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RESUMO

Antagonismo do receptor da adenosina A;,: nova perspectiva para o tratamento da
doenca de Parkinson. LISSTANA MAGNA VASCONCELOS AGUIAR. Orientadora:
Profa. Dra. Glauce Socorro de Barros Viana. Tese de Doutorado. Programa de Poés-
graduacio em Farmacologia. Departamento de Fisiologia e Farmacologia, UFC, 2009.

A doencga de Parkinson (DP) ¢ uma desordem neurodegenerativa, caracterizada pela
destrui¢do dos neurdnios nigroestriatais dopaminérgicos. O tratamento atual para esta doencga
esta restrito ao alivio sintomdtico, porque até o presente momento ndo existem agentes
capazes de inibir a degeneracdo neuronal. Existem evidéncias experimentais de que
antagonistas de receptores A, da adenosina poderiam ser uteis no tratamento de DP. Com a
finalidade de investigar essa possibilidade, o presente trabalho demonstrou os efeitos da
cafeina e do CSC (8-(3-chlorostyryl caffeine) no comportamento rotacional e nas alteragdes
neuroquimicas em ratos lesionados com 6-OHDA, como modelo da doenga de Parkinson. Os
animais (ratos Wistar machos, 250-280g) foram tratados com cafeina (10 e 20 mg/kg, i.p.)
diariamente durante 14 dias, iniciando lh apos a lesd@o ou 7 dias, iniciando seis dias apos a
lesao com 6-OHDA ou com CSC (1 e 5 mg/kg, i.p.) diariamente durante 7 dias, iniciando 6
dias ap6s a lesdo 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 nimero de rotagdes induzidas por apomorfina nos animais
lesionados com 6-OHDA (50 vezes) quando comparados aos animais falso operados. O
tratamento com cafeina, principalmente durante 14 dias e o tratamento com CSC produziram
uma recuperagdo motora parcial com redugdo do numero de rotagdes. A 6-OHDA provocou
morte neuronal evidenciada pela redu¢do dos niveis de monoaminas (75-85%) quando
comparadas ao lado contralateral. Nos grupos tratados com cafeina ou CSC sozinho ou
associado com L-DOPA a reducao dos niveis de DA, SHT e seus metabolitos foi menor. As
concentragdes dos aminoacidos glutamato e GABA foram significativamente aumentadas (3,8
e 3 vezes, respectivamente) no estriado de ratos lesionados. O CSC reverteu essas alteragdes
significativamente ¢ foi observada uma potencializacdo desses efeitos na associagdo com L-
DOPA. Os experimentos in Vvitro demonstraram que a cafeina e o CSC apresentaram um forte
efeito neuroprotetor nas células mesencefalicas de rato expostas a 6-OHDA. O tratamento
com CSC ou cafeina aumentou significativamente o nimero de células vidveis apds a
exposicao das células a 6-OHDA, como foi demonstrado pelo teste do MTT. A exposicao das
células mesencefélicas a 6-OHDA aumentou os conteudos de nitrito e a peroxidagao lipidica,
que retornaram a concentragdes normais apos tratamento com CSC ou cafeina. Além disso, a
6-OHDA reduziu o numero de células normais e aumentou o niimero de células apoptdticas e
o tratamento com CSC ou cafeina reverteu esses efeitos da 6-OHDA, promovendo aumento
do numero de células viaveis e redugdo do nimero de células apoptoticas. Houve uma
reducdo do niimero de microglias ativadas apds a exposicdo das células a cafeina e a 6-
OHDA, o mesmo ndo ocorreu apds a exposi¢do das células ao CSC e a 6-OHDA. O
tratamento com cafeina reduziu o aumento do numero de astrocitos reativos induzidos pela 6-
OHDA, enquanto o CSC nao apresentou esse efeito. Esses resultados mostraram que ambos, a
cafeina e o CSC apresentaram agdes neuroprotetoras em células mesencefalicas de rato
expostas a 6-OHDA. O presente trabalho mostrou que a cafeina e o CSC reverteram as
alteracdes comportamentais e neuroquimicas da 6-OHDA, apresentando efeitos
possivelmente benéficos no tratamento da DP.

Palavras-chave: Doenga de Parkinson. Receptor da Adenosina A4 Corpo Estriado.



ABSTRACT

Adenosine A;4 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 A4 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), Aza
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 Aya receptors antagonists as non-dopaminergic therapeutic targets for the
treatment of PD.

Key-words: Parkinson Disease. Receptor Adenosine A, Corpus Striatum.
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I INTRODUCAO

1 A doencga de Parkinson

A doenga de Parkinson foi descrita pela primeira vez em 1817 por James
Parkinson, que relatou as caracteristicas clinicas principais do Parkisonismo: tremor de
repouso, rigidez, bradicinesia-hipocinesia, postura em flexao, perda dos reflexos posturais € o

fenomeno do congelamento.

A doenga de Parkinson ¢ caracterizada por degeneracdo lenta e progressiva dos
neuronios dopaminérgicos da substancia negra. Essa destrui¢do neuronal leva a perda dos
terminais dopaminérgicos do estriado e também das regides dos ganglios basais e cortical

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

Micleo wentro-lateral do talamo

. Macleo

caudado Striatum

Putérmen

- Globo
palido
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Anci ra s
Substéncianeg cub-talamicos

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

A origem dessa degeneracdo neuronal ¢ desconhecida e provavelmente envolve

muitos eventos celulares e moleculares, incluindo estresse oxidativo, acimulo de proteinas
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alteradas, excitotoxicidade, mecanismos pro-apoptoticos e disfun¢ao mitocondrial (DAUER;
PRZEDBORSKI, 2003). Recentemente, tem sido sugerido que a reacao das células da glia e o
processo inflamatério também podem participar da cascata de eventos que levam a

degeneragdo neuronal (MOSLEY et al., 2006).

A doenca de Parkinson ¢ a segunda doenca degenerativa mais comum depois da
deméncia de Alzheimer. E uma doenga de distribui¢do universal e atinge todos os grupos
étnicos e classes socio-economicas. Estima-se uma prevaléncia de 100 a 200 casos por
100.000 habitantes. Sua incidéncia e prevaléncia aumentam com a idade. No Brasil estima-se
que existam cerca de 200 mil casos de mal de Parkinson. A maior parte estd concentrada nas
regides Sudeste (principalmente no Rio de Janeiro e Sdo Paulo) e Sul, responsavel por um
total estimado de 64 mil casos. De acordo com dados internacionais, a doenga tem uma
prevaléncia de dois casos para cada grupo de mil pessoas, considerada a populacao em geral,

¢ de 1% na faixa etaria acima de 50 anos de idade (BRASIL, 2006).

Trata-se de uma doenga progressiva, que afeta principalmente pessoas a partir dos
50 anos e usualmente acarreta incapacidade severa ap6s 10 a 15 anos, o impacto social e
financeiro ¢é elevado, particularmente na populagio mais idosa. E estimado que o custo anual
mundial com medicamentos antiparkinsonianos esteja em torno de 11 bilhdes de doélares,
sendo cerca de 3 a 4 vezes mais caro para os pacientes na fase avancada da doenca (BRASIL,

2006).

As manifestacdes motoras da doenga de Parkinson ocorrem devido ao processo de
degeneracdo de neuronios dopaminérgicos nigroestriatais que leva a uma reducdo da
modulacdo da dopamina estriatal e conseqiientemente, a alteragdes motoras, como a
hipocinesia (CALABRESI et al., 2007). A rigidez e o tremor envolvem distirbios
neuroquimicos mais complexos de outros neurotransmissores (particularmente acetilcolina,
noradrenalina, serotonina € GABA), bem como dopamina (OLANOW et al., 1996). Portanto,
aumentando-se a estimulacdo dopaminérgica ou reduzindo-se a estimulacdo colinérgica ou
glutamatérgica, os sintomas melhoram. Deste modo, existem atualmente varios modos de

intervengado farmacologica sintomatica:
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* Drogas que aumentam a producao endogena de dopamina (como a levodopa,
em geral utilizada juntamente com inibidores da dopa descarboxilase de agdo periférica como
a carbidopa);

» Agonistas dopaminérgicos (bromocriptina, pergolida);

» Drogas que previnem a degradacdo enddgena 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 doenca esté restrito ao alivio sintomatico porque, até
o presente momento, ndo existem agentes capazes de inibir a degeneragdo neuronal. Esses
tratamentos levam a uma melhora inicial dramatica enquanto a doenga progride, € com o
passar do tempo sua eficidcia diminui bastante. Uma outra limitagdo desses medicamentos
consiste nos seus efeitos colaterais, como o desenvolvimento das discinesias que acabam por

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

O desenvolvimento de novos tratamentos que melhoram a sintomatologia da
doenca de Parkinson com menos efeitos colaterais sdo importantes em curto prazo, mas o
tratamento ideal seria aquele o qual se pudesse aliar a essa terap€utica convencional drogas
que impedissem a progressdo da doenga, como os neuroprotetores. Essas estratégias
neuroprotetoras estdo sendo propostas a medida que o entendimento dos mecanismos

moleculares envolvidos na patogénese da doenga de Parkinson estdo sendo elucidados.

As estratégias que podem ser consideradas para neuroprote¢do devem ter como
alvo ndo apenas receptores de neurotransmissores (como receptores do glutamato ou da
adenosina) mas também alvos farmacoldgicos menos convencionais como receptores de
fatores neurotroficos, proteinas apoptéticas, fatores de transcicdo, radicais livres, toxinas
mitocondriais e desregulagdo proteossomal (DAWSON; DAWSON, 2003; RAVINA et al.,
2003; XU et al., 2005).
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Para entender melhor a fisiopatologia da doenca de Parkinson, e para o
desenvolvimento de novos tratamentos, ¢ importante a utilizacdo de modelos animais da

doenca de Parkinson, onde novas drogas e estratégias terapéuticas podem ser testadas.

A 6-hidroxidopamina (6-OHDA) ¢ uma das neurotoxinas mais comuns utilizadas
experimentalmente em modelos de degeneracdo da substancia negra, tanto in vitro como in
vivo. E incapaz de atravessar a barreira hematoencefalica, sendo necessaria a administragao
diretamente na estrutura cerebral que se deseja lesar. A injecao bilateral de 6-OHDA na SNc
ou em outras regides cerebrais provoca uma elevada mortalidade neuronal, principalmente
dos neurdnios 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 neuronios catecolaminérgicos. Produz
lesdes na SNc pela inducao da producao de perdxido de hidrogénio e espécies reativas do

oxigénio, como radical hidroxil, e também pela inibi¢do do complexo I mitocondrial (BLUM

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

A injecdo unilateral de 6-OHDA no estriado provoca a morte de todos os
neurdnios dopaminérgicos no mesencéfalo do lado aplicado e a diminui¢do de dopamina no
lado correspondente do estriado, gerando um modelo valido de uma fase adiantada da DP
com intensas alteragdes motoras. Esses animais apresentam comportamento rotatdrio
contralateral em relacdo a lesdo quando tratados com agonistas D1/D2 da dopamina, tais
como a apomorfina. Esse comportamento pode ser explicado pela hiperexpressdo dos
receptores dopaminérgicos na por¢ao lesada do estriado. Ou seja, as drogas agonistas terdo

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

2 As bases neuronais da doenc¢a de Parkinson

Meynert (1871), foi o primeiro a correlacionar a doenga de Parkinson com uma
disfungdo dos nucleos da base ou ganglios da base. Os nucleos da base sdo massas de
substancia cinzenta situadas na base do encéfalo que se relacionam com o cortex motor e

conseqiientemente, possuem agdes importantes no controle motor do corpo. Sdo constituidos
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por estruturas (nucleos) situadas no interior do centro branco medular do cérebro que ¢ a
substancia branca do telencéfalo, entre o coértex e o tdlamo. As principais estruturas que
constituem os nucleos da base sdo: corpo estriado (formado pelo nucleo caudado, o putamem
e o globo palido - que se situa medialmente ao corpo estriado e estd dividido em uma por¢ao
interna (GPi) e externa (GPe) e outras duas estruturas terminais, a substancia negra- situada
no mesencéfalo e dividida em duas porgcdes: a parte reticular (SNPr) e a parte compacta
(SNPc)) e ntcleo subtalamico. Estas estruturas tém como principais fungdes: a diminui¢ao do
tonus muscular e inibicdo da atividade muscular indesejada e a organizagdo e coordenacao

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

Os nucleos da base t€ém a capacidade de receber e de enviar informagdes devido a
um grande nimero de fibras que as ligam a outras regides do cérebro. O movimento €
controlado pela relagdo que existe entre o tdlamo, os nucleos da base e o cortex. Quando
ativado pelo cortex, o talamo reforga positivamente o movimento voluntario. No entanto,
quando esse movimento ¢ desnecessario ou inconveniente, os nucleos da base inibem-no, ao

inibirem o talamo e os neurdnios do tronco cerebral (OBESO et al., 2002).

Os neurdnios aferentes do cortex projetam-se para os nicleos da base putamem e
caudado e as principais estruturas eferentes sdo a parte interna do globo palido e a parte
reticular da substancia negra. O fluxo dessas informagdes se da por duas vias: a direta e a
indireta. A via direta consiste de projecdes do estriado para a parte externa do globo palido e
dali para o nucleo sub talamico, e s6 depois para a parte interna do globo palido ou a parte
compacta da substancia negra. Desse modo os neurotransmissores, inibitdrios ou excitatorios,
sao liberados em cada uma das sinapses da via para as células alvo. A ativacdo da via direta
inibe o neurdnio eferente e a ativacdo da via indireta excita o neurdnio eferente, apresentando,

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

A via dopaminérgica surge de células da parte compacta da substancia negra,
cujos axonios terminam no corpo estriado, onde ocorre a liberagao de dopamina. A dopamina
apresenta efeitos opostos nas células das vias direta e indireta, sendo excitatorios nas células
da via direta ¢ inibitorios nas células da via indireta (OBESO et al., 2008). Nesse circuito,
além da dopamina, outros neurotransmissores também possuem papel fundamental, como o

acido gama-aminobutirico (GABA), a acetilcolina, o glutamato, a substancia P, a encefalina,
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entre outros. As concentragdes de acetilcolina nao se alteram na doenga de Parkinson, mas
com a deplecao da dopamina ocorre reducdo do efeito inibitério nos neurdnios do estriado

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

(XU et al., 2005) (Figura 2).

Normal Doenca de Parkinson
ACh GABA
ACh GABA
Glu + i DA Glu
\ / ++ -
+ - \
++
Neuronio Neuronio
Atividade normal Atividade exacerbada

Figura 2 - Balanco entre as acoes estimulatorias (via glutamato-Glu e acetilcolina-ACh)
e inibitorias (GABA e dopamina-DA) mantendo o funcionamento normal do circuito
neuronal e as possiveis alteracdes que ocorrem na doenca de Parkinson

Fonte: modificado de Richardson et al. (1997)

Os neurdnios estriatais que recebem impulsos excitatorios do cortex e do tdlamo
sdo controlados por feedback negativo. Esses neurdnios sdo modulados também pela
dopamina (liberada pelos neuronios nigroestriatais, que estdo destruidos na doenga de
Parkinson) e pela acetilcolina (liberada a partir de um grupo de interneurdnios estriatais).
Mais recentemente, tem sido demonstrado que um neuromodulador ubiquo, a adenosina,

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

Os neurdnios glutamatérgicos talamocorticais facilitam a estimulagdo dos
movimentos via cortex, de forma que a ativagdo da via direta aumenta a atividade motora,
enquanto a ativagdo da via indireta diminui a atividade motora. Os neurdnios estriatais dessas

vias constituem mais de 90% de todos os neurdnios do estriado e sdo caracterizados por seu
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tamanho médio (um didmetro de aproximadamente 10um). Essas s3o as principais
terminagdes neuronais do estriado, e embora ambos os grupos de neurdnios (os da via direta e
da via indireta) liberem GABA, eles podem ser distinguidos pelos neuropeptideos que
expressam, ou seja, os da via direta contém substancia P e dinorfina, enquanto os da via

indireta contém encefalina (WICHMANN; DELONG, 2003).

Estudos sugerem que na doenca de Parkinson ocorre um aumento do tonus
inibitério nos sistemas motores talamocortical e do tronco cerebral. A deple¢do da
concentragdo de dopamina leva a uma reducdo da estimulacdo dos neurdnios estriatais
gabaérgicos (putamem e caudado) que inibem a substancia negra reticulada e a parte externa
do globo palido e a redugdo da inibigdo dopaminérgica de neuronios estriatais gabaérgicos
que inibem a parte interna do globo palido. Dessa forma, o cortex cerebral receberia menos

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

Estudos em ratos utilizando o modelo experimental de doenca de Parkinson com
lesdo nigroestriatal por 6-OHDA e em macacos com o modelo de lesao com MPTP na parte
compacta da substancia negra demonstraram um aumento da expressio do RNAm para
receptor D, nos neurénios estriatais da via indireta e redugdo na expressdo do RNAm para
receptores Dj, receptores da substancia P e dinorfina nos neurénios estriatais da via direta.
Além disso, foi também observada hiperatividade do ntcleo subtaladmico e da parte interna do
globo palido em macacos tratados com MPTP utilizando varias técnicas (CROSSMAN, 2000;
WICHMANN; DELONG, 2003).

Lesdes no nucleo subtalamico e na parte interna do globo palido induzem a um
intenso déficit motor em macacos tratados com MPTP, o que ¢ seguido por uma redugdo da
atividade neuronal dos neurdnios da parte interna do globo palido e da parte reticular da

substancia negra (OBESO et al., 2002).



27

3 Neurotransmissio monoaminérgica e Doenca de Parkinson

A dopamina (DA) representa cerca de 80 % do contetido de catecolaminas no
cérebro. Projecdes origindrias de areas cerebrais que sintetizam este neurotransmissor
originam quatro vias axonais: (1) Nigro-estriatal; (2) mesolimbica; (3) mesocortical e (4)

tuberoinfundibular (Figura 3).

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

As projecdes que constituem a via nigroestriatal originam-se de neurdnios
sintetizadores de DA do mesencéfalo e substancia negra pars compacta (SNpc) que inervam o
estriado dorsal (caudado-putamen). A via nigroestriatal estd envolvida no controle dos
movimentos ¢ sua degeneracdo leva a doencas como a doenca de Parkinson (STOCCHI,
2009). A via mesocortical origina-se na area tegumentar ventral (ATV) e inerva diferentes
regides do cortex frontal. Esta via parece estar envolvida em alguns aspectos do aprendizado e
memoria (PRITCHARD et al., 2009). A via mesolimbica origina-se na ATV e inerva o
estriado ventral (nucleo accumbens), o tubérculo olfatério e partes do sistema limbico. Esta

via foi implicada no comportamento motivacional (CHEN et al., 2009). A via
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tuberoinfundibular inicia a partir de células dos nucleos arqueado e periventricular do
hipotalamo (FELDMAN et al., 1997). As projegdes desta via alcangam a eminéncia média do
hipotdlamo onde ocorre liberacdo de DA nos espacos perivasculares do plexo capilar do
sistema hipotalamico-hipofisario. Por esta via a DA ¢ transportada para a hipdfise anterior

onde atua inibindo a liberag@o de prolactina.

A DA exerce suas acdes ao se ligar a receptores de membrana especificos
(PRITCHARD et al., 2009). Estes receptores podem ser de 5 tipos subdivididos nas
subfamilias D;-simile (D; e Ds) e D,-simile (D,, D3 e D4), com base em suas propriedades
bioquimicas e farmacologicas (Quadro 1), enquanto os efeitos da NA sao mediados por
receptores dos tipos a e . Os camundongos que ndo apresentam estes receptores apresentam
significantes déficits fisiologicos. Como, por exemplo, animais knockout para receptor D,
apresentam hiperlocomocgdo e propriedades estriatais alteradas. Os animais Knockout para
receptor D, apresentam os movimentos comprometidos e para o receptor D3 hiperlocomogao.
No caso dos receptores § os animais Knockout para receptor ; morrem prematuramente apos
0 nascimento e os sobreviventes apresentam respostas cardiovasculares alteradas. Os
receptores poOs-sindpticos dos neuronios recebem informagdes dos transmissores liberados de

um outro neurdnio (pré-sinaptico).

Quadro 1 - Propriedades e localizagoes dos subtipos de receptores dopaminérgicos

Dy Ds Ds/Dyr, D; D4
Aminoacidos 446 477 415/444 400 387
Cromossomo 5 4 11 3 11
Vias Efetoras T AMPc T AMPc JAMPc JAMPc JAMPc
T canais K* T canais K
dcanais Ca**
Distribuicdo do Caudado- Hipocampo; Caudado Tubérculo Cortex
RNAm putamen; Hipotalamo;  putamen; olfatorio; frontal;
Nicleo Nucleo Hipotalamo; Medula;
accumbens; accumbens; Nucleo Mesencéfalo
Tubérculo Tubérculo accumbens
olfatorio olfatorio

Fonte: Kuhar et al. (1999)
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Freqilientemente, os receptores pos-sinapticos estao localizados nos dendritos ou
corpos celulares dos neurdnios, mas eles podem também ocorrer nos axonios ou terminacdes
nervosas; no ultimo caso, uma relacdo sindptica axo-axdnica pode causar inibicdo ou
excitagdo pré-sindtica. Em contraste, os autoreceptores estao situados em um dado neurénio e
respondem as moléculas transmissoras liberadas do mesmo neurdénio. Autoreceptores podem
ser amplamente distribuidos na superficie de um neurénio. Na terminacdo nervosa, eles
respondem a moléculas transmissoras liberadas na fenda sinaptica e no corpo celular, podem
responder a moléculas transmissoras liberadas por dendritos. Funcionalmente, a maioria dos
autoreceptores parece regular a liberacdo do transmissor de forma que o transmissor liberado
ao atuar nos autoreceptores regula a sua liberacdo adicional. Autoreceptores ja foram

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

Os receptores dopaminérgicos estdo envolvidos em importantes agdes, como
comportamento estereotipado e hiperlocomo¢ao. Também podemos citar seu envolvimento
em doencas como a esquizofrenia, que ¢ causada principalmente pela superestimulacdo de
receptores D,. O bloqueio destes receptores pode levar a doenca de Parkinson ou discinesia
tardia. Os ligantes destes receptores facilmente discriminam as subfamilias D;- ¢ D,-simile,
porém a maioria deles nao diferencia claramente os diferentes membros de uma mesma

subfamilia (FEUERSTEIN, 2008).

Os receptores noradrenérgicos existentes no cérebro sdo receptores B; € B, os
quais ndo podem ser diferenciados em termos de funcao fisioldgica. A densidade do receptor
B varia em diferentes areas cerebrais, diferentemente do que acontece com os receptores 3,

que estdo restritos a glia e vasos sangiiineos.

A serotonina ¢ sintetizada a partir do aminoacido L-triptofano apds sua captagdo
do sangue para o cérebro. A fonte primaria do triptofano € a dieta. O triptofano é convertido a
5-hidroxitriptofano pela acdo da triptofano hidroxilase, enzima sintetizada no corpo celular
dos neurbnios do nucleo da rafe. A enzima descarboxilase converte entdo o 5-
hidroxitriptofano em serotonina (5-hidroxitriptamina — 5-HT). A serotonina ¢ metabolizada

pela MAO dando origem ao 4cido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA).
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Este neurotransmissor apos sua sintese ¢ armazenado em vesiculas e liberado por
exocitose para interagir com seus receptores. A serotonina pode se ligar a 14 receptores que

sao agrupados em familias (FINK; GOTHERT, 2007):

- A familia 5-HT; compreende os receptores 5-HTa, 5-HT 5, 5-HTp, 5-HT g e
5-HTr que sao acoplados a proteina G inibitoria, produzindo inibicado da atividade da

adenililciclase e abertura dos canais de potassio, o que resulta em hiperpolarizacao.

- A familia 5-HT,; inclui os receptores 5-HT,a, 5-HT, € 5-HT,¢ (formalmente

SHTc). Estes estimulam a fosfolipase C especifica para os fosfoinositidios.

- O receptor 5-HT; pertence a superfamilia dos receptores ligados a canais

i0nicos, causando uma rapida despolarizacdo nos neurdnios.

- As familias 5-HT4, 5-HTs e 5-HT; sdo incluidos na familia acoplada
positivamente a adenilciclase. Uma nova familia de receptores serotonérgicos 5-HTsa € 5-

HTsp ainda possui o mecanismo efetor desconhecido.

Os subtipos de receptores serotonérgicos possuem localizagoes diferentes no SNC
onde os receptores 5-HT;s localizam-se principalmente no hipocampo, septo, amigdala,
hipotdlamo e neocortex. Este receptor estd localizado em alta densidade no corpo celular de
neurdnios serotonérgicos nos nucleos da rafe dorsal e medial onde fazem a fungdo de
autoreceptores modulando a atividade de neurdnios serotonérgicos. Os subtipos 5-HTp e 5-
HT)p estdo localizados nos ganglios da base particularmente no globo palido e substancia
negra. Os receptores 5-HT,4 estdo localizados em areas corticais, particularmente no cortex
frontal, também estdo localizados no claustrum, ganglios da base e nucleo olfatério. Os
receptores 5-HT4 estdo localizados em grande concentragao no corpo estriado, substancia
negra e tubérculo olfatorio e hipocampo e indiretamente medeiam o aumento da liberacao de
DA estriatal. O receptor 5-HT esta localizado no coértex, septo, tdlamo, hipotalamo, amigdala

(FINK; GOTHERT, 2007).

A serotonina esta envolvida em praticamente todo tipo de comportamento tais

como, apetitivo, emocional, motor, cognitivo e autondmico. Por suas acdes, os neurdnios
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serotonérgicos € receptores sao alvos para uma ampla variedade de drogas, como
antidepressivos, antipsicoticos, tratamento da enxaqueca e tratamento da nausea e vOmitos,

entre outros (MONTTI; JANTOS, 2008).

3.1 Envolvimento da neurotransmissio monoaminérgica na Doenca de Parkinson

A importancia da dopamina como o neurotransmissor mais envolvido no controle
motor estd diretamente associada as conseqiiéncias clinicas decorrentes da degeneracao da via

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

4

A doenca de Parkinson ¢ caracterizada pela degeneragdo de estruturas
subcorticais, constituidas pelos nucleos da base (também chamado de estriado, que
compreende o nlicleo caudado, o putdmen e o globo palido), o subtdlamo e a substancia negra,
que agem como um sistema acessorio ao cortex cerebral e ao sistema cortigo-espinhal

fornecendo informagdes de padrdes complexos de movimento (STOCCHI, 2009).

O sistema dopaminérgico inerva todos os nucleos da base, através da via
nigroestriatal e, provavelmente, exerce um importante controle modulatério dos circuitos
neuronais (vias direta e indireta). Os nucleos da base fazem parte de um complexo circuito
neuronal organizado em paralelo para integrar atividades de diferentes regides corticais. Além
disso, os nucleos da base sdo intimamente interconectados com o locus ceruleus (ntcleo
noradrenérgico), nucleo da rafe (neurdnios serotonérgicos) e a formacgao reticular. O chamado
“circuito motor” €, na verdade, o mais importante na fisiopatologia do movimento (OBESO et

al., 2002).

As areas corticais enviam projecoes glutamatérgicas ao estriado, que € a principal
porta de entrada dos ntcleos da base. O estriado envia projegdes gabaérgicas a outros nicleos,
como o globo palido e a substincia negra reticulada. Esses nucleos modulam o tdlamo, que
por sua vez envia projecdes glutamatérgicas estimulatorias de volta ao cortex, facilitando com

maior ou menor intensidade o inicio do movimento (OBESO et al., 2002).
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A modulacdo mediada pelos ntcleos da base ocorre pelo balango entre dois
circuitos que ligam o estriado ao globo palido, 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
nucleos da base, pois quando liberada no estriado facilita 0 movimento. Isso explica a lentidao
de movimentos e a rigidez muscular na doenca de Parkinson, visto que a degeneracdo dos
neurdnios nigroestriatais causa a reducao da concentragdo de dopamina no estriado, e
conseqlientemente distirbios de movimento. Por outro lado, o excesso de dopamina ou a
supersensibilizacdo de receptores dopaminérgicos no estriado causa aumento dos movimentos
e incoordenacdo, 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 nucleos da base ocorrem através da interacdo com
receptores D; e D,. Os receptores D; modulam principalmente os neurdnios da via direta,
enquanto os D, sdo localizados em neuronios estriado-palidais da via indireta. Entdo, a
ativacdo de D; ativa a via excitatoria e a ativagdo de D, inibe a via inibitoria (GERFEN, 2003;

SIEGEL, 2006).

A destruicdo dopaminérgica nos nucleos da base relacionadas a doenca de
Parkinson leva a alteragdes na capacidade de elaboragdo dos movimentos automaticos, semi-
automaticos, no tonus postural e na habilidade dos movimentos, evidenciando os sinais e
sintomas motores caracteristicos da doenca como o tremor, a bradicinesia, a rigidez e a

instabilidade postural (DOYON, 2008).

Além dos sintomas motores da doenga de Parkinson, freqiientemente ocorrem
sintomas nao-motores como as alteragdes cognitivas € de comportamento, como a tendéncia
ao isolamento, a ansiedade, distirbios do sono, fadiga e depressio (LAUTERBACH, 2004;
CHAUDHURI; NAIDU, 2008). Também s3ao comuns as alteragdes sensoriais como dor,
queimacdo e ardéncia na regido de envolvimento motor e distirbios autonémicos, como
sialorréia, sudorese excessiva, pele oleosa e fria, constipagdo cronica, reducao do
esvaziamento da bexiga, disturbios sexuais, hipotensdo postural, disturbios na fala, na escrita

e na expressio facial (SABATE et al., 2008).
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Todas essas alteragdes podem ter relacdo com as disfungdes que ocorrem
principalmente devido a reducdo das concentracdes de dopamina e o conseqliente
desequilibrio dos outros sistemas (como o sistema colinérgico, serotonérgico, gabaaérgico e
glutamatérgico) que estdo integrados e onde a dopamina exerce um importante papel

modulatorio.

