p.) por 60 min, em ratos com lesão estriatal por 6-OHDA, tratados com cafeína 
(10 e 20 mg/kg, i.p. diariamente durante 14 dias. O tratamento foi iniciado 1h após a 
lesão com 6-OHDA) 
Nota: Os resultados são expressos como média ± EPM do número de experimentos (6-8). 
Foram usados os testes ANOVA e Student-Newman-Keuls como teste post hoc. a vs falso 
operado, b vs controle (6-OHDA) e c vs CAF 10 14d, respectivamente, com p<0,05. 
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Tabela 1 – Efeitos do CSC (8-(3-chlorostyryl caffeine), sozinho ou associado com L-

DOPA (L-DOPA 50 mg/kg + benzerazida 12,5 mg/kg), no comportamento rotacional 

induzido por apomorfina em ratos, após lesão estriatal induzida por 6-OHDA 

Grupos Rotações/h 

Falso operado 4,2±0,4 

Controle (6-OHDA) 210±11,4 a 

CSC 1 173,1±16,7 a 

CSC 5  122,5±14,1 a,b,c 

CSC 1 + L-DOPA 50 274,4±15,0 a,b,c,d 

L-DOPA 50 238,3±14,2 a,c 

Nota: O número de rotações contralaterais completas foi determinado durante 60 minutos. Os 
resultados são expressos como média ± EPM do número de experimentos (7-8). a vs Falso 
operado, b vs Controle (6-OHDA), c vs CSC 1, d vs CSC 5, respectivamente, com p<0,05 
(ANOVA e teste de Tukey como teste post hoc). 
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2 Determinação das concentrações de dopamina (DA) e seus metabólitos (DOPAC E 

HVA), Noradrenalina (NA), Serotonina (5-HT) e seu metabólito (5-HIAA) no corpo 

estriado de ratos com lesão por 6-OHDA, tratados com cafeína ou CSC, sozinho ou 

associado com L-DOPA 

 

 

A injeção de 6-OHDA produz dano oxidativo que resulta em destruição neuronal, 

como indicado pela redução das concentrações das monoaminas e dos seus metabólitos no 

lado ipsilateral (75-85 %), quando comparado com o lado contralateral dos animais controles. 

Nenhuma diferença foi observada nos lados contralaterais entre grupos falso operado, 

controle lesionado com 6-OHDA e dos animais lesionados com 6-OHDA e tratados com 

cafeína ou com CSC, sozinho ou em associação com L-DOPA. 

 

Foi observada uma redução significativa da concentração de dopamina (DA) no 

lado ipsilateral dos controles (78 %). No entanto, nos animais tratados com cafeína nas doses 

de 10 e 20 mg/kg, essa redução foi de 72 e 64 %, respectivamente, no tratamento de 7 dias [F 

(5,32)=44,17; p<0,001] (Tabela 2) e somente 55 e 22 %, respectivamente, no tratamento de 

14 dias, indicando uma recuperação significativa, que foi praticamente completa com a dose 

maior de cafeína no tratamento de 14 dias [F (5,34)=36,61; p<0,001]. O mesmo ocorreu com 

o seu metabólito, DOPAC, que teve uma redução de 76 % no grupo controle, e em torno de 

68 e 50 % nos grupos tratados com cafeína durante 7 dias, nas doses de 10 e 20 mg/kg, 

respectivamente [F (5,34)=83,87; p<0,0001], e de 40 e 34 % nos grupos tratados com cafeína 

durante 14 dias, nas doses de 10 e 20 mg/kg, respectivamente [F (5,34)=19,66; p<0,001]. 

Além disso, a concentração de HVA também diminuiu em torno de 58 % nos controles, e 

cerca de 26 e 21 %, respectivamente, nos grupos lesionados e tratados com cafeína nas 

mesmas doses (10 e 20 mg/kg; F (5, 34)=16,32); p<0,001) (Figura 13 e Tabela 2). 

 

Uma redução significativa da concentração de noradrenalina (NA) foi também 

observada no lado ipsilateral dos animais controles (57 %) e, nos grupos tratados com cafeína, 

nas doses de 10 e 20 mg/kg, uma redução de aproximadamente 36 %, com o tratamento 

durante 7 dias F [5, 34)=31,45; p<0,001] e aproximadamente 40 %, com o tratamento durante 

14 dias; F [5, 34)=22,69; p<0,001], como mostrado na Figura 14 e na Tabela 3.  
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A concentração de serotonina (5-HT) reduziu em cerca de 61 % nos grupos 

controles (lesionados com 6-OHDA) no lado ipsilateral quando comparado ao lado 

contralateral. Por outro lado, no grupo tratado com cafeína, nas doses de 10 e 20 mg/kg, essa 

redução foi de 48 e 20 %, respectivamente com o tratamento durante 7 dias [F (5, 34)=40,35; 

p<0,001] e de 58 e 40 %, respectivamente com o tratamento durante 14 dias [F (5, 34)=29,03; 

p<0,001]. Nenhuma diferença significativa foi observada na concentração de 5-IHAA entre os 

grupos (Figura 15 e Tabela 4) [F (5, 34)=3,66; p<0,001]. Além disso, nenhuma diferença 

significativa foi observada entre o grupo falso operado (nos lados ipsilateral e contralateral) e 

o lado contralateral dos ratos lesionados com 6-OHDA (controle). 

 
 

No tratamento com doses repetidas em ratos lesionados com 6-OHDA, utilizando 

o CSC (1 e 5 mg/kg, i.p.) também foi observada redução da concentração de DA (61 % e 49 

%) e dos seus metabólitos DOPAC (57 % e 33 %) e HVA (39 % e 26 %), respectivamente, 

embora essa redução tenha ocorrido em menor extensão quando comparada aos valores 

observados no grupo controle (lesionado com 6-OHDA). O efeito do CSC foi dose-

dependente tanto com relação à redução da depleção da concentração de DA (grupo controle 

(lesionado com 6-OHDA): 565,9±32,5 ng/mg de tecido; CSC 1: 1031,0±41,2 ng/mg de 

tecido; CSC 5: 1477,0±118,5 ng/mg de tecido) como de DOPAC (grupo controle (lesionado 

com 6-OHDA): 373,2±41,1 ng/mg de tecido; CSC 1: 610,6±42,8 ng/mg de tecido; CSC 5: 

940,0±43,2 ng/mg de tecido) ou HVA (grupo controle (lesionado com 6-OHDA): 167,9±18,1 

ng/mg de tecido; CSC 1: 261,5±20,4 ng/mg de tecido; CSC 5: 316,0±35,0 ng/mg de tecido). 

 
 

Com o objetivo de demonstrar a potenciação dos efeitos da L-DOPA causada pelo 

CSC nos níveis da dopamina estriatal e dos seus metabólitos após lesão com 6-OHDA, essas 

duas drogas foram utilizadas em associação. Os resultados mostraram que após a lesão com 6-

OHDA, os conteúdos de DA, DOPAC e HVA reduziram cerca de 79 %, 73 % e 61 %, 

respectivamente, quando comparados ao grupo falso operado. Por outro lado, no grupo 

tratado com CSC (1 mg/kg), foi observada uma diminuição dessa redução das concentrações 

de DA, DOPAC e HVA (61 %, 57 % e 39 %, respectivamente). Os valores obtidos da 

dopamina e dos seus metabólitos no grupo com associação do CSC e L-DOPA (CSC 1 mg/kg 

+ L-DOPA 50 mg/kg + benzerazida 12,5 mg/kg) foram bem próximos daqueles observados 
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no grupo falso operado, indicando uma reversão quase total do efeito da neurotoxicidade da 

6-OHDA (Tabela 4).  

 

Também foram observadas reduções nos conteúdos estriatais da NA, 5-HT e 5-

HIAA após lesão com 6-OHDA, na ordem de 50 %, 46 % e 26 %, respectivamente (NE: 

210,3±15,7 ng/mg de tecido; 5-HT: 378,4±34,5 ng/mg de tecido; 5-HIAA: 394,3±33,4 ng/mg 

de tecido), quando comparados ao grupo falso operado (NE: 420,6±44,7 ng/mg de tecido; 5-

HT: 704,6±29,3 ng/mg de tecido; 5-HIAA: 532,0±45,4 ng/mg de tecido). Essas reduções 

foram menores nos grupos lesionados com 6-OHDA, após tratamento com as duas doses de 

CSC, e os efeitos foram dose-dependente. Então, o CSC (1 mg/kg) promoveu uma redução de 

39 %, 30% e 25 % da concentração de NA (257,8±25,8 ng/mg de tecido), 5-HT (494,6±38,0 

ng/mg de tecido) e 5-HIAA (397,1±32,0 ng/mg de tecido), respectivamente, indicando uma 

recuperação parcial dos efeitos da 6-OHDA (Figura 16).  

 

Os resultados apresentados na Tabela 5 mostram que CSC na dose mais alta (5 

mg/kg) promoveu uma recuperação dos conteúdos de NA, 5-HT e 5-IHAA a valores 

próximos aos normais (CSC 5, NA: 311,9±23,3 ng/mg de tecido; 5-HT: 587,8±32,7 ng/mg de 

tecido; 5-HIAA: 487,5±36,3 ng/mg de tecido). Enquanto a L-DOPA 50 mg/kg (L-DOPA 50 + 

Benz 12,5) não reverteu os efeitos da 6-OHDA nas concentrações da NA, 5-HT e 5-HIAA no 

estriado de ratos lesionados com 6-OHDA, porém a sua associação com CSC 1 mg/kg elevou 

os valores a níveis próximos àqueles encontrados no grupo falso operado.  
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Figura 13 - Determinação das concentrações de DA e seus metabólitos (DOPAC e HVA) 
em corpo estriado de ratos com lesão induzida por 6-OHDA, e tratados com cafeína (nas 
doses de 10 e 20 mg/kg, i.p. diariamente durante 14 dias. O tratamento foi iniciado 1h 
após a lesão com 6-OHDA) 
Nota: Os resultados são expressos como média ± EPM do número de experimentos (6-8). a vs 
Falso operado, b vs Controle (6-OHDA) e c vs Cafeína 10, respectivamente, com p<0,05 
(ANOVA e Student-Newman-Keuls). 
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Figura 14 - Determinação das concentrações de NA e 5-HT e seu metabólito (5-HIAA) 
em corpo estriado de ratos com lesão induzida por 6-OHDA, e tratados com cafeína (nas 
doses de 10 e 20 mg/kg, i.p. diariamente durante 14 dias. O tratamento foi iniciado 1h 
após a lesão com 6-OHDA) 
Nota: Os resultados são expressos como média ± EPM do número de experimentos (6-8). a vs 
Falso operado, b vs Controle (6-OHDA) e c vs Cafeína 10, respectivamente, com p<0,05 
(ANOVA e Student-Newman-Keuls). 
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Tabela 2 - Efeitos da cafeína administrada durante 7 ou 14 dias nas concentrações de 

dopamina e seus metabólitos (DOPAC e HVA) em corpo estriado de ratos lesionados 

com 6-OHDA  

Grupos DA DOPAC HVA 

Falso operado 2631,0 ± 171,9 1561,0 ± 69,6 429,0 ± 34,5 

Controle (6-OHDA) 565,9 ± 32,5 a 373,2 ± 41,1 a 180,3 ± 7,2 a 

CAF 10 7d 718,7 ± 47,8 a 504,1 ± 42,7 a 283,6 ± 13,7 a,b

CAF 20 7d 933,7 ± 59,4 a 775,3 ± 52,7 a,b,c 303,7 ± 32,5 a,b

CAF 10 14 d 1176,0 ± 107,0 a,b 929,9 ± 26,3 a,b,c 317,0 ± 14,6 a,b

CAF 20 14 d 2056,0 ± 232,5 a,b,c,d,e 1025,0 ± 40,1 a,b,c,d 337,8 ± 19,2 a,b

Nota: A cafeína (10 e 20 mg/kg, i.p.) foi administrada 1h após a lesão com 6-OHDA e depois 
diariamente durante 14 dias ou diariamente durante 7 dias. Neste protocolo o tratamento foi 
iniciado 6 dias após a lesão com 6-OHDA (Protocolo 1). Os controles foram tratados com 
salina 0,9%. Duas semanas após a lesão com 6-OHDA, os animais foram sacrificados e o 
corpo estriado utilizado para determinação de monoaminas (ng/mg de tecido) em HPLC-EC. 
Os resultados são expressos como média ± EPM do número de experimentos (6-8). a vs Falso 
operado, b vs Controle (6-OHDA), c vs Cafeína 10 7 dias, d vs Cafeína 20 7 dias e e vs 
Cafeína 10 14 dias, respectivamente, com p<0,05 (ANOVA e Student-Newman-Keuls). 
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Tabela 3 - Efeitos da cafeína administrada durante 7 ou 14 dias nas concentrações de 

noradrenalina, serotonina e do seu metabólito em corpo estriado de ratos lesionados 

com 6-OHDA  

Grupos NA 5HT 5-HIAA 

Falso operado 466,6 ± 23,1 704,6 ± 63,5  532,0 ± 45,4 

Controle (6-OHDA) 200,3 ± 10,4 a 275,2 ± 30,9 a 394,3 ± 33,4 

CAF 10 7d 298,4 ± 33,9 a,b 367,5 ± 40,3 a  351,3 ± 39,7 a 

CAF 20 7d 296,7 ± 28,5 a,b 563,5 ± 50,6a,b,c 457,7 ± 58,6 

CAF 10 14 d 277,3 ± 20,7 a 295,1 ± 31,5 a,d 340,4 ± 27,4 a 

CAF 20 14 d 278,5 ± 23,8 a  421,5 ± 17,0 a,b,d,e 460,3 ± 53,5 

Nota: A cafeína (10 e 20 mg/kg, i.p.) foi administrada 1h após a lesão com 6-OHDA e depois 
diariamente durante 14 dias ou diariamente durante 7 dias. Neste protocolo o tratamento foi 
iniciado 6 dias após a lesão com 6-OHDA (Protocolo 1). Os controles foram tratados com 
salina 0,9%. Duas semanas após a lesão com 6-OHDA, os animais foram sacrificados e o 
corpo estriado utilizado para determinação de monoaminas (ng/mg de tecido) em HPLC-EC. 
Os resultados são expressos como média ± EPM do número de experimentos (6-8). a vs Falso 
operado, b vs Controle (6-OHDA), c vs Cafeína 10 7 dias, d vs Cafeína 20 7 dias e e vs 
Cafeína 10 14 dias, respectivamente, com p<0,05 (ANOVA e Student-Newman-Keuls). 
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Figura 15 - Efeito do CSC (8-(3-chlorostyryl caffeine) nas concentrações de DA, DOPA e 
HVA em estriado de ratos lesionados com 6-OHDA (ng/mg de tecido) 
Nota: Os resultados são expressos como média ± EPM do número de experimentos (8-10). a 
vs Falso operado, b vs Controle (6-OHDA), c vs CSC 1, respectivamente, com p<0,05 
(ANOVA e Teste de Tukey post hoc). 
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Figura 16 - Efeito do CSC (8-(3-chlorostyryl caffeine) nas concentrações de NA, 5-HT e 
5-HIAA em estriado de ratos lesionados com 6-OHDA (ng/mg de tecido) 
Nota: Os resultados são expressos como média ± EPM do número de experimentos (8-10). a 
vs Falso operado, b vs Controle (6-OHDA), c vs CSC 1, respectivamente, com p<0,05 
(ANOVA e Teste de Tukey post hoc). 
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Tabela 4 - Efeitos do CSC (8-(3-chlorostyryl)caffeine) sozinho ou associado com L-DOPA 