Virios estudos comprovam que em fases avangadas da doenca de Parkinson
ocorrem mudangas em outros neurotransmissores € em outros sistemas de neuromoduladores.
A reducao da noradrenalina estd relacionada com a destruicao de neur6nios noradrenérgicos e
¢ responsavel por certos sintomas nao motores da DP, como por exemplo, deméncia,
depressdo e estados vegetativos (FRANCIS; PERRY, 2007). Existe queda da concentraciao de
serotonina (5-HT) demonstrada em todas as regides cerebrais, embora ndo existam evidéncias
de processos degenerativos envolvidos. Ocorre também uma diminui¢do na atividade da
enzima glutamato descarboxilase, enzima responsavel pela biossintese do 4cido gama-
aminobutirico (GABA), que pode ser conseqiiéncia da neurodegeneracdo dos neurdnios

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

4 Neurotransmissao colinérgica e Doenca de Parkinson

Um importante regulador do circuito motor ¢ a acetilcolina. As concentragdes de
marcadores colinérgicos no estriado sugerem um papel importante da acetilcolina nessa area
do sistema nervoso central. No estriado de ratos, o conteido de acetilcolina e
acetilcolinesterase e a atividade da colina acetiltransferase sdo os mais altos no cérebro. O
interesse nessa inervacao ¢ sempre crescente, desde que a acetilcolina t€ém demonstrado
exercer um papel na fisiopatologia da doen¢a de Parkinson devido ao desequilibrio funcional

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

Os efeitos excitatorios mediados pela acetilcolina no estriado parecem ser gerados
pela ativagdo dos receptores M, através do bloqueio da condutancia do potéssio. Estudos
recentes indicam que a acetilcolina também pode aumentar a resposta aos receptores do

glutamato (NMDA) e esta acdo também parece envolver receptores M;. Estudos in vivo
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demonstraram que a acetilcolina pode apresentar efeitos tanto excitatdrios como inibitorios.
Os receptores M, sdo responsaveis inibi¢do pré-sinaptica da liberagdo do GABA, enquanto os
receptores M3 exercem um controle inibitério da liberagdo do glutamato no estriado

(CALABRESI et al., 2000).

Evidéncias mostram que a acetilcolina pode expressar uma dupla acdo funcional,
a primeira ac¢do inibitoria, resultante dos efeitos pré e pos sindpticos: reducao da liberacao de
neurotransmissores ¢ supressao das correntes de calcio. Esta acdo ocorre em condigdes
fisiologicas e na presenca de baixas concentragdes de acetilcolina na fenda sinaptica. A
segunda ag¢do da acetilcolina no estriado pode ser considerada excitatéria e envolve
principalmente mecanismos poOs sindpticos: a supressao das correntes de potassio e o aumento
da resposta mediada por receptores NMDA. A expressao dessa acdo excitatoria, no entanto,
requer condi¢des fisiopatologicas particulares, como uma concentragdo anormal de
acetilcolina no espaco sindptico e uma despolarizacio do potencial de membrana (para
remover o bloqueio do receptor NMDA). Essas condigdes podem ser observadas, por
exemplo, quando ocorre atividade prolongada e mantida da via estriatal ou durante uma falha
no metabolismo energético. Esse fenomeno ¢ encontrado em algumas doencas
neurodegenerativas como a doenga de Parkinson, em que a destruigdo das vias

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

Um dos primeiros tratamentos propostos para a doenga de Parkinson foi o uso de
antagonistas de receptores colinérgicos, porque se acreditava que o principal problema
ocasionado pela doenga era o desequilibrio entre os sistemas dopaminérgico e colinérgico,
onde uma diminui¢do na atividade DA resultaria em exacerbacao dos efeitos colinérgicos. Isto
¢ melhor compreendido agora, como um desequilibrio na regulacdo dos neurénios estriatais,

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

5 Aminoacidos transmissores e Doenc¢a de Parkinson

Alguns pesquisadores t€ém observado que a dopamina causa depressao da resposta

excitatoria sindptica mediada por receptores AMPA no estriado, via ativacdo dos receptores
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D, (FUXE et al., 2007; SIMOLA et al., 2008). Foi observado que em ratos com lesdo estriatal
unilateral mediada por 6-OHDA existe um aumento dos potenciais excitatorios espontaneos
dos neurdnios, que ¢ inibido com o uso de agonistas D,, sugerindo que a destruicdao
dopaminérgica aumenta a excitabilidade neuronal no estriado e que a ativacdo dos receptores
D, pré sinapticos pode reverter essa super excitabilidade através da inibicdo da liberacdo do

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

Entdo, a dopamina exerce controle em ambas as vias (direta e indireta),
principalmente através dos receptores D; (dos neurdnios do segmento interno) e D, (dos
neurdnios do segmento externo do globo palido). Na auséncia da dopamina, o controle da
liberagdo da acetilcolina e do glutamato mediado pelo receptor D, nos terminais
corticoestriatais ¢ inibido, assim como o controle mediado pelo receptor D; na resposta pds-
sinaptica ao glutamato. Esses efeitos nos receptores D; ¢ D, resultam em um aumento da
estimulagdo da atividade do neurdnio estriatal mediada pelo glutamato. Isto provavelmente
contribui para o aumento da atividade dos neurdnios da via indireta observada apos
desnervacdo dopaminérgica. Portanto, o efeito principal da destruicdo das terminacdes
dopaminérgicas ¢ causar um desequilibrio na atividade das duas vias, contribuindo para a

disfuncdo motora observada na doeng¢a de Parkinson.

A dopamina afeta a atividade dos neurdnios GABAérgicos estriatais eferentes
(output) diretamente e provavelmente indiretamente via interneurdnios colinérgicos
(FRANCIS; PERRY, 2007). Os efeitos da degeneracdo dos neurdnios dopaminérgicos da
substancia negra na doenca de Parkinson e em modelos animais da doenga de Parkinson estdo
associados com o desequilibrio da atividade das vias direta e indireta, afetando, portanto
outros sistemas de neurotransmissores. Galeffi et al. (2003) verificaram que as concentragdes
basais dos aminoacidos permaneceram praticamente inalteradas apos a lesdo com 6-OHDA;
no entanto as concentragdes de GABA nos dializados do globo palido foram
significativamente elevados nos ratos lesionados, indicando um desequilibrio em favor da via

indireta.
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6 Patogénese da doenca de Parkinson

A razdo dos pacientes portadores da doenga de Parkinson exibirem baixas
concentragdes de dopamina cerebral ocorre devido a degeneragdo da via dopaminérgica
nigroestriatal, que ¢ composta de neuronios dopaminérgicos cujos corpos celulares estao
localizados na parte compacta da substincia negra e cujos axdnios e nervos terminais sao
encontrados no corpo estriado (PRZEDBORSKI, 2005). A neuropatologia da DP ndo esta
restrita apenas a via nigroestriatal, anormalidades histoldgicas podem ser encontradas em
outros grupos de células dopaminérgicas e at¢ nao dopaminérgicas (DAUER,;

PRZEDBORSKI, 2003).

A segunda caracteristica patologica mais comum na DP ¢ a presenga de inclusoes
intraneurais, conhecidos como corpusculos de Lewy. Os corpusculos de Lewy sdao agregados
citoplasmaticos eosinofilicos esféricos compostos de uma variedade de proteinas, como a a-
sinucleina, parkina, ubiquitina e neurofilamentos, que podem ser encontrados em toda regido

cerebral afetada (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003).

Estudos sugerem que o mecanismo de morte neuronal na DP envolve a ativagao
de um fator etioldgico como o actimulo da proteina a-sinucleina mutante nos neurdnios
dopaminérgicos que desencadeia uma cascata de eventos, onde estdo relacionados varios
fatores como os radicais livres, disfun¢do mitocondrial, excitotoxicidade, inflamagdo e

apoptose (PRZEDBORSKI, 2005).

Przedborski (2005), baseado em modelos neurotoxicos da DP, sugeriu que a
degeneracdo dos neurdnios dopaminérgicos na substancia negra nao resulta da ativacdo de

apenas um Unico fato deletério, mas da convergéncia de multiplos fatores patogénicos.
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6.1 Células da glia

Damier et al. (1993), verificaram que a ativacdo das células da glia e o processo
inflamatorio participam da cascata de eventos que levam a degeneracdo neuronal Muitos
estudos tém constantemente relatado a presenga de microglias e astrocitos ativados na DP,
corroborando com esses resultados (HIRSCH et al., 2005; MCGEER; MCGEER, 2008). A
fun¢do dessas células da glia ndo estd completamente elucidada. Alguns astrocitos podem agir
como neuroprotetores inativando radicais livres derivados do oxigénio e produzindo fatores
neurotroéficos que protegem os neurdonios dopaminérgicos contra varios estimulos lesivos.
Entretanto, microglias ativadas podem estar envolvidas nos mecanismos de lesdo dos

neuronios dopaminérgicos (SHAVALI et al., 20006).

Microglias sdo macrdofagos residentes no SNC que podem ser ativados em células
apresentadoras de antigeno imunocompetentes durante o processo patoldgico. Essas células
liberam citocinas pro-inflamatorias, incluindo o fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e
interleucina-1 (SHAVALI et al., 2006). Muitos pesquisadores encontraram concentragao
elevados de citocinas como o TNFa, interleucina-1p, fator de transformacao e crescimento —
alfa (TGF-a) e TGF- no parénquima cerebral ou no fluido cérebro-espinhal de pacientes com
DP (NAGATSU et al., 2000). Essas células ativadas também aumentam a liberacao de
enzimas como a oxido nitrico sintase indutiva (NOSi) e as cicloxigenases COX 1 e 2

(MOSLEY et al., 20006).

A ativacdo das microglias estd diretamente associada com a morte dos neuronios
dopaminérgicos na DP, podendo até mesmo ser usada como marcador biologico para a
doenca. Realmente as microglias ativadas servem como indicadores in vivo da resposta
inflamatoria e contribuem significativamente para o processo degenerativo. Baseados nessas
observagoes, estudos epidemioldgicos demonstraram que o uso de antiinflamatoérios nao

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

Estudos bioquimicos e histologicos verificaram também a participacdo do estresse
oxidativo na patogénese da DP com peroxidacdo lipidica, dano no DNA e reducdo da

glutationa e da ferritina, além disso, as concentragdes de NADPH oxidase, um produto
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precursor das espécies reativas do oxigénio (ROS), esta elevado na DP e a sua elevacao
coincide com a ativagao das microglias. Na DP as microglias proximas aos neuronios
dopaminérgicos parecem aumentar a sua capacidade de producdo das ROS, devido ao seu
estado ativado, levando a um ciclo continuo de lesdo neuronal e ativagdo do sistema

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

6.2 Citocinas

Os mecanismos através dos quais as células da glia e as citocinas pro-
inflamatorias causam danos aos neuroénios dopaminérgicos da DP ainda ndo sdo totalmente
compreendidos. Estudos sugerem que as citocinas pro-inflamatorias produzidas pelas células
da glia durante o processo inflamatorio participam dos eventos envolvidos na degeneragao
neuronal na DP. Baseado nesse principio, foi demonstrado in vitro, que o interferon vy, a
interleucina -1f e o TNF-a podem induzir a expressdo da 6xido nitrico sintase indutiva
(NOSi), e foi observado que os concentragdo desta enzima encontram-se aumentados na

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

As citocinas pro-inflamatdrias também podem agir diretamente nos neurdnios
dopaminérgicos através da interagdo com receptores especificos. Hirsch et al. (2005)
analisaram os efeitos do TNF-a 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-a ou para ambos foram protegidos contra a intoxicacdo 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-o seja uma importante citocina envolvida no processo
inflamatorio durante a DP, muitas outras citocinas sdo produzidas ¢ a inibi¢do de apenas um
dos eventos pode ndo ser suficiente para proteger os neurdnios dopaminérgicos contra a
degeneracgdo. Assim, drogas que interferem na cascata de eventos que levam a degeneracio ou

que agem em vdrias vias podem representar alvos terapéuticos melhores para a neuroprotecao.
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6.3 Apoptose e capases

O termo apoptose ¢ derivado do grego com o significado “ser descartado”, em
analogia as pétalas de uma flor quando desprendidas. Este processo mostra-se eficaz e

necessario para a manutengao das populacoes celulares. (LEIST, 2001).

As deficiéncias nos processos de apoptose sdo responsaveis pela proliferacdo de
células tumorais, e a exarcebacdo destes mecanismos apoptoticos podem estar envolvidos em
varias condigdes patologicas como as doengas autoimunes, as doencas neurodegenerativas
como Alzheimer, Parkinson, Esclerose Amiotrofica Lateral (ALS), Esclerose Multipla, dentre

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

A apoptose tem sido implicada em varias doengas neurodegenerativas como um
importante fator que contribui significativamente para a morte neuronal (DONG et al., 2009).
A doenca de Parkinson pode ser caracterizada como uma degeneracdo progressiva dos
neurdnios dopaminérgicos por apoptose do sistema nigroestriatal. A neurotoxina 6-OHDA
que ¢ uma das mais utilizadas como modelo da doenca de Parkinson em animais, provoca
danos mitocondriais e induz a ativacdo da caspase 3, causando morte neuronal por apoptose

(COSTA etal., 2002).

Os mecanismos de morte celular induzida por 6-OHDA podem ser explicados de
trés maneiras: geragdo de espécies reativas do oxigénio (ROS) por auto-oxidagdo intra ou
extracelular, formagdo de peroxido de hidrogénio induzido pela monoamino oxidase e
inibigdo direta da cadeia respiratoria mitocondrial (TANAKA et al., 2006). Muitos trabalhos
na literatura tém sugerido que a excessiva geracao de espécies reativas do oxigénio 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 ¢ marcado por alteragdes na permeabilidade da
membrana mitocondrial onde ha formacdo de um canal de alta condutancia com perda do
potencial para fosforilacdo oxidativa; hd extravasamento de citocromo c para o meio
intracitoplasmatico; ativagdo de uma série de substancias serino-proteases como as caspases,

transglutaminases, endonucleases e fosfatidilserina / trombospondina. O processo implica na
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fragmentacdo da cromatina e das organelas, com posterior clivagem das mesmas. Os
corpusculos apoptoticos formados sdo fagocitados por macrdfagos, que reconhecem suas

sinalizagdes (DAMIANI, 2004).

As caspases sdo proteases, conhecidas por estarem envolvidas na apoptose. Foram
descobertos mais de 14 tipos de caspases no tecido nervoso dos mamiferos, elas podem agir
como iniciadoras da apoptose, executoras da apoptose ou como mediadores inflamatorios,
dependendo do tipo de caspase. A ativacdo das caspases pode ser observada em varias
doencgas como no trauma (caspase-3), na DP (caspase-3), na ALS (caspase-3) e na doenga de
Alzheimer (caspase-3 e caspase 9). Alguns inibidores das caspases podem agir como
neuroprotetores em alguns modelos celulares e animais de doencas neurodegenerativas

(WALDMEIER; TATTON, 2004).

As caspases pro-apoptoticas sdo 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 extrinsecas de estimulos, como ligantes de

superficie celular, ou por via intrinseca, com sinais originados no interior da célula.

Na via extrinseca da ativagdo da apoptose, a pro-caspase 8 € recrutada pela DED
(dominios efetores de morte) e induzem o sinal de morte através do complexo DISC
(Complexo de morte via estimulo extracelular), sendo que o ligante pode ser o fator de
necrose tumoral (TNF). A via intrinseca de apoptose envolve a ativacdo da pro-caspase 9 a
qual ¢ ativada por eventos de alteracdo da permeabilidade mitocondrial, com liberagdo de
citocromo ¢ para o meio intracitoplasmatico. (SALVESEN, 2002). Nesses casos de ativagao
da caspase 9, hé interacdo com o fator de ativagdo das proteases pro-apoptdticas 1 (Apaf-1).
Uma vez ativada, a caspase 9 ativa uma série de outras pro-caspases como por exemplo a
caspase 3, 6 ¢ 7 subseqlientemente, clivando estas pro-caspases em substratos menores,

resultando numa amplificagcdo do sinal de morte.

A mitocondria atua como um regulador central da via intrinseca da apoptose, além
disso, também pode amplificar e mediar a via extrinseca. A mitocondria tem um papel
“chave” na integragdo e propagacao dos sinais de morte originados intrinsicamente por danos

ao DNA, por estresse oxidativo, extravasamentos de proteinas e outros. A maior parte dos
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sinais pré-apoptoticos sdo derivados da disrruptura mitocondrial originada pela perda do
potencial para fosforilagdo oxidativa, aumentando subitamente a permeabilidade da
membrana mitocondrial com formag¢do de um edema com grande influxo de 4gua para a
matriz mitocondrial e eventual ruptura da membrana. Proteinas sdo liberadas para o meio
intracitoplasmatico (extra-mitocondrial) incluindo fator indutor da apoptose (AIF),
endonucleases (endoG), Smac/Diablo, Htr/Omi e o citocromo ¢, que ativa o aptossomo e,

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

A interacdo entre a mitocondria e as caspases ocorre através da familia das
proteinas Bcl-2. Genes pro-apoptoticos como Bax, Bid e Bak induzem a liberacdo de
citocromo ¢ além de outros fatores citossolicos. O citocromo ¢ liga-se ao Apaf-1 o qual,
através de alteragdes conformacionais, oligomeriza-se e forma o aptossomo, um complexo
que ativard a pro-caspase 9. Esta pro-caspase 9 ativada, desencadeia o sinal para a ativagdo
das caspases 3, 7 e 6 resultando num processo amplificado e catalitico resultando no processo

apoptotico. (SLEE, 1999).

Varios estudos sugerem que o fator de necrose tumoral (TNF-a) e a ativacao dos
receptores TNFR ativam a via extrinseca da indu¢@o da apoptose (em parte através do Bid e
do Bax) e possuem um papel importante na patogénese de algumas doencas

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

6.4 Espécies reativas do oxigénio e estresse oxidativo

Radicais livres s3o moléculas que possuem um ou mais elétrons desemparelhados.
Em geral, sdo instaveis e t€ém vida muito curta devido a natureza livre de seus elétrons que os
tornam hdabeis a reagir com diversos compostos ou alvos celulares, de modo a obter uma
maior estabilidade quimica conferida pelo emparelhamento de elétrons (HALLIWELL, 1994).
Essas moléculas causam danos teciduais por interagirem com carboidratos, acidos nucléicos

(DNA), lipidios e proteinas.
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Os radicais livres sdao moléculas altamente reativas formadas a partir de
transferéncias de elétrons, podem reagir e formar uma outra série de espécies reativas, como
as espécies reativas do oxigénio (ROS) e se ndo neutralizadas podem levar ao estresse
oxidativo, exacerbar a inflamacdo e promover dano tecidual. Os radicais livres incluem as
espécies reativas do oxigénio (ROS) como o superoxido (O;7), o radical hidroxila (OH),
radical peroxido (ROO), o peroxido de hidrogénio (H,O,), bem como as espécies reativas do
nitrogénio (RNS), como o 6xido nitrico (NO) e o peroxinitrito (ONOO)) e espécies reativas do

cloro (RCS) como o acido hipocloroso (HOCI) (MOSLEY et al., 2006).

Essas espécies quimicas sao abundantes na natureza, produzidas normalmente no
metabolismo celular e encontradas no meio ambiente, facilmente formadas com exposi¢ao
excessiva a luz solar, poluicdo, alcool, inseticidas, radiag¢do, exercicio intenso, etc. Existem
enzimas antioxidantes protetoras e mecanismos que neutralizam os radicais livres, como a
superoxido 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 formacao dos

radicais livres (MOSLEY et al., 2006).

O dano oxidativo ocorre nos organismos celulares devido ao desequilibrio entre a
producdo dos radicais livres e as defesas antioxidantes celulares. Através da respiracdo celular
normal ou da respiragdo mitocondrial desregulada, grandes quantidades de ROS podem ser
produzidos e desencadearem efeitos deletérios no delicado equilibrio neuronal do SNC. O
estresse oxidativo esta realmente implicado como sendo a principal causa da injuria neuronal
em varias doengas neuroldgicas, incluindo a doenga de Parkinson, no entanto, ainda ndo esta
claro se o estresse oxidativo é causa ou conseqiiéncia dessas doencas (ALFAVARO et al.,

2004; MOSLEY et al., 2006).

Alguns dos mais destrutivos radicais livres gerados no organismo derivam do
oxigénio (O,). Entdo, a molécula mais importante para a manutengdo da vida pode também
provocar danos celulares, podendo levar a destruicdo de 6rgdos e do proprio organismo. O
acumulo dos danos ao longo da vida causados por moléculas vitais em oOrgdos esta

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

(NICHOLLS, 2008).
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O radical superoxido (O*) é o produto da adicio de um elétron a molécula de
oxigénio (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990). Muitas moléculas bioldgicas 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) ¢ microssomicos (JAKOBY;
ZIEGLER, 1990) reagem com o O, convertendo-o em O®. Adicionalmente, fagocitos
ativados (neutrdfilos, mondcitos, macrofagos e eosinofilos) geram o O® em grande
quantidade, com a finalidade de destruir microorganismos estranhos ao organismo. Esse
mecanismo de protecdo natural pode tornar-se nocivo nos processos de inflamacao cronica

(MOSLEY et al., 2006).

O radical hidroxila (OH") é a espécie de oxigénio mais reativa em sistemas
bioldgicos; age rapidamente no local em que ¢ produzido, sendo potencialmente capaz de
causar alteragcdes nas bases purinicas e pirimidinicas, levando a inativagdo ou a mutagdo do
DNA, inibir diversas proteinas (constituintes das membranas celulares e enzimas) através da
oxidacdo dos seus grupamentos sulfidrila (-SH) a pontes dissulfeto (-SS) e iniciar a
peroxidagdo de lipideos, especialmente acidos graxos poliinsaturados de membranas e

lipoproteinas (MOSLEY et al., 2006).

O radical hidroxila é gerado nos sistemas bioldgicos principalmente por radiagdes
ionizantes e através da reagdo que envolve um metal de transi¢cdo, o radical superoxido e o
peroxido de hidrogénio. Devido ao alto teor de dgua das células, sua exposicao as radiagdes
ionizantes (raios X e gama), pode resultar na formag¢do do radical hidroxila, através do
processo de radidlise da agua (HALLIWELL, 1994). Os ions metalicos (de ferro ou cobre)
possuem a habilidade de mover elétrons, o que constitui a base para a iniciagdo e propagacao
de muitas das reagdes de radicais livres mais nocivas. Assim, o OH® é formado pela interagdo

’ 71 3+ 2- . ~
entre um ion metalico (Fe” "), o O™ e o H,0,, de acordo com a seguinte equacao:

Fe*" + 02— » Fe*" + 0,

!

H,0, ——» Fe*" + OH + OH"®

(reagdo de Fenton)



44

O H,0; ndo ¢ especialmente toxico, a menos que esteja em altas concentragdes
nas células, outra caracteristica dessa molécula ¢ que ela possui a capacidade de se difundir
rapidamente através das membranas celulares podendo entdo se distribuir por sitios distantes
dos quais ela foi gerada. Além disso, na presenga de metais de transi¢do, mais comumente o
Fe*", mas também o Cu'", 0 H,O, é reduzido a radical hidroxil (OH") via reacdes de Haber-

Weiss ou Fenton (NICHOLLS, 2008).

Essa via de produ¢do do OH® tem sido bastante estudada, embora o seu papel
patolégico ndo esteja bem definido, a existéncia de proteinas de transporte para o ferro e o
cobre, utilizadas pelas células para minimizar a presenga de ions metalicos livres indicam que

tais reagdes podem ser prejudiciais para os sistemas biologicos (MOSLEY et al., 2006).

O ¢6xido nitrico (NO) funciona como um mensageiro intracelular de produgao
endogena que desempenha um importante papel em praticamente todos os sistemas do
organismo (EISERICH et al., 1998), embora exerca diversas fungdes fisiologicas uteis, em
excesso pode ser nocivo. Em determinadas condigdes o NO e o O, podem interagir,

resultando em um produto muito téxico, o peroxinitrito (ONOQO"):

O, + NOe - ONOO

O ONOO' ¢ capaz de reagir prontamente com diversas moléculas: proteinas,
lipideos, carboidratos e acidos nucléicos, danificando-as. Além disso, seus provaveis produtos
de decomposicdo, OHe, dioxido de nitrogénio e outros, possuem semelhante potencial
deletério, consequentemente, a toxicidade do NO pode ser explicada, pelo menos em parte,
por sua reagdo com o O, . O aumento da produ¢do de ONOO™ tem sido associado a diversos

processos patologicos (WANG et al., 2002).

J& foi estabelecido que o estresse oxidativo contribui para a cascata de eventos
que leva a degeneracdo das células dopaminérgicas na doenga de Parkinson. As regides
cerebrais que sdo ricas em catecolaminas, como a adrenalina, noradrenalina ¢ dopamina sao
excepcionalmente vulnerdveis a geragdo de radicais livres (HALD; LOTHARIUS, 2005). As

catecolaminas, principalmente a dopamina, podem ser metabolizadas por enzimas endogenas
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como a monoamino oxidase (MAOQO), como ja foi descrito anteriormente, ou sofrerem
destruicao expontanea por autooxidacao que leva a producao de H,O, e quinonas derivadas da
dopamina (SULZER; ZECCA, 2000). O metabolismo da dopamina pode exacerbar o
processo inflamatorio e o dano tecidual através da manutengdo do H,O; no ciclo de espécies
reativas do oxigénio (ROS) e/ou através da modificagdo de grupos sulfidrilas de proteinas via

adi¢do nucleofilica mediada pelas quinonas derivadas da dopamina (MOSLEY et al., 2006).

Essa modificagdo na configuracdo das proteinas pode induzir a uma agregacao
proteica e alterar processos celulares como a fosforilagdo oxidativa resultando em aciimulo de
espécies reativas do oxigénio e do nitrogénio, que sdao normalmente produzidas pelas
microglias para destruir micoorganismos invasores. Espécies moleculares reativas incluindo o
anion superoxido, o peroxido de hidrogénio e os radicais livres hidroxil, assim como os
intermediarios do nitrogénio, NO e ONOOe®, podem causar danos nos nerdnios se produzidos
em excesso, o que geralmente ocorre durante respostas neuroninflamatorias prolongadas

(MOSLEY et al., 2006).

As espécies reativas do nitrogénio t€m sido associadas com a disfuncdo da cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial, peroxidagdo lipidica, danos ao DNA e a nitracdo de
residuos de tirosina em proteinas celulares. Isto sugere que o anion superoxido derivado da
microglia, através da formagdo de ONOOe, ¢ um importante fator que contribui para a

patogénese da doenga de Parkinson (MOSLEY et al., 2006).

Um dos processos oxidativos mais amplamente estudados € aquele onde ocorre a
quebra dos lipidios das membranas celulares e a formagéo do radical peroxil (LOO®). Este
processo chamado de peroxidacdo lipidica ¢ extremamente complexo e lesivo, porque uma
vez iniciado, ele pode ser propagado, ja que o radical peroxil formado pode reiniciar o

processo, que pode ocorrer indefinidamente.

Todos os componentes celulares sdo suscetiveis a acdo das ROS, porém a
membrana ¢ um dos mais atingidos em decorréncia da peroxidacdo lipidica, que acarreta
alteragdes na estrutura e na permeabilidade das membranas celulares. Conseqiientemente, ha
perda da seletividade na troca i6nica e liberacdo do contetido de organelas, como as enzimas

hidroliticas dos lisossomas, ¢ formagdo de produtos citotoxicos (como o malonaldeido),
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culminando com a morte celular. A peroxidacao lipidica também pode estar associada aos
mecanismos de envelhecimento, de cancer e de doengas neurodegenerativas, como a doenga
de Parkinson. Assim como na formagdo das ROS, nem sempre os processos de peroxidagao
lipidica sdo prejudiciais, pois seus produtos sdo importantes na reagdo em cascata a partir do
acido aracdonico (formacdo de prostaglandinas) e, portanto, na resposta inflamatoria.

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

A lipoperoxidacdo ¢ uma reacdo em cadeia, representada pelas etapas de
iniciacdo, propagagdo e terminacdo. Estas etapas estdo apresentadas nas reacdes seguintes,

onde L representa o lipidio:

LH+ OH" (ou LO")——> L+ H,0 (ou LOH) (Iniciagao)
L'+ O, —> LOO’ (Propagagdo)

LH + LOO™ —> L'+ LOOH (Propagagao)

LOO’+ L" ——> LOOL (Terminagao)

LOO®+ LOO® ——> LOOL + O, (Terminagao)

A reagdo inicia-se com o seqiiestro do hidrogénio do acido graxo polinsaturado
(LH) da membrana celular. Tal seqiiestro pode ser realizado pelo OH" ou pelo LO" (radical
alcoxila), com conseqiiente formagdo do L' (radical lipidico). Na primeira equacdo de
propagacdo, o L’ reage rapidamente com o O,, resultando em LOO" (radical peroxila), que,
por sua vez, seqliestra novo hidrogénio do acido graxo polinsaturado, formando novamente o
L® na segunda equagdo de propagagdao. O término da lipoperoxidacao ocorre quando os
radicais (L e LOO") produzidos nas etapas anteriores propagam-se até formarem complexos

mais estaveis (NAKAMURA; LIPTON, 2009).

Varios estudos ja comprovaram que as ROS podem ser causa ou conseqiiéncia de
doencas humanas associadas ao estresse oxidativo. Por isso, antioxidantes naturais e sintéticos
tém sido recomendados para o alivio dos sinais e sintomas destas doengas e, mesmo, para

bloquear sua evolugdo (NAKAMURA; LIPTON, 2009).
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Os antioxidantes podem atuar em diferentes aspectos na protecao dos organismos
contra os radicais livres. O primeiro mecanismo de defesa contra os radicais livres ¢ impedir a
sua geracdo, principalmente através da inibicdo das reagcdes em cadeia com os ions metalicos
(ferro e cobre). Os antioxidantes devem ser substancias capazes de inativar os radicais livres
gerados pelo metabolismo celular ou por fontes exdgenas, impedindo o dano aos lipideos, as
proteinas, aos acidos graxos € ao DNA, evitando assim as lesdes aos constituintes celulares e
a consequente morte celular. Um outro mecanismo de prote¢do ¢ promover o reparo das
lesdes produzidas pelos radicais livres. Esse processo estd relacionado com o reparo da
molécula do DNA ¢ a reconstituigdo das membranas celulares danificadas. Em algumas
situagdes pode ocorrer uma adaptagao do organismo em resposta a geracdo desses radicais

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

Os compostos antioxidantes podem ter origem enddgena, como as enzimas
catalase, superoxido dismutase e a glutationa, ou serem exdgenos, provenientes, por exemplo,
da dieta alimentar. Muitos estudos destacam os tocoferois (vitamina E), o &cido ascorbico
(vitamina C), o selénio, os carotendides e principalmente os polifendis, que tém sido
amplamente estudados nos ultimos anos, principalmente por inibirem a peroxidag¢ao lipidica 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 fendlicos na dieta humana.

Viérios estudos ja comprovaram que as metilxantinas, incluindo a cafeina e os seus
metabolitos posssuem a capacidade de inibir o dano oxidativo induzidos por espécies reativas

do oxigénio (LEE, 2000; JOGHATALIE et al., 2004).

A cafeina parece exercer uma ac¢do central que melhora a atividade do sistema
dopaminérgico. Chen et al. (2007) demonstraram a a¢do neuroprotetora da cafeina utilizando
um modelo experimental da doenga de Parkinson em camundongos tratados com MPTP, onde
foi observada uma reducdo da perda dos neurdénios dopaminérgicos estriatais, esse efeito

parece estar relacionado também ao bloqueio dos receptores Aa.

Behan e Stone (2002) demonstraram que o CSC, um antagonista especifico Aza

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

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

A adenosina ¢ um nucleosideo formado pela unido de uma adenina e uma ribose,
presente nos meios intra e extracelular que possui um papel neuromodulador ¢ hemostatico
(CUNHA, 2001). Encontra-se em maior concentracdo no meio intracelular (10 a 50 nM),
enquanto na fenda sinaptica sua concentragdo fica em torno de 0,5 a 4uM (CUNHA, 2005). A
produgdo intracelular resulta da clivagem da S-adenosilhomocisteina, 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 sinalizag¢ao intracelular.
Enquanto o ATP funciona como um neurotransmissor em algumas 4reas cerebrais, a
adenosina ndo ¢ armazenada ou liberada como um neurotransmissor cldssico, embora ela seja
liberada por qualquer célula, porém isso ocorre mediante um transportador de nucleosideo,
que pode também fazer a recaptacdo da adenosina mantendo um equilibrio entre as

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

Como a adenosina ndo ¢ liberada por exocitose, ela funciona como uma molécula
sinalizadora extracelular que influencia na transmissdao sinaptica modulando a atividade do
sistema nervoso central no nivel celular, pré-sindptico inibindo ou facilitando a liberagdo de
transmissores ou pds-sinaptico hiperpolarizando ou despolarizando neurdnios e/ou exercendo

efeitos ndo-sinapticos (RIBEIRO et al., 2003).

Apesar dos seus efeitos neuromoduladores diretos, a adenosina exerce muitas
acoes indiretas no sistema nervoso que foram demonstradas por estudos relacionando
interagdes dos receptores da adenosina com receptores de outros neurotransmissores e/ou
neuromoduladores como fazendo parte de uma sofisticada rede de conexdes. A adenosina, via
ativagdo do receptor A; pode estimular as propriedades inibitorias do GABA, como a redugao
da excitabilidade mediada pelo glutamato, funcionando entdo como molécula-chave para o
controle da transmissdo sinaptica glutamatérgica no sistema nervoso central (SEBASTIAO;

RIBEIRO, 2000).
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7.2 Receptores da adenosina

A neuromodulagdo da adenosina ¢ exercida através da ativagdo de quatro
diferentes tipos de receptores, aqueles de alta afinidade A; e A4, baixa afinidade A, € 0 As
que ¢ um receptor de alta afinidade em humanos, mas ocorre em baixa densidade na maioria
dos tecidos. Esses receptores pertencem a familia de receptores acoplados a proteina G,
possuem sete dominios transmembrana formados por aminoéacidos hidrofobicos e todos foram
clonados e caracterizados em muitas espécies de mamiferos, incluindo a humana

(FREDHOLM et al., 2001).

O receptor A, esté localizado principalmente no sistema nervoso central, com alta
expressio no cortex cerebral, cerebelo, tidlamo, hipocampo e medula espinhal.
Adicionalmente esse receptor também ¢ amplamente expresso em tecidos periféricos, tais
como testiculos, tecido adiposo, estobmago, rins, hipofise, adrenais, coragdo, aorta, figado,
olhos e bexiga (RALEVIC; BURNSTOCK, 1998). A localizagdo desses receptores ¢ pré-
sindptica, pos-sinaptica e axonal (REBOLA et al., 2003).

A ativacdo dos receptores A; promove efeitos inibitdrios na neurotransmissao.
Uma vez ativados, os receptores A; inibem a adenilato ciclase, através da ativacao da proteina
G inibitoria (Gi/Go) que reduzem os concentragdo de AMPc, inibindo as vias dependentes
dessa molécula sinalizadora. (CHEN et al., 2007). Além disso, ativam canais de K+ pré-
sinapticos, inibem o influxo de Ca®" e ativam fosfolipase C, resultando na inibigio da
liberacao de varios neurotransmissores, em particular o glutamato, a dopamina, a serotonina e
a acetilcolina. Em concordancia com esses efeitos, estudos pré-clinicos tém mostrado que a
ativacdo desse receptor possui efeitos anticonvulsivantes (BOISON, 2007) e neuroprotetores

(CUNHA, 2005).

Os receptores Ajs sdo considerados receptores de alta afinidade, com Kd de
aproximadamente de 150 nM de adenosina (DUNWIDDIE; MASINO, 2001). Esté localizado
principalmente no sistema nervoso central, ocorrendo basicamente no estriado, nos neurdnios
gabaérgicos do caudado-putamen, no nticleo acumbens e no tubérculo olfatério e em menor

quantidade em outras regides do cérebro (Figura 4). Sua ocorréncia nos tecidos periféricos
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inclui células do sistema imune, olhos, musculo esquelético, coracao, utero, bexiga, plaquetas
e células endoteliais (DIXON et al., 1996). Esses receptores também sao expressos em menor
quantidade no intestino delgado, rins, bago, estomago, testiculos, pele e figado (LEE et al.,

2003; ISHIWATA et al., 2005).

Hipocampo

Talamo

Neocortex

Bulbo

f’ Cerebelo

- Nucleo do trato
Neurdnios e
solitario

gabaérgicos

Substancia
negra

Medula espinhal

Figura 4 - Distribuicio dos receptores da adenosina de alta afinidade (A;, Aza € A3), nas
diferentes regioes do SNC

Fonte: Ribeiro et al. (2003)

Nota: Concentracdes mais altas estdo indicadas por letras maiores.

A ativacdo dos receptores Aja, via proteina G estimulatoria (Gs), ativa adenilato
ciclase e aumenta as concentragdes intracelulares de AMPc (XU et al., 2005). Ocorre também
a facilitagdo da liberagcdo de neurotransmissores, que provavelmente ¢ decorrente da ativagao
de canais de calcio e da proteina quinase A. Mecanismos de transducdo de sinal
independentes de AMPc, como a ativagdo da fosfolipase C, parecem estar envolvidos na

sinalizagdo de neurdnios gabaérgicos e colinérgicos do estriado (FREDHOLM et al., 2007).

O receptor Az se encontra em pequenas quantidades no cerebelo e hipocampo e
em concentracdo ainda mais baixos em outras regides do cérebro (RIBEIRO et al., 2003). Os
receptores da adenosina também estdo presentes no sistema nervoso periférico, autonomico e

somatico, e os resultados obtidos em estudos com terminag¢des do nervo motor demonstraram
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acoes inibitorias pré-sinapticas, mediadas pelo receptor A; (GINSBORG; HIRST, 1972), bem
como excitatorias pré-sinapticas, mediadas pelo receptor A4 (CORREIA et al., 1991). Eesses
resultados inspiraram muitos estudos sobre as acdes neuromoduladoras da adenosina no

sistema nervoso central.

Os receptores Ay estdo mais expressos no intestino grosso € bexiga e possuem
baixa expressdao no sistema nervoso central, pulmdes, ductos deferentes e hipofise (GESSI et
al., 2005). Sao receptores acoplados a proteina G estimulatoria, assim como os receptores
Aja, € promovem aumento dos concentragdo de AMPc (RIBEIRO, 2003) (Figura 2). Alguns
estudos sugerem o envolvimento da fosfolipase C como mediadora de muitos efeitos da
ativacdo dos receptores Az (YAAR et al., 2005). Fredholm e Altiok (1994) postularam que
esses receptores podem apresentar efeitos neuroprotetores quando as concentragdes
extracelulares de adenosina aumentam, devido a baixa afinidade desses receptores pela

adenosina e seu envolvimento com a reagao inflamatéria (Figura 5).

Meio extracelular Adenosina

Ca* l_l_l l__ITl

TN 1
®o| &) @ e

K* u"' Adenilato u
ciclase A
— Inibe —"  Estimula
roteina
quinase | g————— AMP ciclico ATP

Vasodilatacéo

Meio intracelular

Figura 5 - Receptores da adenosina
Fonte: http://www.aderis.com/img/art adenosine.gif

A neuromodulagdo inibitoria da adenosina ¢ mediada principalmente pela

ativacdo dos receptores A; que estdo acoplados a proteina G tipo Gi e Go, assim como 0s
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receptores Az, que foram os tltimos receptores da adenosina descritos (FREDHOLM et al.,

2001; BOISON, 2008).

A ativagdo dos receptores Aj inibe a producdo de AMPc e, provavelmente, existe
também o envolvimento da ativagdo da fosfolipase C, que foi descrita em cérebro de ratos
(YAAR, 2005). Os efeitos bioldgicos desses receptores ainda estdo sendo investigados, porém

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

BURNSTOCK, 1998).

A adenosina modula véarios receptores de neurotransmissores no cérebro,
incluindo receptores dopaminérgicos, glutamatérgicos, colinérgicos e opidides (XU et al.,
2005). A descoberta dessas agdes modulatorias e o desenvolvimento de varios agentes
agonistas ¢ antagonistas dos receptores da adenosina, principalmente aqueles de alta
afinidade, A; e Aja, favorecem a utilizacdo desse sistema como ferramenta terapéutica em

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

Ay Aaa Asp Az
N N M e
C o C
=c

Localizagdo no 1g32.1 22q11.23 17p12-pl1.2 1p21-p13

cromossomo humano

Aminoacidos 326 410 328 318

Proteina G Gii, Go Gs, Goi, Gisie G, Gq/ll Giz 3, Gq/ll

Sinalizagdo |AMPc TAMPc TAMPc |AMPc
1IP3/DAG 11P3 TIP3/DAG TIP3/DAG

Distribuigdo no Difundido Restrito Difundido Difundido

SNC (1 niveis no (1 niveis no (baixos niveis (niveis
cortex, estriado, nucleo em todas as intermediarios
cerebelo, e acumbens, areas) no cerebelo e
hipocampo e | tubérculo hipocampo e |

Afinidade dos ligantes em outras olfatorio) em todas as

(Ki, em nM) areas) areas)

Agonistas Aja:

- Adenosina 70 150 5100 6500

- NECA 14 20 330 6.2

- CGS21680 290 27 361,000 67

Antagonistas Asa:

- Cafeina 12,000 2400 13,000 80,000

- Teofilina 6800 1700 - 86,000

- CSC 28,200 54 - -

- MSX-2 2500 5.0 - >10,000

- SCH58261 290 0.6 - >10,000

- KW6002 150 2.2 32 -

Fonte: modificado de Xu et al. (2005)

Os antagonistas dos receptores da adenosina originais sdo as xantinas como a
cafeina e a teofilina, as quais possuem pouca ou nenhuma seletividade para o receptor Aja.
Modificagcdes no nucleo das xantinas levaram a descoberta de antagonistas mais seletivos,
como o KF17837. Mais recentemente, outros antagonistas derivados e ndo derivados das
xantinas foram desenvolvidos, como o SCH 58261, que é um prototipo ndo derivado das
xantinas que se tornou uma referéncia como antagonista do receptor A, em estudos

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

A cafeina, devido ao seu expressivo consumo mundial e as suas agoes
psicoestimulantes, possui uma especial importancia em estudos clinicos, epidemioldgicos e

bioquimicos. A cafeina bloqueia de forma ndo especifica os receptores Aj, Aza € Az, com
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pouca afinidade para receptores A; (FREDHOLM et al., 1999). O receptor com maior
afinidade pela cafeina ¢ o Aza. O bloqueio desses receptores ¢ alcancado com o consumo
normal de cafeina em humanos, o equivalente a duas ou trés xicaras de café. Varios estudos ja
foram realizados mostrando uma forte correlagdo entre o consumo de cafeina e uma reducao
no risco de desenvolvimento da doenga 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 fun¢@o cognitiva ¢ da memoria (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-existéncia dos receptores A; e Ayx funcionais em
diferentes preparacdes de neuronios colinérgicos do estriado, colinérgicos, serotonérgicos,
noradrenérgicos e glutamatérgicos do hipocampo, e colinérgicos do cortex cerebral (CUNHA,
2001; CUNHA, 2006). A afinidade semelhante desses receptores pela adenosina, o
acoplamento a proteinas G antagdnicas e sua co-existéncia tornam extremamente importante o
papel da seletividade da adenosina segundo a sua concentragdo local (SEBASTIAO;
RIBEIRO, 2000). A concentragdo extracelular da adenosina parece determinar o tipo de
receptor que ird ser ativado preferencialmente. A adenosina extracelular formada a partir dos
nucleotideos liberados na fenda sindptica agem preferencialmente em receptores Ajs, € a
adenosina liberada através dos seus transportadores especificos ativa preferencialmente

receptores A; (RIBEIRO et al., 2003).

Atualmente existem poucos estudos sobre o papel fisiologico da interagdo entre os
diferentes subtipos de receptores da adenosina. Lopes et al. (1999) demonstraram que em
neurdnios hipocampais a ativacao de receptores A reduz a inibicao da transmissdo sindptica
exercida pela ativagao dos receptores A, um processo que envolve a proteina quinase C, além
disso, a presenga de antagonistas A, na jun¢ao neuromuscular aumenta a resposta inibitoria a

ativacdo do receptor A; (SEBASTIAO; RIBEIRO, 2000).

Existe um consenso de que a neuromodulacdo exercida pela adenosina ocorre

principalmente pela ativagdo dos receptores de alta afinidade, A; e Ajs, porém mais
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recentemente, um papel neuromodulador também tem sido atribuido ao receptor Ajp
(RIBEIRO et al., 2003; ROSI et al., 2003; BOISON, 2008). Essa a¢do neuromodulatéria da
adenosina ocorre através de interacdes receptor-receptor na ativacdo de receptores de
neuropeptideos, de receptores nicotinicos, de receptores NMDA (N-metil-D-Aspartato) e de
receptores metabotropicos do glutamato (RIBEIRO et al., 2003). A interacdo com receptores
1onotropicos parece ocorrer através de modificagdes do grau de fosforilagdo desses receptores,
enquanto a interacdo da adenosina com receptores metabotropicos acoplados a proteina G
deve ocorrer no nivel da proteina G ou dos sistemas de transducao de sinais ativados por eles

(RIBEIRO et al., 2003).

Varios trabalhos encontrados na literatura demonstram as interagdes 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 intera¢ao entre receptores da adenosina ¢ os
receptores glutamatérgicos resultam da potenciagdo do aumento das concentragdes de AMPc
induzidos por agonistas de receptores A,s, apOs a ativagdo de receptores glutamatérgicos
metabotropicos (mGlu). Os efeitos da adenosina no sistema glutamatérgico sao de grande
relevancia, visto que o glutamato ¢ o principal neurotransmissor excitatdrio, e estd envolvido

em varios processos de lesdo neuronal (BOISON, 2008).

O efeito modulador da adenosina sobre o sistema colinérgico estd bem
estabelecido na jun¢do neuromuscular e estudos indicam que esse efeito também ocorre no
sistema nervoso central (CUNHA; RIBEIRO, 2000). A adenosina modula a liberacdo de
acetilcolina em neurdnios colinérgicos ascendentes, que se projetam até o cortex e o tdlamo
(XU et al., 2005). Foram demonstradas agdes da adenosina, tanto inibitoria (via receptor A;),
como facilitatoria (via receptor Aja), sobre a liberagdo de acetilcolina, na jungdo

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

Os receptores dopaminérgicos D; e D, sdo os principais reguladores da funcao
estriatal e os receptores da adenosina A; e Ay sdo os principais moduladores dessa via de
sinalizagdo, a interacdo entre eles ¢ a mais bem detalhada na literatura cientifica. Existem
principalmente dois tipos de interacdes entre receptores da adenosina e os receptores
dopaminérgicos no ganglio basal, a interagcdo antagdnica entre receptores A;/D; nos neurdnios
gabaérgicos da via estriatonigral-estriatoendopeduncular (via direta) e receptores A,a/D; nos

neurdnios gabaérgicos da via estriato-palidal (via indireta). A via direta promove ativagao
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motora, enquanto a via indireta promove inibicdo motora (FUXE et al., 2007). A co-
localizagao destes receptores no corpo estriado e nicleo accumbens esta bem estabelecida

(FREDHOLM et al., 1999).

O primeiro indicio de interagcdes antagoOnicas entre receptores da adenosina e
dopaminérgicos foi obtido em estudos comportamentais em modelos da doenga de Parkinson
utilizando antagonistas ndo seletivos da adenosina, como a cafeina e a teofilina associados a
L-DOPA e agonistas dopaminérgicos, levando a uma potenciacdo do aumento da atividade

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

A interacdo estabelecida entre receptores adenosinérgicos e dopaminérgicos tem
sido descrita como intramembrana, com interacdo direta entre os receptores, ou envolvendo
modula¢do de proteina G e a conseqiiente ativagdo de segundos mensageiros como o AMPc

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

Estudos neuroquimicos mostram que na presenca de um antagonista da adenosina
Aza (CGS 21680) os agonistas de receptores D, de neurdnios gabaérgicos da regido estriato-
palidal se mostram incapazes de exercerem atividade (FUXE et al., 1998). Além disso, Popoli
et al. (1996) demonstraram uma potenciagdo do efeito motor induzido pelo agonista
dopaminérgico D;, SKF38393, quando associado a um antagonista A; (CPT), em

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

Outros resultados de estudos comportamentais mostram que, em baixas doses, o
agonista de receptor Ay, CGS 21680 antagoniza as alteragdes comportamentais induzidas
pelo agonista D,-simile quinpirole em rato. Além disso, baixas doses do CGS 21680 podem
antagonizar o aumento da atividade motora induzido por agonistas de receptores D,, mas nao
por agonistas de receptores D;, o que demonstra uma seletividade de interacdo entre esses
receptores (FUXE et al., 1998; FUXE et al., 2007). Em concordancia com esses resultados,
alguns trabalhos demonstraram que antagonistas de receptores A4 aumentam
significativamente a ativagdo motora causada por agonistas de receptores D,, mas nao por
agonistas de receptores D; (FERRE et al., 1997, FUXE et al., 1998; FERRE et al., 2001;
FUXE et al., 2007).
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O principal efeito da interagao dos receptores adenosinérgicos e dopaminérgicos
consiste em alteracdes no controle da atividade motora. A ativacdo motora induzida pela
administracdo de antagonistas de receptores da adenosina pode ser revertida pela deplecao de
dopamina, pelo bloqueio dos receptores dopaminérgicos ou através da lesdo de neurdnios

dopaminérgicos (FERRE et al., 2001).

Esses resultados sugerem uma possivel utilizacdo de agonistas e antagonistas A
no tratamento de doengas com disfun¢do na sinalizagdo dos receptores D;, como o déficit de
atencdo no distarbio de hiperatividade (antagonistas A;), na doenga de Parkinson
(antagonistas A;) ¢ nas discinesias (agonistas A;) (FUXE, et al., 2007). Por exemplo, a
ativacdo de receptores Aya reduz a sinalizacdo dos receptores D,, levando a reducdo da
atividade glutamatérgica cortical pela via indireta, com reduc¢do da fun¢do motora. Na doenga
de Parkinson, onde a atividade do receptor D, esta reduzida, antagonistas A, poderiam ser
uteis como agentes terapéuticos para aumentar a sinalizacdo dos receptores D, através da

interacdo Ass-D> nos neurdnios gabaérgicos da regido estriato-palidal (FUXE et al., 2007).

7.4 Antagonistas de receptores A e a doenca de Parkinson

Nos ultimos dez anos muitos estudos pré-clinicos (em roedores e primatas),
clinicos e epidemiologicos tem aumentado o interesse pelos receptores adenosinérgicos Aja,
como possivel estratégia terapéutica ndo-dopaminérgica para a doenga de Parkinson (CHEN
et al., 2007). Muitos antagonistas A,s desenvolvidos ao longo da ultima década exibem
propriedades anti-parkinsonianas, melhorando a atividade motora em modelos animais da
doenga de Parkinson e, mais recentemente, em pacientes portadores da doenca (LEWITT et
al., 2008). A distribuicdo dos receptores A no estriado, o antagonismo molecular e as
interacdes comportamentais entre os receptores da adenosina e da dopamina proporcionam
uma base anatdmica e neuroquimica para a observagdo clinica de que os antagonistas Aja
melhoram a atividade motora na doengca de Parkinson. Estudos experimentais e
epidemioldgicos sugerem que a cafeina e outros antagonistas A4 podem proteger ou atenuar

a degeneracgdo dopaminérgica (CHEN et al., 2007).
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Varios estudos epidemiologicos demonstraram uma relagdo inversa entre o
consumo de cafeina e o risco de desenvolvimento da doenga 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 relagdo entre o consumo de cafeina e o
desenvolvimento da doenga de Parkinson em modelos animais da doenca. Estes estudos
farmacologicos e genéticos fornecem fortes evidéncias experimentais de que os receptores
Aja podem contribuir para a degeneracdo dos neurénios dopaminérgicos nigroestriatais e por
outro lado antagonistas desses receptores, como a cafeina, apresentam propriedades

neuroprotetoras (XU et al., 2005).

Chen et al. (2001) demonstraram que a cafeina quando co-administrada com
MPTP em camundongos em doses (5-30mg/kg) comparaveis com o tipico consumo humano
reduzem de maneira dose-dependente a perda neuronal dos neurdonios dopaminérgicos
estriatais expostos ao MPTP. Esse efeito protetor da cafeina também foi observado com
diferentes protocolos de exposicdo ao MPTP (em dose tnica e em multiplas doses). Analises
histopatologicas mostraram que a destruicdo neuronal induzida pelo MPTP (via
imunohistoquimica para tirosina hidroxilase) pode ser atenuada pela associagdo da cafeina
com 0 MPTP, em camundongos (OZTAS et al., 2002). De acordo com esses estudos a cafeina
ndo s6 promove uma protecao funcional contra a neurotoxicidade do MPTP, como também

reduz a degeneragdo do sistema dopaminérgico nesse modelo de doenca de Parkinson.

Esses estudos com cafeina propiciaram outras pesquisas com antagonistas Aja
com a finalidade de testar se o bloqueio A;s mediado por esses compostos mimetizaria o
efeito neuroprotetor da cafeina atenuando a toxicidade do MPTP. Esses compostos testados,
em sua maioria derivados das xantinas, como o CSC, o DMPX, o KW-6002, ¢ outros nao
derivados das xantinas como o SCH58261, demonstraram possuir a capacidade de também

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

A lesdo nigroestriatal unilateral induzida por 6-OHDA (6-hidroxidopamina) tem
sido largamente usada como um modelo animal da doenca de Parkinson. Nesse modelo ocorre
uma destrui¢do imediata e quase completa dos neurénios dopaminérgicos da substancia negra,
resultando em uma deple¢do dos conteidos de dopamina no estriado ipsilateral a inje¢ao

(DEUMENS et al., 2002). As mudangas unilaterais na via nigroestriatal causadas pela injegio
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de 6-OHDA levam a uma assimetria funcional a qual ¢ 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 doenca
de Parkinson com MPTP foram observados com o antagonista Ajx, KW-6002, em ratos

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

7.5 Antagonistas A, e a interacdo com neurotransmissores

Os receptores Ajs estdo estreitamente relacionados com o0s receptores
dopaminérgicos D,, ndo s6 na sua localizagdo, mais concentrada no estriado. A estimulagao
de receptores A, diminui a afinidade de ligagdo dos receptores D, (FERRE et al., 1991 a,
1991b, 1991c; FERRE et al., 2001) e promove efeitos opostos aos da ativagdo dos receptores
D, no nivel de segundos mensageiros e na expressao de genes (OLAH; STILES, 2000).

A co-localizagdodos receptores A, € D; nos neurdnios estriatopalidais fornece as
bases para interacdo funcional antagdnica entre esses receptores. Resultados obtidos em
diferentes estudos mostraram que os receptores da adenosina A exercem uma influéncia
excitatoria nos neurdnios estriatopalidais, que em parte estd relacionada ao seu efeito
antagoOnico na ativacdo do receptor D,. Essa interacdo funcional tem despontado como uma
nova abordagem terapéutica para a doenga de Parkinson, baseada no uso de antagonistas

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

As primeiras evidéncias bioquimicas da interacdo entre os receptores Aza € D>
foram observadas por Ferre et al. (1991a), que mostraram que a estimulagdo de receptores
A reduz a afinidade dos receptores D, em preparacdes de membrana estriatal. Esses efeitos
que parecem ocorrer devido a alteragdes no receptor D,, que tem sido demonstradas em
diferentes linhagens celulares (SALIM et al., 2000). Estudos mais recentes utilizando novas

técnicas provaram a existéncia de complexos heterométricos Aa-D,. Outros estudos sugerem
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a existéncia de heterodimeros A;a-mGluRS e A;-D; (GINES et al., 2000; FERRE et al.,
2002).

A interacdo Aja-D; parece ser mais potente no estriado quando ocorre destrui¢ao
dopaminérgica com aparecimento de receptores D, supersensiveis (FERRE; FUXE, 1992).
Além da interagdo direta receptor-receptor intramembrana, tem sido demonstrada uma
interacdo antagdnica reciproca em nivel de adenilato ciclase. A estimulacao de receptores D,
através de proteinas Gi/o inibe, enquanto a estimulacdo de receptores A acoplado a proteina
Gs ativa a adenilato ciclase (KULL et al., 2000). Isso leva a uma regulagdo oposta na
atividade da proteina quinase AMPc-dependente (PKA), que por sua vez, esta envolvida no
controle da fosforilagdo e da atividade de numerosas fosfoproteinas, incluindo a fosfoproteina
reguladora de dopamina (DARPP-32) e fatores de transcricdo, como o elemento de ligagdo a
proteinas de resposta ao AMPc (CREB), que, por sua vez, controla a expressdo de genes de

resposta imediata (PINNA et al., 2005).

Os antagonistas dopaminérgicos e os agonistas adenosinérgicos induzem a uma
forte reducdo da atividade motora espontanea e induzida por agonistas dopaminérgicos. Esses
efeitos dos agonistas adenosinérgicos estdo correlacionados principalmente com os receptores

Aoa (PINNA et al., 2005)

Agonistas de receptores A, induzem sedagdo e catalepsia e inibem o efeito
estimulador motor dos agonistas dopaminérgicos. Além disso, em ratos com lesdo unilateral
com 6-OHDA, a administracdo de agonistas de receptores Asa reduzem o comportamento
rotacional induzido por agonistas dopaminérgicos. Em contraste, antagonistas de receptores
da adenosina, incluindo a cafeina e metilxantinas, através da sua ag¢dao nos receptores Aja
produzem estimula¢do motora através do aumento da atividade locomotora (FERRE et al.

2001; PINNA et al., 2002).

A ativacdo dos receptores A, estriatais antagoniza a reducdo da liberacdo de
GABA induzida por agonista D, no globo palido, enquanto o bloqueio dos receptores Aja
estriatais potencia a reduc¢do da liberagdo do GABA mediada pelo receptor D,. Receptores

Asa pré-sinapticos localizados no estriado exercem um papel inibitdrio na neurotransmissao
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gabaérgica, atenuando a inibi¢do neuronal mediada pelo GABA (HATZIPETROS;
YAMAMOTO, 2006).

Estudos mostraram que a atropina e a escopolamina reduzem os efeitos inibitorios
do agonista Ass, CGS 21680, no comportamento rotacional induzido por agonista
dopaminérgico e a indugdo de c-fos, demonstrando que mecanismos diretos ¢ indiretos
envolvendo a transmissao colinérgica apresentam um importante papel no controle motor
(MORELLI et al., 1995). Estes resultados estio de acordo com o papel exercido pela
dopamina nas respostas mediadas pela liberagdo de acetilcolina e com o aumento da liberagao
de acetilcolina no estriado e nos nervos terminais motores induzido pela ativagdo de

receptores Ara (PINNA et al., 2005).

A partir dessas evidéncias muitas pesquisas foram direcionadas na determinagao
do possivel uso terapéutico de antagonistas Aza como uma alternativa para o tratamento da

doenga de Parkinson (HAUSER; SCHWARZSCHILD, 2005; SIMOLA et al., 2008).