e da L-DOPA sozinha nas concentrações de dopamina e seus metabólitos (DOPAC e 

HVA) em corpo estriado de ratos lesionados com 6-OHDA  

Grupos DA DOPAC HVA 

Falso operado 2631,0±171,9 1405,0±108,8 429,0±34,5 

Controle (6-OHDA) 565,9±32,5 a 373,2±41,1 a 167,9±18,1 a 

CSC 1mg 1031,0±41,2 a,b 610,6±42,8 a 261,5±20,4 a 

CSC 1mg +  

L-DOPA 50mg 

2129,0±102,0 ab,c,d 1320,0±136,2 b,c,d 430,7±35,9 b,c 

L-DOPA 50mg 1243,0±112,0 a,b,e 664,7±66,1 a,b,e 245,0±29,1 a,e 

Nota: O CSC (1e 5 mg/kg, i.p.) sozinho ou associado com L-DOPA (CSC 1 mg/kg, i.p. + L-
DOPA 50mg/kg + Benzerazida 12,5mg/kg, i.p.), e a L-DOPA (L-DOPA 50mg/kg + 
Benzerazida 12,5mg/kg, i.p.) foram administrados diariamente durante 7 dias (iniciando seis 
dias após a lesão com 6-OHDA e continuando diariamente durante 7 dias (Protocolo 2)). Os 
controles foram tratados com salina 0,9%. Duas semanas após a lesão com 6-OHDA, os 
animais foram sacrificados e o corpo estriado utilizado para determinação das monoaminas 
(ng/mg de tecido) em HPLC-EC. Os resultados são expressos como média ± EPM do número 
de experimentos (6-8). a vs Falso operado, b vs Controle (6-OHDA), c vs CSC 1, d vs CSC 5 
e e vs CSC 1 + L-DOPA, respectivamente, com p<0,05 (ANOVA e teste de Tukey como teste 
post hoc). 
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Tabela 5 - Efeitos do CSC (8-(3-chlorostyryl)caffeine) sozinho ou associado com L-DOPA 

e da L-DOPA sozinha nas concentrações de NA, 5-HT e 5-HIAA em corpo estriado de 

ratos lesionados com 6-OHDA  

Grupos NA 5HT 5-HIAA 

Falso operado 420,6±44,7(6) 704,6±29,3(6)  532,0±45,4(6) 

Controle (6-OHDA) 210,3±15,7(10) a 378,4±34,5(10) a 394,3±33,4(10)

CSC 1mg 257,8±25,8 (8) a 494,6±38(7) a 397,1±32(7) 

CSC 1mg + 

L-DOPA 50mg 

390,8±18,6(7) b,c 586,8±32,9 (7) b  448,68±51,5(6)

L-DOPA 50mg 222,3±16,7 (7) a,e  420,6±24,1 (7) a,d,e 398,4±37,5 (6) 

Nota: O CSC (1e 5 mg/kg, i.p.) sozinho ou associado com L-DOPA (CSC 1 mg/kg, i.p. + L-
DOPA 50mg/kg + Benzerazida 12,5mg/kg, i.p.), e a L-DOPA (L-DOPA 50mg/kg + 
Benzerazida 12,5mg/kg, i.p.) foram administrados diariamente durante 7 dias (iniciando seis 
dias após a lesão com 6-OHDA e continuando diariamente durante 7 dias (Protocolo 2)). Os 
controles foram tratados com salina 0,9%. Duas semanas após a lesão com 6-OHDA, os 
animais foram sacrificados e o corpo estriado utilizado para determinação das monoaminas 
(ng/mg de tecido) em HPLC-EC. Os resultados são expressos como média ± EPM do número 
de experimentos (6-8). a vs Falso operado, b vs Controle (6-OHDA), c vs CSC 1, d vs CSC 5 
e e vs CSC 1 + L-DOPA, respectivamente, com p<0,05 (ANOVA e teste de Tukey como teste 
post hoc). 
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3 Determinação das concentrações de GABA e Glutamato em corpo estriado de ratos 

com lesão por 6-OHDA, tratados com cafeína ou CSC, sozinho ou associado a L-DOPA 

 

 

A Tabela 6 mostra que a lesão estriatal por 6-OHDA aumentou as concentrações 

de GABA (57,8 ± 6,9 μmol/g de tecido) e glutamato (96,4 ± 4,7 μmol/g de tecido) cerca de 3 

e 3,8 vezes, respectivamente, quando comparado com o grupo falso operado (GABA: 19,3 ± 

1,9; GLU: 25,4 ± 2,6 μmol/g de tecido).  

 

O tratamento de 7 dias com cafeína não alterou o aumento dos conteúdos de 

GABA e glutamato induzido por 6-OHDA, exceto na dose de 20 mg/kg, onde foi observada 

uma redução da concentração de glutamato em cerca de 23% (CAF 10- GABA: 64,0 ± 6,8; 

GLU: 92,3 ± 10,0; CAF 20- GABA: 55,5 ± 6,2; GLU: 74,0 ± 7,8 μmol/g de tecido), quando 

comparado ao grupo controle (lesionado com 6-OHDA e tratado com salina 0,9 %).  

 

A Tabela 7 mostra que o tratamento com CSC (1 e 5 mg/kg) reduziu as alterações 

nos conteúdos de GABA e glutamato provocadas pela 6-OHDA (CSC1- GABA: 44,3±16,0; 

GLU: 72,4±6,0; CSC 5- GABA: 25,5±3,9; GLU: 57,1±4,9 μmol/g de tecido), quando 

comparado ao grupo controle (lesionado com 6-OHDA e tratado com salina 0,9 %).  

 

Esses resultados indicam uma recuperação parcial, mas significativa, dos efeitos 

da neurotoxina após tratamento com CSC. Os efeitos da lesão com 6-OHDA nos conteúdos 

de GABA e glutamato não foram revertidos com o tratamento com L-DOPA 50 mg/kg (L-

DOPA 50 + Benz 12,5). Entretanto, foi observada uma potencialização dos efeitos do CSC 

nos animais lesionados com 6-OHDA quando administrada em associação com a L-DOPA 

(CSC 1 mg/kg, i.p. + L-DOPA 50mg/kg + Benzerazida 12,5mg/kg, i.p.).  
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Tabela 6 - Efeitos da cafeína nas concentrações de Glutamato e GABA no corpo estriado 

de ratos lesionados com 6-OHDA  

Grupos Glutamato GABA 

Falso operado 25,4±2,6 19,3±1,9 

Controle (6-OHDA) 96,4±4,7 a 57,8±6,9 a 

CAF 10 7d 92,3±10,0 a 64,0±6,8 a 

CAF 20 7d 74,0±7,8 a,b 55,5±6,2 a 

Nota: A cafeína (10 e 20 mg/kg, i.p.) foi administrada 1h após a lesão com 6-OHDA e depois 
diariamente durante 7 dias. O tratamento foi iniciado 6 dias após a lesão com 6-OHDA. Os 
controles foram tratados com salina 0,9%. Duas semanas após a lesão com 6-OHDA, os 
animais foram sacrificados e o corpo estriado utilizado para determinação dos aminoácidos 
GABA e glutamato (μmol/g de tecido) em HPLC. Os resultados são expressos como média ± 
EPM do número de experimentos (7-8). a vs Falso operado, b vs Controle (6-OHDA), 
respectivamente, com p<0,05 (ANOVA e teste de Tukey como teste post hoc). 
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Tabela 7 - Efeitos do CSC (8-(3-chlorostyryl)caffeine) sozinho ou associado com L-DOPA 

e da L-DOPA sozinha nas concentrações de Glutamato e GABA no corpo estriado de 

ratos lesionados com 6-OHDA  

Grupos Glutamato GABA 

Falso operado 25,4±2,6 19,3±1,9 

Controle (6-OHDA) 96,4±4,7 a 57,8±6,9 a 

CSC 1mg 72,4±6,0 a,b 44,3±6,0 a,b 

CSC 5 mg 57,1±4,9 a,b,c 25,5±3,9 b,c 

CSC 1mg + L-DOPA 50mg 56,0±3,5 a,b,c 37,1±3,1 a,b,d 

L-DOPA 50mg 85,3±6,7 a,d,e 51,0±2,7 a,d,e 

Nota: Efeito do CSC (nas doses de 1 e 5 mg/kg, i.p. diariamente durante 7 dias. O tratamento 
foi iniciado 6 dias após a lesão com 6-OHDA) sozinho ou associado com L-DOPA (CSC 1 
mg/kg, i.p. + L-DOPA 50mg/kg + Benzerazida 12,5 mg/kg, i.p.) e da L-DOPA (L-DOPA 
50mg/kg + Benzerazida 12,5 mg/kg, i.p.) nos níveis de GABA e glutamato. Os controles 
foram tratados com salina 0,9%. Duas semanas após a lesão com 6-OHDA, os animais foram 
sacrificados e o corpo estriado utilizado para determinação dos aminoácidos (μmol/g de 
tecido) em HPLC. Os resultados são expressos como média ± EPM do número de 
experimentos (7-8). a vs Falso operado, b vs Controle (6-OHDA), c vs CSC 1, d vs CSC 5, e 
vs CSC 1 + L-DOPA, e vs L-DOPA 50, respectivamente, com p<0,05 (ANOVA e teste de 
Tukey como teste post hoc). 
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4 Efeitos da cafeína ou do CSC nos receptores D1 e D2-símile (BMAX e Kd) em corpo 

estriado de ratos lesionados com 6-OHDA 

 

 

A Tabela 8 mostra uma redução significativa de cerca de 46 % na ligação do 

[3H]-SCH 23390 no lado ipsilateral do grupo controle quando comparado ao grupo falso 

operado (Falso operado: 324,5 ± 24,3; Controle (6-OHDA): 175,2 ± 8,4 fmol/mg de proteína), 

enquanto a constante de dissociação (Kd) aumentou cerca de 3 vezes no grupo Controle 

quando comparado ao grupo falso operado (FO: 1,0 ± 0,19; Controle (6-OHDA): 2,7 ± 0,24 

nM), mostrando que a neurotoxina 6-OHDA promoveu uma redução significativa da 

afinidade dos receptores D1-símile. Os resultados da Tabela 8 mostram ainda que a lesão 

intraestriatal com 6-OHDA promoveu uma up-regulation dos receptores D2-símile, com um 

aumento na ligação do ligante [3H]-espiroperidol aos receptores D2 em torno de 60% duas 

semanas após a lesão (FO:230,0 ± 24,8; Controle (6-OHDA): 369,8 ± 24,3 fmol/mg de 

proteína), enquanto o Kd aumentou cerca de duas vezes quando comparado ao grupo falso 

operado (FO:1,3 ± 0,22; Controle (6-OHDA): 2,6 ± 0,27 nM). 

 

No grupo lesionado e tratado com cafeína (10 mg/kg, 7dias) ocorreu uma redução 

apenas de 32 % no Bmax dos receptores D1-símile (FO: 324,5 ± 24,3; CAF10: 221,6 ± 14,7 

fmol/mg de proteína), enquanto o Kd aumentou cerca de 60 % quando comparado ao grupo 

falso operado (FO:1,0 ± 0,19; CAF10: 1,5 ± 0,23 nM). Com relação aos receptores D2-símile, 

no grupo tratado com cafeína ocorreu um aumento em torno de 38 % na densidade desses 

receptores quando comparados ao grupo falso operado (FO: 230,0 ± 24,8; CAF10: 317,7 ± 

32,0 fmol/mg de proteína), enquanto o Kd aumentou cerca de 60 % quando comparado ao 

grupo falso operado (FO: 1,3 ± 0,22; CAF10: 1,6 ± 0,25 nM). 

 

No grupo lesionado e tratado com CSC (1 mg/kg) não foram observadas 

alterações significativas no Bmax (FO: 324,5 ± 24,3; CSC1: 207,4 ± 20 fmol/mg de proteína) 

e no Kd (Falso operado:1,0 ± 0,19; CSC1: 2,9 ± 0,38 nM) dos receptores D1-símile, quando 

comparado ao grupo falso operado. Com relação aos receptores D2-símile, no grupo tratado 

com CSC não foi observada nenhuma alteração na densidade desses receptores quando 

comparados ao grupo falso operado (FO: 230,0 ± 24,8; CSC1: 285,3 ± 29,0 fmol/mg de 
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proteína), enquanto o Kd diminuiu cerca de 46 % quando comparado ao grupo controle 

(Controle (6-OHDA): 2,6 ± 0,27; CSC1: 1,4 ± 0,17 nM). 
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Tabela 8 - Efeitos da cafeína ou do CSC (8-(3-chlorostyryl caffeine) no binding de 

receptores D1 e D2-símile (Bmax e Kd) em corpo estriado de ratos lesionados com 6-

OHDA 

 D1 D2 

Grupos Bmax 
(fmol/mg 

de proteína) 

Kd 
(nM) 

Bmax 
(fmol/mg 

de proteína) 

Kd 
(nM) 

Falso operado 324,5±24,3 1,0±0,19 230,0±24,8 1,3±0,22 

Controle (6-OHDA) 175,2±8,4a 2,7±0,24 a 369,8±24,3 a  2,6±0,27 a 

CAF 10 221,6±14,7 a 1,6±0,23 b 317,7±32,0  1,6±0,25 b 

CSC 1 207,4±20,0 a 2,9±0,38 a 285,3±29,0  1,4±0,17 b 

Nota: Efeito da cafeína ou do CSC (10 mg/kg, i.p. e 1 mg/kg, i.p., respectivamente, 
administrados diariamente durante 7 dias. O tratamento foi iniciado 6 dias após a lesão com 6-
OHDA) nos receptores D1 e D2-símile (Bmax e Kd). Os controles foram tratados com salina 
0,9%. Duas semanas após a lesão com 6-OHDA, os animais foram sacrificados e o corpo 
estriado utilizado para determinação da densidade dos receptores dopaminérgicos D1 e D2-
símile. Os valores de Bmax e Kd são expressos em fentomoles/mg de proteína enquanto 
aqueles de Kd em nM e apresentados como média ± EPM do número de experimentos (6-8). a 
vs falso operado, b vs Controle (6-OHDA), respectivamente, com p<0,05 (ANOVA e teste de 
Tukey como teste post hoc). 
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5 Efeitos da cafeína ou do CSC no binding de receptores Gabaérgicos ([3H]-GABA) e 

receptores Glutamatérgicos ([3H]-Glutamato) no corpo estriado de ratos lesionados com 

6-OHDA.  

 

 

A Tabela 9 mostra uma redução significativa em torno de 46 % e 40 % na ligação 

do [3H]-GABA e do [3H]-glutamato, respectivamente no lado ipsilateral dos animais 

lesionados com 6-OHDA quando comparados ao grupo falso operado ([3H]-GABA: FO: 

316,5 ± 29,3; Controle (6-OHDA): 172,1 ± 18,4 e [3H]-glutamato: FO: 2093,0 ± 296,5; 

Controle (6-OHDA): 1244,0 ± 89,7 fmol/mg de proteína). 

 

O tratamento com cafeína na dose de 10 mg/kg (7 dias) não promoveu nenhuma 

alteração significativa sobre a ligação dos receptores GABAérgicos e glutamatérgicos aos 

seus respectivos ligantes radioativos, cujos valores permaceceram próximos àqueles 

observados no grupo controle ([3H]-GABA: CAF10: 174,2 ± 14,5; Controle (6-OHDA): 

172,1 ± 18,4 e [3H]-glutamato: CAF10: 1558,0 ± 182,1; Controle (6-OHDA): 1244,0 ± 89,7 

fmol/mg de proteína). 

 

O tratamento com CSC na dose de 1 mg/kg reduziu em apenas 18 % e 13 % a 

ligação dos receptores GABAérgicos e glutamatérgicos aos seus respectivos ligantes 

radioativos, no lado ipsilateral dos animais lesionados com 6-OHDA, quando comparados ao 

grupo falso operado ([3H]-GABA: FO: 316,5 ± 29,3; [3H]-GABA: CSC1: 259,2±18,0 e [3H]-

glutamato: FO: 2093,0 ± 296,5; CSC1: 1809,0±173,4 fmol/mg de proteína). 
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Tabela 9 - Efeitos da cafeína ou do CSC (8-(3-chlorostyryl caffeine) no binding de 

receptores GABAérgicos ([3H]-GABA) e receptores glutamatérgicos ([3H]-glutamato) no 

corpo estriado de ratos lesionados com 6-OHDA  

Grupos [3H]- GABA 
(fmol/mg de proteína) 

[3H]- glutamato 
(fmol/mg de proteína) 

Falso operado 316,5±29,3 (7) 2093,0±296,5(6) 

Controle (6-OHDA) 172,1±18,4 (6)a 1244,0±89,7 (7) a  

CAF 10 174,2±14,5 (6)  1558,0±182,1 (8) 

CSC 1 259,2±18,0 (7) b 1809,0±173,4 (8) 

Nota: Os animais foram tratados com cafeína ou CSC (10 mg/kg, i.p. e 1 mg/kg, i.p., 
respectivamente, diariamente durante 7 dias. O tratamento foi iniciado 6 dias após a lesão 
com 6-OHDA). Duas semanas após a lesão com 6-OHDA, os animais foram sacrificados e o 
corpo estriado utilizado para determinação da densidade dos receptores GABA e glutamato. 
Para a determinação dos receptores GABA e glutamato foram utilizados os antagonistas 
tritiados [3H]-GABA e [3H]-glutamato, respectivamente. Os resultados são expressos em 
fentomoles/mg de proteína e apresentados como média ± EPM do número de animais 
mostrados am parênteses. a vs falso operado, b vs Controle (6-OHDA), respectivamente, com 
p<0,05 (ANOVA e teste de Tukey como teste post hoc). 
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6 Determinação da viabilidade celular em cultura de células mesencefálicas de ratos 

expostas a 6-OHDA antes e após exposição à cafeína ou ao CSC 

 

 

Para avaliação da viabilidade celular em cultura de células mesencefálicas de ratos 

foi utilizado o teste do MTT ([3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium) para 

determinar a neurotoxiciade induzida pela 6-OHDA e as alterações causadas pela cafeína ou o 

CSC. 

 

Os resultados do teste do MTT mostraram que a exposição das células 

mesencefálicas a 10 μg/ml de 6-OHDA causou uma redução de 34 % na viabilidade celular, 

quando comparado aos controles (MTT em absorbância 595 nm, controles: 0,4223 ± 0,0476; 

6-OHDA: 0,2808 ± 0,0360). A cafeína sozinha, utilizada nas concentrações 5 e 10 μg/ml, não 

alterou a viabilidade celular, nas células expostas a 6-OHDA houve bloqueio da 

citotoxicidade induzida pela 6-OHDA, e os valores da redução do MTT foram próximos aos 

do controle (na ausência de 6-OHDA) (Figura 17). 

 

O CSC sozinho, utilizado nas concentrações 0,1; 1 e 5 μg/ml, não apresentou 

nenhum efeito tóxico per se, mas reverteu significativamente a drástica redução da viabilidade 

celular após a exposição a 6-OHDA (Controle: 0,407 ± 0,019; 6-OHDA: 0,220 ± 0,017; CSC 

0,1 + 6-OHDA: 0,323 ± 0,014; CSC 1 + 6-OHDA: 0,352 ± 0,031 μM; CSC 5 + 6-OHDA: 

0,362 ± 0,038 μM (Figura 18). 
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Figura 17 - Efeito da cafeína na toxicidade induzida por 6-OHDA, em células 
mesencefálicas de ratos 
Nota: Após quatro dias de cultura, CAF (5 e 10 μg/ml) foi adicionada as células, 3 h antes da 
6-OHDA (10 μg/ml). A neurotoxicidade foi determinada através do método do MTT, a e b vs 
controle e 6-OHDA, respectivamente, com p<0,05 (ANOVA e teste de Tukey ). 
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Figura 18 - Efeito do CSC (8-(3-chlorostyryl caffeine) na toxicidade induzida por 6-
OHDA, em células mesencefálicas de ratos 
Nota: Após 4 dias de cultura, o CSC (0,1 a 5 μg/ml) foi adicionado às células mesencefálicas 
de rato, 3 h antes da 6-OHDA (10 μg/ml). A viabilidade celular foi avaliada através do teste 
do MTT, adicionado a cultura 24 h após a incubação com 6-OHDA sozinha ou na presença do 
CSC. Os experimentos foram realizados em triplicatas em três dias diferentes. a vs Controle, 
b vs 6-OHDA; com p<0,05 (ANOVA e Teste de Tukey post hoc). 
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7 Determinação da concentração de nitrito/nitrato em cultura de células mesencefálicas 

de ratos expostas a 6-OHDA na ausência ou na presença de cafeína ou CSC 

 

 

Para avaliação da concentração de nitrito/nitrato em cultura de células 

mesencefálicas foi utilizado o método de Green et al. (1981) com a finalidade de determinar a 

neurotoxiciade induzida pela 6-OHDA (10 μg/ml) com relação ao estresse oxidativo e a 

geração de espécies reativas do nitrogênio e as alterações causadas pela cafeína ou o CSC. 
 

Em células normais, a concentração de nitrito/nitrato é geralmente muito baixa. 

No entanto, na presença de estresse oxidativo como ocorre com a exposição das células 

mesencefálicas a 6-OHDA, a concentração de nitrito/nitrato aumenta. Nossos resultados 

mostraram que a exposição das células a 6-OHDA (10 μg/ml) causou um aumento na 

formação de nitrito/nitrato de duas vezes, quando comparado ao controle (Controle: 0,99 ± 

0,04; 6-OHDA: 2,01 ± 0,1 μM).  

 

Enquanto a cafeína (nas doses 0,1; 1 e 5 μg/ml) per se não apresentou efeito na 

formação de nitrito/nitrato, nas células expostas a 6-OHDA houve bloqueio do aumento dos 

concentração de nitrito/nitrato induzida pela 6-OHDA, e os valores da redução na formação 

de nitrito/nitrato foram próximos aos do controle (na ausência de 6-OHDA) (CAF 0,1 + 6-

OHDA: 1,08 ± 0,05 μM; CAF 1 + 6-OHDA: 0,73 ± 0,05 μM; CAF 5 + 6-OHDA: 0,79 ± 0,15 

μM) (Figura 19). 

 

O CSC (nas doses 0,1; 1 e 5 μg/ml) per se não apresentou efeito na formação de 

nitrito/nitrato, porém, nas células expostas a 6-OHDA houve bloqueio do aumento dos níveis 

de nitrito/nitrato induzida pela 6-OHDA, e os valores da redução na formação de 

nitrito/nitrato foram próximos aos do controle (na ausência de 6-OHDA) (CSC 0,1 + 6-

OHDA: 0,54 ± 0,05 μM; CSC 1 + 6-OHDA: 0,50 ± 0,03 μM; CSC 5 + 6-OHDA: 0,53 ± 0,09 

μM) (Figura 20). 
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Figura 19 - Efeito da cafeína sobre as concentrações de nitrito/nitrato em células 
mesencefálicas de rato após a exposição a 6-OHDA 
Nota: Após 4 dias de cultura, a cafeína (0,1; 1,0 e 5,0 μg/ml) foi adicionada às células 
mesencefálicas de rato, 3 h antes da 6-OHDA (10 μg/ml). A concentração de nitrito, utilizada 
como indicador da formação de radicais livres, foi medida utilizando o reagente de Griess na 
cultura de células 24 h após a incubação com 6-OHDA sozinho ou na presença da cafeína. Os 
experimentos foram realizados em triplicatas em três dias diferentes. a vs Controle, b vs 6-
OHDA; com p<0,05 (ANOVA e Teste de Tukey post hoc). 
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Figura 20 - Efeito do CSC (8-(3-chlorostyryl caffeine) sobre as concentrações de nitrito 
em células mesencefálicas de rato após a exposição a 6-OHDA 
Nota: Após 4 dias de cultura, o CSC (0,1; 1,0 e 5,0 μg/ml) foi adicionado às células 
mesencefálicas de rato, 3 h antes da 6-OHDA (10 μg/ml). A concentração de nitrito, utilizada 
como indicador da formação de radicais livres, foi medida utilizando o reagente de Griess na 
cultura de células 24 h após a incubação com 6-OHDA sozinho ou na presença do CSC. Os 
experimentos foram realizados em triplicatas em três dias diferentes. a vs Controle, b vs 6-
OHDA; com p<0,05 (ANOVA e Teste de Tukey post hoc). 
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8 Determinação da concentração de nitrito em corpo estriado de ratos com lesão por 6-

OHDA tratados com CSC (ex vivo) 

 

 

Os conteúdos de nitrito, que são usados como marcadores da formação de radicais 

livres, foram significativamente aumentados (cerca de 2,7 vezes) no estriado ipsilateral dos 

animais controles (lesionados com 6-OHDA e tratados com salina 0,9 %), quando 

comparados ao grupo falso operado (Controle (n-8): 6,9±0,35; FO (n-8): 2,55±0,28 μM).  

 

O tratamento com CSC nas doses de 1 e 5 mg/kg, promoveu uma reversão quase 

total desses efeitos, onde a concentração de nitrito retornou a valores próximos àqueles 

observados no grupo falso operado (sem nenhuma diferença significativa entre os grupos 

tratados com CSC e o grupo falso operado) (FO (n-8): 2,55±0,28; CSC1: 3,15±0,3 e CSC5: 

2,1±0,26 μM) (Figura 21). 
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Figura 21 - Efeito do CSC (8-(3-chlorostyryl caffeine) na formação de nitrito em estriado 
ipsilateral de ratos lesionados com 6-OHDA (12 μg/μl) 
Nota: Os animais receberam CSC (1 e 5 mg/kg, i.p., iniciando seis dias após a lesão com 6-
OHDA e continuando diariamente durante 7 dias (Protocolo 2)) Os controles foram tratados 
com salina 0,9%. Os resultados são expressos como média ± EPM do número de 
experimentos (8). * vs Controle (6-OHDA), com p<0,05 (ANOVA e Teste de Tukey post 
hoc). 
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9 Determinação dos efeitos da cafeína ou do CSC na peroxidação lipídica em cultura de 

células mesencefálicas de ratos expostas a 6-OHDA.  

 

 

A peroxidação lipídica em cultura de células mesencefálicas foi avaliada através 

da determinação de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) com a finalidade de 

determinar a neurotoxiciade induzida pela 6-OHDA com relação ao estresse oxidativo e a 

geração de radicais livres e as alterações causadas após exposição das células a associação 

cafeína + 6-OHDA ou CSC + 6-OHDA. 

 

Os resultados do teste do TBARS mostraram que a exposição das células 

dopaminérgicas a 6-OHDA (10 μg/ml) causou um aumento de 2,1 vezes na peroxidação 

lipídica, quando comparado aos controles (TBARS a 532 nm, Controles: 1,12 ± 0,05; 6-

OHDA: 2,38 ± 0,11). Enquanto nas células expostas a cafeína sozinha utilizada na dose de 5 

μg/ml a peroxidação lipídica foi tão reduzida quanto nos controles, nas células expostas a 6-

OHDA e tratadas com cafeína houve bloqueio da citotoxicidade induzida pela 6-OHDA, e os 

valores da redução da peroxidação lipídica foram próximos aos do controle (na ausência de 6-

OHDA) (TBARS a 532 nm, CAF 5: 0,64 ± 0,10; CAF 5 + 6-OHDA: 0,91 ± 0,15) (Figura 

22). 