Estudos comportamentais em ratos com lesdo unilateral no estriado por 6-
hidroxidopamina (6-OHDA), revelaram que o bloqueio dos receptores Ajs aumentou
significativamente o numero de rotacdes contralaterais induzidas por L-DOPA ou por
estimulagdo de receptores dopaminérgicos; assim como a imunorreatividade fos-like no
estriado ¢ no globo palido (MATSUYA et al., 2007; KELSEY et al., 2009). Esses resultados
forneceram as primeiras evidéncias de que o bloqueio dos receptores Aja, através do seu
efeito na potenciagdo da transmissdo dopaminérgica, poderia contribuir para a melhora da

disfun¢dao motora observada nos modelos da doenca de Parkinson.

A habilidade dos antagonistas A,s em reverter os déficits motores da doenca de
Parkinson em animais, tanto roedores como em primatas, encorajaram os primeiros ensaios
clinicos em pacientes com doenga de Parkinson que mostraram os resultados iniciais
favoraveis (BARA-JIMENEZ et al., 2003; XU et al., 2005; HAUSER et al., 2008). Esses
estudos demonstraram uma melhora dos sintomas em pacientes com doenga de Parkinson

relativamente avangada, que j& tinham desenvolvido complicagdes motoras como a discinesia.
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Bara-Jimenez et al. (2003) demonstraram que o antagonista A,s derivado da
xantina, KW-6002, associado a uma dose reduzida de L-DOPA produziu alivio dos sintomas
comparados aqueles produzidos por doses Otimas 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 circunstancias e, aparentemente, aumentou um

pouco a discinesia.

O bloqueio A4 melhora ndo sé 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 resisténcia aos movimentos passivos ¢ um sinal da doenga
de Parkinson que surge no inicio e tem carater progressivo. Foi demonstrado que, em roedores
a rigidez muscular induzida pela reserpina pode ser reduzida por um antagonista A,x ou

eliminada pela combinagao sinérgica de L-DOPA e antagonista A, (WARDAS, 2001).

Outros estudos sugerem que o tremor de repouso parkinsoniano, que costuma ser
relativamente resistente a terapia de reposi¢ao dopaminégica, pode ser reduzido com uso de
antagonistas Ax. Em modelos de tremor de repouso parkinsoniano com roedores foi
observado que antagonistas A,s reduziram os tremores e, resultados recentes obtidos em
ensaios clinicos indicam que a combinagdo do antagonista Ay, KW-6002, em associa¢ao
com doses baixas de L-DOPA reduziu o tremor de repouso de maneira mais eficiente do que
ocorreu com os outros sintomas cardinais da doenga de Parkinson (BARA-JIMENEZ et al.,

2003).

O mecanismo através do qual os antagonistas A, melhoram a disfungdo motora
da doenga de Parkinson deve-se, provavelmente, a sua acdo inibitéria direta nos neurdnios
estriatopalidais que expressdo ambos os receptores A,x ¢ D, (SCHWARZSCHILD et al.,
2006). O bloqueio dos receptores Aja nesses neuronios compensa a disfungdo motora gerada
pela perda da estimulacdo dopaminérgica nos receptores D, estriatais. Entretanto, essa agdo
dos antagonistas A, mais direcionada a modulagdo dos receptores D, da via indireta, pode
também explicar porque os efeitos dos antagonistas A,s parecem modestos quando
comparados aos da L-DOPA (que promove a estimulagdo de todos os receptores
dopaminérgicos). Existem evidéncias que comprovam a correlagcdo entre os efeitos anti-

parkinsonianos dos antagonistas A € a sua capacidade de modular a liberacdo do GABA ¢ a
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ativagdo de c-fos dopamina-dependente, na via estriatopalidal especificamente (OCHI et al.,

2000) (Figura 6).

(2) Normal m{WilTIEmﬂS (t) DP mOVimentps (9 Antagonista MOViMeptos
} &

A28 naDP
& i
e e i B
Ertriadn e Eztriado

| i ap
O

O O

SN-GP| Shir—CGP

~+ Cluamai (exdifakirio)

— GABA {inihitério}

< Dopamina {exrita®rio via D)
+— Dopamina {indirio via Db}

Figura 6 - Mecanismo proposto para a atividade anti-parkinsoniana dos antagonistas A,,
Fonte: Schwarzschild et al. (2006)

Nota: O estriado esta ligado a parte reticulada da substancia negra e a parte interna do globo palido (SNr-GPi)
participando da via direta (estriatonigral) e indireta (estriado-palidal-subtalamica-nigral). No estado normal (a) a
dopamina (em azul) dos neurénios da parte compacta da substancia negra (SNc) age em receptores D,
estimulatorios na via direta estriatonigral ¢ em receptores D, inibitorios na via indireta para facilitar a execugdo
de movimentos intrincados e rapidos. A adenosina, via receptores A,, nos neurdnios estriatopalidais do estriado
e da parte externa do globo palido (GPe), estimula neur6nios da via indireta, fazendo entfo oposigdo a ativagdo
dos receptores D,. (b) A degeneragdo da substancia negra na doenga de Parkinson (DP) remove o input da
dopamina no estriado. Isto desinibe as projecdes dos neurdnios espinhosos estriatais da via indireta, eleva a acdo
inibitéria mediada pelo GABA (em vermelho) no GPe, que em contrapartida leva a uma desinibicdo da
transmissdo excitatéria mediada pelo glutamato (em verde) no nucleo subtaldmico (STN). A redugdo da
dopamina também leva a uma reducdo na ativagdo dos neurdnios espinhosos na via direta. O conseqiiente
desequilibrio das vias direta e indireta leva a um significativo aumento do output inibitério do complexo (SNr-
GPi). A conseqiiente excessiva inibi¢do dos neurdnios talamocorticais produzem a caracteristica reducdo dos
movimentos na doenga de Parkinson. (c) O bloqueio dos receptores A, na doenga de Parkinson reduziria a
superatividade dos neurdnios estriatopalidais e conseqiientemente dos neurénios do nicleo subtalamico (STN), e
talvez restauraria algum equilibrio entre as vias direta e indireta.
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7.6 Antagonistas A, como neuroprotetores na doenca de Parkinson

Nos ultimos seis anos, evidéncias epidemioldgicas e experimentais t€ém mostrado
a possibilidade do antagonismo de receptores A, proteger os neurdnios dopaminérgicos da
degeneragdo na doenga de Parkinson (XU et al., 2005; FREDHOLM et al., 2005; BOVE et
al., 2005b; KALDA et al., 2006).

O potencial neuroprotetor da cafeina despertou interesse por causa das evidéncias
genéticas e farmacoldgicas de que os receptores A4 podem contribuir para a degeneragdo dos
neurénios dopaminérgicos nigroestriatais (ROSS et al., 2001; XU et al., 2005; FREDHOLM
et al., 2005). A cafeina, que bloqueia receptores A; e Aa no cérebro, quando administrada a
camundongos tratados com MPTP, em doses correspondentes ao tipico consumo humano,
reduz de forma dose-dependente a perda de neuronios dopaminérgicos nigroestriatais (Xu et
al., 2005; CHEN et al., 2001). Esse efeito protetor da cafeina também foi observado com
outros antagonistas mais seletivos para receptores Asa, incluindo o CSC e o KW-6002
(KALDA et al., 2006; BOVE et al., 2005b). Estudos genéticos mostram que a deplecao de
genes para receptores A, pode atenuar a perda de neurénios dopaminérgicos estriatais em

camundongos tratados com MPTP (CHEN et al., 2001).

A neuroprotecdo mediada pela cafeina, em contraste com o seu efeito estimulante
motor, ndo exibiu tolerancia apos uso repetido (XU et al., 2002). Todos esses estudos
mostram evidéncias de que a cafeina e antagonistas A, mais seletivos podem reduzir efeitos
neurotoxicos aos neurdénios dopaminérgicos em modelos animais da doenga de Parkinson,
embora ainda sejam necessarias muitas pesquisas para comprovar esses possiveis efeitos em

seres humanos.

O papel fisiopatoldgico da adenosina enddgena agindo através dos receptores Aja
para interferir na neurodegeneragdo nao esta restrito apenas aos neurdnios dopaminérgicos, a
neuroprote¢do mediada pelos antagonistas Aa vai além dos modelos da doenca de Pakinson
de degeneracdo de neurdnios nigroestriatais, de fato, essa neuroprotecdo foi relatada
primeiramente em um modelo de isquemia global e depois disso em outros modelos de

isquemia e excitotoxicidade em regides corticais (PHILLIS, 1995; JONES et al., 1998;
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MONOPOLI et al., 1998; BOISON, 2008). Esses efeitos também contribuem para a
relevancia dos antagonistas A na doenga de Parkinson, porque em estagios mais avangados

a degeneracao cortical e do ganglio basal contribuem para a progressao da doenga.

Além disso, outros trabalhos observaram que antagonistas A,a podem limitar os
danos estriatais induzidos por toxinas mitocondriais na saida (output) dos neurénios (BLUM
et al., 2003; ALFINITO et al., 2003) e podem reduzir a formagdo de agregados protéicos
induzidos pela B-amildide em cultura de células nos modelos de doenca de Huntington e de

Alzheimer. (DALL’IGNA et al., 2007).

Entretanto, foi observado que a inativacdo de receptores A, apresentou efeitos
opostos exacerbando ou atenuando a morte de neurdnios estriatais sob diferentes condigdes.
Isto ocorre provavelmente devido as diferentes agdes dos receptores A,a estriatais pré-

sinapticos e pos-sinapticos (BLUM et al., 2003).

O mecanismo através do qual os antagonistas Ajs conferem protegdo contra a
morte dos neurdnios dopaminérgicos ainda niao foi elucidado até o presente momento.
Entretanto, o fato desse efeito neuroprotetor se estender a outros tipos de neur6nios no
ganglio basal e no cortex cerebral favorece a teoria de que o sistema nervoso central funciona
através de elementos celulares comuns - neuronais, gliais e/ou imunologicos

(SCHWARZSCHILD et al., 2006).

A ativacdo de receptores A,x amplamente distribuidos nas terminagdes nervosas
glutamatérgicas ou nos astrocitos pode aumentar a liberacdo do glutamato e, nesse caso,
contribuir para a excitotoxicidade neuronal (LI et al., 2001; MARCHI et al., 2002; PLATT,
2007). O glutamato ¢ um aminoacido excitatorio extremamente importante na ativagdo
neuronal, e a superestimulacdo dos receptores NMDA pode levar a morte neuronal via

mecanismos excitotoxicos (Figura 7).
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Os mecanismos excitotoxicos mediados pelo glutamato envolvem principalmente

a elevacdao da concentragdo de célcio intracelular que por sua vez afeta muitos processos,

dentre eles:

- 0 aumento da liberagao do glutamato;

- a ativacdo de proteases (caspases) e lipases, causando lesdo da membrana

celular;

- a ativagdo da oxido nitrico sintetase (NOS) que, juntamente com as espécies

reativas do oxigénio (ROS), gera peroxinitrito e radicais livres de hidroxila, os quais reagem

com diversas moléculas celulares, incluindo lipidios de membrana, proteinas e DNA;

- 0 aumento da liberacdo de 4cido araquidonico, que aumenta a producdo de

radicais livres e também inibe a captacdo do glutamato (RANG et al., 2004; MATTSON,

2008).
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Estudos mostram que o bloqueio de receptores Aj,n pré-sinapticos reduz a
liberacdo do glutamato em muitas regides do sistema nervoso central. Entdo a reducao da
liberacdo do glutamato na substancia negra via bloqueio do receptor Aa pré-sinaptico, nas
projecdes do nucleo subtalamico pode ser descrito como um dos mecanismos de

neuroprote¢do dos antagonistas A, na doenga de Parkinson (CHEN et al., 2007).

Receptores Aya nas microglias € em outras células do sistema imunoldgico pode
facilitar a o processo inflamatorio no sistema nervoso central e desempenhar um papel
importante na lesdo neuronal. Pierri et al. (2005), demonstraram que a neuroprote¢do mediada
pelo antagonista Ay KW-6002 contra a neurotoxicidade do MPTP esta associada com a

inibicao da ativacdo das microglias na substancia negra.

Estudos comprovam que os antagonistas Ay podem promover protecdo contra
danos neuronais causados por toxinas e também proteger as células contra danos causados por
espécies reativas do oxigénio em diferentes patologias associadas a geragdo de ROS,
sugerindo a possibilidade do uso desses agentes como neuroprotetores (STONE et al., 2001;

MORELLI, 2003).

A estimulacdo dos receptores A;n promove aumento da liberacdo de
neurotransmissores. A ativacdo desses receptores apresenta a¢do excitatéria na liberagdo de
neurotransmissores, incluindo o glutamato, um efeito provavelmente produzido pelo aumento
do influxo de célcio pré-sindptico. De acordo com esses relatos, alguns estudos foram
desenvolvidos utilizando antagonistas A, € mostraram que eles poderiam reduzir a liberagao

do glutamato (REBOLA et al., 2005).

Diferentes estudos enfatizam que os antagonistas A, provavelmente apresentam
acoes protetoras e poderiam ser usados como agentes neuroprotetores contra lesdes celulares
em muitas situacdes onde os danos sdo produzidos pelo aumento da atividade do glutamato ou

o aumento da geragdo de radicais livres, ou a combinagdo dos dois (KALDA et al., 2006).

Uma melhor compreensdao de como as muitas acdes dos receptores Aja

influenciam na sobrevivéncia dos neurdnios dopaminérgicos poderia estabelecer o
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antagonismo dos receptores A;x como uma estratégia neuroprotetora para o tratamento da

doenca de Parkinson.
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II RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

A doenca de Parkinson ¢ uma doenca degenerativa progressiva que atinge
aproximadamente 1% da populagio mundial com idade acima de 55 anos. E descrita como
um distarbio motor em que os pacientes apresentam tremor, rigidez muscular, bradicinesia e
distirbios posturais. Além desses déficits motores pode ocorrer também disfungdo cognitiva
e, em alguns casos, deméncia, provavelmente pelo fato de o processo degenerativo ndo se

limitar aos ganglios da base, afetando também outras areas do cérebro (ZHOU et al., 2008).

Ainda ndo existe tratamento adequado para a doenca de Parkinson. A terapia atual
esté restrita ao alivio dos sintomas e nenhuma droga capaz de inibir a degeneracdo neuronal

foi descoberta.

A literatura mostra que ha o envolvimento de outros neurotransmissores além da
dopamina, na doenca de Parkinson. Com a diminuicdo da atividade dopaminérgica no
estriado, outros sistemas que estdo interligados sdo afetados. Ocorre um aumento da atividade
colinérgica e glutamatérgica e uma diminui¢do da atividade GABA¢érgica, e isso contribui
para hiperatividade neuronal que resulta em morte celular. Estudos sugerem que antagonistas
de receptores Ajs poderiam agir diminuindo a excitabilidade neuronal restaurando o
equilibrio entre a inibicdo e a excitagdo neuronal mediada pelos neurotransmissores

(BOISON, 2008).

Existem evidéncias experimentais de que antagonistas de receptores A, da
adenosina poderiam ser Uteis como uma alternativa terapéutica ou em combinagao com 0s
tratamentos atuais para tratar a doenga de Parkinson (MORELLI; PINNA, 2001). Estudos
recentes demonstraram que antagonistas de receptores A,a 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 associa¢do da L-dopa com antagonistas de receptores A, pode
ser bastante util, visto que com essa associagdo poder-se-4 diminuir a dose da L-dopa,
consequentemente seus efeitos colaterais e aumentar o tempo de uso ¢ a eficacia dessa droga.

A elucidagdo das acdes dos receptores da adenosina na modulagao dos sistemas envolvidos na
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doenca de Parkinson abre espago para novas tentativas de retardar ou inibir a evolugdo da
doenga (JENNER, 2003; TAKAHASHI et al. 2008). Contudo, futuros estudos sdo necessarios
para revelar o papel dos antagonistas de receptores Asa da adenosina e elucidar seus efeitos na
inibi¢do da progressdo da doenga de Parkinson e no seu tratamento cronico, o que justifica a

importancia desse estudo.
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III OBJETIVOS

1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho de tese foi determinar os efeitos do bloqueio nao
seletivo (utilizando a cafeina) e seletivo (utilizando o CSC) do receptor da adenosina Azx em
um modelo animal da doenga de Parkinson produzido pela injecdo estereotaxica da
neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA) no corpo estriado de rato e determinar os efeitos
benéficos da terapia com L-dopa em associacdo com o antagonista seletivo do receptor Aja,

CSC.

2 Objetivos especificos

» Verificar as alteragdes no teste rotacional dos animais tratados com cafeina ou

CSC sozinho ou associado a L-DOPA;

= Avaliar as alteragdes nos sistemas de neurotransmissores envolvidos no
processo neurodegenerativo da DP, através da determinacdo das concentragdes das
monoaminas e seus metabolitos e das concentragdes dos aminoacidos GABA e glutamato em

corpo estriado de ratos tratados com cafeina ou CSC sozinho ou associado a L-DOPA;

= Avaliar as alteracdes na densidade dos receptores dopaminérgico (D; e D»-
simile), GABA¢érgico e glutamatérgico em corpo estriado de ratos tratados com cafeina ou

CSG;

» Estudo da participacdo do estresse oxidativo determinando o indice de
peroxidacdo lipidica (TBARS), a e a produgao de nitrito em corpo estriado de ratos tratados

com CSC (ex vivo);
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= Determinar as alteracdes da viabilidade celular através do método do MTT,
dosagem de TBARS e formagdo de nitrito em cultura de células mesencefalicas de rato

expostas a 6-OHDA e tratadas com cafeina ou CSC.

» Determinar as alteragdes no padrdo de morte celular induzida por 6-OHDA, e
nas reacgoes astrogliais e microgliais em cultura de células mesencefélicas de rato expostas a

6-OHDA e tratadas com cafeina ou CSC.



IV MATERIAL E METODOS

1 Material utilizado nos experimentos
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Quadro 3 - Principais materiais utilizados nos experimentos

Material
-Agitador de tubos
-Balanga analitica
-Banho Maria
-Bomba para HPLC
-Centrifuga refrigerada
- Coluna para catecolaminas

-Contador de cintilagdo liquida

-Cubetas de plastico para leitura em
espectrofotometro

-Degaseificador

-Detector de Fluorescéncia

-Detector eletroquimico

- Eletrodo de carbono

-Equipamento de Millipore para filtragao
a vacuo

-Espectrofotometro

-Estufa para secagem

-Filtros de fibra de vidro

-Frascos de vidro para contagem de
cintilacao

-Freezer a—70 °C

-Homogeneizadores manuais
-Integrador C-R6A Chromatopac
-Medidor de pH, modelo B374
-Micropipetas

- Pré-coluna

-Sonicador

Marca / Modelo
Modelo 251, FANEN, SP, Brasil
Modelo H5, Mettler, Suica
Modelo 102/1, FANEN, SP, Brasil
LC-10AD Shimadzu Corp., Japan
Modelo Marathon 26 KMR, Fisher Scientific
Modelo C 18, 5 um, 250 x 4,6 mm, Shimadzu,
Japdo
Modelo LS 6500, Beckman, Fullerton, Ca, USA
Sarstedt, Alemanha Oriental

DGU-2A Shimadzu Corp., Japan
Modelo RF 535, Shimadzu Corp., Japan;
L-ECD-6% Shimadzu Corp., Japan;
Shimadzu, Japao

Millipore Apparatus, Bedford, MA, USA

Modelo Beckman DU 640B, Fullerton, CA, USA
Modelo 315 SE FANEM, SP, Brasil

GF/B Whatman, Maidstone, England

Vials Beckman, Fullerton, Ca, USA

Modelo ULT 2586-3D14, Revco Scientific, Inc.
Asheville, N.C. ,USA

Bellico, USA

Shimadzu Corp., Japan

Micronal, SP, Brasil

H.E., Pedersen, Dinamarca

CLC G-ODS, 4mmD X 1 cm, Shimadzu, Japao
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 Ceard, mantidos em ciclo de iluminacdo ambiental
(claro/escuro) de 12 horas, com temperatura em torno de 25 °C, recebendo ragdo padrao tipo

Purina e agua ad libitum.

Os experimentos foram realizados de acordo com o guia de cuidados e usos de
animais de laboratério do Departamento de saude e servigos humanos dos Estados Unidos da
América (EUA) e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas Animais da Universidade

Federal do Ceara (UFC).

3 Drogas

As seguintes drogas foram utilizadas: CSC (8-(3-chlorostyryl caffeine), cafeina, 6-
hidroxidopamina, acido ascorbico, apomorfina, acido octanosulfonico sédico, acetonitrila,
tetrahidrofurano, padrdes dos aminoacidos 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 analitico.

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 injecdo estereotaxica unilateral de 6-OHDA (duas injecdes de 1pl de
uma solucdo de 6-OHDA dissolvido em salina 0,9% contendo 0,2% de acido ascorbico em
uma concentragdo final de 12 pg /ul) 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 ¢ Watson (PAXINOS;
WATSON, 1986), usando uma seringa Hamilton de 5 pul . A seringa permaneceu no local de
aplicagcdo por 2 min para assegurar que o seu conteudo tenha sido injetado corretamente e
depois foi retirada cuidadosamente (KIN et al., 1998). Os animais falso operados receberam

veiculo 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 execucao de testes piloto

realizados anteriormente (AGUIAR et al., 2002; AGUIAR et al., 2005).

4.1 Protocolos experimentais

- PROTOCOLO 1 — Tratamento com cafeina

Quadro 4 — Protocolo de Tratamento Experimental com cafeina

GRUPOS Tratamento Doses | Via de | Duracao do tto.
(mg/kg) | adm. (dias)

1- Falso operado Salina (controle -) - IP 7 ou 14

2- Controle (6-OHDA) | Salina (controle +) - IP 7 ou 14

3-CAF 10 7d Cafeina 10 IP 7

4- CAF207d Cafeina 20 1P 7

5- CAF 10 14d Cafeina 10 IP 14

6- CAF 20 14d Cafeina 20 IP 14

Os animais foram submetidos a lesdo nigroestriatal com injecdo estereotaxica de
6-OHDA ¢ tratados com cafeina 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 apds a lesdo. Duas semanas depois os animais foram tratados com apomorfina
para a realizagdo do teste rotacional e 24 horas depois do teste foram sacrificados para a
realizacdo dos testes. Nos grupos de 7 dias o tratamento foi iniciado seis dias apos a lesdo
com 6-OHDA, e continuado por sete dias. Vinte e quatro horas depois do tratamento (2
semanas apos a lesdo com 6-OHDA) os animais foram tratados com apomorfina (3mg/kg,
1.p.) para a realizacdo do teste rotacional e 24 horas depois do teste foram sacrificados para a

realizacdo dos testes bioquimicos.
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J/
fv Apomorfina
Tto. 14d CAF ou Salina l
L II
6-OHDA <. | . =
] LI | |
7d s/Tto 8-14d CAF

ou Salina

Esquema 1 - Tratamento com cafeina durante 7 ou 14 dias apés a lesao (protocolo 1)

- PROTOCOLO 2 — Tratamento com CSC

Quadro S — Protocolo de Tratamento Experimental com CSC

GRUPOS Tratamento Doses | Via de | Duracao do tto.
(mg/kg) | adm. (dias)

1- Falso operado Salina (controle -) - IP 7
2- Controle (6-OHDA) | Salina (controle +) - IP 7
3- CSCl1 CSC 1 IP 7
4- CSC5 CSC 5 IP 7
5- CSC1+L-DOPA CSC 1 IP 7
Prolopa: L-DOPA 50 IP 7
+ Benzerazida 12,5 7
6- L-DOPA Prolopa 50/12,5 IP 7

Os animais foram submetidos a lesdo nigroestriatal com injecdo estereotaxica de
6-OHDA e tratados com CSC (1 e 5 mg/kg, i.p.), sozinho ou em associagdo com L-DOPA
(CSC Img/kg e L-DOPA 50 mg/kg associado a benserazida 12,5 mg/kg, i.p. — Prolopa ®) por
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7 dias, sendo iniciado seis dias apos a lesao com 6-OHDA, e continuado por sete dias. 24
horas depois do ultimo dia de tratamento (2 semanas apos a lesdo com 6-OHDA) os animais
foram tratados com apomorfina (3mg/kg, i.p.) para a realiza¢do do teste rotacional e 24 horas

depois do teste foram sacrificados para a realizagdo dos testes bioquimicos.

Apomorfina
8-14d CSC l
7d s/Tto ou Sal
[ | [ | II
P | | | I | |
/ 7d s/Tto l —_
6-OHDA >} | | I
\ 8-14d l
7d s/Tto L-DOPA
I i | |

Esquema 2 - Tratamento com CSC (1 e 5 mg/kg, i.p.), sozinho ou em asociacio 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 apds a lesdo com
6-OHDA. O comportamento rotacional foi determinado através do monitoramento das
rotagdes induzidas pela apomorfina (3 mg/kg, i.p., que induz um comportamento rotacional na
dire¢do contraria a lesdo (lado contralateral)) e o nimero de rotagdes completas em volta do
proprio eixo foi observada durante 60 minutos (KIM et al., 1998) (Figura 8). Os animais

controles que apresentaram um nimero de rotagdes a baixo de 150/hora foram excluidos do
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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 maximo dois meses).

Figura 8 - Teste rotacional induzido por apomorfina

4.3 Dissecacio da area cerebral (corpo estriado)

Os animais foram decapitados com uma guilhotina (Harvard, USA), os encéfalos
retirados rapidamente e colocados sobre papel aluminio numa placa de Petri com gelo, 24
horas ap0s o teste rotacional. Em seguida, acompanhando a fissura sagital mediana, a camada
cortical cerebral foi liberada das leptomeninges com a ajuda de uma pinga reta de
microdissecacdo que divulsionou o cortex delicadamente, em toda a sua extensdo fronto-
occipital. O cortex, depois de divulsionado, foi rebatido para os lados, expondo parte do corpo

estriado (Figura 9).

O corpo estriado (caudado, putamen e globo palido) foi entdo isolado das
estruturas circunjacentes por divulsionamento com uma tesoura de microdissecagdo, sendo a
sua retirada orientada pelo didmetro da por¢do tuberosa visivel desses nucleos, apds o

rebatimento lateral do cortex.
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Figura 9 - Dissecacio cerebral mostrando a retirada do corpo estriado (CE) de rato

Terminada a dissecacdo, cada area foi colocada em papel de aluminio, sob gelo,
pesada e armazenada a -20 °C para uso posterior. Quando foi necessaria a estocagem por um
certo periodo de tempo (no maximo 2 meses), os tecidos foram considerados como tendo a

mesma viabilidade para experimentacao que as areas 24h apos a dissecacao (BURKE, 1987).

4.4 Determinacao da concentracio de monoaminas e seus metabolitos com HPLC

4.4.1 Método

Para a determinagdo da concentragdo de catecolaminas, foi utilizado o
equipamento de HPLC (High Performance Liquid Chromatography) (MIYOSHI et al., 2002).
Na cromatografia liquida cléssica, um adsorvente (alumina ou silica) ¢ empacotado em uma
coluna e ¢ eluido por um liquido ideal (fase movel). Uma mistura para ser separada ¢
introduzida na coluna, e ¢ carregada através da mesma por um liquido eluente. Se um
composto da mistura (soluto) ¢ adsorvido fracamente pela superficie da fase soélida
estaciondria, ele atravessara a coluna mais rapidamente que um outro soluto que seja mais
rapidamente adsorvido. Entdo, a separacao dos solutos ¢ possivel se existem diferencas na

adsor¢ao pelo so6lido. Os detectores eletroquimicos medem a condutdncia do eluente, ou a
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corrente associada com a oxidag¢do ou reducao dos solutos. Para ser capaz de detectar, no
primeiro caso os solutos devem ser idnicos, € no segundo caso os solutos devem ter a

caracteristica de serem relativamente facéis de se oxidarem ou reduzirem.

Detectores eletroquimicos que medem corrente associada com a reducdo ou
oxidagdo de solutos sdo 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 eletroquimicas envolvem a aplicacdo de um
potencial para um eletrodo (geralmente de carbono vitreo), oxidacdo da substancia que esta
sendo estudada proximo a superficie do eletrodo, seguindo a amplificacio e medida da
corrente produzida. As catecolaminas sdo oxidadas nos grupos de anel hidroxil para produzir

um derivado ortoquinona com a libera¢ao de dois elétrons.

4.4.2 Procedimento experimental

Os animais foram decapitados quatro semanas ap6s a lesdo com 6-OHDA, 24 h
apos 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 acido
perclorico (HCLOy) por 30 s e centrifugados por 15 min em centrifuga refrigerada a 15.000
rpm. Uma aliquota de 20 pl do sobrenadante foi, entdo, injetada no equipamento de HPLC,

para a analise quimica.

Para a andlise das monoaminas, uma coluna CLC-ODS(M) com comprimento de
25 cm, calibre 4,6 mm e didmetro da particula de 3 pum, da Shimadzu-Japao, foi utilizada. A
fase movel utilizada foi composta por tampao acido citrico 0,163 M, pH 3,0, contendo acido
octanosulfonico sodico, 0,69 M (SOS), como reagente formador do par i6nico, acetonitrila 4
% v/v e tetrahidrofurano 1,7 % v/v. Dopamina (DA), Acido diidroxifenilacético (DOPAC),
Acido homovanilico (HVA), Serotonina (5-HT) e Acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA)
foram eletronicamente detectados usando um detector amperométrico (Modelo L-ECD-6A da
Shimadzu, Japao) pela oxidagdo em um eletrodo de carbono vitreo fixado em 0,85 V relativo

a um eletrodo de referéncia de Ag-AgCl.
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4.4.3 Solugdes reagentes:

- Fase Movel

Foram pesados 15,75 g de acido citrico (grupo quimica, RJ, Brasil) e completado
para um volume de 400 mL com agua purissima (Milli-Q). Esta solu¢ao foi ajustada para pH
3,0 com hidréxido de sodio 12,5 M (Reagen, RJ Brasil). A esta solucdo foi adicionado o SOS
75 mg (Sigma, MO, EUA) e completado o volume para 471,5 mL com agua Milli-Q. Em
seguida, foi procedida a filtragdo e degaseificacdo, e, posteriormente, adicionados 20 mL de
acetonitrila (Carlo Erba Reagenti, MI, Italia) e 10 mL de tetrahidrofurano (Sigma, MO, EUA)

para um volume final de 500 mL.