 

Nas células expostas ao CSC sozinho utilizado na dose de 5 μg/ml a peroxidação 

lipídica foi reduzida quanto comparada ao controle, nas células expostas a 6-OHDA e tratadas 

com CSC houve bloqueio da citotoxicidade induzida pela 6-OHDA, e os valores da redução 

da peroxidação lipídica foram próximos aos dos controles (na ausência de 6-OHDA) (TBARS 

a 532 nm, CSC 5: 0,58 ± 0,11; CSC 5 + 6-OHDA: 1,9 ± 0,12) (Figura 23). 
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Figura 22 - Efeito da cafeína sobre a peroxidação lipídica nas células após exposição a 6-
OHDA 
Nota: As concentrações de TBARS foram determinadas na cultura de células 24 h após a 
incubação com 6-OHDA (10 μg/ml) sozinho ou na presença da cafeína (5 μg/ml). Os 
experimentos foram realizados em triplicatas em três dias diferentes. a vs Controle, b vs 6-
OHDA; com p<0,05 (ANOVA e Teste de Tukey post hoc). 
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Figura 23 - Efeito do CSC (8-(3-chlorostyryl caffeine) sobre a peroxidação lipídica nas 
células após exposição a 6-OHDA 
Nota: As concentrações de TBARS foram determinadas na cultura de células 24 h após a 
incubação com 6-OHDA (10 μg/ml) sozinho ou na presença do CSC (5 μg/ml). Os 
experimentos foram realizados em triplicatas em três dias diferentes. a vs Controle, b vs 6-
OHDA; com p<0,05 (ANOVA e Teste de Tukey post hoc). 
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10 Determinação da peroxidação lipídica em corpo estriado de ratos com lesão por 6-

OHDA, tratados com CSC (ex vivo). 

 

 

Os resultados apresentados na Figura 24 mostram um aumento de 2,8 vezes do 

conteúdo de TBARS no estriado ipsilateral dos ratos lesionados com 6-OHDA (12 μg/μl) e 

tratados com salina 0,9 % (Controles), determinado a partir do aumento dos valores das 

absorbâncias quando comparadas aquelas obtidas do estriado ipsilateral do grupo Falso 

operado [Falso operado (n-8): 0,7838±0,069; Controle (n-8): 2,136±0,121 nM].  

 

Esses efeitos foram parcialmente, mas significativamente recuperados nos grupos 

lesionados com 6-OHDA e tratados com CSC nas doses de 1 e 5 mg/kg, quando comparados 

ao grupo falso operado. [Falso operado (n-8): 0,7838±0,069; CSC1: 1,141±0,072 e CSC5: 

1,303±0,13 nM] (Figura 24). 
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Figura 24 - Efeito do CSC (8-(3-chlorostyryl caffeine) sobre a peroxidação lipídica em 
estriado de ratos lesionados com 6-OHDA (12 μg/μl) 
Nota: Os animais receberam CSC (1 e 5 mg/kg, i.p., iniciando seis dias após a lesão com 6-
OHDA e continuando diariamente durante 7 dias (Protocolo 2)) Os controles foram tratados 
com salina 0,9%. Os resultados são expressos como média ± EPM do número de 
experimentos (8). a vs Controle (6-OHDA); b vs Falso operado, com p<0,05 (ANOVA e 
Teste de Tukey post hoc). 
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11 Determinação dos efeitos da cafeína ou do CSC na morte celular por apoptose em 

cultura de células mesencefálicas de ratos expostas a 6-OHDA  

 

 

A exposição a 6-OHDA (10 μg/ml) reduziu em 30 % o número de células 

normais, enquanto o número de células apoptóticas aumentou em 61 %, quando comparadas 

aos controles. A cafeína (10 µg/ml) sozinha não alterou o número de células normais, 

apoptóticas ou necróticas, e reverteu parcialmente a citotoxicidade induzida por 6-OHDA. 

 

Os resultados mostram que na associação da cafeína com 6-OHDA, a cafeína 

recuperou significativamente o número de células viáveis e apoptóticas, quando comparado as 

células expostas a 6-OHDA sozinha (Controle – células normais: 90,3%, apoptóticas: 6%, 

necróticas: 3,7%; 6-OHDA – células normais: 29,4%, apoptóticas: 60,9%, necróticas: 9.7%; 

CAF 10 + 6-OHDA – células normais: 69,1%, apoptóticas: 18,7%, necróticas: 12,2%) 

(Figura 25).  

 

Na associação do CSC com 6-OHDA, o CSC (5 µg/ml) recuperou 

significativamente o número de células viáveis e reduziu o número de células apoptóticas, 

quando comparado as células expostas a 6-OHDA sozinha (Controle – células normais: 

90,3%, apoptóticas: 6%, necróticas: 3,7%; 6-OHDA – células normais: 29,4%, apoptóticas: 

60,9%, necróticas: 9.7%; CSC5 + 6-OHDA – células normais: 79,5%, apoptóticas: 16,1%, 

necróticas: 4,4%) (Figura 26).  
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Figura 25 - Efeito da cafeína na morte celular por apoptose em cultura de células 
mesencefálicas expostas a 6-OHDA 
Nota: A apoptose ou a necrose foram determinadas através da coloração pela laranja de 
acridina / brometo de etídio em cultura de células 24 h após a incubação com 6-OHDA (10 
μg/ml) sozinha ou na presença da cafeína (10 μg/ml). Os experimentos foram realizados em 
triplicatas em três dias diferentes. a vs Controle, b vs 6-OHDA; com p<0,05 (ANOVA e Teste 
de Tukey post hoc). 
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Figura 26 - Efeito do CSC (8-(3-chlorostyryl caffeine) na morte celular por apoptose em 
cultura de células mesencefálicas expostas a 6-OHDA 
Nota: A apoptose ou a necrose foram determinadas em cultura de células 24 h após a 
incubação com 6-OHDA (10 μg/ml) sozinha ou na presença do CSC (5 μg/ml). Os 
experimentos foram realizados em triplicatas em três dias diferentes. a vs Controle, b vs 6-
OHDA; com p<0,05 (ANOVA e Teste de Tukey post hoc). 
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12 Determinação dos efeitos da cafeína ou do CSC sobre a percentagem de células OX-

42 e GFAP positivas em cultura de células mesencefálicas de ratos expostas a 6-OHDA  

 

 

Nos controles, menos de 40 % das células em cultura foram coradas pelo OX-42, 

indicando a presença de microglias ativadas. Foi observado um pequeno aumento na 

percentagem de microglias ativadas após a exposição das células a 6-OHDA (10 μg/ml). No 

entanto, um número significativamente menor de microglias ativadas foi observado após a 

exposição à cafeína + 6-OHDA (Figura 27). Nenhuma alteração significativa foi observada 

nas células expostas ao CSC + 6-OHDA (Figura 29). 

 

Um pequeno número de células coradas com GFAP foi observado nos controles, e 

esse número foi significativamente aumentado após a exposição das células a 6-OHDA (10 

μg/ml), onde uma parte da população celular foi imunoreativa aos astrócitos. A cafeína (10 

μg/ml) reduziu a percentagem de astrócitos reativos aumentados pela 6-OHDA, e os valores 

obtidos foram similares aqueles dos controles (Figura 28). O CSC (5 μg/ml) não alterou a 

percentagem de astrócitos reativos aumentados pela 6-OHDA, na cultura de células (Figura 

30). 
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Figura 27 - Efeito da cafeína sobre a percentagem de células OX-42 positivas em cultura 
de células mesencefálicas de ratos expostas a 6-OHDA 
Nota: As células imunoreativas foram determinadas na cultura de células 24 h após a 
incubação com 6-OHDA (10 μg/ml) sozinho ou na presença da cafeína (10 μg/ml). Os 
experimentos foram realizados em triplicatas em três dias diferentes. a vs Controle, com 
p<0,05 (ANOVA e Teste de Tukey post hoc). 
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Figura 28 - Efeitos da cafeína sobre a percentagem de células GFAP positivas em 
cultura de células mesencefálicas de ratos expostas a 6-OHDA 
Nota: As células imunoreativas foram determinadas na cultura de células 24 h após a 
incubação com 6-OHDA (10 μg/ml) sozinha ou na presença da cafeína (10 μg/ml). Os 
experimentos foram realizados em triplicatas em três dias diferentes. a vs Controle, b vs 6-
OHDA; com p<0,05 (ANOVA e Teste de Tukey post hoc). 
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Figura 29 - Efeitos do CSC (8-(3-chlorostyryl caffeine) sobre a percentagem de células 
OX-42 positivas em cultura de células mesencefálicas de ratos expostas a 6-OHDA 
Nota: As células imunoreativas foram determinadas na cultura de células 24 h após a 
incubação com 6-OHDA (10 μg/ml) sozinho ou na presença do CSC (5 μg/ml). Os 
experimentos foram realizados em triplicatas em três dias diferentes. (ANOVA e Teste de 
Tukey post hoc). 
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Figura 30 - Efeitos do CSC (8-(3-chlorostyryl caffeine) sobre a percentagem de células 
GFAP positivas em cultura de células mesencefálicas de ratos expostas a 6-OHDA 
Nota: As células imunoreativas foram determinadas na cultura de células 24 h após a 
incubação com 6-OHDA (10 μg/ml) sozinha ou na presença do CSC (5 μg/ml). Os 
experimentos foram realizados em triplicatas em três dias diferentes. a vs Controle, com 
p<0,05 (ANOVA e Teste de Tukey post hoc). 
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VI DISCUSSÃO 

 

 

Os receptores da adenosina A2A tem atraído uma considerável atenção devido a 

sua interação com o sistema dopaminérgico, e também por ser um alvo em potencial para a 

farmacoterapia da doença de Parkinson (FERRE et al., 2001; WARDAS, 2002). Estudos post-

mortem (CALLON et al., 2004) mostraram um aumento dos receptores A2A no cérebro de 

pacientes com doença de Parkinson que apresentavam discinesia, enquanto estudos utilizando 

modelos experimentais da doença de Parkinson (GRONDIN et al., 1999; KANDA et al., 

2000) sugerem que antagonistas de receptores A2A possuem atividade antiparkinsoniana e 

podem potencializar a atividade da levodopa. Além disso, vários estudos observaram efeitos 

benéficos dos antagonistas de receptores A2A nas complicações motoras induzidas por 

levodopa em ratos com lesão dopaminérgica unilateral induzida por 6-OHDA (MORELLI; 

PINNA, 2001; PINNA et al., 2001; BOVÈ et al., 2002; BIBBIANI et al., 2003; LUNDBLAD 

et al., 2003). 

 

Os antagonistas da adenosina A2A, incluindo a cafeína, antagonista não específico, 

são considerados uma estratégia não dopaminérgica para o tratamento da doença de 

Parkinson. Atualmente, a istradefylline, o primeiro dentre muitos outros antagonistas A2A em 

desenvolvimento, está sendo testado em ensaios clínicos. Os resultados indicam que essa 

droga pode reduzir as flutuações motoras induzidas pela L-DOPA, que continua sendo até 

hoje a principal droga para o tratamento da DP (YU et al., 2006). 

 

Estudos epidemiológicos têm mostrado uma associação entre o consumo de 

cafeína e outras bebidas cafeinadas e a redução do risco de desenvolvimento da DP. A 

popularidade da cafeína como uma droga psicoativa ocorre devido as suas propriedades 

estimulantes, as quais dependem da sua capacidade de reduzir a transmissão da adenosina no 

cérebro (XU et al., 2005). 

 

Já foi descrito que as alterações bioquímicas mais importantes no estriado 

lesionado com 6-OHDA são as reduções da concentração de dopamina (DA) e dos seus 

metabólitos. A 6-hidroxidopamina (6-OHDA) é uma neurotoxina utilizada experimentalmente 

para induzir a doença de Parkinson em animais. Seu mecanismo de ação parece envolver uma 

degeneração do sistema nigroestriatal e a conseqüente redução dos conteúdos de dopamina no 
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corpo estriado e na substância negra. No modelo experimental da doença de Parkinson em 

ratos, as fibras nigroestriatais são destruídas unilateralmente através da injeção de 6-OHDA, e 

os animais respondem a agonistas dopaminérgicos, incluindo a apomorfina, apresentando 

rotações contralaterais (no sentido contrário ao da lesão). Por outro lado, a degeneração dos 

neurônios dopaminérgicos na substância negra e a conseqüente perda dos seus terminais 

nervosos no estriado são responsáveis pela maioria dos distúrbios motores vistos na doença de 

Parkinson (BLANDINI et al., 2008). 

 

O presente trabalho mostrou que a injeção unilateral com 6-OHDA no estriado 

produziu rotações induzidas por apomorfina, corroborando com os dados de literatura 

descritos no parágrafo anterior. Esse efeito provavelmente envolve supersensibilidade dos 

receptores dopaminérgicos causada pela perda dos terminais dopaminérgicos, resultando em 

uma significativa redução da concentração de dopamina no estriado lesionado com 6-OHDA 

(JOGHATAIE et al., 2004).  

 

Os resultados mostrados neste trabalho e já publicados (AGUIAR et al., 2006) 

demonstraram que a cafeína promoveu uma recuperação parcial no déficit motor representado 

pela redução do comportamento rotacional induzido pela apomorfina apresentado pelos 

animais com lesão estriatal por 6-OHDA. Essa redução pode ser atribuída aos efeitos 

benéficos da cafeína, atenuando a degeneração estriatal e pode ocorrer devido à capacidade da 

cafeína de bloquear os receptores A2A que estão concentrados nas áreas dopaminérgicas do 

cérebro (JOGHATAIE et al., 2004). 

 

Os receptores da adenosina A1 e A2A, estão expressos nos gânglios da base, um 

grupo de estruturas envolvidas em vários aspectos do controle motor, e a cafeína atua como 

um antagonista em ambos os tipos de receptores (FISIONE et al., 2004). 

 

Os efeitos psicoestimulantes e outros efeitos da cafeína no sistema nervoso central 

parecem ocorrer, pelo menos em parte, devido ao antagonismo dos receptores A2A da 

adenosina (FREDHOLM et al., 1999). A cafeína, assim como outros antagonistas mais 

específicos de receptores A2A, tem monstrado capacidade de atenuar a neurotoxicidade em 

modelos animais da doença de Parkinson.  
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Vários estudos mostram que, além de possuir um potencial neuroprotetor em 

modelos da doença de Parkinson que utilizam o MPTP e 6-OHDA como agentes 

neurotóxicos, a cafeína e outros antagonistas A2A, podem também reverter os déficits motores 

nesses modelos (CHEN et al., 2002; IKEDA et al., 2002). Então os antagonistas A2A podem 

possuir efeitos neuroprotetores e também promover alívio dos sintomas de DP. Esses efeitos 

benéficos do bloqueio dos receptores A2A, associado com a sua marcante expressão restrita ao 

gânglio basal, tem tornado os antagonistas A2A importantes alvos para o desenvolvimento de 

drogas no tratamento da DP (SCHWARZSCHILD et al., 2002). A cafeína foi incluída na lista 

das 12 drogas mais promissoras como agentes neuroprotetores para ensaios clínicos na DP 

(RAVINA et al., 2003). 

 
 
Nossos resultados, publicados em Aguiar et al. (2008), mostraram ainda que o 

CSC, uma droga com dupla ação-antagonista de receptores A2A e inibidor da MAO B causou 

de maneira dose-dependente uma diminuição no comportamento rotacional de ratos com 

lesão intraestriatal unilateral por 6-OHDA, quando comparado ao grupo controle (lesionado 

com 6-OHDA e tratado com salina 0,9 %). Já é conhecido que os inibidores da MAO B 

possuem propriedades antiparkinsonianas, então drogas que possuem a capacidade de 

bloquear a MAO B e os receptores A2A podem apresentar um maior potencial terapêutico para 

o tratamento da doença de Parkinson (VLOK et al., 2006). 

 
 
Existem evidências de que a ativação de receptores D2 in vivo antagoniza a 

ativação tônica dos receptores A2A (SALMI et al., 2005). Esses autores mostraram que os 

efeitos do bloqueio dos receptores D2 são diferentes em camundongos knockout para 

receptores A2A. Quando comparados com camundongos wild-type, os camundongos knockout 

para receptores A2A mostraram redução da neurodegeneração, após tratamento com MPTP, 

bem como uma melhora da performance motora em modelos da doença de Parkinson. 

 
 
Estudos pré-clínicos e, mais recentemente estudos clínicos utilizando antagonistas 

A2A indicam que os efeitos benéficos dessa classe de drogas parecem ocorrer através da 

modulação dos efeitos dopaminérgicos, na disfunção estriatal associada à desordem motora 

(BARA-JIMENEZ et al., 2003). Antagonistas A2A podem atenuar a indução bem como a 

expressão das alterações motoras produzidas pela estimulação crônica do sistema 

dopaminérgico em modelos animais da doença de Parkinson, possivelmente através do 
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bloqueio dos receptores A2A e conseqüentemente do bloqueio dos efeitos estimulatórios nas 

vias de sinalização mediada por esse receptor (BIBBIANE et al., 2003). Alguns estudos 

mostram que o CSC também causa inibição da MAO-B, e esse efeito, como já dissemos, pode 

contribuir para o potencial neuroprotetor dos antagonistas A2A (PETZER et al., 2003; CHEN 

et al., 2004). 

 
 
O presente estudo mostrou que a injeção unilateral com 6-OHDA no estriado 

causou uma diminuição significativa nos concentração de noradrenalina (NE), dopamina 

(DA), DOPAC e HVA no lado ipsilateral quando comparados ao grupo falso operado. 

Também foi observada uma redução na concentração de serotonina (5-HT), mas a 

concentração do seu metabólito, 5-HIAA não sofreu nenhuma alteração significativa. Esses 

resultados são consistentes com outros estudos que descrevem as alterações bioquímicas no 

estriado lesionado com 6-OHDA (ICHITANI et al., 1994).  

 

Embora muitos trabalhos (LUTHMAN et al., 1994; MOLINA-HOLGADO et al., 

1993) na literatura tenham verificado uma diminuição significativa nas concentrações de 5-

HT e 5-HIAA em estriado de ratos após lesão com 6-OHDA, muitos utilizaram animais com 

três dias de vida e não ratos adultos, como no nosso trabalho. Breese et al. (1984), mostraram 

um aumento e nenhuma mudança nos conteúdos de 5-HT e 5-HIAA utilizando ratos neonatos 

e ratos adultos, respectivamente. Além disso, Zhou et al. (1991) mostraram um aumento 

significativo nas concentrações de 5-HT e 5-HIAA em estriado de ratos adultos, embora, 

nesse caso, a diminuição da concentração de DA no estriado tenha excedido 90%, enquanto 

no nosso trabalho foi de cerca de 80%.  

 

O presente trabalho está de acordo com os resultados obtidos por Karstaedt et al. 

(1994). Estes pesquisadores mostraram que seis semanas após a lesão com 6-OHDA, as 

concentrações de 5-HT e 5-HIAA diminuíram significativamente em corpo estriado de ratos. 

Segundo estes autores, a perda da inervação dopaminérgica no estriado leva a um aumento do 

"turnover" da 5-HT e uma depleção completa da 5-HT no corpo estriado. 

 
 
No presente estudo, a demonstração de que o tratamento com cafeína pode 

atenuar os déficits motores induzidos por apomorfina sugere aumento nos concentração de 

dopamina no estriado lesionado e conseqüente redução da supersensibilidade do receptor. 
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Esses resultados foram comprovados pela dosagem das concentrações de dopamina e seus 

metabólitos que foram parcialmente recuperados no lado ipsilateral dos grupos tratados com 

cafeína, principalmente no tratamento por 14 dias. O tratamento com cafeína, nas doses de 10 

e 20 mg/kg, restaurou parcialmente os conteúdos das monoaminas e dos seus metabólitos em 

ratos lesionados com 6-OHDA. 

 
 
O presente trabalho, também demonstrou que o tratamento com CSC em ratos 

lesionados com 6-OHDA reverteu significativamente, e de maneira dose-dependente, a 

redução das concentrações estriatais das monoaminas (NE, DA e 5-HT), assim como dos 

conteúdos dos seus metabólitos (5-HIAA, DOPAC e HVA), indicando um potencial benéfico 

dos antagonistas A2A na doença de Parkinson. Resultados melhores foram observados no 

presente estudo com CSC em comparação com aqueles obtidos com cafeína, isso ocorreu 

provavelmente devido ao fato de que o CSC, além de bloquear receptores A2A, também é 

inibidor da MAO-B, uma propriedade que provavelmente contribui para perfil farmacológico 

da droga (VLOK et al., 2006). 

 
 
Recentemente, Golembrowska e Dziubina (2004), investigaram os efeitos do CSC 

na liberação de DA no estriado de ratos tratados e não tratados com reserpina. Estes autores 

observaram que o CSC aumentou significativamente a liberação de DA no estriado, após 

associação com L-DOPA e benserazida, em ratos tratados e não tratados com reserpina. O 

CSC não alterou as concentrações de DOPAC e HVA nos ratos com estriado intacto, mas 

promoveu um aumento das concentrações desses metabólitos nos animais tratados com 

reserpina que apresentaram depleção dos conteúdos de dopamina. Esses resultados sugerem 

que esses efeitos podem ser mediados por receptores A2A estriatais, e estão provavelmente 

relacionados à ação do CSC no metabolismo da dopamina e no aumento do transporte de L-

DOPA exógena para dentro do sistema nervoso central.  

 
 
Estudos recentes (MATSUYA et al., 2007; ROSE et al., 2006) mostraram os 

efeitos sinérgicos da combinação dos antagonistas A2A e da L-DOPA, que em baixas doses, 

reverteram os déficits motores em modelos animais da doença de Parkinson e esse efeito 

poderia estar relacionado à redução da dose, bem como da incidência de efeitos colaterais da 

L-DOPA. O presente trabalho também demonstrou que, em ratos lesionados com 6-OHDA, a 
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combinação de CSC e L-DOPA apresentou efeito sinérgico, revertendo quase completamente 

à redução das concentrações de DA e seus metabólitos após ação da neurotoxina 6-OHDA. 

 
 
Nos resultados obtidos neste trabalho foi observado que a diminuição dos níveis 

de NE, 5-HT e seu metabólito, no estriado de ratos lesionados com 6-OHDA, foi parcialmente 

recuperada após tratamento com CSC, e esses efeitos foram potencializados na associação 

com L-DOPA. A doença de Parkinson é indiscutivelmente uma doença que resulta 

primeiramente da perda de neurônios nigroestriatais dopaminérgicos e essa alteração leva a 

um desequilíbrio em muitos outros neurotransmissores além da dopamina, incluindo a 

serotonina (5-HT) (NICHOLSON; BROTCHIE, 2002). De fato, a degeneração do sistema 

serotonérgico foi observada após lesão com 6-OHDA em ratos, corroborando com o nosso 

estudo, sugerindo que as alterações no sistema serotonérgico desempenham um papel na 

fisiopatologia da doença de Parkinson. Embora a função exata da serotonina na doença de 

Parkinson permaneça desconhecida, recentes pesquisas para tentar entender essa relação e a 

geração de efeitos colaterais com a terapia de reposição da dopamina, têm identificado os 

receptores 5-HT1A, 5-HT1B e 5-HT2C como possíveis alvos terapêuticos para a doença de 

Parkinson (NICHOLSON; BROTCHIE, 2002; SCHOLTISSEN et al., 2005). 

 
 
Lesões no sistema dopaminérgico nigroestriatal em ratos adultos estão 

relacionadas com aumento da estimulação dopaminérgica da adenililciclase via receptor D1 

(MISHA et al., 1974, 1980). Além disso, a literatura mostra que ratos com lesão bilateral ou 

unilateral por 6-OHDA apresentam alterações comportamentais no tratamento com agonistas 

seletivos D1 devido a supersensibilidade desses receptores após a lesão (ARNT, 1985; ARNT; 

HYTELL, 1985), indicando uma possível up-regulation desses receptores. No entanto, as 

alterações nos receptores D1 nesse modelo ainda não foram esclarecidas, vários resultados são 

apresentados na literatura; binding de receptores D1 de estriado de ratos previamente 

lesionados com 6-OHDA, aumentado (BUONAMICI et al., 1986; FORNARETTO et al., 

1993; NARANG; WAMSLEY, 1995), inalterado (LANGER et al., 1986; ALTA; MARIEN, 

1987; SAVASTA et al., 1988; LAWLER et al., 1995) ou diminuído (MARSHALL et al., 

1989; STROMBERG et al., 1995). 

 
 
Essas discrepâncias nos resultados do binding de receptores D1 podem estar 

relacionadas ao período de sobrevivência dos animais após a lesão (FORNARETTO et al., 
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1993; NARANG; WAMSLEY, 1995) ou à intensidade da perda de neurônios 

dopaminérgicos. Estudos indicam que ocorre uma up-regulation dos receptores D1 após lesão 

estriatal com 6-OHDA somente quando mais de 97 % dos terminais dopaminérgicos estão 

destruídos (BUONAMICI et al., 1986; IWATA et al., 1996). Portanto é necessária uma 

extensa destruição dos terminais dopaminérgicos para que ocorra up-regulation dos 

receptores D1 nesse modelo.  

 
 
Existem várias evidências de que a administração unilateral de 6-OHDA em ratos 

adultos provoca aumento significativo da densidade dos receptores D2 (STAUNTON et al., 

1981; CAI et al., 2002). Em ratos com destruição parcial dos terminais dopaminérgicos, 

Chritin et al. (1996) demonstraramn que a redução de 50 % das células dopaminérgicas da 

substância negra provocou pouco efeito no binding dopaminérgico D2 ou nos concentração do 

RNAm. No entanto, com uma destruição dopaminérgica mais intensa, quando o conteúdo de 

dopamina foi reduzido em cerca de 70 %, o binding de receptores D2 estriatal apresentou um 

aumento significativo (PRZEDBORSKI et al., 1995). Além disso, a maioria dos estudos tem 

demonstrado aumento da concentração de RNAm para receptores D2 após lesão unilateral por 

6-OHDA (NEVE et al., 1991; ANGULO et al., 1991; CADET et al., 1992; CHRITIN et al., 

1993). 

 
 
Os resultados apresentados no presente estudo mostraram uma redução dos 

conteúdos de dopamina da ordem de 78 % após a lesão estriatal com 6-OHDA e os resultados 

do binding dopaminérgico mostraram uma redução do Bmax dos receptores D1 e um aumento 

da desidade dos receptores D2 corroborando, portanto, com alguns resultados apresentados na 

literatura.  

 
 
O principal mecanismo de ação da cafeína no cérebro consiste no bloqueio não 

seletivo dos receptores da adenosina. A cafeína bloqueia os receptores da adenosina A1 e A2A, 

causando uma redução na neurotransmissão adenosinérgica e amplificando relativamente a 

neurotransmissão dopaminérgica. Esses efeitos aumentam tanto a inibição mediada por 

receptores D1 (da via direta) quanto à redução da estimulação por receptores D2 (da via 

indireta) no globo pálido e substancia negra (XIE et al., 2007). 
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Estudos sugerem que a maioria dos efeitos psicoestimulatórios da cafeína ocorram 

principalmente devido ao bloqueio dos receptores A2A e sejam mimetizados somente pelos 

antagonistas dos receptores A2A e não pelos antagonistas do subtipo A1, embora a cafeína, 

como já foi dito, seja um antagonista não seletivo de receptores adenosinérgicos (HUANG et 

al., 2005). Estima-se que os efeitos dos antagonistas adenosinérgicos estejam intimamente 

relacionados com a ativação de receptores dopaminérgicos, indicando inclusive que a 

integridade do sistema dopaminérgico seja imprescindível para que a cafeína exerça seus 

efeitos estimulatórios (FERRÉ et al., 1992). De fato, existe uma co-localização entre os 

receptores adenosinérgicos e dopaminérgicos no SNC, sendo possível a formação de 

heterodímeros entre os receptores A1/D1 e A2A/D2, levando a alterações alostéricas que afetam 

a afinidade e o acoplamento à proteína G, modulando a eficácia de ativação de ambos os 

receptores (FUXE et al., 1998).  

 
 
A interação entre receptores heterodiméricos mais conhecida envolvendo 

receptores A2A é aquela que ocorre com os receptores D2, e a formação dos heterodímeros 

A2A/D2. A literatura tem mostrado que esses heterodímeros podem ser um alvo importante 

para o tratamento da doença de Parkinson. A ligação de um antagonista A2A que ativa o 

dímero A2A/D2 resulta em uma cascata de reações que irão estimular os receptores 

dopaminérgicos, modulando as atividades dependentes de dopamina (FUXE et al., 1998; 

FERRE et al., 2007). Uma descoberta chave neste processo é a colocalização dos receptores 

D1/A1 e D2/A2A no estriado, inicialmente observado em ratos (FERRE et al., 1991a, 1991b), 

mas posteriormente também descrito em humanos (DIAZ-CABIALE et al., 2001). 