- Acido Perclérico 0,1 M

Foram adicionados 1,8 ml de 4cido perclérico (Sigma, MO, EUA) em um balao

volumétrico e completado o volume para 300 mL.

- Padroes

Os padrdes foram preparados em uma concentragdo final de 4 ng de DA, 5-HT,
DOPAC, HVA e 5-HIAA (Sigma, MO, EUA). A partir da altura ou area dos picos desses
padrdes, as amostras foram calculadas no programa Prisma® em um computador PC ¢ os

resultados expressos em ng/mg de tecido.

4.5 Determinacio das concentracoes de aminoacidos com HPLC

4.5.1 Método

Para determinacdo das concentragdes dos aminoacidos, foi utilizado o
equipamento de HPLC (High Performance Liquid Chromatography) com detector de
fluorescéncia. A espectroscopia de fluorescéncia pode ser usada como método de deteccao
especifica, e ¢ um dos mais sensiveis para compostos que fluorescem. Fluorescéncia pode ser
desenvolvida em compostos ndo fluorescentes por reagdes de derivatizagdo realizadas pré ou

poOs-coluna.
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4.5.2 Procedimento Experimental

Os animais foram decaptados 24 h apoés a realizacdo 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 acido perclorico
(HCLOg) por 30 segundos e centrifugados por 15 minutos em centrifuga refrigerada a 15.000
rpm. O sobrenadante foi separado e filtrado através de uma membrana (Millipore- 0,2 um) e
posteriormente associado a uma solucdo de derivatizagdo pré-coluna, para obtengdo de
fluorescéncia, em uma propor¢do de 1:1. Um minuto depois do inicio dessa associacdo uma

aliquota de 20 pl foi retirada e injetada no equipamento de HPLC para analise quimica.

Para a determinacdo das concentracdes dos aminoacidos, uma coluna de fase-
reversa C18 (Shimadzu, Japao), foi utilizada. A fase movel composta de duas fases: A (pH
6,95)- acetato de sodio (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 duragdo
(MASSIEU; TAPIA, 1997). GABA e Glutamato (GLU) foram detectados usando um detector
de fluorescéncia (Modelo RF-535 da Shimadzu, Japao) com comprimento de ondas excitagdao
e emissdo de 370 e 450 nm, respectivamente. Os cromatogramas foram registrados e
quantificados por um computador usando um software da Shimadzu®. As concentragdes dos
aminoacidos foram determinadas por comparacao com os padrdes injetados no HPLC no dia

do experimento e foram expressos em umol/g de tecido.

4.5.3 Solugdes Reagentes

- Acido Perclérico 0,1 M

Foram adicionados 1,8 ml de acido perclorico (Sigma, MO, EUA) em um balao

volumétrico e completado o volume para 300 ml com dgua Milli-Q.
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- Padroes

Os padrdes foram preparados na concentracdo de 2,5 mM de GABA e GLUT,
diluidos em acido perclorico 0,1 M. Os concentra¢éo de aminoacidos foram determinados por
comparacgdo das areas dos picos correspondentes com os padrdes de acordo com o tempo de
retencdo de cada um, as amostras foram calculadas no programa Microsoft Excel em

computador PC e os resultados expressos em pmol/g de tecido.

- Solucio de Derivatizagao

A preparagdo da solugdo de derivatizacao foi dividida em duas fases:

1. Preparagdo do tampao Borato
Foram pesados 1,24 g de BORAX-Sodium tetraborato (Sigma-EUA) em um
Becker e adicionados 45 ml de 4dgua purissima (Milli-Q). Esta solucdo foi ajustada para pH

10,4 com hidréxido de sddio e completado para um volume final de 50 ml com agua Milli-Q.

2. Preparacao da reacao de derivatizagao (OPA- 40 mmol/l)

Foram pesados 27 mg de O-Phthaldialdehyde-OPA (Sigma-EUA) em um Becker
e adicionados 500 pl de etanol 99 % (Vetec-Brasil), 20 pl de 2-mercaptoetanol (Merck-EUA)
e 4,5 ml do tampao Borato (preparado previamente). Esta solu¢do de derivatizagdo foi deixada
por 24 h em repouso em uma temperatura em torno de 20°C. Apds esse periodo, a solugao foi
utilizada por no méaximo duas semanas, e apos a primeira semana foi adicionado 5ul de 2-

mercaptoetanol.

4.6 Determinacio da concentracio dos receptores dopaminérgicos

A determinacdo dos receptores dopaminérgicos foi feita através de ensaios de
binding executados em homogenatos de corpo estriado de ratos, variando os seguintes

parametros:
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4.6.1 Receptores D1-simile

Foi utilizado o ligante especifico ["'H]-SCH 23390 (87,0 Ci/mmol —Amersham
Biosciences), de acordo com método previamente descrito (MELTZER et al., 1989).

4.6.2 Receptores D2-simile

Foi utilizado o ligante especifico [*H]-espiroperidol (114,0 Ci/mmol — Amersham
Biosciences), segundo uma adaptagdo do método previamente descrito por Kessler et al.

(1991) e Meltzer et al. (1989).

4.6.3 Método

O [*H]-SCH 23390 ¢ um antagonista dopaminérgico que possui alta afinidade
pelos receptores D;-simile. O ligante [*H]-espiroperidol ¢ um antagonista dopaminérgico que
possui alta afinidade pelos receptores D,-simile, possuindo também afinidade pelos receptores
serotonérgicos do tipo SHT, (TERAI et al., 1989; KESSLER et al., 1991). Para bloquear os

receptores serotonérgicos foi utilizado um antagonista especifico, a mianserina.

A dopamina, um agonista dopaminérgico, foi adicionada, na forma ndo marcada,
nos brancos dos ensaios para receptor Dy para determinar a radioatividade de background ou
ligacdes ndo-especificas, em uma concentracdo elevada para interagir com os mesmos sitios
de ligagdo do receptor, impedindo assim, a ligacdo do [H]-SCH23390, que fica livre. O
mesmo foi feito com relacdo ao receptor D,, mas neste caso foi utilizado o butaclamol, um
antagonista de receptores dopaminérgicos, também com o intuito de determinar as ligagdes
ndo-especificas. Esses ligantes livres sdo retirados do filtro através de lavagens sucessivas, € a

radioatividade é, entdo, contada por cintilagdo liquida.

4.6.4 Procedimento experimental

Logo apo6s a dissecacdo das areas cerebrais em gelo, como mencionado

anteriormente, foram feitos homogenatos a 10 % em tampao tris-HCl 50 mM, pH 7.4.

Os homogenatos contendo 50-100 pg de proteina foram incubados em tampao

tris-HCI modificado (50 mM, pH 7,4). No caso dos receptores D;-simile o tampao continha
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0,1515 a 7,58 nM de [H]-SCH 23390 para experimentos de saturacio e 7,58 nM para
experimentos de ponto unico. No caso dos receptores D,-simile o tampao continha 10 uM de
mianserina (incubada por 30 minutos a temperatura ambiente) para bloquear os receptores
serotonérgicos ¢ 0,2358 a 4,72 nM de [’H]-espiroperidol para experimentos de saturagio e
3,77 para experimentos de ponto Unico. Em ambos os ensaios, os respectivos ligantes eram
incubados na presenca e na auséncia de dopamina 100 puM (durante 10 min), no caso dos
receptores D, ou butaclamol 10 uM, no caso dos receptores D, sendo o volume final do

ensaio de 0,2 mL.

Apo6s incubagao a 37 °C durante 60 min, a reacao foi terminada por filtracao a
vacuo através de filtros Whatman GF/B. Os discos de papel de filtro foram lavados trés vezes
com 4 mL de solucdo salina 0,9 % gelada, secos a 60 °C por no minimo 2 h e colocados em

frascos de vidro (vials) contendo 3 mL de um coquetel de cintilagdo liquida contendo tolueno.

A radioatividade foi medida em um contador de cintilagdo liquida Beckman LS-
6500 com a eficiéncia de 61 %. O binding especifico foi calculado como binding total menos
o binding nao-especifico feito na presenga de dopamina 100 uM ou butaclamol 10 pM,
respectivamente para os receptores D; e D», e os resultados foram expressos como fentomoles
por miligrama de proteina. A concentracao de proteina foi determinada segundo o método de

Lowry (1951), utilizando-se BSA como padrao.

4.6.5 Solugdes reagentes

= [*H]-espiroperidol (114 Ci/mmol, Amersham Biosciences)
5 uL de [*H]-espiroperidol foram diluidos em tampdo tris-HCI , pH 7,4, de forma

a obter uma concentragao final de 43,28 nM.

= [*H]- SCH 23390 (87 Ci/mmol, Amersham Life Science)
5 ul de [’H]-SCH 23390 foram diluidos em tampdo tris HCI, pH 7,4 de forma a

obter uma concentragao final de 11,5 nM
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& Tampao Tris-HCl

6 g de Tris-HCI (trizma base, Sigma, Brasil) foram diluidos em 1000 mL de agua
bidestilada, obtendo-se uma concentragdo de 50 mM. O pH foi ajustado com solugao HCL 0,1
N (MERCK, Rio de Janeiro, Brasil) para pH 7,4.

= Tris HCI modificado
NaCl 120 mM; KCI ImM; CaCl, 2 mM; MgCl, 1 mM, NaEDTA 1 mM e

ascorbato sodico 1 mM foram dissolvidos em tampao tris-HCI 50 mM pH 7,4

= Mianserina
Mianserina (Sigma, St. Louis, MO, USA) foi diluida em tampao tris-HCI

obtendo-se uma concentracao final de 10 uM.

= Dopamina (cloridrato de dopamina)
10 mg de dopamina (Sigma, St. Louis, MO, USA) foram diluidas em 2 mL de
tampao tris-HCI ndo modificado tendo uma concentracdo final de 5 mg/ml. A esta solugao foi

acrescentado acido ascorbico 0,1 %.

= Butaclamol (Cloridrato de butaclamol (+)-)
Butaclamol (RBI, MA, USA) foi dissolvido em acido ascorbico a 0,1% de forma a

se obter uma concentragao final de 10 puM.

= Coquetel de cintilacao

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 determinacido dos receptores gabaérgicos e

glutamatérgicos

Os homogenatos de corpo estriado de ratos (pool de 3 animais) foram preparados

em 2 mL de solugdo 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 °C e os decantados
suspensos em tampdo Tris-HC1 50 mM, e centrifugados a 20.000 X g por 15 min a 4 °C. Os
decantados resultantes foram suspensos em tampao Tris-HCI 50 mM gelado e centrifugados a
por mais 15 min a 4 °C, ressuspensos em Triton X-100 0.05%, e incubados por 15 min a 37
°C. Apos incubagdo, a amostra foi lavada por 2 vezes em tampao Tris—HCl 50 mM a 4 °C e
centrifugada a 20.000 Xg por 15 min. O pellet final foi, entdo suspenso em 0,3 ml de tampao

Tris-HCI 50 mM.

4.8 Determinacio dos receptores gabaérgicos e glutamatérgicos

4.8.1 Método

Para a determinagdo dos receptores GABAérgicos e glutamatérgicos foram
utilizados os ligantes inespecificos ["H]-GABA e [*H]-acido glutdmico, respectivamente, os
quais sdo 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 determinacdo dos receptores GABAérgicos membranas (0,05 mL)
contendo 0,3-0,5 mg de proteina foram incubados em tampao tris-HCI contendo 50 nM de
[’H]-GABA (4-amin0-n-[2,3-3H]butyric acid - 81 Ci/mmol, Amersham Pharmacia Biotech)
para os ensaios de ponto tnico e 10-200 nM para os experimentos de saturagdo na presenga e

na auséncia de muscimol (100 mM) em um volume final de 0,1 mL.

No caso dos receptores glutamatérgicos o ensaio de ligacao foi feito ao se incubar
0,05 mL das prepara¢des de membrana (0,3-0,5 mg de proteina) com [*H]-4cido glutimico
(L-[G-"H] glutamic acid - 49 Ci/mmol, Amersham Pharmacia Biotech) 50 nM para

experimentos de ponto unico e 50-200 nM para experimentos de saturacdo em um volume
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final de 0,2 mL. O binding inespecifico foi determinado na presenga de acido glutdmico (1

mM) para o binding glutamatérgico. O tempo de incubagao foi de 30 min a 37 °C.

Apos os tempos de incubacgdo, a reagdo foi terminada por filtracdo a vacuo através
de filtros Whatman GF/B. Os filtros foram lavados trés vezes com 4 mL de solugdo salina 0,9
% gelada, secos a 60 °C por no minimo 2 h e colocados em frascos de vidro (vials) com 3 mL

de um coquetel de cintilacao liquida contendo tolueno.

A radioatividade foi medida em um contador de cintilagdo liquida Beckman LS-
6500 com uma eficiéncia de 61 %. A ligacdo especifica foi calculada como a ligagdo total
menos a ligacdo ndo-especifica feita na presenca de muscimol 100 mM para os receptores
GABA¢érgicos e 4cido glutamico (1 mM) para o binding glutamatérgico os resultados foram
expressos como fentomoles por miligrama de proteina. A concentracdo de proteina foi
determinada segundo o método de Lowry et al. (1951) utilizando-se albumina sérica bovina

(BSA) como padrao.

- Solucbes reagentes

= [*'H]-GABA (4-amino-n-[2,3->H]4acido butirico)
19 pL de [’H]-GABA foram diluidos em 381 uL de tampdo tris-HCI, pH 7,4, de

forma a obter uma concentracao final no ensaio de 50 nM.

= [*H]-4cido glutamico (L-[G-"H] acido glutimico)
11 pL de [*H]-4cido glutimico foram diluidos em 589 pL de tampdo tris-HCI , pH

7,4, de forma a obter uma concentragao final no ensaio de 50 nM.

& Muscimol 100 pM
4,5 ul (88 mM) de muscimol foram diluidos em 400 pl de tampap tris-HCI.

= Acido glutamico (1 mM)
1,471 mg de L-glutamato foram diluidos em 1 mL de tampao (0,01 M). Desta

solugdo foram retirados 100 pl e rediluidos para 900 pl de tampao (solugdo 1 mM)
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& Sacarose 0,32 M
109,5 g de sacarose foram pesados e diluidos para 1000 mL de agua destilada. A

solucdo foi armazenada a 4 °C e usada nesta temperatura para o preparo dos homogenatos.

& Triton — X 100 0,05 %
0,05 mL do Triton X 100 foram diluidos em 99,95 mL de 4gua destilada.

= Tampao Tris-HCI
6 g de Tris-HCI (trizma base, Sigma, Brasil) foram diluidos em 1000 mL de 4dgua
bidestilada, obtendo-se uma concentracao de 50 mM. O pH foi ajustado com solugao HCI 0,1

N (MERCK, Rio de Janeiro, Brasil) para pH 7,4.

= Coquetel de cintilacio

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 proteina

4.9.1 Método

A quantidade de proteina em homogenatos de cérebro foi determinada a 25 °C,
utilizando albumina sérica bovina como padrdo, de acordo com o método previamente
descrito (LOWRY et al., 1951), que emprega duas reagdes de formagao de cor para analisar a
concentracdo protéica fotometricamente. Inicialmente, ¢ feita uma reagdo biureto de baixa
eficiéncia, na qual os ions de cobre alcalino produzem uma cor azulada na presenga de
ligagdes peptidicas. Essa cor biureto ¢ caracteristica de todas as proteinas, e fornece uma cor
basica de fundo para a proxima etapa de ensaio. Depois, o método emprega uma mistura
complexa de sais inorganicos, o reagente Folin-Ciocalteau, que produz uma cor verde azulada
intensa na presen¢a de tirosina ou triptofano livres ou ligados a proteinas. Como as
quantidades desses dois amonodacidos sdo geralmente constantes nas proteinas soliveis, com

poucas excegoes, a cor das reacdes (verde-azulada) ¢ indicativa da presenca de proteina e a
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intensidade da cor proporcional a concentracao. Esta coloracao foi medida em comprimento

de onda de 750 nm, através de um espectrofotometro Beckam DU 640B.

4.9.2 Solugdes Reagentes

- Reagente A: Na,CO3 (Reagen, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) a 2 % em NaOH

(Reagen, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) 0,1 N;

- Reagente B: CuSO4.5H,0 a 0,5 % em NaKC4H404.4H,0 (Grupo Quimica, Rio
de Janeiro, RJ, Brasil) a 1 %;

- Reagente C: Solucdao 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

agua bidestilada;

- Solucéo de albumina sérica bovina (Sigma, St Louis, MO, EUA) 1 mg/ml em

agua bidestilada.

4.10 Determinaciao do indice de peroxidacao lipidica e producao de nitrito

4.10.1 Determinagao da peroxidagao lipidica (TBARS)

O grau de lipoperoxidacdo em corpo estriado de ratos foi medido através da
determina¢do das concentracdes de substancias reativas do é4cido tiobarbiturico (TBARS),

conforme o0 método de Draper e Hadley (1990), seguindo o protocolo a seguir.
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Foram preparados homogenatos da area cerebral a 10% em solucdo de cloreto de
potassio (KCI) 1,15 %. Um volume de 0,25 mL do homogeneizado foi misturado a 1 mL de
solucao de acido tricloroacético a 10% e acrescido de 1 mL de solugdo de acido tiobarbiturico
0,6%. Apos a agitagcdo, essa mistura foi mantida em um banho de 4dgua 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 conteudo de TBARS foi
determinado em espectrofotometro a 535 nm. Os resultados foram expressos em micromol de

malonildialdeido (MDA) por mg de proteina.

4.10.2 Determinacao do contetido de nitrito

- Preparacio da Curva Padriao:

Foram pesados 7mg de NaNO, e dissolvidos em 10 mL de agua destilada
(estoque-10mM) foram feitas as dilui¢des em série (10 e 20x), ficando 1mM, 100uM, 10uM,
S5uM, 2,5uM, 1,25uM, 0,625uM, 0,312uM. Foi feita uma equagdo da reta para o calculo das
concentragdes do teste (GREEN et al., 1981).

- Método:

Foram preparados homogenatos da area cerebral a 10% (w/v) em solugdo de
cloreto de potassio (KCl) 1,15 %. Apos a centrifugacdao (800xg, 10 min) os sobrenadantes
foram coletados e a produg¢ao de NO determinada através da reagcdo de Griess. Uma aliquota
de 100 pl do sobrenadante foi incubada com 100 pl do reagente de Griess [sulfanilamida 1 %
em H3;PO4 1 %/N-(-1-naphthyl)-ethylenediamine 0,1 %/ H3;PO4 1 % / diluido em agua
(1:1:1:1)] a temperatura ambiente por 10 minutos. A absorbancia foi medida em
espectrofotometro a 550nm. A concentracao de nitrito (uM) foi determinada a partir de uma

curva padrdo de NaNO:..
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4.11 Cultura de células

Células mesencefalicas foram isoladas de cérebro de embrido obtidos de ratas
Wistar entre os dias 16-18 de gestacdo (AHMADI et al., 2003). Apés 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
suspensdo de células foi colocada em 96 pogos com poli-L-lisina, com densidade de 5x10*

células/poco. As culturas foram mantidas a 37°C a 5% de CO, atmosférico.

4.12 Estudos de viabilidade celular (MTT)

Um dos métodos mais utilizados na avaliagdo da citotoxicidade de diferentes
compostos ¢ o teste da reducao do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
(MTT), devido a sua rapidez, versatilidade e alta reprodutibilidade (SUPINO, 1995). Este
teste colorimétrico baseia-se na capacidade das células viadveis converterem um sal de
tetrazolio soluvel (MTT) num precipitado de formazan insoluvel (Figura 10). Os sais de
tetrazolio 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
reacdo converte os sais de MTT de cor amarela em cristais de formazan de cor violeta que se
acumulam em endossomas e sdo posteriormente transportados para a superficie celular através
de um processo de exocitose (SUPINO, 1995; LIU, 1999). Os referidos cristais de formazan
podem ser posteriormente dissolvidos num solvente orgénico, que permita a sua quantificacao

por espectrofotometria (SUPINO, 1995; FRESHNEY, 1994).
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Figura 10 — Estruturas quimicas do MTT e do MTT formazan
Fonte: modificado de Liu (1999)

Ap6s 4 dias em cultura, a cafeina (CAF, 5 e 10 pg/ml) ou o CSC (CSC 0,1, 1 e 5
pg/ml) foi adicionado as células, 3 h antes da 6-OHDA (40ul). A neurotoxicidade foi avaliada
usando o teste do MTT. Cerca de 24 h apds a incubacdo com 6-OHDA o medium foi
removido e o MTT foi adicionado a cultura de células em uma concentracao final de 200 uM,
e incubado novamente por 3h. Apds a lavagem com PBS foram adicionados 150 ul de DMSO
e, apds 5 min foi lida a absorbancia (595nm). A inibi¢do da reducdo do MTT indica a
diminui¢do da toxicidade induzida pela 6-OHDA. Os experimentos foram realizados em

triplicatas em trés dias diferentes.

4.13 Determinacido do padrio de morte celular: coloracio pela laranja de acridina /

brometo de etidio

Visando a determinagdo do padrdo de morte celular (apoptose/necrose), as
laminas foram lavadas com a solu¢do de laranja de acridina e brometo de etidio (AO/BE)
durante 01 min, sendo em seguida visualizadas em microscopio de fluorescéncia. O método
de coloragdo pela laranja de acridina / brometo de etidio (BRANTON; CLARKE, 1999) se
baseia em revelar as células (controle e tratadas) com a concentragdo de Laranja de Acridina
(AO) e Brometo de Etidio (BE), sendo a leitura realizada em microscopio de fluorescéncia. A

AO intercala-se no DNA, conferindo aparéncia verde ao mesmo, e atravessa somente
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membranas intactas. O BE somente ¢ incorporado por células ndo viaveis (com instabilidade
de membrana), intercalando-se ao DNA corando-o de laranja; liga-se fracamente ao RNA,

que aparecera em vermelho.

As células vidveis (membrana intacta) apresentaram nucleo uniformemente
corado de verde pela AO; o BE ndo marca, pois nao atravessa a membrana. As células em
apoptose inicial (membrana ainda intacta) apresentaram manchas verdes brilhantes no nticleo
(condensacdo da cromatina) e ndo sdo marcadas por BE; morfologicamente observam-se
alteracdes da membrana em decorréncia da formacdo de corpusculos apoptoticos. As células
em apoptose tardia (instabilidade da membrana) apresentarao manchas laranjas (condensagao
da cromatina) e morfologicamente observam-se alteragdes da membrana (corpos apoptoticos),
citoplasma vermelho (RNA). As células em necrose (lesio de membrana) apresentam cor
uniformemente laranja-avermelhada e ndo ha formagdo de corpos apoptoticos. Acredita-se
que as membranas plasmaticas permanecem intactas durante a apoptose até os ultimos

estagios quando se tornam permedveis aos solutos normalmente retidos.

4.14 Analise imunohistoquimica: GFAP e OX-42

A imunohistoquimica para GFAP (proteina glial fibrilar 4acida (GFAP),
componente dos filamentos de tamanho intermediario do citoesqueleto celular, presente nos
astrocitos e em algumas outras células) e OX-42 (anticorpo monoclonal anti CR3/CD11b)
revela a presenga de astrocitos e microglias imunorreativas, respectivamente. A cultura de
células foi aspirada e as células fixadas com paraformaldeido 4 % em tampap fosfato 0,1 M,
pH 7,4. Apos a lavagem com PBS 3 vezes, foi adicionado em seguida perdxido de hidrogénio
a 3% (em PBS). Logo apos, as células foram incubadas por 1,5 h a 37 °C com o anticorpo
primdrio 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
secundario (reagente amarelo ou LINK — DAKO Cytomation) durante 1 h em camara fria.
Apos esse periodo 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 solu¢do 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 detec¢ao colorimétricos, de acordo com os protocolos do fabricante. As células
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coradas foram visualizadas através de microscopio Optico (Nikon). Os astrocitos (GFAP+) ou
microglias ativadas (OX-42) e as células nao-marcadas foram contadas por toda a lamina. A

contagem total de células representou 100 % das células de cada lamina.

4.15 Analise estatistica

Os resultados foram analisados por Andlise de Varidancia (ANOVA) com teste de
Student Newman Keuls ou teste de Tukey (post hoc) pelo programa GraphPad Prism® versao
3.00, San Diego California USA. Copyright (c) 1994-1999 por GraphPad Software. O mesmo
programa (GraphPad Prism©) foi utilizado para confeccdo dos graficos apresentados neste

trabalho. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas a partir de p< 0,05.
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V RESULTADOS

1 Determinacio do comportamento rotacional induzido por apomorfina em ratos com
lesao estriatal por 6-OHDA, tratados com cafeina ou CSC sozinho ou associado com L-

DOPA

Duas semanas apds a inje¢do intraestriatal de 6-OHDA foi administrada
apomofina (3 mg/kg, i.p.) € os animais exibiram comportamento rotacional na dire¢do oposta
ao lado da lesdo (rotagdo contralatertal). Um aumento significativo no numero de rotagdes
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 rotagdes/h; F (3, 34)=172.8; p<0.001).

Uma recuperagdao motora parcial foi observada nos animais lesionados com 6-
OHDA e tratados com cafeina na dose maior, que reduziu significativamente o nimero de
rotagdes 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. Nao houve diferenca significativa
no numero de rotagdes do grupo tratado com cafeina na dose menor (10 mg/kg, 1.p., durante 7

dias) (Figura 11).

O tratamento com cafeina nas duas doses durante 14 dias, reduziu profundamente
o nimero de rotacdes induzidas por apomorfina em torno de 47 ¢ 69 % (cafeina 10 e 20
mg/kg, i.p., durante 14 dias, respectivamente), quando comparados com o grupo controle

lesionado com 6-OHDA (Figura 12).

O ntmero de rotagdes por hora diminuiu cerca de 18 % e 42 % nos grupos
lesionados com 6-OHDA, apds tratamento com CSC 1 (173,1 + 16,7 rotagdes’h) e CSC 5
mg/kg (122,5 + 14,1 rotagdes/h). Os resultados demonstraram que o CSC reduziu
significativamente, ¢ de maneira dose-dependente as rotagdes induzidas por apomorfina
resultantes da lesdo 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 nao foi potencializado pela sua associagdo com L-DOPA. De fato nenhuma
diferenca 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 - Determinacio do comportamento rotacional induzido por apomorfina (3
mg/kg, i.p.) por 60 min, em ratos com lesio estriatal por 6-OHDA, tratados com cafeina
(nas doses de 10 e 20 mg/kg, i.p. diariamente durante 7 dias. O tratamento foi iniciado
seis dias apos a lesdo com 6-OHDA)

Nota: Os resultados sdo expressos como média =+ EPM do nimero 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 - Determinac¢do do comportamento rotacional induzido por apomorfina (3
mg/kg, i.p.) por 60 min, em ratos com lesdo estriatal por 6-OHDA, tratados com cafeina
(10 e 20 mg/kg, i.p. diariamente durante 14 dias. O tratamento foi iniciado 1h apos a
lesdo com 6-OHDA)

Nota: Os resultados sdo expressos como média £ EPM do ntimero 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, apés lesio estriatal induzida por 6-OHDA

Grupos Rotacoes/h
Falso operado 4.2+0,4
Controle (6-OHDA) 210+11,4°
CSC 1 173,1+£16,7°
CSC5 122,5+14,1*°¢
CSC 1 + L-DOPA 50 274,4415,0 ~>4
L-DOPA 50 238,3+14,2%¢

Nota: O nimero de rotagdes contralaterais completas foi determinado durante 60 minutos. Os
resultados sdo expressos como média = EPM do ntimero de experimentos (7-8). a vs Falso
operado, b vs Controle (6-OHDA), ¢ 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 Determinac¢do das concentracdes de dopamina (DA) e seus metabdlitos (DOPAC E
HVA), Noradrenalina (NA), Serotonina (5-HT) e seu metabolito (5-HIAA) no corpo
estriado de ratos com lesdo por 6-OHDA, tratados com cafeina ou CSC, sozinho ou

associado com L-DOPA

A inje¢do de 6-OHDA produz dano oxidativo que resulta em destruicdo neuronal,
como indicado pela reducdo das concentragdes das monoaminas e dos seus metabdlitos no
lado ipsilateral (75-85 %), quando comparado com o lado contralateral dos animais controles.
Nenhuma diferenga foi observada nos lados contralaterais entre grupos falso operado,
controle lesionado com 6-OHDA e dos animais lesionados com 6-OHDA e tratados com

cafeina ou com CSC, sozinho ou em associacdo com L-DOPA.

Foi observada uma reducdo significativa da concentracdo de dopamina (DA) no
lado ipsilateral dos controles (78 %). No entanto, nos animais tratados com cafeina nas doses
de 10 e 20 mg/kg, essa redugdo 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 recuperacao significativa, que foi praticamente completa com a dose
maior de cafeina no tratamento de 14 dias [F (5,34)=36,61; p<0,001]. O mesmo ocorreu com
o seu metabodlito, DOPAC, que teve uma redu¢do de 76 % no grupo controle, € em torno de
68 e 50 % nos grupos tratados com cafeina 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 cafeina
durante 14 dias, nas doses de 10 e 20 mg/kg, respectivamente [F (5,34)=19,66; p<0,001].
Além disso, a concentragdo de HVA também diminuiu em torno de 58 % nos controles, e
cerca de 26 ¢ 21 %, respectivamente, nos grupos lesionados e tratados com cafeina nas

mesmas doses (10 e 20 mg/kg; F (5, 34)=16,32); p<0,001) (Figura 13 ¢ Tabela 2).