 
 
Bioquimicamente, os receptores A2A parecem interagir de maneira antagônica 

com os receptores D2 em nível pós-sináptico. Por exemplo, foi demonstrado que o tratamento 

com agonista A2A reduz a afinidade dos receptores D2 pela dopamina em estriado de ratos, 

sem promover alterações no Bmax (FERRE et al., 1991c). Além disso, a destruição 

dopaminérgica estriatal ou o tratamento com o antagonista D2 haloperidol estão associados 

com o aumento da interação antagônica entre os receptores A2A e D2 intramembrana em 

estriado de rato (FERRE; FUXE, 1992; FERRE et al., 1994b). Além disso, foi demonstrada 

uma up-regulation de ambos os receptores A2A e D2 em estriado de rato após destruição 

dopaminérgica e tratamento crônico com haloperidol (FERRE et al., 1997). Da mesma forma, 

foi observado em preparações de membrana de estriado de rato que os receptores A1 alteram o 
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binding de receptores D1 (FERRE et al., 1994a) e Ferre et al. (1999) mostraram que o uso de 

agonista A1 reduziu a afinidade de receptores D1. 

 
 
Nossos resultados mostraram que o tratamento com cafeína não promoveu 

nenhuma alteração na densidade dos receptores D1 e D2-símile após lesão estriatal com 6-

OHDA, no entanto, promoveu uma redução significativa do Kd de ambos, mostrando que a 

cafeína melhorou a afinidade desses dois receptores. O tratamento com CSC, que é um 

antagonista seletivo de receptores A2A, não promoveu nenhuma alteração na densidade ou no 

Kd dos receptores D1-símile após lesão estriatal com 6-OHDA, no entanto, promoveu uma 

redução significativa do Kd dos receptores D2-símile, mostrando que o CSC melhorou a 

afinidade desse receptor.  

 
 
Vários estudos já demonstraram a ocorrência de alterações em outros 

neurotransmissores decorrentes da degeneração dos neurônios dopaminérgicos estriatais na 

doença de Parkinson. Entre elas a redução da concentração de serotonina no corpo estriado e 

na substância negra (BERNHEIMER et al., 1961), a redução do conteúdo de noradrenalina na 

substância negra, núcleo accumbens, hipotalâmico e regiões límbicas (SHANNAK, 1994), 

mudanças na atividade da enzima ácido glutâmico descarboxilase, responsável pela síntese do 

GABA, na substância negra e no corpo estriado (KISH et al., 1986, 1987; HORNYKIEWICZ, 

1998) e redução na densidade de receptores GABA na substância negra e no hipocampo 

(HATZIPETROS; YAMAMOTO, 2006).  

 
 
Uma das mudanças celulares características na doença de Parkinson é a 

hiperativação da transmissão glutamatérgica corticoestriatal e, indiretamente, no núcleo 

subtalâmico. Muitos estudos em diferentes modelos experimentais da doença de Parkinson 

mostraram que a normalização da transmissão glutamatérgica pode ser útil na melhoria dos 

sintomas motores (BRADLEY et al., 2000; GREENAMYRE, 2001; PLATT, 2007). No 

modelo experimental da doença de Parkinson obtido com lesão unilateral na substancia negra 

com a neurotoxina 6-OHDA, ocorre um aumento significativo da atividade glutamatérgica 

corticoestriatal e também alterações dos receptores glutamatérgicos dessa região (BLANDINI 

et al., 1996; GREENAMYRE, 2001; GUBELLINI et al., 2002). 
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Os trabalhos da literatura vêm constantemente observando que a ativação de 

receptores A2A pré-sinápticos induz a estimulação da liberação de glutamato no córtex e 

gânglio basal (POPOLI et al., 1995; FERRE et al., 2008). Esse fenômeno provavelmente 

envolve receptores A2A localizados em terminais nervosos glutamatérgicos porque isso pode 

ser observado em sinaptosomas corticais (MARCHI et al., 2002), onde um efeito indireto dos 

receptores A2A estriatais é menos plausível. Além disso, análises ultraestruturais recentes da 

distribuição dos receptores A2A têm mostrado evidências da sua localização pré-sináptica nos 

terminais nervosos glutamatérgicos do estriado (ROSIN et al., 2003). Considerando que os 

agonistas de receptores A2A geralmente aumentam a liberação, estudos têm demonstrado que 

antagonistas de receptores A2A atenuam a liberação do glutamato ou seu extravasamento 

desencadeado pela despolarização, isquemia e agonista glutamatérgico no estriado, 

hipocampo e córtex (CORSI et al., 2000; MARCOLI et al., 2003). 

 
 
Popoli et al. (1995) verificaram que a inibição pré-sináptica da liberação do 

glutamato através do bloqueio de receptores A2A, utilizando um antagonista específico SCH 

58261 em baixas doses, reduz significativamente o desequilíbrio motor, as mudanças 

eletroencefálicas e a gliose estriatal induzida pela injeção da exitotoxina, ácido quinolínico, 

em corpo estriado de rato. Portanto, a redução da liberação de um aminoácido excitatório 

provocada por antagonistas de receptores A2A pode aliviar o componente excitotóxico comum 

à maioria dos modelos de neurotoxicidade e neurodegeneração (KALDA et al., 2006). 

 
 
No presente trabalho, os resultados das dosagens de GABA e glutamato 

mostraram um aumento das concentrações desses aminoácidos após lesão com 6-OHDA, 

corroborando com os dados da literatura que apontam a existência de um desequilíbrio em 

outros neurotransmissores após desnervação dopaminérgica. Não foi verificada nenhuma 

alteração nos concentração desses aminoácidos nos grupos tratados com cafeína, exceto com 

relação aos conteúdos de glutamato, cujo aumento foi atenuado após o tratamento com 

cafeína apenas na dose maior (20 mg/kg). Provavelmente esse efeito ocorreu principalmente 

devido a capacidade desta droga de bloquear os receptores da adenosina A2A e com isso 

restabelecer em parte o equilíbrio entre os neurotransmissores das vias direta e indireta. 

 
 
Assim como foi observado que o tratamento com CSC produziu bloqueio dos 

efeitos da 6-OHDA nos níveis das monoaminas, o presente trabalho também observou o 
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bloqueio da liberação de GABA e glutamato no lado ipsilateral do estriado de ratos lesionados 

com 6-OHDA após o tratamento com CSC. Enquanto a L-DOPA sozinha não reverteu o 

efeito da 6-OHDA nos níveis de GABA e glutamato, foi demonstrada uma potencialização 

dos efeitos do CSC na associação com L-DOPA, quando comparado aos efeitos de cada droga 

sozinha. 

 
 
Este trabalho está de acordo com estudos anteriores (PERRY et al., 1983) que 

mostraram uma elevação significativa nos níveis de GABA no putâmem de pacientes com 

doença de Parkinson. Esses autores também dosaram o conteúdo de GABA em ambos os 

lados do estriado de ratos lesionados unilateralmente com 6-OHDA, e observaram que o 

conteúdo de GABA estava significativamente elevado no estriado ipsilateral. Além disso, a 

estimulação dos receptores A2A eleva os níveis extracelulares estriatais de glutamato 

(QUARTA et al., 2004), e os efeitos protetores dos antagonistas A2A podem ser atribuídos a 

sua capacidade de reduzir a liberação de aminoácidos excitatórios. 

 
 
A 6-OHDA provocou uma redução na ligação dos ligantes radioativos aos 

receptores GABAérgicos e glutamatérgicos, indicando uma possível down-regulation que 

pode ter relação com o aumento das concentrações de GABA e glutamato observadas nos 

grupos lesionados com 6-OHDA. Não foram observadas alterações significativas nos 

receptores GABAérgicos e glutamatérgicos no grupo tratado com cafeína na dose de 10 

mg/kg, assim como não foram observadas alterações dos conteúdos desses aminoácidos com 

a cafeína nessa dose, como foi mencionado anteriormente. Da mesma forma, não foram 

observadas alterações significativas nos receptores glutamatérgicos no grupo tratado com 

CSC na dose de 1 mg/kg, no entanto, foi observado um aumento significativo da densidade 

dos receptores GABAérgicos. Como já foi dito, também foi observada uma redução da 

elevação das concentrações de GABA e glutamato induzidas por 6-OHDA no grupo tratado 

com CSC. Provavelmente esse efeito observado no tratamento com CSC ocorreu devido a sua 

capacidade de bloquear seletivamente os receptores A2A e com isso restabelecer, em parte, o 

equilíbrio dos neurotransmissores das vias direta e indireta.  

 
 
Vários estudos têm demonstrado efeitos benéficos da cafeína em modelos da 

doença de Parkinson utilizando vários protocolos de tratamento. Alguns destes apresentam 

tratamento com duração de uma semana e outros com períodos maiores, inclusive para testar 
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se a tolerância com relação à atividade estimulante locomotora poderia se desenvolver 

também com relação ao seu efeito neuroprotetor (CAULI et al., 2005; PEREZ et al., 2007; 

KELSEY et al., 2009). XU e colaboradores (2002) verificaram os efeitos da cafeína em 

camundongos lesionados com MPTP tratados diariamente com cafeína ou salina por mais de 

uma semana e os resultados obtidos mostraram que a administração diária de cafeína, em 

condições que produzem tolerância locomotora, não reduziu o efeito protetor da cafeína 

contra a toxicidade neuronal induzida pelo MPTP. 

 
 
Além disso, o efeito neuroprotetor da cafeína utilizada em tratamento crônico foi 

demonstrado em um outro modelo da doença de Parkinson. Joghataie et al. (2004) mostraram 

que a perda de neurônios nigroestriatais induzida pela 6-OHDA e as alterações 

comportamentais em resposta a estimulação dopaminérgica decorrentes dessa lesão podem ser 

atenuadas com o tratamento com cafeína (administrada repetidamente após ou no momento da 

exposição à neurotoxina). 

 
 
O presente trabalho também testou os efeitos da cafeína em dois protocolos de 

tratamento (Protocolo 1) e com duas doses diferentes (10 e 20 mg/kg) e os resultados obtidos 

mostram que a cafeína protegeu os neurônios nigroestriatais da lesão com 6-OHDA, 

atenuando os efeitos tóxicos desta neurotoxina, restaurando as concentrações das monoaminas 

e reduzindo o comportamento rotacional, e esses efeitos foram melhores no tratamento mais 

prolongado (tratamento durante 14 dias). 

 
 
A influência da cafeína na inervação dopaminérgica estriatal pode ser atribuída a 

sua capacidade de prevenir a morte dos neurônios dopaminérgicos originários da substância 

negra. Oztas et al. (2002) demonstraram que a cafeína pode prevenir a perda de neurônios 

dopaminérgicos da substancia negra induzida por MPTP. Joghataie et al. (2004) verificaram 

que os neurônios nigroestriatais foram significativamente protegidos dos efeitos 

neurodegenerativos induzidos por 6-OHDA no grupo lesionado tratado com cafeína. Um 

outro estudo (PIERRE et al., 2005) demonstrou que o antagonista A2A (KW-6002) apresentou 

efeitos neuroprotetores e antiinflamatórios na substância negra de camundongos tratados com 

MPTP. 
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Embora a etiologia da doença de Parkinon permaneça desconhecida, uma série de 

evidências sugere que um desequilíbrio do metabolismo energético e fatores que levam a um 

aumento do estresse oxidativo podem estar envolvidos. Dentre eles a disfunção mitocondrial, 

a peroxidação lipídica, o aumento do acúmulo de ferro livre, e o aumento da atividade da 

superóxido dismutase (LEVY et al., 2009; RAO, 2009).  

 
 
No presente estudo foi utilizado um modelo in vitro de citotoxicidade induzida 

por 6-OHDA onde células mesencefálicas foram expostas a essa neurotoxina, para demonstrar 

um possível efeito neuroprotetor da cafeína, que é um antagonista A2A não-seletivo. A 

neurotoxina 6-OHDA têm sido amplamente usada como modelo animal da doença de 

Parkinson e, quando administrada in vivo, essa toxina provoca sintomas parkinsonianos 

marcados pela redução da concentração de tirosina hidroxilase, redução da recaptação de 

dopamina e uma marcante perda de neurônios dopaminégicos. 

 
 
Estudos anteriores mostraram que a 6-OHDA é transportada para dentro dos 

neurônios dopaminérgicos onde é oxidada produzindo peróxido de hidrogênio, superóxido e 

radicais hidroxil (BLUM et al., 2001; BOVE et al., 2005). A administração de 6-OHDA 

resulta na formação de espécies reativas do oxigênio (ROS), e produz uma potente inibição 

dos complexos I e IV da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial, in vitro (MAZZIO et 

al., 2004; MILLER et al., 2008).  

 
 
O potencial efeito neuroprotetor dos antagonistas de receptores A2A na doença de 

Parkinson está fundamentado na demonstração de que o bloqueio farmacológico da cafeína ou 

antagonsitas A2A específicos, como o CSC, ou depleção genética de receptores A2A atenuam a 

neurotoxicidade e a degeneração, em modelos animais da doença de Parkinson (KALDA et 

al., 2006). 

 
 
Os resultados dos experimentos do presente trabalho in vitro mostraram que o 

número de células mesencefálicas de rato viáveis diminuiu após exposição a 6-OHDA, como 

demonstrado pelo teste do MTT, e que o tratamento com cafeína reverteu completamente a 

citotoxicidade induzida por 6-OHDA, em todas as concentrações utilizadas (0,1; 1 e 5 μg/ml). 

O tratamento com CSC bloqueou a citotoxicidade induzida por 6-OHDA de maneira dose-
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dependente. O CSC na menor concentração (0,1 μg/ml), bloqueou apenas parcialmente os 

efeitos da 6-OHDA. 

 
 
Clarkson et al. (1999) observaram que o tratamento com 6-OHDA por 24 h 

diminuiu a viabilidade de neurônios dopaminérgicos indiferenciados e diferenciados in vitro, 

como determinado pelo teste do MTT, e aumentou a taxa de apoptose em neurônios 

dopaminérgicos diferenciados. Os neurônios dopaminérgicos diferenciados são cerca de 2 

vezes mais sensíveis a 6-OHDA do que os neurônios indiferenciados. Em nossos 

experimentos, o número de células viáveis reduziu drasticamente após a exposição a 40 μM 

de 6-OHDA. A cafeína recuperou de maneira significativa o número de células viáveis, e 

reduziu o número de células apoptóticas. 

 
 
Lotharius et al. (1999) monitoraram marcadores de apoptose e a produção de ROS 

em neurônios dopaminérgicos tratados com 6-OHDA. Esses autores mostraram que o 6-

OHDA promoveu morte celular por apoptose e esse efeito foi bloqueado por um inibidor da 

caspase. Além disso, a 6-OHDA provocou colapso no potencial de membrana mitocondrial, 

relacionado ao aumento da concentração de ROS. Han et al. (2003) demonstraram que o 

tratamento com 6-OHDA em culturas primárias de neurônios dopaminérgicos provoca morte 

celular via caspase-dependente. Eles também mostraram que a liberação de citocromo c 

mitocondrial no citosol leva a ativação de procaspase-9 e procaspase-3, indicando que a 

cascata de ativação das caspases é um evento importante na citotoxicidade da 6-OHDA. 

 
 
Kumar et al. (1995) mostraram que ratos com lesão estriatal por 6-OHDA 

apresentaram um aumento de cerca de 40 % nos concentração de malonildialdeido, indicando 

altos índices de peroxidação lipídica. Esses efeitos foram associados à redução dos conteúdos 

de GSH, SOD e GSH-Px (glutationa peroxidase), juntos esses fatores podem levar ao 

aumento da geração de radicais livres. 

 
 
Devasagayam et al. (1996) investigaram o potencial antioxidante da cafeína 

contra o dano oxidativo em microssomas de fígado de rato. Eles induziram o dano oxidativo 

utilizando as três espécies reativas do oxigênio de maior importância na promoção de danos à 

membrana celular in vivo, o radical hidroxil (OH), o radical pexoxil (ROO) e superóxido. Os 
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resultados obtidos mostraram que a cafeína promoveu uma inibição efetiva da peroxidação 

lipídica, contra todas as três espécies reativas do oxigênio testadas, principalmente com 

relação ao radical hidroxil (OH). Eles mostraram ainda que a capacidade antioxidante da 

cafeína foi similar àquela observada com a glutationa e significativamente maior do que o 

ácido ascórbico. 

 
 
O presente trabalho demonstrou ainda que o aumento da formação de nitritos 

induzido por 6-OHDA foi completamente revertido com o tratamento com cafeína ou CSC. 

Também foi observado que as células mesencefálicas expostas a 6-OHDA apresentaram um 

aumento de mais de 2 vezes na peroxidação lipídica quando comparadas aos controles. 

Enquanto no tratamento com cafeína ou CSC houve uma completa inibição da citotoxicidade 

induzida por 6-OHDA, como foi demonstrado através do método do TBARS.  

 
 
O estresse oxidativo, resultante da excessiva produção de espécies reativas do 

oxigênio (ROS), tem sido implicado no dano celular e eventual morte celular, devido a 

superativação dos receptores glutamatérgicos e da geração de NO, superóxido e peróxido de 

hidrogênio. Agonistas de receptores A1 e antagonistas de receptores A2A possuem atividade 

protetora contra danos celulares induzidos por ROS (STONE, 2005). 

 
 
Recentemente, Fatokun et al. (2007), mostraram que a ativação de receptores A1 

ou o bloqueio dos receptores A2A atenuaram o estresse oxidativo nos neurônios do cerebelo. 

Nossos resultados dos experimentos ex vivo, apresentaram-se de maneira semelhante, 

mostrando que o CSC, nas duas doses (1 e 5 mg/kg) reduziu significativamente os níveis de 

nitrito e a peroxidação lipídica no estriado de ratos lesionados com 6-OHDA, sugerindo que 

essa droga possui efeito neuroprotetor e antioxidante. 

 
 
Nossos resultados mostraram que nas células mesencefálicas normais de ratos 

(controles), menos da metade da população celular foi corada pelo OX-42, um marcador de 

microglias ativadas, e esse padrão não foi alterado na presença da 6-OHDA na concentração 

de 10 µg/ml. No entanto, um número significativamente menor de microglias foi observado 

nas células tratadas com cafeína ou CSC sozinho ou combinado com 6-OHDA. Por outro lado 

a 6-OHDA aumentou o número de astrócitos, e o tratamento com cafeína reverteu esse 
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aumento. Enquanto o tratamento com CSC não alterou a percentagem de astrócitos GFAP 

positivos após a exposição das células à 6-OHDA. 

 
 
Recentemente, Minghetti et al. (2007), utilizando um modelo de excitotoxicidade 

estriatal, verificaram que o SCH 58261 alterou de forma diferente a expressão de COX-2 

induzida por ácido quinolinico, no córtex e no estriado. Esse antagonista A2A aumentou a 

expressão de COX-2 nos neurônios corticais, e preveniu a expressão de COX-2 nas células 

estriatais. Da mesma forma, o SCH 58261 regulou de diferentes maneiras a astrogliose e a 

ativação das microglias, nessas duas áreas cerebrais. Então, a redução da produção de NO 

microglial poderia contribuir para a ação neuroprotetora dos antagonistas A2A (SAURA et al., 

2005), como observado no presente trabalho. 

 

Behan e Stone (2002), trabalhando com antagonistas A2A diferentes, inclusive o 

CSC, mostraram que esses compostos protegem os neurônios da citotoxicidade induzida por 

ácido quinolínico, após a injeção deste em hipocampo de rato. O principal mecanismo da 

neuroproteção mediada pelo bloqueio dos receptores A2A é a supressão da liberação do 

glutamato. Vários estudos já demonstraram que a ativação dos receptores A2A apresenta efeito 

excitatório nos neurônios, em parte devido ao aumento da liberação do glutamato (QUARTA 

et al., 2004; TOZZI et al., 2007). O bloqueio dos receptores A2A, por conseguinte, pode 

reduzir as concentrações extracelulares de glutamato prevenindo o dano celular. 

 

Os nossos resultados dos experimentos in vitro mostraram que o CSC apresentou 

um intenso efeito neuroprotetor nas células mesencefálicas de rato expostas a 6-OHDA. Esses 

efeitos são em grande parte devido a capacidade dos antagonistas A2A de reduzirem a 

produção de radicais livres e o estresse oxidativo que são os maiores responsáveis pela 

citotoxicidade induzida por 6-OHDA. Embora outras ações, como uma possível inibição da 

cascata das caspases, bem como a inibição da ativação das microglias, produzidas por essas 

drogas devam ser consideradas. 

 
 
Várias evidências indicam que a ativação da proteína quinase regulada por sinais 

extracelulares (ERK), um membro da família de proteínas quinase ativadas por mitógenos 

(MAP), pode exercer um papel patológico em neurônios expostos a um maior estresse 

oxidativo (STANCIU et al., 2000; KULICH; CHU, 2003). Kulich e Chu (2003) observaram 
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que existe uma correlação entre a neuroproteção e a inibição da manutenção da fosforilação 

da ERK induzida por 6-OHDA, sugerindo que a regulação da cascata de sinalização da ERK 

pode contribuir para a toxicidade neuronal. 

 
 
Recentemente, Gomez-Lazaro et al. (2008), demonstraram que alterações 

mitocondriais estão associadas com o efeito citotóxico da 6-OHDA, que promove o aumento 

da permeabilidade da membrana mitocondrial e leva a liberação do citocromo c. Esses autores 

observaram que a proteína quinase ativada por mitógeno (MAPK) p38, que está envolvida 

com mecanismos de morte celular, foi ativada durante a apoptose induzida por 6-OHDA, e 

que o tratamento com um inibidor da MAPK p38 bloqueou muitos eventos neurotóxicos 

induzidos por 6-OHDA. 

 

Finalmente, a neuroproteção exercida pelo CSC e pela cafeína, nas células 

mesencefálicas de rato, observadas no presente estudo, poderia ser também devida à 

inativação da MAPK, bem como de outras quinases, visto que não só o CSC, mas também a 

cafeína, apresentaram efeito antiapoptótico, e inibiram intensamente o estresse oxidativo 

induzido por 6-OHDA. 

 

O CSC é também um potente e seletivo inibidor da monoamino oxidase-B (MAO-

B) (CHEN et al., 2002) e vários estudos tem sugerido que o efeito neuroprotetor dessa droga 

pode ser devido ao bloqueio da conversão do MPTP em MPDP+, uma oxidação mediada pela 

MAO-B, no modelo da doença de Parkinson utilizando o MPTP (CHEN et al., 2002). A 

geração de espécies reativas do oxigênio induzida por 6-OHDA parece ocorrer através de dois 

mecanismos distintos, a desaminação através da oxidação pela MAO-B ou a auto-oxidação 

(BLUM et al., 2001). Portanto, a 6-OHDA, assim como a dopamina, pode ser um substrato 

para a MAO-B (BOVÈ et al., 2005a,b). Estudos sugerem um envolvimento da MAO-B na 

neurotoxicidade induzida por 6-OHDA, após a observação de que o inibidor da MAO-B, 

selegilina, previne a toxicidade da 6-OHDA (SALONEN et al., 1996) e, conseqüentemente, a 

inibição da MAO-B pelo CSC pode explicar os efeitos neuroprotetores do CSC. 

 
 
Evidências apontam os receptores A2A como os novos alvos terapêuticos das 

estratégias neuroprotetoras para a doença de Parkinson. Os antagonistas A2A específicos 

provavelmente apresentam maior eficácia do que os antagonistas não específicos como a 
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cafeína, porque o bloqueio dos receptores A1 pode exacerbar a toxicidade dopaminérgica e 

reduzir os benefícios do bloqueio dos receptores A2A (CHEN et al., 2003). 
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VII CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

O presente trabalho mostrou que a 6-OHDA causou déficit motor evidenciado 

pelo aumento do comportamento rotacional induzido por apomorfina e morte neuronal, 

verificada através da redução nos concentração das monoaminas no corpo estriado. A redução 

da concentração de dopamina devido à destruição dos neurônios dopaminérgicos estriatais 

causou desequilíbrio em outros sistemas de neurotransmissores como os sistemas gabaérgico 

e glutamatérgico. Como foi observado (tabela 6), a 6-OHDA promoveu aumento 

significativo das concentrações de GABA e glutamato e também reduziu a densidade dos seus 

receptores. 

 

Nossos resultados mostraram que o tratamento com cafeína promoveu uma 

recuperação motora parcial, reduzindo o número de rotações/h de maneira dose dependente no 

tratamento durante 14 dias. Verificamos também que o tratamento mais prolongado com 

cafeína (14 dias) foi mais efetivo na redução do comportamento rotacional do que o 

tratamento por 7 dias, que só promoveu redução significativa do número de rotações 

contralaterais na dose maior (20 mg/kg), mostrando que não só a dose, mas também o tempo 

de tratamento, é importante para a obtenção do efeito final da cafeína (figuras 11 e 12). 

 

Da mesma forma, o tratamento com cafeína durante 14 dias também foi mais 

eficaz na recuperação das concentrações das monoaminas, nas duas doses utilizadas (10 e 20 

mg/kg) e de maneira dose dependente (tabelas 2 e 3).  

 

Os resultados apresentados mostraram uma redução dos conteúdos de dopamina 

na ordem de 78 % após a lesão estriatal com 6-OHDA e os resultados do binding 

dopaminérgico mostraram uma redução do Bmax dos receptores D1, um aumento da 

densidade dos receptores D2 e redução da afinidade de ambos os receptores. O tratamento 

com cafeína não promoveu nenhuma alteração na densidade dos receptores D1 e D2-símile 

após lesão estriatal com 6-OHDA, no entanto, promoveu uma redução significativa do Kd de 

ambos os receptores, mostrando que a cafeína melhorou a afinidade desses dois receptores no 

grupo lesionado com 6-OHDA e tratado com cafeína (tabela 8).  
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Os experimentos in vitro mostraram que a 6-OHDA reduziu a viabilidade celular 

em cultura de células mesencefálicas de rato e que o tratamento com cafeína promoveu 

bloqueio da toxicidade induzida por 6-OHDA (figura 17). É consenso na literatura que a 

produção de radicais livres e o estresse oxidativo estão entre os principais mecanismos 

envolvidos na citotoxicidade mediada pela 6-OHDA (BLUM et al., 2001; BOVE et al., 

2005b; MILLER et al., 2009). No presente trabalho, foi observado que a 6-OHDA aumentou 

as concentrações de nitrito e a peroxidação lipídica, assim como já foi descrito na literatura, 

além disso, aumentou a morte celular por apoptose e a percentagem de microglias e de 

astrócitos ativados.  

 
 
Neste trabalho foi observado que o tratamento com cafeína reduziu o estresse 

oxidativo, a morte celular por apoptose, a percentagem de microglias ativadas e a 

percentagem de astrócitos, evidenciando um possível efeito neuroprotetor que está 

diretamente relacionado ao aumento da viabilidade celular e da concentração de dopamina, 

mostrando que a cafeína provavelmente reduziu a toxicidade da 6-OHDA e conseqüentemente 

a morte neuronal. Além disso, o tratamento com cafeína na dose maior (20 mg/kg) promoveu 

redução do aumento da concentração de glutamato induzido por 6-OHDA, mostrando que a 

cafeína poderia amenizar o desequilíbrio que ocorre em outros neurotransmissores devido à 

perda de dopamina. 

 
 
Na tabela 1 mostramos que o tratamento com CSC promoveu uma recuperação 

motora parcial, de maneira dose dependente, revertendo parcialmente os efeitos da 

neurotoxina. Verificamos também que a associação com L-DOPA não potencializou os 

efeitos do CSC sobre o comportamento rotacional induzido por apomorfina. Esses resultados 

estão de acordo com outros trabalhos na literatura que mostram que o bloqueio seletivo dos 

receptores da adenosina A2A, reduzem o déficit motor em modelos animais da doença de 

Parkinson, sem apresentar os efeitos adversos observados com os antagonistas não seletivos 

derivados das xantinas, como a cafeína ou a teofilina (KOGA et al., 2000; PINNA et al., 

2001). 

 
 
O tratamento com L-DOPA (L-3,4-dihidroxifenilalanina) é a terapia preconizada 

para a doença de Parkinson. Essa droga é precursora da dopamina e já foi demonstrado que 

uma vez administrada exogenamente a L-DOPA é convertida a dopamina pela DOPA-
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descarboxilase e, subseqüentemente, liberada no espaço extracelular por exocitose 

(KANNARI et al., 2000). No entanto, após alguns anos de tratamento, surgem alguns efeitos 

colaterais como as discinesias, associados a mudanças nos concentração plasmáticos de L-

DOPA e, conseqüentemente, flutuações na concentração de dopamina estriatal, que pioram 

com a progressão da doença podendo inviabilizar a continuação do tratamento da DP com L-

DOPA (MURATA, 2009). 