Uma redugdo significativa da concentragdo de noradrenalina (NA) foi também
observada no lado ipsilateral dos animais controles (57 %) e, nos grupos tratados com cafeina,
nas doses de 10 e 20 mg/kg, uma reducdo 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 ¢ na Tabela 3.
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A concentracdo 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 cafeina, nas doses de 10 e 20 mg/kg, essa
reducdo 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 diferenga significativa foi observada na concentracao de 5-IHAA entre os
grupos (Figura 15 e Tabela 4) [F (5, 34)=3,66; p<0,001]. Além disso, nenhuma diferenca
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 reducdo da concentracdo de DA (61 % e 49
%) e dos seus metabolitos DOPAC (57 % e 33 %) e HVA (39 % e 26 %), respectivamente,
embora essa redugdo tenha ocorrido em menor extensdo quando comparada aos valores
observados no grupo controle (lesionado com 6-OHDA). O efeito do CSC foi dose-
dependente tanto com relagcdo a reducao da deplecao da concentracdo 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 potenciacao dos efeitos da L-DOPA causada pelo
CSC nos niveis da dopamina estriatal ¢ dos seus metabolitos apos lesao com 6-OHDA, essas
duas drogas foram utilizadas em associagdo. Os resultados mostraram que apos a lesdo com 6-
OHDA, os conteidos de DA, DOPAC ¢ HVA reduziram cerca de 79 %, 73 % ¢ 61 %,
respectivamente, quando comparados ao grupo falso operado. Por outro lado, no grupo
tratado com CSC (1 mg/kg), foi observada uma diminuicao dessa reducdo das concentragdes
de DA, DOPAC e HVA (61 %, 57 % e 39 %, respectivamente). Os valores obtidos da
dopamina e dos seus metabolitos no grupo com associacdo do CSC e L-DOPA (CSC 1 mg/kg
+ L-DOPA 50 mg/kg + benzerazida 12,5 mg/kg) foram bem proximos daqueles observados
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no grupo falso operado, indicando uma reversao quase total do efeito da neurotoxicidade da

6-OHDA (Tabela 4).

Também foram observadas redugdes nos conteudos estriatais da NA, 5-HT e 5-
HIAA ap6s lesdo 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: 704,6429,3 ng/mg de tecido; 5-HIAA: 532,0+45,4 ng/mg de tecido). Essas redugdes
foram menores nos grupos lesionados com 6-OHDA, apds tratamento com as duas doses de
CSC, e os efeitos foram dose-dependente. Entdao, o CSC (1 mg/kg) promoveu uma redugao de
39 %, 30% e 25 % da concentracdo de NA (257,8+25,8 ng/mg de tecido), 5-HT (494,64+38.0
ng/mg de tecido) e 5-HIAA (397,1+£32,0 ng/mg de tecido), respectivamente, indicando uma
recuperagao 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 recuperacdo dos conteudos de NA, 5-HT e 5-IHAA a valores
préximos aos normais (CSC 5, NA: 311,9423,3 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) ndo reverteu os efeitos da 6-OHDA nas concentragdes da NA, 5-HT e 5-HIAA no
estriado de ratos lesionados com 6-OHDA, porém a sua associacdo com CSC 1 mg/kg elevou

os valores a niveis proximos aqueles encontrados no grupo falso operado.
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Figura 13 - Determinacio das concentragdes de DA e seus metabdlitos (DOPAC e HVA)
em corpo estriado de ratos com lesido induzida por 6-OHDA, e tratados com cafeina (nas
doses de 10 e 20 mg/kg, i.p. diariamente durante 14 dias. O tratamento foi iniciado 1h
apos a lesao com 6-OHDA)

Nota: Os resultados sdo expressos como média £ EPM do numero de experimentos (6-8). a vs
Falso operado, b vs Controle (6-OHDA) e ¢ vs Cafeina 10, respectivamente, com p<0,05
(ANOVA e Student-Newman-Keuls).
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Figura 14 - Determinac¢ao das concentracdes de NA e S5-HT e seu metabdlito (5-HIAA)
em corpo estriado de ratos com lesido induzida por 6-OHDA, e tratados com cafeina (nas
doses de 10 e 20 mg/kg, i.p. diariamente durante 14 dias. O tratamento foi iniciado 1h
apos a lesao com 6-OHDA)

Nota: Os resultados sdo expressos como média £ EPM do numero de experimentos (6-8). a vs
Falso operado, b vs Controle (6-OHDA) e ¢ vs Cafeina 10, respectivamente, com p<0,05
(ANOVA e Student-Newman-Keuls).
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Tabela 2 - Efeitos da cafeina administrada durante 7 ou 14 dias nas concentracoes de
dopamina e seus metabolitos (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° 3732+41,1° 1803 +7.2°
CAF 10 7d 718,7 £47,8° 504,1 +42,7*  283,6+13,7*
CAF 20 7d 933,7 + 59,4° 7753 £52,7*¢  303,7+32,5%°
CAF 10 14 d 1176,0 £ 107,0*®  929.9+263** 3170+ 14,6*°
CAF 20 14d 2056,0 +232,5>% 1025,0 + 40,1 *>% 3378+ 19,2

Nota: A cafeina (10 e 20 mg/kg, i.p.) foi administrada 1h ap6s a lesdo com 6-OHDA e depois
diariamente durante 14 dias ou diariamente durante 7 dias. Neste protocolo o tratamento foi
iniciado 6 dias apos a lesdo com 6-OHDA (Protocolo 1). Os controles foram tratados com
salina 0,9%. Duas semanas apos a lesdo com 6-OHDA, os animais foram sacrificados ¢ o
corpo estriado utilizado para determina¢do de monoaminas (ng/mg de tecido) em HPLC-EC.
Os resultados sdo expressos como média =+ EPM do nimero de experimentos (6-8). a vs Falso
operado, b vs Controle (6-OHDA), c vs Cafeina 10 7 dias, d vs Cafeina 20 7 dias e e vs
Cafeina 10 14 dias, respectivamente, com p<0,05 (ANOVA e Student-Newman-Keuls).
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Tabela 3 - Efeitos da cafeina administrada durante 7 ou 14 dias nas concentracoes de
noradrenalina, serotonina e do seu metabolito em corpo estriado de ratos lesionados

com 6-OHDA

Grupos NA SHT S5S-HIAA

Falso operado 466,6 + 23,1 704,6 + 63,5 532,0+45,4
Controle (6-OHDA) 200,3 +10,4° 275,2+30,9° 394,3 + 33,4
CAF 10 7d 298,4 +33,9%P 367,5+40,3°  351,3+39,7°
CAF 20 7d 296,7 £28,5*°  563,5+50,6™  457,7+58,6
CAF 10 14d 277,3 £20,7° 295,1 £31,5* 3404 +27.4°
CAF 20 14d 278,5+238%  421,5+17,0%™™°  460,3 + 53,5

Nota: A cafeina (10 e 20 mg/kg, i.p.) foi administrada 1h ap6s a lesdo com 6-OHDA e depois
diariamente durante 14 dias ou diariamente durante 7 dias. Neste protocolo o tratamento foi
iniciado 6 dias apos a lesdo com 6-OHDA (Protocolo 1). Os controles foram tratados com
salina 0,9%. Duas semanas apos a lesdo com 6-OHDA, os animais foram sacrificados ¢ o
corpo estriado utilizado para determina¢do de monoaminas (ng/mg de tecido) em HPLC-EC.
Os resultados sdo expressos como média =+ EPM do nimero de experimentos (6-8). a vs Falso
operado, b vs Controle (6-OHDA), c vs Cafeina 10 7 dias, d vs Cafeina 20 7 dias e e vs
Cafeina 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 concentracoes de DA, DOPA e
HVA em estriado de ratos lesionados com 6-OHDA (ng/mg de tecido)

Nota: Os resultados sdo expressos como média + EPM do numero de experimentos (8-10). a
vs Falso operado, b vs Controle (6-OHDA), ¢ 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 concentracdes de NA, 5-HT e
5-HIAA em estriado de ratos lesionados com 6-OHDA (ng/mg de tecido)

Nota: Os resultados s3o expressos como média + EPM do numero de experimentos (8-10). a
vs Falso operado, b vs Controle (6-OHDA), ¢ 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 concentracoes de dopamina e seus metabdlitos (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) 565,9432,5° 373,2+41,1° 167,9+18,1°
CSC Img 1031,0441,2* 610,6+42,8* 261,5+20,4*
CSC 1mg + 2129,0£102,0*¢  1320,0+136,2°¢  430,7+35,9 *¢
L-DOPA 50mg

L-DOPA 50mg 1243,04112,0 *>  664,7+66,1 > 2450429,1 **

Nota: O CSC (le 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.), ¢ a L-DOPA (L-DOPA 50mgkg +
Benzerazida 12,5mg/kg, i.p.) foram administrados diariamente durante 7 dias (iniciando seis
dias ap6s a lesdo com 6-OHDA e continuando diariamente durante 7 dias (Protocolo 2)). Os
controles foram tratados com salina 0,9%. Duas semanas apds a lesdo com 6-OHDA, os
animais foram sacrificados e o corpo estriado utilizado para determinacdo das monoaminas
(ng/mg de tecido) em HPLC-EC. Os resultados sdo expressos como média = EPM do ntimero
de experimentos (6-8). a vs Falso operado, b vs Controle (6-OHDA), ¢ 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 concentracdes de NA, 5-HT e 5-HIAA em corpo estriado de

ratos lesionados com 6-OHDA

Grupos NA SHT S-HIAA
Falso operado 420,6+44,7(6) 704,6429,3(6)  532,0+45,4(6)
Controle (6-OHDA)  210,3+15,7(10)*  378,4+34,5(10)" 394,3+33,4(10)
CSC Img 257,8+25.8 (8)° 494,6+38(7)" 397,1+32(7)
CSC 1mg + 390,8418,6(7)>°  586,8+32,9 (7)° 448,68+51,5(6)
L-DOPA 50mg

L-DOPA 50mg 222.3+16,7 (7)™ 420,6+24,1 (7)** 398,4+37,5 (6)

Nota: O CSC (le 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.), ¢ a L-DOPA (L-DOPA 50mgkg +
Benzerazida 12,5mg/kg, i.p.) foram administrados diariamente durante 7 dias (iniciando seis
dias ap6s a lesdo com 6-OHDA e continuando diariamente durante 7 dias (Protocolo 2)). Os
controles foram tratados com salina 0,9%. Duas semanas apds a lesdo com 6-OHDA, os
animais foram sacrificados e o corpo estriado utilizado para determinacdo das monoaminas
(ng/mg de tecido) em HPLC-EC. Os resultados sdo expressos como média = EPM do ntimero
de experimentos (6-8). a vs Falso operado, b vs Controle (6-OHDA), ¢ 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 Determinacido das concentracdoes de GABA e Glutamato em corpo estriado de ratos

com lesiao por 6-OHDA, tratados com cafeina ou CSC, sozinho ou associado a L-DOPA

A Tabela 6 mostra que a lesdo estriatal por 6-OHDA aumentou as concentragdes
de GABA (57,8 £ 6,9 umol/g de tecido) e glutamato (96,4 + 4,7 umol/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 umol/g de tecido).

O tratamento de 7 dias com cafeina ndo alterou o aumento dos contetidos de
GABA e glutamato induzido por 6-OHDA, exceto na dose de 20 mg/kg, onde foi observada
uma reducdo da concentracdo 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 umol/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 alteragdes
nos conteudos de GABA ¢ glutamato provocadas pela 6-OHDA (CSC1- GABA: 44,3£16,0;
GLU: 72,4+6,0; CSC 5- GABA: 25,54£3,9; GLU: 57,1+4,9 umol/g de tecido), quando

comparado ao grupo controle (lesionado com 6-OHDA e tratado com salina 0,9 %).

Esses resultados indicam uma recuperacdo parcial, mas significativa, dos efeitos
da neurotoxina ap6s tratamento com CSC. Os efeitos da lesdo com 6-OHDA nos contetdos
de GABA e glutamato nao foram revertidos com o tratamento com L-DOPA 50 mg/kg (L-
DOPA 50 + Benz 12,5). Entretanto, foi observada uma potencializagdo dos efeitos do CSC
nos animais lesionados com 6-OHDA quando administrada em associagdo 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 cafeina nas concentracoes 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° 57,8£6,9°
CAF 10 7d 92,3+10,0° 64,0+6,8°
CAF 20 7d 74,0+7,8 55,546,2°

Nota: A cafeina (10 e 20 mg/kg, i.p.) foi administrada 1h ap6s a lesdo com 6-OHDA e depois
diariamente durante 7 dias. O tratamento foi iniciado 6 dias ap6s a lesdo com 6-OHDA. Os
controles foram tratados com salina 0,9%. Duas semanas apos a lesdo com 6-OHDA, os
animais foram sacrificados e o corpo estriado utilizado para determinacdo dos aminoacidos
GABA e glutamato (umol/g de tecido) em HPLC. Os resultados sdo expressos como média +
EPM do ntimero 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 concentracdes 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* 57,846,9°
CSC Img 72,446,0 44,3+6,0*°
CSC 5 mg 57,144,9 *>¢ 25,5+3,9 ¢
CSC 1mg + L-DOPA 50mg 56,043,5*>¢ 37,143,1 >4
L-DOPA 50mg 85,346,7 *%* 51,0+2,7 =4¢

Nota: Efeito do CSC (nas doses de 1 e 5 mg/kg, i.p. diariamente durante 7 dias. O tratamento
foi iniciado 6 dias apos a lesdo 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 niveis de GABA e glutamato. Os controles
foram tratados com salina 0,9%. Duas semanas ap6s a lesdo com 6-OHDA, os animais foram
sacrificados e o corpo estriado utilizado para determinacdo dos aminodcidos (umol/g de
tecido) em HPLC. Os resultados sao expressos como média = EPM do numero de
experimentos (7-8). a vs Falso operado, b vs Controle (6-OHDA), ¢ 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 cafeina ou do CSC nos receptores D; e D,-simile (Byax ¢ Kd) em corpo

estriado de ratos lesionados com 6-OHDA

A Tabela 8 mostra uma redugdo significativa de cerca de 46 % na ligacdo do
[*H]-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 proteina),
enquanto a constante de dissociagdo (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 redugdo significativa da
afinidade dos receptores D;-simile. Os resultados da Tabela 8 mostram ainda que a lesdo
intraestriatal com 6-OHDA promoveu uma up-regulation dos receptores D;-simile, com um
aumento na ligagdo do ligante [*H]-espiroperidol aos receptores D, em torno de 60% duas
semanas apos a lesdao (FO:230,0 £ 24,8; Controle (6-OHDA): 369,8 + 24,3 fmol/mg de
proteina), 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 cafeina (10 mg/kg, 7dias) ocorreu uma redugao
apenas de 32 % no Bmax dos receptores D;-simile (FO: 324,5 + 24,3; CAF10: 221,6 £ 14,7
fmol/mg de proteina), 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 relagao aos receptores D,-simile,
no grupo tratado com cafeina 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 proteina), 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) ndo foram observadas
alteracdes significativas no Bmax (FO: 324,5 + 24,3; CSC1: 207,4 + 20 fmol/mg de proteina)
e no Kd (Falso operado:1,0 = 0,19; CSC1: 2,9 £+ 0,38 nM) dos receptores D;-simile, quando
comparado ao grupo falso operado. Com rela¢do aos receptores D-simile, no grupo tratado
com CSC ndo foi observada nenhuma alteracdo na densidade desses receptores quando

comparados ao grupo falso operado (FO: 230,0 + 24,8; CSCI1: 285,3 £ 29,0 fmol/mg de
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proteina), 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 cafeina ou do CSC (8-(3-chlorostyryl caffeine) no binding de
receptores D; e D;-simile (Bmax e Kd) em corpo estriado de ratos lesionados com 6-
OHDA

D, D,

Grupos Bmax Kd Bmax Kd

(fmol/mg (nM) (fmol/mg (nM)

de proteina) de proteina)

Falso operado 324,5+24,3 1,0+£0,19 230,0+24,8 1,31£0,22
Controle (6-OHDA) 1752+8,4*  2,740,24" 369,8424,3"* 2,6+0,27"
CAF 10 221,6£14,7% 1,6+0,23 b 317,7£32,0  1,6%0,25 b
CSC 1 207,4420,0* 2,940,38°  285,3+29,0 1,4i0,17b

Nota: Efeito da cafeina ou do CSC (10 mg/kg, i.p. ¢ 1 mg/kg, i.p., respectivamente,
administrados diariamente durante 7 dias. O tratamento foi iniciado 6 dias apds a lesdo com 6-
OHDA) nos receptores D; e D-simile (Bmax e Kd). Os controles foram tratados com salina
0,9%. Duas semanas apos a lesdo com 6-OHDA, os animais foram sacrificados e o corpo
estriado utilizado para determinacdo da densidade dos receptores dopaminérgicos D; e D»-
simile. Os valores de Bmax e Kd sdo expressos em fentomoles/mg de proteina enquanto
aqueles de Kd em nM e apresentados como média = EPM do numero 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 cafeina ou do CSC no binding de receptores Gabaérgicos ("H]-GABA) e
receptores Glutamatérgicos (*H]-Glutamato) no corpo estriado de ratos lesionados com
6-OHDA.

A Tabela 9 mostra uma reducao significativa em torno de 46 % e 40 % na ligagao
do [*H]-GABA ¢ do [3H]—glutamato, respectivamente no lado ipsilateral dos animais
lesionados com 6-OHDA quando comparados ao grupo falso operado ([’H]-GABA: FO:
316,5 £ 29.3; Controle (6-OHDA): 172,1 + 184 ¢ [3H]-glutamat0: FO: 2093,0 £ 296,5;
Controle (6-OHDA): 1244,0 £ 89,7 fmol/mg de proteina).

O tratamento com cafeina na dose de 10 mg/kg (7 dias) ndo promoveu nenhuma
alteragdo significativa sobre a ligacdo dos receptores GABA¢érgicos e glutamatérgicos aos
seus respectivos ligantes radioativos, cujos valores permaceceram proximos aqueles
observados no grupo controle (°H]-GABA: CAF10: 174,2 + 14,5; Controle (6-OHDA):
172,1 £ 184 ¢ [3H]—glutamat0: CAF10: 1558,0 £ 182,1; Controle (6-OHDA): 1244,0 £+ 89,7

fmol/mg de proteina).

O tratamento com CSC na dose de 1 mg/kg reduziu em apenas 18 % e 13 % a
ligacdo 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 (["H]-GABA: FO: 316,5 + 29,3; ["H]-GABA: CSC1: 259,2+18,0 ¢ [*H]-
glutamato: FO: 2093,0 £ 296,5; CSC1: 1809,0+£173.4 fmol/mg de proteina).
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Tabela 9 - Efeitos da cafeina ou do CSC (8-(3-chlorostyryl caffeine) no binding de
receptores GABAérgicos ("H]-GABA) e receptores glutamatérgicos (["H]-glutamato) no

corpo estriado de ratos lesionados com 6-OHDA

Grupos [3 H]- GABA [3 H]- glutamato
(fmol/mg de proteina) (fmol/mg de proteina)
Falso operado 316,5+29,3 (7) 2093,0+296,5(6)
Controle (6-OHDA) 172,1+£18,4 (6)° 1244,0+89,7 (7)°
CAF 10 174,2+14,5 (6) 1558,0+182,1 (8)
CSC 1 259,2418,0 (7)° 1809,0+173,4 (8)

Nota: Os animais foram tratados com cafeina ou CSC (10 mg/kg, i.p. e 1 mg/kg, ip.,
respectivamente, diariamente durante 7 dias. O tratamento foi iniciado 6 dias apds a lesdao
com 6-OHDA). Duas semanas apos a lesdo com 6-OHDA, os animais foram sacrificados e o
corpo estriado utilizado para determinag¢ao da densidade dos receptores GABA e glutamato.
Para a determinag¢do dos receptores GABA e glutamato foram utilizados os antagonistas
tritiados [’H]-GABA e [3H]-glutamato, respectivamente. Os resultados sdo expressos em
fentomoles/mg de proteina e apresentados como média + EPM do numero de animais
mostrados am parénteses. 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 Determinacio da viabilidade celular em cultura de células mesencefialicas de ratos

expostas a 6-OHDA antes e ap0s exposiciao a cafeina ou ao CSC

Para avaliagdo da viabilidade celular em cultura de células mesencefalicas 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 alteragdes causadas pela cafeina ou o

CSC.

Os resultados do teste do MTT mostraram que a exposi¢do das células
mesencefalicas a 10 pg/ml de 6-OHDA causou uma redugdo de 34 % na viabilidade celular,
quando comparado aos controles (MTT em absorbancia 595 nm, controles: 0,4223 + 0,0476;
6-OHDA: 0,2808 + 0,0360). A cafeina sozinha, utilizada nas concentragdes 5 ¢ 10 pg/ml, ndo
alterou a viabilidade celular, nas células expostas a 6-OHDA houve bloqueio da
citotoxicidade induzida pela 6-OHDA, e os valores da redu¢do do MTT foram proximos aos

do controle (na auséncia de 6-OHDA) (Figura 17).

O CSC sozinho, utilizado nas concentragdes 0,1; 1 e 5 pg/ml, ndo apresentou
nenhum efeito toxico per se, mas reverteu significativamente a dréstica redugdo da viabilidade
celular ap6s a exposicao 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 uM; CSC 5 + 6-OHDA:
0,362 + 0,038 uM (Figura 18).
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Figura 17 - Efeito da cafeina na toxicidade induzida por 6-OHDA, em células
mesencefalicas de ratos

Nota: Apds quatro dias de cultura, CAF (5 e 10 pg/ml) foi adicionada as células, 3 h antes da
6-OHDA (10 pg/ml). A neurotoxicidade foi determinada através do método do MTT, ae 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 mesencefalicas de ratos

Nota: Apo6s 4 dias de cultura, o CSC (0,1 a 5 pg/ml) foi adicionado as células mesencefalicas
de rato, 3 h antes da 6-OHDA (10 pg/ml). A viabilidade celular foi avaliada através do teste
do MTT, adicionado a cultura 24 h ap6s a incubacdo com 6-OHDA sozinha ou na presenga do
CSC. Os experimentos foram realizados em triplicatas em trés dias diferentes. a vs Controle,
b vs 6-OHDA; com p<0,05 (ANOVA ¢ Teste de Tukey post hoc).
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7 Determinacao da concentracio de nitrito/nitrato em cultura de células mesencefalicas

de ratos expostas a 6-OHDA na auséncia ou na presenca de cafeina ou CSC

Para avaliagdo da concentragdo de nitrito/nitrato em cultura de células
mesencefalicas foi utilizado o método de Green et al. (1981) com a finalidade de determinar a
neurotoxiciade induzida pela 6-OHDA (10 pg/ml) com relagdo ao estresse oxidativo e a

geracgdo de espécies reativas do nitrogénio e as alteragdes causadas pela cafeina ou o CSC.

Em células normais, a concentracdo de nitrito/nitrato ¢ geralmente muito baixa.
No entanto, na presenca de estresse oxidativo como ocorre com a exposicdo das células
mesencefalicas a 6-OHDA, a concentracdo de nitrito/nitrato aumenta. Nossos resultados
mostraram que a exposi¢do das células a 6-OHDA (10 pug/ml) causou um aumento na
formagdo de nitrito/nitrato de duas vezes, quando comparado ao controle (Controle: 0,99 +

0,04; 6-OHDA: 2,01 0,1 pM).

Enquanto a cafeina (nas doses 0,1; 1 e 5 pg/ml) per se ndo apresentou efeito na
formagao de nitrito/nitrato, nas células expostas a 6-OHDA houve bloqueio do aumento dos
concentracdo de nitrito/nitrato induzida pela 6-OHDA, e os valores da reducdo na formagao
de nitrito/nitrato foram préximos aos do controle (na auséncia de 6-OHDA) (CAF 0,1 + 6-
OHDA: 1,08 + 0,05 uM; CAF 1 + 6-OHDA: 0,73 £ 0,05 uM; CAF 5 + 6-OHDA: 0,79 + 0,15
uM) (Figura 19).

O CSC (nas doses 0,1; 1 e 5 pg/ml) per se ndo apresentou efeito na formagao de
nitrito/nitrato, porém, nas células expostas a 6-OHDA houve bloqueio do aumento dos niveis
de nitrito/nitrato induzida pela 6-OHDA, ¢ os valores da redugcdo na formagdo de
nitrito/nitrato foram préximos aos do controle (na auséncia de 6-OHDA) (CSC 0,1 + 6-
OHDA: 0,54 + 0,05 uM; CSC 1 + 6-OHDA: 0,50 + 0,03 uM; CSC 5 + 6-OHDA: 0,53 + 0,09
uM) (Figura 20).
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Figura 19 - Efeito da cafeina sobre as concentragdes de nitrito/nitrato em células
mesencefalicas de rato apos a exposicio a 6-OHDA

Nota: Apos 4 dias de cultura, a cafeina (0,1; 1,0 e 5,0 pug/ml) foi adicionada as células
mesencefalicas de rato, 3 h antes da 6-OHDA (10 pg/ml). A concentracdo de nitrito, utilizada
como indicador da formagao de radicais livres, foi medida utilizando o reagente de Griess na
cultura de células 24 h apos a incubagao com 6-OHDA sozinho ou na presenga da cafeina. Os
experimentos foram realizados em triplicatas em trés dias diferentes. a vs Controle, b vs 6-
OHDA; com p<0,05 (ANOVA ¢ Teste de Tukey post hoc).
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Figura 20 - Efeito do CSC (8-(3-chlorostyryl caffeine) sobre as concentracdes de nitrito
em células mesencefalicas de rato apos a exposicio a 6-OHDA

Nota: Apds 4 dias de cultura, o CSC (0,1; 1,0 e 5,0 pg/ml) foi adicionado as células
mesencefalicas de rato, 3 h antes da 6-OHDA (10 pg/ml). A concentracdo de nitrito, utilizada
como indicador da formagao de radicais livres, foi medida utilizando o reagente de Griess na
cultura de células 24 h apds a incubagdo com 6-OHDA sozinho ou na presenca do CSC. Os
experimentos foram realizados em triplicatas em trés 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 Determinacio da concentracio de nitrito em corpo estriado de ratos com lesido por 6-

OHDA tratados com CSC (ex vivo)

Os conteudos de nitrito, que sdo usados como marcadores da formagao 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 uM).

O tratamento com CSC nas doses de 1 e 5 mg/kg, promoveu uma reversao quase
total desses efeitos, onde a concentragdo de nitrito retornou a valores proximos aqueles
observados no grupo falso operado (sem nenhuma diferenca significativa entre os grupos
tratados com CSC e o grupo falso operado) (FO (n-8): 2,55+0,28; CSC1: 3,15+0,3 ¢ CSCS:
2,1+0,26 uM) (Figura 21).
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Figura 21 - Efeito do CSC (8-(3-chlorostyryl caffeine) na formacao de nitrito em estriado
ipsilateral de ratos lesionados com 6-OHDA (12 pg/ul)

Nota: Os animais receberam CSC (1 e 5 mg/kg, i.p., iniciando seis dias apds a lesdo com 6-
OHDA e continuando diariamente durante 7 dias (Protocolo 2)) Os controles foram tratados
com salina 0,9%. Os resultados sdo expressos como média = EPM do nimero de
experimentos (8). * vs Controle (6-OHDA), com p<0,05 (ANOVA e Teste de Tukey post
hoc).
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9 Determinacio dos efeitos da cafeina ou do CSC na peroxidacio lipidica em cultura de

células mesencefalicas de ratos expostas a 6-OHDA.

A peroxidacao lipidica em cultura de células mesenceféalicas foi avaliada através
da determinacgdo de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) com a finalidade de
determinar a neurotoxiciade induzida pela 6-OHDA com rela¢do ao estresse oxidativo e a
geracdo de radicais livres e as alteragdes causadas apds exposicao das células a associacao

cafeina + 6-OHDA ou CSC + 6-OHDA.

Os resultados do teste do TBARS mostraram que a exposi¢do das células
dopaminérgicas a 6-OHDA (10 pug/ml) causou um aumento de 2,1 vezes na peroxidacao
lipidica, quando comparado aos controles (TBARS a 532 nm, Controles: 1,12 = 0,05; 6-
OHDA: 2,38 + 0,11). Enquanto nas células expostas a cafeina sozinha utilizada na dose de 5
pg/ml a peroxidacdo lipidica foi tdo reduzida quanto nos controles, nas células expostas a 6-
OHDA e tratadas com cafeina houve bloqueio da citotoxicidade induzida pela 6-OHDA, ¢ os
valores da reducao da peroxidacao lipidica foram préximos aos do controle (na auséncia 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 pg/ml a peroxidagao
lipidica 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 reducao
da peroxidagao lipidica foram proximos aos dos controles (na auséncia 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 cafeina sobre a peroxidacao lipidica nas células apos exposiciao a 6-
OHDA

Nota: As concentragdes de TBARS foram determinadas na cultura de células 24 h apds a
incubacdo com 6-OHDA (10 pg/ml) sozinho ou na presenga da cafeina (5 pug/ml). Os
experimentos foram realizados em triplicatas em trés dias diferentes. a vs Controle, b vs 6-
OHDA; com p<0,05 (ANOVA e Teste de Tukey post hoc).



131

37 B Controle
a B 6-OHDA
— 2,57 O cscs
g B 6.OHDA+CSC 5
W 2 1
(o)
v W
25 151
Qm =
= = i
— 1
(=]
7]
=
< 05
O -

Figura 23 - Efeito do CSC (8-(3-chlorostyryl caffeine) sobre a peroxidacgao lipidica nas
células apds exposicao a 6-OHDA

Nota: As concentragdes de TBARS foram determinadas na cultura de células 24 h apds a
incubacdo com 6-OHDA (10 pg/ml) sozinho ou na presenca do CSC (5 pg/ml). Os
experimentos foram realizados em triplicatas em trés dias diferentes. a vs Controle, b vs 6-
OHDA; com p<0,05 (ANOVA ¢ Teste de Tukey post hoc).
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10 Determinagio da peroxidacgio lipidica em corpo estriado de ratos com lesido por 6-

OHDA, tratados com CSC (ex Vvivo).

Os resultados apresentados na Figura 24 mostram um aumento de 2,8 vezes do
conteado de TBARS no estriado ipsilateral dos ratos lesionados com 6-OHDA (12 pg/ul) e
tratados com salina 0,9 % (Controles), determinado a partir do aumento dos valores das
absorbancias 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 ¢ CSCS5:
1,303+0,13 nM] (Figura 24).
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Figura 24 - Efeito do CSC (8-(3-chlorostyryl caffeine) sobre a peroxidacio lipidica em
estriado de ratos lesionados com 6-OHDA (12 pg/ul)

Nota: Os animais receberam CSC (1 e 5 mg/kg, i.p., iniciando seis dias apds a lesdo com 6-
OHDA e continuando diariamente durante 7 dias (Protocolo 2)) Os controles foram tratados
com salina 0,9%. Os resultados sdo expressos como média + EPM do nimero 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 Determinacio dos efeitos da cafeina ou do CSC na morte celular por apoptose em

cultura de células mesencefalicas de ratos expostas a 6-OHDA

A exposicdo a 6-OHDA (10 pg/ml) reduziu em 30 % o numero de células
normais, enquanto o numero de células apoptoticas aumentou em 61 %, quando comparadas
aos controles. A cafeina (10 pg/ml) sozinha ndo alterou o numero de células normais,

apoptdticas ou necroticas, e reverteu parcialmente a citotoxicidade induzida por 6-OHDA.

Os resultados mostram que na associagdo da cafeina com 6-OHDA, a cafeina
recuperou significativamente o nimero de células viaveis e apoptdticas, quando comparado as
células expostas a 6-OHDA sozinha (Controle — células normais: 90,3%, apoptoticas: 6%,
necroticas: 3,7%; 6-OHDA — células normais: 29,4%, apoptoticas: 60,9%, necroticas: 9.7%;
CAF 10 + 6-OHDA - células normais: 69,1%, apoptoticas: 18,7%, necroticas: 12,2%)
(Figura 25).

Na associagdo do CSC com 6-OHDA, o CSC (5 pg/ml) recuperou
significativamente o nimero de células vidveis e reduziu o nimero de células apoptdticas,
quando comparado as células expostas a 6-OHDA sozinha (Controle — células normais:
90,3%, apoptoticas: 6%, necroticas: 3,7%; 6-OHDA — células normais: 29,4%, apoptoéticas:
60,9%, necréticas: 9.7%; CSC5 + 6-OHDA — células normais: 79,5%, apoptoéticas: 16,1%,
necroticas: 4,4%) (Figura 26).
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Figura 25 - Efeito da cafeina na morte celular por apoptose em cultura de células
mesencefalicas expostas a 6-OHDA

Nota: A apoptose ou a necrose foram determinadas através da coloragdo pela laranja de
acridina / brometo de etidio em cultura de células 24 h apos a incubagdo com 6-OHDA (10
pg/ml) sozinha ou na presenca da cafeina (10 pg/ml). Os experimentos foram realizados em
triplicatas em trés 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 mesencefalicas expostas a 6-OHDA

Nota: A apoptose ou a necrose foram determinadas em cultura de células 24 h apds a
incubacdo com 6-OHDA (10 pg/ml) sozinha ou na presenga do CSC (5 pg/ml). Os
experimentos foram realizados em triplicatas em trés 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 Determinacio dos efeitos da cafeina ou do CSC sobre a percentagem de células OX-

42 e GFAP positivas em cultura de células mesencefalicas de ratos expostas a 6-OHDA

Nos controles, menos de 40 % das células em cultura foram coradas pelo OX-42,
indicando a presengca de microglias ativadas. Foi observado um pequeno aumento na
percentagem de microglias ativadas apos a exposi¢do das células a 6-OHDA (10 pg/ml). No
entanto, um numero significativamente menor de microglias ativadas foi observado apds a
exposi¢do a cafeina + 6-OHDA (Figura 27). Nenhuma alteracdo significativa foi observada

nas células expostas ao CSC + 6-OHDA (Figura 29).

Um pequeno niimero de células coradas com GFAP foi observado nos controles, e
esse numero foi significativamente aumentado apos a exposicao das células a 6-OHDA (10
pug/ml), onde uma parte da populagdo celular foi imunoreativa aos astrocitos. A cafeina (10
pg/ml) reduziu a percentagem de astrdcitos reativos aumentados pela 6-OHDA, e os valores
obtidos foram similares aqueles dos controles (Figura 28). O CSC (5 pg/ml) ndo alterou a
percentagem de astrocitos reativos aumentados pela 6-OHDA, na cultura de células (Figura

30).
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Figura 27 - Efeito da cafeina sobre a percentagem de células OX-42 positivas em cultura
de células mesencefilicas de ratos expostas a 6-OHDA

Nota: As células imunoreativas foram determinadas na cultura de células 24 h apds a
incubagdo com 6-OHDA (10 pg/ml) sozinho ou na presenca da cafeina (10 pg/ml). Os
experimentos foram realizados em triplicatas em trés dias diferentes. a vs Controle, com
p<0,05 (ANOVA ¢ Teste de Tukey post hoc).
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Figura 28 - Efeitos da cafeina sobre a percentagem de células GFAP positivas em
cultura de células mesencefalicas de ratos expostas a 6-OHDA

Nota: As células imunoreativas foram determinadas na cultura de células 24 h apos a
incubacdo com 6-OHDA (10 pg/ml) sozinha ou na presenca da cafeina (10 pg/ml). Os
experimentos foram realizados em triplicatas em trés 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
0X-42 positivas em cultura de células mesencefalicas de ratos expostas a 6-OHDA

Nota: As células imunoreativas foram determinadas na cultura de células 24 h apos a
incubacao com 6-OHDA (10 pg/ml) sozinho ou na presenca do CSC (5 pg/ml). Os
experimentos foram realizados em triplicatas em trés dias diferentes. (ANOVA e Teste de
Tukey post hoc).



141

100 -
B GFAP+

GFAP-
80 - =

60 -

40 1

20 A

Percentagem de células

0 -
Controle 6-OHDA CSCS5 CSC5+6-OHDA

Figura 30 - Efeitos do CSC (8-(3-chlorostyryl caffeine) sobre a percentagem de células
GFAP positivas em cultura de células mesencefalicas de ratos expostas a 6-OHDA

Nota: As células imunoreativas foram determinadas na cultura de células 24 h apds a
incubacdo com 6-OHDA (10 pg/ml) sozinha ou na presenga do CSC (5 pg/ml). Os
experimentos foram realizados em triplicatas em trés dias diferentes. a vs Controle, com
p<0,05 (ANOVA ¢ Teste de Tukey post hoc).
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VI DISCUSSAO

Os receptores da adenosina A4 tem atraido uma consideravel atencdo devido a
sua interacdo com o sistema dopaminérgico, ¢ também por ser um alvo em potencial para a
farmacoterapia da doenga de Parkinson (FERRE et al., 2001; WARDAS, 2002). Estudos post-
mortem (CALLON et al., 2004) mostraram um aumento dos receptores Asa no cérebro de
pacientes com doenca de Parkinson que apresentavam discinesia, enquanto estudos utilizando
modelos experimentais da doenga de Parkinson (GRONDIN et al., 1999; KANDA et al.,
2000) sugerem que antagonistas de receptores A,a possuem atividade antiparkinsoniana e
podem potencializar a atividade da levodopa. Além disso, varios estudos observaram efeitos
benéficos dos antagonistas de receptores A,, nas complicacdes motoras induzidas por
levodopa em ratos com lesdo dopaminérgica unilateral induzida por 6-OHDA (MORELLI;
PINNA, 2001; PINNA et al., 2001; BOVE et al., 2002; BIBBIANI et al., 2003; LUNDBLAD
etal., 2003).

Os antagonistas da adenosina A,,, incluindo a cafeina, antagonista ndo especifico,
sao considerados uma estratégia nao dopaminérgica para o tratamento da doenga de
Parkinson. Atualmente, a istradefylline, o primeiro dentre muitos outros antagonistas A;x em
desenvolvimento, estd sendo testado em ensaios clinicos. Os resultados indicam que essa
droga pode reduzir as flutuagcdes motoras induzidas pela L-DOPA, que continua sendo até

hoje a principal droga para o tratamento da DP (YU et al., 2006).

Estudos epidemiologicos tém mostrado uma associagdo entre o consumo de
cafeina e outras bebidas cafeinadas e a redugdo do risco de desenvolvimento da DP. A
popularidade da cafeina como uma droga psicoativa ocorre devido as suas propriedades
estimulantes, as quais dependem da sua capacidade de reduzir a transmissdo da adenosina no

cérebro (XU et al., 2005).

Ja foi descrito que as alteragdes bioquimicas mais importantes no estriado
lesionado com 6-OHDA sdo as redu¢des da concentragdo de dopamina (DA) e dos seus
metabolitos. A 6-hidroxidopamina (6-OHDA) é uma neurotoxina utilizada experimentalmente
para induzir a doen¢a de Parkinson em animais. Seu mecanismo de acdo parece envolver uma

degeneracao do sistema nigroestriatal e a conseqiiente reducao dos contetidos de dopamina no
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corpo estriado e na substancia negra. No modelo experimental da doenga de Parkinson em
ratos, as fibras nigroestriatais sao destruidas unilateralmente através da injecao de 6-OHDA, e
os animais respondem a agonistas dopaminérgicos, incluindo a apomorfina, apresentando
rotagdes contralaterais (no sentido contrario ao da lesdo). Por outro lado, a degeneragdo dos
neurdénios dopaminérgicos na substincia negra e a conseqiiente perda dos seus terminais
nervosos no estriado sao responsaveis pela maioria dos disturbios motores vistos na doenca de

Parkinson (BLANDINI et al., 2008).

O presente trabalho mostrou que a inje¢ao unilateral com 6-OHDA no estriado
produziu rotagdes induzidas por apomorfina, corroborando com os dados de literatura
descritos no paragrafo anterior. Esse efeito provavelmente envolve supersensibilidade dos
receptores dopaminérgicos causada pela perda dos terminais dopaminérgicos, resultando em
uma significativa reducdo da concentragcdo de dopamina no estriado lesionado com 6-OHDA

(JOGHATALIE et al., 2004).

Os resultados mostrados neste trabalho e ja publicados (AGUIAR et al., 2006)
demonstraram que a cafeina promoveu uma recuperacao parcial no déficit motor representado
pela reducdo do comportamento rotacional induzido pela apomorfina apresentado pelos
animais com lesdo estriatal por 6-OHDA. Essa reducdo pode ser atribuida aos efeitos
benéficos da cafeina, atenuando a degeneragao estriatal e pode ocorrer devido a capacidade da
cafeina de bloquear os receptores Ajs que estdo concentrados nas areas dopaminérgicas do

cérebro (JOGHATAIE et al., 2004).

Os receptores da adenosina A; e Asa, estdo expressos nos ganglios da base, um
grupo de estruturas envolvidas em varios aspectos do controle motor, e a cafeina atua como

um antagonista em ambos os tipos de receptores (FISIONE et al., 2004).

Os efeitos psicoestimulantes e outros efeitos da cafeina no sistema nervoso central
parecem ocorrer, pelo menos em parte, devido ao antagonismo dos receptores A,a da
adenosina (FREDHOLM et al., 1999). A cafeina, assim como outros antagonistas mais
especificos de receptores A, tem monstrado capacidade de atenuar a neurotoxicidade em

modelos animais da doenca de Parkinson.
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Varios estudos mostram que, além de possuir um potencial neuroprotetor em
modelos da doenga de Parkinson que utilizam o MPTP e 6-OHDA como agentes
neurotdxicos, a cafeina e outros antagonistas Ay, podem também reverter os déficits motores
nesses modelos (CHEN et al., 2002; IKEDA et al., 2002). Entao os antagonistas A,x podem
possuir efeitos neuroprotetores e também promover alivio dos sintomas de DP. Esses efeitos
benéficos do bloqueio dos receptores Aja, associado com a sua marcante expressao restrita ao
ganglio basal, tem tornado os antagonistas A,s importantes alvos para o desenvolvimento de
drogas no tratamento da DP (SCHWARZSCHILD et al., 2002). A cafeina foi incluida na lista
das 12 drogas mais promissoras como agentes neuroprotetores para ensaios clinicos na DP

(RAVINA et al., 2003).

Nossos resultados, publicados em Aguiar et al. (2008), mostraram ainda que o
CSC, uma droga com dupla agdo-antagonista de receptores A, € inibidor da MAO B causou
de maneira dose-dependente uma diminuicdo no comportamento rotacional de ratos com
lesdo intraestriatal unilateral por 6-OHDA, quando comparado ao grupo controle (lesionado
com 6-OHDA e tratado com salina 0,9 %). Ja é conhecido que os inibidores da MAO B
possuem propriedades antiparkinsonianas, entdo drogas que possuem a capacidade de
bloquear a MAO B ¢ os receptores A4 podem apresentar um maior potencial terapéutico para

o tratamento da doenga de Parkinson (VLOK et al., 2006).

Existem evidéncias de que a ativacdo de receptores D, in Vivo antagoniza a
ativagdo tonica dos receptores A (SALMI et al., 2005). Esses autores mostraram que 0s
efeitos do bloqueio dos receptores D, s@o diferentes em camundongos knockout para
receptores Aza. Quando comparados com camundongos wild-type, os camundongos knockout
para receptores A mostraram reducdo da neurodegeneracdo, apds tratamento com MPTP,

bem como uma melhora da performance motora em modelos da doenca de Parkinson.

Estudos pré-clinicos e, mais recentemente estudos clinicos utilizando antagonistas
Asx indicam que os efeitos benéficos dessa classe de drogas parecem ocorrer através da
modulacdo dos efeitos dopaminérgicos, na disfuncdo estriatal associada a desordem motora
(BARA-JIMENEZ et al., 2003). Antagonistas A,a podem atenuar a indu¢do bem como a
expressdo das alteragdes motoras produzidas pela estimulagdo cronica do sistema

dopaminérgico em modelos animais da doengca de Parkinson, possivelmente através do
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bloqueio dos receptores Aza € conseqlientemente do bloqueio dos efeitos estimulatorios nas
vias de sinalizacdo mediada por esse receptor (BIBBIANE et al., 2003). Alguns estudos
mostram que o CSC também causa inibi¢do da MAO-B, e esse efeito, como ja dissemos, pode
contribuir para o potencial neuroprotetor dos antagonistas A;s (PETZER et al., 2003; CHEN
et al., 2004).

O presente estudo mostrou que a inje¢ao unilateral com 6-OHDA no estriado
causou uma diminuicdo significativa nos concentracdo de noradrenalina (NE), dopamina
(DA), DOPAC e HVA no lado ipsilateral quando comparados ao grupo falso operado.
Também foi observada uma reducdo na concentracdo de serotonina (5-HT), mas a
concentracdo do seu metabolito, 5S-HIAA nao sofreu nenhuma alteracdo significativa. Esses
resultados sdo consistentes com outros estudos que descrevem as alteragdes bioquimicas 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 diminuicao significativa nas concentragdes de 5-
HT e 5-HIAA em estriado de ratos apds lesdo com 6-OHDA, muitos utilizaram animais com
trés dias de vida e ndo ratos adultos, como no nosso trabalho. Breese et al. (1984), mostraram
um aumento ¢ nenhuma mudancga nos conteudos de 5-HT e 5-HIAA utilizando ratos neonatos
e ratos adultos, respectivamente. Além disso, Zhou et al. (1991) mostraram um aumento
significativo nas concentragdes de 5-HT e 5-HIAA em estriado de ratos adultos, embora,
nesse caso, a diminui¢do da concentragdo de DA no estriado tenha excedido 90%, enquanto

no nosso trabalho foi de cerca de 80%.

O presente trabalho esta de acordo com os resultados obtidos por Karstaedt et al.
(1994). Estes pesquisadores mostraram que seis semanas apos a lesdo com 6-OHDA, as
concentragdes de 5-HT e 5-HIAA diminuiram significativamente em corpo estriado de ratos.
Segundo estes autores, a perda da inervagdo dopaminérgica no estriado leva a um aumento do

"turnover" da 5-HT e uma deplecdo completa da 5-HT no corpo estriado.

No presente estudo, a demonstragdo de que o tratamento com cafeina pode
atenuar os déficits motores induzidos por apomorfina sugere aumento nos concentracdo de

dopamina no estriado lesionado e conseqiiente reducdo da supersensibilidade do receptor.
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Esses resultados foram comprovados pela dosagem das concentragdes de dopamina e seus
metabolitos que foram parcialmente recuperados no lado ipsilateral dos grupos tratados com
cafeina, principalmente no tratamento por 14 dias. O tratamento com cafeina, nas doses de 10
e 20 mg/kg, restaurou parcialmente os contetidos das monoaminas e dos seus metabodlitos em

ratos lesionados com 6-OHDA.

O presente trabalho, também demonstrou que o tratamento com CSC em ratos
lesionados com 6-OHDA reverteu significativamente, ¢ de maneira dose-dependente, a
reducdo das concentragdes estriatais das monoaminas (NE, DA e 5-HT), assim como dos
conteudos dos seus metabolitos (5S-HIAA, DOPAC e HVA), indicando um potencial benéfico
dos antagonistas A;s na doenga de Parkinson. Resultados melhores foram observados no
presente estudo com CSC em comparagdo com aqueles obtidos com cafeina, isso ocorreu
provavelmente devido ao fato de que o CSC, além de bloquear receptores A,a, também ¢
inibidor da MAO-B, uma propriedade que provavelmente contribui para perfil farmacolégico

da droga (VLOK et al., 2006).

Recentemente, Golembrowska e Dziubina (2004), investigaram os efeitos do CSC
na liberacdo de DA no estriado de ratos tratados e ndo tratados com reserpina. Estes autores
observaram que o CSC aumentou significativamente a liberagdo de DA no estriado, apos
associacado com L-DOPA e benserazida, em ratos tratados e ndo tratados com reserpina. O
CSC nao alterou as concentragdes de DOPAC ¢ HVA nos ratos com estriado intacto, mas
promoveu um aumento das concentracdes desses metabolitos nos animais tratados com
reserpina que apresentaram deplecdo dos contetidos de dopamina. Esses resultados sugerem
que esses efeitos podem ser mediados por receptores A estriatais, e estdo provavelmente
relacionados a acdo do CSC no metabolismo da dopamina e no aumento do transporte de L-

DOPA exogena para dentro do sistema nervoso central.

Estudos recentes (MATSUYA et al., 2007; ROSE et al., 2006) mostraram os
efeitos sinérgicos da combinagdo dos antagonistas A4 € da L-DOPA, que em baixas doses,
reverteram os déficits motores em modelos animais da doenca de Parkinson ¢ esse efeito
poderia estar relacionado a reducdo da dose, bem como da incidéncia de efeitos colaterais da

L-DOPA. O presente trabalho também demonstrou que, em ratos lesionados com 6-OHDA, a
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combinac¢do de CSC e L-DOPA apresentou efeito sinérgico, revertendo quase completamente

a reducdo das concentragdes de DA e seus metabolitos apds agao da neurotoxina 6-OHDA.

Nos resultados obtidos neste trabalho foi observado que a diminuicao dos niveis
de NE, 5-HT e seu metabolito, no estriado de ratos lesionados com 6-OHDA, foi parcialmente
recuperada apds tratamento com CSC, e esses efeitos foram potencializados na associag@o
com L-DOPA. A doenga de Parkinson ¢ indiscutivelmente uma doenga que resulta
primeiramente da perda de neurdnios nigroestriatais dopaminérgicos e essa alteragdo leva a
um desequilibrio em muitos outros neurotransmissores além da dopamina, incluindo a
serotonina (5-HT) (NICHOLSON; BROTCHIE, 2002). De fato, a degeneracdo do sistema
serotonérgico foi observada apds lesao com 6-OHDA em ratos, corroborando com 0 nosso
estudo, sugerindo que as alteragdes no sistema serotonérgico desempenham um papel na
fisiopatologia da doenca de Parkinson. Embora a fungdo exata da serotonina na doenca de
Parkinson permaneca desconhecida, recentes pesquisas para tentar entender essa relagdo ¢ a
geracao de efeitos colaterais com a terapia de reposicdo da dopamina, t€ém identificado os
receptores 5-HTa, 5-HT 5 e 5-HT,c como possiveis alvos terapéuticos para a doenca de

Parkinson (NICHOLSON; BROTCHIE, 2002; SCHOLTISSEN et al., 2005).

Lesdes no sistema dopaminérgico nigroestriatal em ratos adultos estdo
relacionadas com aumento da estimulagdo dopaminérgica da adenililciclase via receptor D,
(MISHA et al., 1974, 1980). Além disso, a literatura mostra que ratos com lesdo bilateral ou
unilateral por 6-OHDA apresentam alteracdes comportamentais no tratamento com agonistas
seletivos D; devido a supersensibilidade desses receptores apos a lesdo (ARNT, 1985; ARNT;
HYTELL, 1985), indicando uma possivel up-regulation desses receptores. No entanto, as
alteracdes nos receptores D; nesse modelo ainda nao foram esclarecidas, varios resultados sdao
apresentados na literatura; binding de receptores D; 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 diminuido (MARSHALL et al.,
1989; STROMBERG et al., 1995).

Essas discrepancias nos resultados do binding de receptores D; podem estar

relacionadas ao periodo de sobrevivéncia dos animais apos a lesio (FORNARETTO et al.,
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1993; NARANG; WAMSLEY, 1995) ou a intensidade da perda de neuronios
dopaminérgicos. Estudos indicam que ocorre uma up-regulation dos receptores D; apos lesao
estriatal com 6-OHDA somente quando mais de 97 % dos terminais dopaminérgicos estao
destruidos (BUONAMICI et al., 1986; IWATA et al., 1996). Portanto é necessaria uma
extensa destrui¢do dos terminais dopaminérgicos para que ocorra up-regulation dos

receptores D; nesse modelo.

Existem vérias evidéncias de que a administragdo unilateral de 6-OHDA em ratos
adultos provoca aumento significativo da densidade dos receptores D, (STAUNTON et al.,
1981; CAI et al.,, 2002). Em ratos com destruicdo parcial dos terminais dopaminérgicos,
Chritin et al. (1996) demonstraramn que a reducgdo de 50 % das células dopaminérgicas da
substancia negra provocou pouco efeito no binding dopaminérgico D, ou nos concentragdo do
RNAm. No entanto, com uma destruicdo dopaminérgica mais intensa, quando o conteudo de
dopamina foi reduzido em cerca de 70 %, o binding de receptores D, estriatal apresentou um
aumento significativo (PRZEDBORSKI et al., 1995). Além disso, a maioria dos estudos tem
demonstrado aumento da concentragdo de RNAm para receptores D, apds lesdo 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 redugdo dos
contetdos de dopamina da ordem de 78 % apds a lesdo estriatal com 6-OHDA e os resultados
do binding dopaminérgico mostraram uma redugdo do Bmax dos receptores D; e um aumento
da desidade dos receptores D, corroborando, portanto, com alguns resultados apresentados na

literatura.

O principal mecanismo de a¢do da cafeina no cérebro consiste no bloqueio nao
seletivo dos receptores da adenosina. A cafeina bloqueia os receptores da adenosina A; e A,
causando uma redu¢do na neurotransmissdo adenosinérgica e amplificando relativamente a
neurotransmissao dopaminérgica. Esses efeitos aumentam tanto a inibicdo mediada por
receptores D; (da via direta) quanto a redugdo da estimulagdo por receptores D, (da via

indireta) no globo palido e substancia negra (XIE et al., 2007).
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Estudos sugerem que a maioria dos efeitos psicoestimulatorios da cafeina ocorram
principalmente devido ao bloqueio dos receptores Ajs € sejam mimetizados somente pelos
antagonistas dos receptores A,a € ndo pelos antagonistas do subtipo A;, embora a cafeina,
como ja foi dito, seja um antagonista ndo seletivo de receptores adenosinérgicos (HUANG et
al., 2005). Estima-se que os efeitos dos antagonistas adenosinérgicos estejam intimamente
relacionados com a ativacdo de receptores dopaminérgicos, indicando inclusive que a
integridade do sistema dopaminérgico seja imprescindivel para que a cafeina exerca seus
efeitos estimulatorios (FERRE et al., 1992). De fato, existe uma co-localizagio entre os
receptores adenosinérgicos e dopaminérgicos no SNC, sendo possivel a formagdo de
heterodimeros entre os receptores Aj/D; e Aa/D», levando a alteragdes alostéricas que afetam
a afinidade e o acoplamento a proteina G, modulando a eficicia de ativagdo de ambos os

receptores (FUXE et al., 1998).

A interagdo entre receptores heterodiméricos mais conhecida envolvendo
receptores Apa € aquela que ocorre com os receptores D,, e a formagdo dos heterodimeros
Aza/Ds. A literatura tem mostrado que esses heterodimeros podem ser um alvo importante
para o tratamento da doenca de Parkinson. A ligacdo de um antagonista A4 que ativa o
dimero A,A/D, resulta em uma cascata de reagdes que irdo estimular os receptores
dopaminérgicos, modulando as atividades dependentes de dopamina (FUXE et al., 1998;
FERRE et al., 2007). Uma descoberta chave neste processo ¢ a colocalizagdo dos receptores
Di/A; e Dy/Asa 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 Ax parecem interagir de maneira antagonica
com os receptores D, em nivel pds-sindptico. Por exemplo, foi demonstrado que o tratamento
com agonista Aa reduz a afinidade dos receptores D, pela dopamina em estriado de ratos,
sem promover alteragdes no Bmax (FERRE et al., 1991c). Além disso, a destruicdo
dopaminérgica estriatal ou o tratamento com o antagonista D, haloperidol estdo associados
com o aumento da interacdo antagdnica entre os receptores Asa € D, intramembrana em
estriado de rato (FERRE; FUXE, 1992; FERRE et al., 1994b). Além disso, foi demonstrada
uma up-regulation de ambos os receptores A,p ¢ D, em estriado de rato apos destruigdo
dopaminérgica e tratamento cronico com haloperidol (FERRE et al., 1997). Da mesma forma,

foi observado em preparagdes de membrana de estriado de rato que os receptores A alteram o



150

binding de receptores D; (FERRE et al., 1994a) e Ferre et al. (1999) mostraram que o uso de

agonista A; reduziu a afinidade de receptores D;.

Nossos resultados mostraram que o tratamento com cafeina ndo promoveu
nenhuma alteracdo na densidade dos receptores D1 e D2-simile apos lesdo estriatal com 6-
OHDA, no entanto, promoveu uma redu¢ao significativa do Kd de ambos, mostrando que a
cafeina melhorou a afinidade desses dois receptores. O tratamento com CSC, que ¢ um
antagonista seletivo de receptores A4, ndo promoveu nenhuma alteragdo na densidade ou no
Kd dos receptores D-simile apds lesdo estriatal com 6-OHDA, no entanto, promoveu uma
reducdo significativa do Kd dos receptores D,-simile, mostrando que o CSC melhorou a

afinidade desse receptor.

Virios estudos j& demonstraram a ocorréncia de alteracdes em outros
neurotransmissores decorrentes da degeneracdo dos neurdnios dopaminérgicos estriatais na
doenca de Parkinson. Entre elas a redugdo da concentragdo de serotonina no corpo estriado e
na substancia negra (BERNHEIMER et al., 1961), a reduc¢do do contetido de noradrenalina na
substancia negra, nicleo accumbens, hipotalamico e regides limbicas (SHANNAK, 1994),
mudangas na atividade da enzima 4cido glutamico descarboxilase, responsavel pela sintese do
GABA, na substancia negra e no corpo estriado (KISH et al., 1986, 1987, HORNYKIEWICZ,
1998) e reducao na densidade de receptores GABA na substancia negra e no hipocampo

(HATZIPETROS; YAMAMOTO, 2006).

Uma das mudangas celulares caracteristicas na doenca de Parkinson ¢ a
hiperativacdo da transmissdo glutamatérgica corticoestriatal e, indiretamente, no nucleo
subtalamico. Muitos estudos em diferentes modelos experimentais da doenga de Parkinson
mostraram que a normaliza¢cdo da transmissdo glutamatérgica pode ser tutil na melhoria dos
sintomas motores (BRADLEY et al., 2000; GREENAMYRE, 2001; PLATT, 2007). No
modelo experimental da doenga de Parkinson obtido com lesdo unilateral na substancia negra
com a neurotoxina 6-OHDA, ocorre um aumento significativo da atividade glutamatérgica
corticoestriatal e também alteracdes dos receptores glutamatérgicos dessa regido (BLANDINI

etal., 1996; GREENAMYRE, 2001; GUBELLINI et al., 2002).
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Os trabalhos da literatura vém constantemente observando que a ativagdo de
receptores Apa pré-sindpticos induz a estimulacdo da liberagdo de glutamato no cortex e
ganglio basal (POPOLI et al., 1995; FERRE et al., 2008). Esse fenomeno provavelmente
envolve receptores Asa localizados em terminais nervosos glutamatérgicos porque isso pode
ser observado em sinaptosomas corticais (MARCHI et al., 2002), onde um efeito indireto dos
receptores A, estriatais € menos plausivel. Além disso, analises ultraestruturais recentes da
distribuicdo dos receptores Asa t€ém mostrado evidéncias da sua localizagdo pré-sinaptica nos
terminais nervosos glutamatérgicos do estriado (ROSIN et al., 2003). Considerando que os
agonistas de receptores A, geralmente aumentam a liberacdo, estudos t€ém demonstrado que
antagonistas de receptores A, atenuam a liberacdo do glutamato ou seu extravasamento
desencadeado pela despolarizagdo, isquemia e agonista glutamatérgico no estriado,

hipocampo e cortex (CORSI et al., 2000; MARCOLI et al., 2003).