 
 
O uso de drogas que interferem no catabolismo da dopamina, como os inibidores 

da MAO-B ou da COMT, poderiam prolongar a presença de dopamina no cérebro e melhorar 

a eficiência da L-DOPA. Essas drogas poderiam inclusive permitir uma redução da dose de L-

DOPA utilizada (NAGATSUA; SAWADAB, 2009). No entanto, os efeitos adversos dos 

inibidores do metabolismo da dopamina e também dos agonistas dopaminérgicos, que seriam 

uma alternativa para melhorar a eficiência da L-DOPA, limitam muito o uso dessas drogas 

associadas a L-DOPA (GOLEMBIOWSKA; DZIUBINA, 2004). 

 
 
Já é conhecido na literatura que os inibidores da MAO-B possuem propriedades 

antiparkinsonianas, então drogas que promovem o bloqueio de ambos a MAO-B e os 

receptores A2A podem apresentar um potencial terapêutico ainda maior para o tratamento da 

doença de Parkinson (VLOK et al., 2006). Vários estudos têm mostrado que o CSC causa 

inibição da MAO-B e que esse efeito pode contribuir para uma possível atividade 

neuroprotetora desse antagonista específico de receptores A2A (CHEN et al., 2002; PETZER 

et al., 2003). Além disso, Golembiowska e Dziubina (2004) mostraram que o bloqueio dos 

receptores A2A eleva a liberação de dopamina induzida por L-DOPA e que a associação 

dessas drogas pode ser benéfica na melhora do déficit motor. 

 
 
De fato, os resultados apresentados nas figuras 15 e 16 deste trabalho 

demonstraram que o tratamento com CSC promoveu recuperação das concentrações das 

monoaminas, nas duas doses utilizadas (1 e 5 mg/kg) e de maneira dose dependente, inclusive 

com resultados melhores do que aqueles apresentados no tratamento com cafeína, 

provavelmente devido a seletividade do CSC para os receptores A2A e a sua capacidade em 

inibir a MAO-B.  
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Nossos resultados (figura 18) mostraram ainda que o tratamento com CSC não 

promoveu nenhuma alteração na densidade ou no Kd dos receptores D1-símile após lesão 

estriatal com 6-OHDA, no entanto, promoveu uma redução significativa do Kd dos receptores 

D2-símile, mostrando que o CSC aumentou a afinidade pelo receptor D2-símile, 

provavelmente devido à interação antagônica entre os receptores A2A e D2.  

 
 
A associação do CSC com L-DOPA apresentou efeitos sinérgicos, recuperando 

quase completamente os concentração de dopamina e de seu metabólito após lesão com 6-

OHDA. Esse efeito provavelmente ocorreu devido ao bloqueio dos receptores A2A estriatais e 

pode estar relacionado às ações do CSC no metabolismo da dopamina e no aumento do 

transporte da L-DOPA exógena no cérebro. 

 

Os experimentos in vitro mostraram que a 6-OHDA reduziu a viabilidade celular 

em cultura de células mesencefálicas de rato e que o tratamento com CSC promoveu bloqueio 

da toxicidade induzida por 6-OHDA, de maneira dose dependente. Nossos resultados 

mostraram que o tratamento com CSC reduziu o estresse oxidativo e a morte celular por 

apoptose, no entanto a redução da percentagem de microglias ativadas e a percentagem de 

astrócitos ativados não foi significativa com a dose utilizada com relação às células expostas 

apenas a 6-OHDA. Esses resultados mostram um possível efeito neuroprotetor do CSC que 

está diretamente relacionado ao aumento da viabilidade celular e dos conteúdos de dopamina, 

mostrando que o CSC provavelmente reduziu a toxicidade da 6-OHDA e, conseqüentemente, 

a morte neuronal.  

 

A redução da concentração de dopamina estriatal e a subsequente superativação 

da via indireta levam a uma redução da inibição do núcleo subtalâmico (STN) e 

conseqüentemente a uma excessiva ativação dos circuitos tálamo-corticais. Já foi postulado 

que essa desinibição subtalâmica pode contribuir para a progressão da doença de Parkinson 

através da superestimulação glutamatérgica dos neurônios da substancia negra parte 

compacta, levando a um ciclo vicioso onde a hiperatividade do STN e a lesão da substância 

negra são mantidas (BOVE et al., 2005b). 

 
 
Os antagonistas A2A revertem o aumento da liberação do GABA no globo pálido e 

o aumento na expressão de preproencefalina (PPE) no estriado de ratos lesionados com 6-
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OHDA (OCHI et al., 2000; AOYAMA et al., 2000). Assim, os antagonistas A2A 

provavelmente exercem efeitos neuroprotetores, pelo menos em parte, reduzindo a 

hiperatividade da via estriadopalidal e, portanto a liberação de glutamato (BOVE et al., 

2005b). Os resultados mostrados na tabela 7 (AGUIAR et al., 2008) mostraram uma redução 

das concentrações de GABA e glutamato após tratamento com CSC e embora esse efeito não 

tenha sido observado no tratamento com L-DOPA sozinha, houve potencialização dos efeitos 

do CSC na associação com L-DOPA.  

 
 
Essa alteração nos concentração dos aminoácidos está diretamente relacionada 

com os demais efeitos do CSC demonstrados nesse trabalho, sugerindo que o efeito 

neuroprotetor dos antagonistas A2A pode ser atribuído a capacidade destas drogas de reduzir a 

liberação de aminoácido excitatório. Além disso, o CSC promoveu aumento da densidade dos 

receptores GABAérgicos, o que provavelmente está relacionado à redução dos concentração 

do GABA e ao restabelecimento do equilíbrio entre os neurotransmisores envolvidos na lesão 

induzida pela 6-OHDA. 

 
 
A partir dos resultados obtidos no presente trabalho, podemos concluir que os 

efeitos dos antagonistas da adenosina ocorrem de várias maneiras, revertendo às alterações 

neuroquímicas na neurotransmissão monoaminérgica, glutamatérgica e gabaérgica em modelo 

experimental da doença de Parkinson com 6-OHDA. Alguns desses efeitos são diretos, como 

os que são observados nos neurônios dopaminérgicos, onde as drogas promoveram 

neuroproteção e ação antioxidante. Em outras circunstâncias, o CSC agiu indiretamente, 

reduzindo os conteúdos de GABA e glutamato na via nigroestriatal, que estão hiperativadas 

na doença de Parkinson, contribuindo para a recuperação do equilíbrio das vias direta e 

indireta. 

 
 
Foi observado também que, de maneira geral, o bloqueio seletivo dos receptores 

A2A mediado pelo CSC foi mais eficiente na reversão dos efeitos da neurotoxina 6-OHDA do 

que o bloqueio não seletivo com a cafeína. Já foi comprovado que o uso de antagonistas A1 

não mimetizam os efeitos neuroprotetores da cafeína (CHEN et al., 2001), mostrando que o 

principal receptor relacionado a esses efeitos são os receptores A2A e que estes seriam então 

os principais alvos terapêuticos para a doença de Parkinson. Além disso, o bloqueio dos 
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receptores A1 pode exacerbar a toxicidade dopaminérgica e reduzir os benefícios do bloqueio 

dos receptores A2A (BJORKLUND et al., 2008). 
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Quadro 6 - Resumo das alterações comportamentais e neuroquímicas da cafeína e do 

CSC (8-(3-chlorostyryl caffeine) em corpo estriado (CE) de ratos lesionados com 6-

OHDA 

Experimentos 6-OHDA Cafeína (mg/kg,7d) CSC (mg/kg, 7d) 

  10  20  1  5  

Comportamento rotacional ↑ - ↓ - ↓ 

Monoaminas e metabólitos      

DA ↓ - - ↑ ↑ 

DOPAC ↓ - ↑ ↑ ↑ 

HVA ↓ ↑ ↑ ↑ ↑ 

5HT ↓ - ↑ - ↑ 

5HIAA - - - - - 

NE ↓ ↑ ↑ - ↑ 

Aminoácidos      

GABA ↑ - - ↓ ↓ 

Glutamato ↑ - ↓ ↓ ↓ 

Densidade de Receptores      

Dopaminérgico D1-símile ↓ - ND - ND 

Dopaminérgico D2-símile ↑ - ND - ND 

GABAérgicos ↓ - ND ↑ ND 

Glutamatérgicos ↓ - ND - ND 

Estresse oxidativo      

Nitrito/Nitrato ↑ ND ND ↓ ↓ 

Peroxidação lipídica (TBARS) ↑ ND ND ↓ ↓ 

Nota: Símbolos: ↑ ou ↓ aumento ou diminuição, respectivamente em relação ao grupo 
controle quando estatisticamente significativo; −ausência de efeito significativo; ND, não 
detectado.  
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Quadro 7 - Resumo das alterações neuroquímicas da cafeína e do CSC (8-(3-chlorostyryl 

caffeine) em cultura de células mesencefálicas de rato expostas a 6-OHDA 

Experimentos 6-OHDA Cafeína CSC  

Estudos in vitro    

Viabilidade celular (MTT) ↓ ↑ ↑ 

Nitrito/Nitrato ↑ ↓ ↓ 

Peroxidação lipídica (TBARS) ↑ ↓ ↓ 

Morte celular por apoptose ↑ ↓ ↓ 

Percentagem de microglias  ↑ ↓ - 

Percentagem de astrócitos ↑ ↓ - 

Nota: Símbolos: ↑ ou ↓ aumento ou diminuição, respectivamente em relação ao grupo 
controle quando estatisticamente significativo; −ausência de efeito significativo; ND, não 
detectado 
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VIII CONCLUSÕES 
 

 

A análise dos resultados apresentados neste trabalho nos permitiu concluir que: 

 
 

• A injeção intraestriatal de 6-OHDA causou destruição celular e déficit motor evidenciado 

pelo comportamento rotacional induzido pela apomorfina. O tratamento com os 

antagonistas A2A, tanto com a cafeína como com o CSC promoveu uma redução do número 

de rotações de maneira dose-dependente. Essas drogas produziram uma recuperação da 

lesão, provavelmente devido ao aumento das concentrações de dopamina no estriado 

lesionado e a redução da supersensibilidade do receptor dopaminérgico.  

 
 

• O tratamento com cafeína durante 14 dias foi mais efetivo na redução do comportamento 

rotacional, mostrando que não só a dose, mas também o tempo de tratamento é importante 

para a obtenção do efeito final da cafeína. Isto ocorre provavelmente porque a lesão com 6-

OHDA se estabelece de maneira progressiva e lenta, necessitando de pelo menos duas 

semanas para estabelecimento da lesão, e o tratamento mais prolongado mantém as 

concentrações de cafeína por mais tempo, inibindo a evolução da lesão. 

 
 

• As concentrações de monoaminas e dos seus metabólitos diminuíram significativamente 

(75-85%) no estriado lesionado dos animais controle (6-OHDA) e essas concentrações 

foram parcialmente recuperadas nos animais lesionados e tratados com cafeína ou com 

CSC. O tratamento com cafeína durante 14 dias também foi mais eficaz na recuperação das 

concentrações das monoaminas, nas duas doses utilizadas (10 e 20mg/kg) e de maneira 

dose dependente. 

 
 

• O tratamento com CSC promoveu recuperação das concentrações das monoaminas, nas 

duas doses utilizadas (1 e 5 mg/kg), e de maneira dose dependente, inclusive com 

resultados melhores do que aqueles apresentados no tratamento com cafeína, 

provavelmente devido a seletividade do CSC para os receptores A2A e a capacidade de 

inibir a MAO-B.  
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• A associação do CSC com L-DOPA apresentou efeitos sinérgicos, recuperando quase 

completamente os concentração de dopamina e seu metabólito após lesão com 6-OHDA. 

Esse efeito provavelmente ocorreu devido ao bloqueio dos receptores A2A estriatais e pode 

estar relacionado às ações do CSC no metabolismo da dopamina e no aumento do 

transporte da L-DOPA exógena no cérebro. 

 

• Além das alterações nos concentração de dopamina, a 6-OHDA causou alterações também 

na densidade dos receptores D1 e D2-símile. Os resultados apresentados mostraram uma 

redução dos receptores D1 e um aumento dos receptores D2, provavelmente devido a 

intensidade da destruição dos neurônios dopaminérgicos (que foi na ordem de 78%) após 

lesão com 6-OHDA nos animais controles. 

 

• O tratamento com cafeína não promoveu nenhuma alteração na densidade dos receptores 

D1 e D2-símile após lesão estriatal com 6-OHDA, no entanto, promoveu aumento da 

afinidade de ambos os receptores. 

 

• O tratamento com CSC, que é um antagonista seletivo de receptores A2A, não promoveu 

nenhuma alteração na densidade ou na afinidade dos receptores D1-símile após lesão 

estriatal com 6-OHDA, no entanto, promoveu aumento da afinidade dos receptores D2-

símile, provavelmente devido à interação antagônica entre os receptores A2A e D2.  

 

• A redução da concentração de dopamina devido à destruição dos neurônios dopaminérgicos 

estriatais causou desequilíbrio em outros sistemas como os sistemas gabaérgico e 

glutamatérgico. Como foi observado, a 6-OHDA promoveu aumento significativo das 

concentrações de GABA e glutamato e também reduziu a densidade dos seus receptores. 

 

• Os conteúdos de GABA e glutamato foram reduzidos após tratamento com CSC e embora 

esse efeito não tenha sido observado no tratamento com L-DOPA sozinha, houve 

potencialização dos efeitos do CSC na associação com L-DOPA. Além disso, o CSC 

promoveu aumento dos receptores GABAérgicos. A redução das concentrações desses 

aminoácidos sugere que o bloqueio dos receptores A2A pode reduzir a liberação do 

aminoácido excitatório e restabelecer o equilíbrio entre esses neurotransmissores. 
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• Este trabalho sugere um possível efeito neuroprotetor desses antagonistas da adenosina A2A 

, visto que: 

 

o Ocorreu uma redução da toxicidade induzida pela 6-OHDA, evidenciada pelo 

aumento da viabilidade celular; 

o As concentrações de nitrito/nitrato e a geração de peroxidação lipídica apresentaram 

uma redução tanto in vivo quanto in vitro, mostrando um possível efeito antioxidante 

dessas drogas; 

o A redução da percentagem de microglias e astrócitos pode ter ocorrido devido à 

diminuição do processo inflamatório. 

o Houve redução da morte celular por apoptose, evidenciando a atenuação da 

neurotoxicidade e da degeneração celular. 
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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