Popoli et al. (1995) verificaram que a inibi¢do pré-sinaptica da liberagdo do
glutamato através do bloqueio de receptores A,a, utilizando um antagonista especifico SCH
58261 em baixas doses, reduz significativamente o desequilibrio motor, as mudangas
eletroencefélicas e a gliose estriatal induzida pela inje¢do da exitotoxina, acido quinolinico,
em corpo estriado de rato. Portanto, a reducdo da liberagdo de um aminoacido excitatorio
provocada por antagonistas de receptores A, pode aliviar o componente excitotoxico comum

a maioria dos modelos de neurotoxicidade e neurodegeneragdo (KALDA et al., 2006).

No presente trabalho, os resultados das dosagens de GABA e glutamato
mostraram um aumento das concentracdes desses aminoacidos apos lesdo com 6-OHDA,
corroborando com os dados da literatura que apontam a existéncia de um desequilibrio em
outros neurotransmissores apds desnervacdo dopaminérgica. Nao foi verificada nenhuma
alteracdo nos concentracdao desses aminodcidos nos grupos tratados com cafeina, exceto com
relacdo aos conteudos de glutamato, cujo aumento foi atenuado apds o tratamento com
cafeina apenas na dose maior (20 mg/kg). Provavelmente esse efeito ocorreu principalmente
devido a capacidade desta droga de bloquear os receptores da adenosina A;x € com isso

restabelecer em parte o equilibrio 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 niveis das monoaminas, o presente trabalho também observou o
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bloqueio da liberagdo de GABA e glutamato no lado ipsilateral do estriado de ratos lesionados
com 6-OHDA apos o tratamento com CSC. Enquanto a L-DOPA sozinha ndo reverteu o
efeito da 6-OHDA nos niveis de GABA e glutamato, foi demonstrada uma potencializagao
dos efeitos do CSC na associa¢do com L-DOPA, quando comparado aos efeitos de cada droga

sozinha.

Este trabalho esta de acordo com estudos anteriores (PERRY et al., 1983) que
mostraram uma elevagdo significativa nos niveis de GABA no putdmem de pacientes com
doenga de Parkinson. Esses autores também dosaram o conteido de GABA em ambos os
lados do estriado de ratos lesionados unilateralmente com 6-OHDA, e observaram que o
conteudo de GABA estava significativamente elevado no estriado ipsilateral. Além disso, a
estimulacdo dos receptores A,x eleva os niveis extracelulares estriatais de glutamato
(QUARTA et al., 2004), ¢ os efeitos protetores dos antagonistas A,x podem ser atribuidos a

sua capacidade de reduzir a liberagdo de aminoacidos excitatorios.

A 6-OHDA provocou uma redugdo na ligacdo dos ligantes radioativos aos
receptores GABAérgicos e glutamatérgicos, indicando uma possivel down-regulation que
pode ter relagdo com o aumento das concentracdes de GABA e glutamato observadas nos
grupos lesionados com 6-OHDA. Nao foram observadas alteracdes significativas nos
receptores GABA¢érgicos e glutamatérgicos no grupo tratado com cafeina na dose de 10
mg/kg, assim como ndo foram observadas alteracdes dos conteidos desses aminodcidos com
a cafeina nessa dose, como foi mencionado anteriormente. Da mesma forma, ndo foram
observadas alteragdes 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 GABA¢érgicos. Como ja foi dito, também foi observada uma redugdo da
elevacdo das concentragdes 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 A,s € com isso restabelecer, em parte, o

equilibrio dos neurotransmissores das vias direta e indireta.

Virios estudos tém demonstrado efeitos benéficos da cafeina em modelos da
doenca de Parkinson utilizando véarios protocolos de tratamento. Alguns destes apresentam

tratamento com duragdo de uma semana e outros com periodos maiores, inclusive para testar
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se a tolerancia com relagdo a atividade estimulante locomotora poderia se desenvolver
também com relagdo ao seu efeito neuroprotetor (CAULI et al., 2005; PEREZ et al., 2007,
KELSEY et al., 2009). XU e colaboradores (2002) verificaram os efeitos da cafeina em
camundongos lesionados com MPTP tratados diariamente com cafeina ou salina por mais de
uma semana ¢ os resultados obtidos mostraram que a administragdo didria de cafeina, em
condigdes que produzem tolerdncia locomotora, ndo reduziu o efeito protetor da cafeina

contra a toxicidade neuronal induzida pelo MPTP.

Além disso, o efeito neuroprotetor da cafeina utilizada em tratamento cronico foi
demonstrado em um outro modelo da doenga de Parkinson. Joghataie et al. (2004) mostraram
que a perda de neurdnios nigroestriatais induzida pela 6-OHDA e as alteragdes
comportamentais em resposta a estimulagdo dopaminérgica decorrentes dessa lesdo podem ser
atenuadas com o tratamento com cafeina (administrada repetidamente apos ou no momento da

exposicao a neurotoxina).

O presente trabalho também testou os efeitos da cafeina em dois protocolos de
tratamento (Protocolo 1) e com duas doses diferentes (10 e 20 mg/kg) e os resultados obtidos
mostram que a cafeina protegeu os neurOnios nigroestriatais da lesdo com 6-OHDA,
atenuando os efeitos toxicos desta neurotoxina, restaurando as concentragdes das monoaminas
e reduzindo o comportamento rotacional, e esses efeitos foram melhores no tratamento mais

prolongado (tratamento durante 14 dias).

A influéncia da cafeina na inervagdo dopaminérgica estriatal pode ser atribuida a
sua capacidade de prevenir a morte dos neurénios dopaminérgicos originarios da substancia
negra. Oztas et al. (2002) demonstraram que a cafeina pode prevenir a perda de neurdnios
dopaminérgicos da substancia negra induzida por MPTP. Joghataie et al. (2004) verificaram
que os neurdnios nigroestriatais foram significativamente protegidos dos efeitos
neurodegenerativos induzidos por 6-OHDA no grupo lesionado tratado com cafeina. Um
outro estudo (PIERRE et al., 2005) demonstrou que o antagonista Ay (KW-6002) apresentou
efeitos neuroprotetores e antiinflamatdrios na substincia negra de camundongos tratados com

MPTP.
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Embora a etiologia da doenca de Parkinon permanega desconhecida, uma série de
evidéncias sugere que um desequilibrio do metabolismo energético e fatores que levam a um
aumento do estresse oxidativo podem estar envolvidos. Dentre eles a disfungcdo mitocondrial,
a peroxidagdo lipidica, o aumento do acimulo de ferro livre, e o aumento da atividade da

superoxido dismutase (LEVY et al., 2009; RAO, 2009).

No presente estudo foi utilizado um modelo in vitro de citotoxicidade induzida
por 6-OHDA onde células mesencefalicas foram expostas a essa neurotoxina, para demonstrar
um possivel efeito neuroprotetor da cafeina, que ¢ um antagonista A,n ndo-seletivo. A
neurotoxina 6-OHDA tém sido amplamente usada como modelo animal da doenga de
Parkinson e, quando administrada in vivo, essa toxina provoca sintomas parkinsonianos
marcados pela reducdo da concentragdo de tirosina hidroxilase, redu¢cdo da recaptagcdo de

dopamina e uma marcante perda de neurdnios dopaminégicos.

Estudos anteriores mostraram que a 6-OHDA ¢ transportada para dentro dos
neurdnios dopaminérgicos onde ¢ oxidada produzindo peroxido de hidrogénio, superdxido e
radicais hidroxil (BLUM et al., 2001; BOVE et al., 2005). A administracdo de 6-OHDA
resulta na formacao de espécies reativas do oxigénio (ROS), e produz uma potente inibi¢ao
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 Ax na doenga de
Parkinson esta fundamentado na demonstra¢ao de que o bloqueio farmacoldgico da cafeina ou
antagonsitas A, especificos, como o CSC, ou deplecdo genética de receptores Ay, atenuam a
neurotoxicidade e a degeneragdo, em modelos animais da doenca de Parkinson (KALDA et

al., 2006).

Os resultados dos experimentos do presente trabalho in vitro mostraram que o
numero de células mesencefalicas de rato vidaveis diminuiu apos exposi¢cdo a 6-OHDA, como
demonstrado pelo teste do MTT, e que o tratamento com cafeina reverteu completamente a
citotoxicidade induzida por 6-OHDA, em todas as concentragdes utilizadas (0,1; 1 e 5 pg/ml).

O tratamento com CSC bloqueou a citotoxicidade induzida por 6-OHDA de maneira dose-
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dependente. O CSC na menor concentracdo (0,1 pg/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 neurénios dopaminérgicos indiferenciados e diferenciados in vitro,
como determinado pelo teste do MTT, e aumentou a taxa de apoptose em neurdnios
dopaminérgicos diferenciados. Os neuronios dopaminérgicos diferenciados sao cerca de 2
vezes mais sensiveis a 6-OHDA do que os neurdnios indiferenciados. Em nossos
experimentos, o numero de células viaveis reduziu drasticamente apos a exposi¢do a 40 uM
de 6-OHDA. A cafeina recuperou de maneira significativa o nimero de células viaveis, e

reduziu o numero de células apoptoticas.

Lotharius et al. (1999) monitoraram marcadores de apoptose e a produgao de ROS
em neurdnios 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 concentragdo de ROS. Han et al. (2003) demonstraram que o
tratamento com 6-OHDA em culturas primarias de neurénios dopaminérgicos provoca morte
celular via caspase-dependente. Eles também mostraram que a liberagdo de citocromo c
mitocondrial no citosol leva a ativagdo de procaspase-9 e procaspase-3, indicando que a

cascata de ativagdo das caspases ¢ um evento importante na citotoxicidade da 6-OHDA.

Kumar et al. (1995) mostraram que ratos com lesdo estriatal por 6-OHDA
apresentaram um aumento de cerca de 40 % nos concentragcdo de malonildialdeido, indicando
altos indices de peroxidagao lipidica. Esses efeitos foram associados a reducdo dos conteudos
de GSH, SOD e GSH-Px (glutationa peroxidase), juntos esses fatores podem levar ao

aumento da geracao de radicais livres.

Devasagayam et al. (1996) investigaram o potencial antioxidante da cafeina
contra o dano oxidativo em microssomas de figado de rato. Eles induziram o dano oxidativo
utilizando as trés espécies reativas do oxigénio de maior importancia na promog¢ao de danos a

membrana celular in vivo, o radical hidroxil (OH), o radical pexoxil (ROO) e superoxido. Os
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resultados obtidos mostraram que a cafeina promoveu uma inibicao efetiva da peroxidagao
lipidica, contra todas as trés espécies reativas do oxigénio testadas, principalmente com
relagdo ao radical hidroxil (OH). Eles mostraram ainda que a capacidade antioxidante da
cafeina foi similar aquela observada com a glutationa e significativamente maior do que o

acido ascorbico.

O presente trabalho demonstrou ainda que o aumento da formacao de nitritos
induzido por 6-OHDA foi completamente revertido com o tratamento com cafeina ou CSC.
Também foi observado que as células mesencefalicas expostas a 6-OHDA apresentaram um
aumento de mais de 2 vezes na peroxidagdo lipidica quando comparadas aos controles.
Enquanto no tratamento com cafeina ou CSC houve uma completa inibi¢ao da citotoxicidade

induzida por 6-OHDA, como foi demonstrado através do método do TBARS.

O estresse oxidativo, resultante da excessiva producdo de espécies reativas do
oxigénio (ROS), tem sido implicado no dano celular e eventual morte celular, devido a
superativagao dos receptores glutamatérgicos e da geracao de NO, superoxido e perdxido de
hidrogénio. Agonistas de receptores A; e antagonistas de receptores Aa possuem atividade

protetora contra danos celulares induzidos por ROS (STONE, 2005).

Recentemente, Fatokun et al. (2007), mostraram que a ativagdo de receptores A
ou o bloqueio dos receptores A4 atenuaram o estresse oxidativo nos neurdnios do cerebelo.
Nossos resultados dos experimentos €X Vivo, apresentaram-se de maneira semelhante,
mostrando que o CSC, nas duas doses (1 e 5 mg/kg) reduziu significativamente os niveis de
nitrito e a peroxidacdo lipidica no estriado de ratos lesionados com 6-OHDA, sugerindo que

essa droga possui efeito neuroprotetor e antioxidante.

Nossos resultados mostraram que nas células mesencefilicas normais de ratos
(controles), menos da metade da populagdo celular foi corada pelo OX-42, um marcador de
microglias ativadas, e esse padrdo ndo foi alterado na presenga da 6-OHDA na concentracao
de 10 pg/ml. No entanto, um nimero significativamente menor de microglias foi observado
nas células tratadas com cafeina ou CSC sozinho ou combinado com 6-OHDA. Por outro lado

a 6-OHDA aumentou o numero de astrocitos, e o tratamento com cafeina reverteu esse
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aumento. Enquanto o tratamento com CSC nao alterou a percentagem de astrocitos GFAP

positivos ap6s a exposi¢ao das células a 6-OHDA.

Recentemente, Minghetti et al. (2007), utilizando um modelo de excitotoxicidade
estriatal, verificaram que o SCH 58261 alterou de forma diferente a expressdo de COX-2
induzida por acido quinolinico, no cortex e no estriado. Esse antagonista A4 aumentou a
expressao de COX-2 nos neurdnios corticais, € preveniu a expressao de COX-2 nas células
estriatais. Da mesma forma, o SCH 58261 regulou de diferentes maneiras a astrogliose e a
ativacao das microglias, nessas duas areas cerebrais. Entdo, a redu¢do da producdo de NO
microglial poderia contribuir para a agdo neuroprotetora dos antagonistas A, (SAURA et al.,

2005), como observado no presente trabalho.

Behan e Stone (2002), trabalhando com antagonistas A,a diferentes, inclusive o
CSC, mostraram que esses compostos protegem os neurdnios da citotoxicidade induzida por
acido quinolinico, apos a injecdo deste em hipocampo de rato. O principal mecanismo da
neuroprote¢do mediada pelo bloqueio dos receptores A,a € a supressdo da liberagcdo do
glutamato. Varios estudos ja demonstraram que a ativagao dos receptores A apresenta efeito
excitatorio nos neurdnios, em parte devido ao aumento da liberacdo do glutamato (QUARTA
et al., 2004; TOZZI et al., 2007). O bloqueio dos receptores Aja, por conseguinte, pode

reduzir as concentracdes 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 mesencefalicas de rato expostas a 6-OHDA. Esses
efeitos sdo em grande parte devido a capacidade dos antagonistas Ajs de reduzirem a
producdo de radicais livres e o estresse oxidativo que sdo os maiores responsaveis pela
citotoxicidade induzida por 6-OHDA. Embora outras agdes, como uma possivel inibicdo da
cascata das caspases, bem como a inibicdo da ativagdo das microglias, produzidas por essas

drogas devam ser consideradas.

Virias evidéncias indicam que a ativagdo da proteina quinase regulada por sinais
extracelulares (ERK), um membro da familia de proteinas quinase ativadas por mitdgenos
(MAP), pode exercer um papel patoldégico em neurdnios 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 correlagcdo entre a neuroprotecdo ¢ a inibicdo da manutencao da fosforilagdo
da ERK induzida por 6-OHDA, sugerindo que a regulacdo da cascata de sinalizacdo da ERK

pode contribuir para a toxicidade neuronal.

Recentemente, Gomez-Lazaro et al. (2008), demonstraram que alteragdes
mitocondriais estdo associadas com o efeito citotoxico da 6-OHDA, que promove o aumento
da permeabilidade da membrana mitocondrial e leva a liberacao do citocromo c. Esses autores
observaram que a proteina quinase ativada por mitogeno (MAPK) p38, que esta 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 neurotoxicos

induzidos por 6-OHDA.

Finalmente, a neuroprotecdo exercida pelo CSC e pela cafeina, nas células
mesencefalicas de rato, observadas no presente estudo, poderia ser também devida a
inativacdo da MAPK, bem como de outras quinases, visto que nao s6 o CSC, mas também a

cafeina, apresentaram efeito antiapoptdtico, e inibiram intensamente o estresse oxidativo

induzido por 6-OHDA.

O CSC ¢ também um potente e seletivo inibidor da monoamino oxidase-B (MAO-
B) (CHEN et al., 2002) e varios estudos tem sugerido que o efeito neuroprotetor dessa droga
pode ser devido ao bloqueio da conversao do MPTP em MPDP+, uma oxidacdo mediada pela
MAO-B, no modelo da doenga de Parkinson utilizando o MPTP (CHEN et al., 2002). A
geracao de espécies reativas do oxigénio induzida por 6-OHDA parece ocorrer através de dois
mecanismos distintos, a desaminacdo através da oxidagdo pela MAO-B ou a auto-oxidacao
(BLUM et al., 2001). Portanto, a 6-OHDA, assim como a dopamina, pode ser um substrato
para a MAO-B (BOVE et al., 2005a,b). Estudos sugerem um envolvimento da MAO-B na
neurotoxicidade induzida por 6-OHDA, apds a observacdo de que o inibidor da MAO-B,
selegilina, previne a toxicidade da 6-OHDA (SALONEN et al., 1996) e, conseqiientemente, a
inibi¢do da MAO-B pelo CSC pode explicar os efeitos neuroprotetores do CSC.

Evidéncias apontam os receptores Ay como o0s novos alvos terapéuticos das
estratégias neuroprotetoras para a doenga de Parkinson. Os antagonistas A5 especificos

provavelmente apresentam maior eficacia do que os antagonistas ndo especificos como a
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cafeina, porque o bloqueio dos receptores A; pode exacerbar a toxicidade dopaminérgica e

reduzir os beneficios do bloqueio dos receptores A, (CHEN et al., 2003).
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VII CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho mostrou que a 6-OHDA causou déficit motor evidenciado
pelo aumento do comportamento rotacional induzido por apomorfina ¢ morte neuronal,
verificada através da redugdo nos concentracdo das monoaminas no corpo estriado. A redugao
da concentragdo de dopamina devido a destrui¢do dos neurdnios dopaminérgicos estriatais
causou desequilibrio em outros sistemas de neurotransmissores como os sistemas gabaérgico
e glutamatérgico. Como foi observado (tabela 6), a 6-OHDA promoveu aumento
significativo das concentragdes de GABA e glutamato e também reduziu a densidade dos seus

receptores.

Nossos resultados mostraram que o tratamento com cafeina promoveu uma
recuperagao motora parcial, reduzindo o numero de rotagdes/h de maneira dose dependente no
tratamento durante 14 dias. Verificamos também que o tratamento mais prolongado com
cafeina (14 dias) foi mais efetivo na redugcdo do comportamento rotacional do que o
tratamento por 7 dias, que s6 promoveu reducdo significativa do numero de rotagdes
contralaterais na dose maior (20 mg/kg), mostrando que nado sé a dose, mas também o tempo

de tratamento, ¢ importante para a obten¢do do efeito final da cafeina (figuras 11 e 12).

Da mesma forma, o tratamento com cafeina durante 14 dias também foi mais
eficaz na recuperacao das concentragdes 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 redu¢do dos conteudos de dopamina
na ordem de 78 % apos a lesdo estriatal com 6-OHDA e os resultados do binding
dopaminérgico mostraram uma redu¢do do Bmax dos receptores D;, um aumento da
densidade dos receptores D, e reducdo da afinidade de ambos os receptores. O tratamento
com cafeina ndo promoveu nenhuma alteracdo na densidade dos receptores D1 e D2-simile
apos lesdo estriatal com 6-OHDA, no entanto, promoveu uma redugao significativa do Kd de
ambos os receptores, mostrando que a cafeina melhorou a afinidade desses dois receptores no

grupo lesionado com 6-OHDA e tratado com cafeina (tabela 8).
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Os experimentos in Vvitro mostraram que a 6-OHDA reduziu a viabilidade celular
em cultura de células mesencefalicas de rato e que o tratamento com cafeina promoveu
bloqueio da toxicidade induzida por 6-OHDA (figura 17). E consenso na literatura que a
producdo de radicais livres e o estresse oxidativo estdo 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 concentragdes de nitrito e a peroxida¢do lipidica, assim como ja foi descrito na literatura,
além disso, aumentou a morte celular por apoptose e a percentagem de microglias e de

astrocitos ativados.

Neste trabalho foi observado que o tratamento com cafeina reduziu o estresse
oxidativo, a morte celular por apoptose, a percentagem de microglias ativadas e a
percentagem de astrocitos, evidenciando um possivel efeito neuroprotetor que estd
diretamente relacionado ao aumento da viabilidade celular e da concentragdo de dopamina,
mostrando que a cafeina provavelmente reduziu a toxicidade da 6-OHDA e conseqlientemente
a morte neuronal. Além disso, o tratamento com cafeina na dose maior (20 mg/kg) promoveu
redu¢do do aumento da concentracdo de glutamato induzido por 6-OHDA, mostrando que a
cafeina poderia amenizar o desequilibrio que ocorre em outros neurotransmissores devido a

perda de dopamina.

Na tabela 1 mostramos que o tratamento com CSC promoveu uma recuperagao
motora parcial, de maneira dose dependente, revertendo parcialmente os efeitos da
neurotoxina. Verificamos também que a associagdo com L-DOPA ndo potencializou os
efeitos do CSC sobre o comportamento rotacional induzido por apomorfina. Esses resultados
estdo de acordo com outros trabalhos na literatura que mostram que o bloqueio seletivo dos
receptores da adenosina Aja, reduzem o déficit motor em modelos animais da doenca de
Parkinson, sem apresentar os efeitos adversos observados com os antagonistas ndo seletivos
derivados das xantinas, como a cafeina ou a teofilina (KOGA et al., 2000; PINNA et al.,
2001).

O tratamento com L-DOPA (L-3,4-dihidroxifenilalanina) ¢ a terapia preconizada
para a doenca de Parkinson. Essa droga é precursora da dopamina e ja foi demonstrado que

uma vez administrada exogenamente a L-DOPA ¢ convertida a dopamina pela DOPA-
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descarboxilase e, subseqlientemente, liberada no espaco extracelular por exocitose
(KANNARI et al., 2000). No entanto, apds alguns anos de tratamento, surgem alguns efeitos
colaterais como as discinesias, associados a mudangas nos concentracdo plasmaticos de L-
DOPA e, conseqiientemente, flutuagcdes na concentragdo de dopamina estriatal, que pioram
com a progressdo da doenga podendo inviabilizar a continuagdo 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 presenca de dopamina no cérebro e melhorar
a eficiéncia da L-DOPA. Essas drogas poderiam inclusive permitir uma redugao 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 eficiéncia da L-DOPA, limitam muito o uso dessas drogas

associadas a L-DOPA (GOLEMBIOWSKA; DZIUBINA, 2004).

Ja ¢ conhecido na literatura que os inibidores da MAO-B possuem propriedades
antiparkinsonianas, entdo drogas que promovem o bloqueio de ambos a MAO-B e os
receptores Axa podem apresentar um potencial terapéutico ainda maior para o tratamento da
doenga de Parkinson (VLOK et al., 2006). Varios estudos tém mostrado que o CSC causa
inibicdlo da MAO-B e que esse efeito pode contribuir para uma possivel atividade
neuroprotetora desse antagonista especifico de receptores Ao (CHEN et al., 2002; PETZER
et al., 2003). Além disso, Golembiowska e Dziubina (2004) mostraram que o bloqueio dos
receptores A,a eleva a liberagdo de dopamina induzida por L-DOPA e que a associacio

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 recuperacdo das concentracdes 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 cafeina,
provavelmente devido a seletividade do CSC para os receptores A4 € a sua capacidade em

inibir a MAO-B.
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Nossos resultados (figura 18) mostraram ainda que o tratamento com CSC nédo
promoveu nenhuma alteracao na densidade ou no Kd dos receptores D-simile apos lesao
estriatal com 6-OHDA, no entanto, promoveu uma redug¢ao significativa do Kd dos receptores
D;-simile, mostrando que o CSC aumentou a afinidade pelo receptor D,-simile,

provavelmente devido a interagdo antagdnica entre os receptores A € Ds.

A associagdo do CSC com L-DOPA apresentou efeitos sinérgicos, recuperando
quase completamente os concentracdo de dopamina e de seu metabolito apos lesdo com 6-
OHDA. Esse efeito provavelmente ocorreu devido ao bloqueio dos receptores Aja estriatais e
pode estar relacionado as agdes do CSC no metabolismo da dopamina ¢ no aumento do

transporte da L-DOPA exo6gena no cérebro.

Os experimentos in Vitro mostraram que a 6-OHDA reduziu a viabilidade celular
em cultura de células mesencefalicas 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 redu¢do da percentagem de microglias ativadas e a percentagem de
astrocitos ativados ndo foi significativa com a dose utilizada com relagdo as células expostas
apenas a 6-OHDA. Esses resultados mostram um possivel efeito neuroprotetor do CSC que
estd diretamente relacionado ao aumento da viabilidade celular e dos contetidos de dopamina,
mostrando que o CSC provavelmente reduziu a toxicidade da 6-OHDA e, conseqiientemente,

a morte neuronal.

A redugdo da concentragdo de dopamina estriatal e a subsequente superativagao
da via indireta levam a uma redugdo da inibi¢do do nucleo subtalamico (STN) e
conseqlientemente a uma excessiva ativacao dos circuitos talamo-corticais. Ja foi postulado
que essa desinibicdo subtalamica pode contribuir para a progressao da doenca de Parkinson
através da superestimulacdo glutamatérgica dos neur6nios da substancia negra parte
compacta, levando a um ciclo vicioso onde a hiperatividade do STN e a lesdo da substancia

negra sdo mantidas (BOVE et al., 2005b).

Os antagonistas A, revertem o aumento da liberacao do GABA no globo palido e

o aumento na expressdo 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 Aja
provavelmente exercem efeitos neuroprotetores, pelo menos em parte, reduzindo a
hiperatividade da via estriadopalidal e, portanto a liberagdo de glutamato (BOVE et al.,
2005b). Os resultados mostrados na tabela 7 (AGUIAR et al., 2008) mostraram uma redugao
das concentragdes de GABA e glutamato apds tratamento com CSC e embora esse efeito nao
tenha sido observado no tratamento com L-DOPA sozinha, houve potencializacdo dos efeitos

do CSC na associagao com L-DOPA.

Essa alteracdo nos concentragdo dos aminodcidos estd diretamente relacionada
com os demais efeitos do CSC demonstrados nesse trabalho, sugerindo que o efeito
neuroprotetor dos antagonistas Ay pode ser atribuido a capacidade destas drogas de reduzir a
libera¢do de aminodcido excitatorio. Além disso, o CSC promoveu aumento da densidade dos
receptores GABA¢érgicos, o que provavelmente esta relacionado a redugdo dos concentracao
do GABA ¢ ao restabelecimento do equilibrio entre os neurotransmisores envolvidos na lesao

induzida pela 6-OHDA.

A partir dos resultados obtidos no presente trabalho, podemos concluir que os
efeitos dos antagonistas da adenosina ocorrem de varias maneiras, revertendo as alteragdes
neuroquimicas na neurotransmissao monoaminérgica, glutamatérgica e gabaérgica em modelo
experimental da doenga de Parkinson com 6-OHDA. Alguns desses efeitos sao diretos, como
0os que sdo observados nos neur6nios dopaminérgicos, onde as drogas promoveram
neuroprote¢do e acdo antioxidante. Em outras circunstancias, o CSC agiu indiretamente,
reduzindo os conteudos de GABA e glutamato na via nigroestriatal, que estao hiperativadas
na doenga de Parkinson, contribuindo para a recuperacao do equilibrio das vias direta e

indireta.

Foi observado também que, de maneira geral, o bloqueio seletivo dos receptores
Aja mediado pelo CSC foi mais eficiente na reversao dos efeitos da neurotoxina 6-OHDA do
que o bloqueio nao seletivo com a cafeina. Ja foi comprovado que o uso de antagonistas A;
nao mimetizam os efeitos neuroprotetores da cafeina (CHEN et al., 2001), mostrando que o
principal receptor relacionado a esses efeitos sdo os receptores Asa € que estes seriam entao

os principais alvos terapéuticos para a doenca de Parkinson. Além disso, o bloqueio dos
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receptores A; pode exacerbar a toxicidade dopaminérgica e reduzir os beneficios do bloqueio

dos receptores Aya (BJORKLUND et al., 2008).
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Quadro 6 - Resumo das alteracdes comportamentais e neuroquimicas da cafeina e do
CSC (8-(3-chlorostyryl caffeine) em corpo estriado (CE) de ratos lesionados com 6-
OHDA

Experimentos 6-OHDA  Cafeina (mg/kg,7d) CSC (mg/kg, 7d)
10 20 1 5
Comportamento rotacional 1 - ! - !

Monoaminas e metabolitos

DA ! . . 1 1
DOPAC ! - ) ) 1
HVA \ T T T T
SHT ! - 1 : 1
SHIAA - - - - -
NE ! 1 1 . 1
Aminoacidos

GABA 1 . - ! l
Glutamato 1 - ! ! !
Densidade de Receptores

Dopamineérgico D;-simile ! - ND - ND
Dopaminérgico D,-simile ) - ND - ND
GABA¢érgicos ! - ND 1 ND
Glutamatérgicos ! - ND - ND
Estresse oxidativo

Nitrito/Nitrato ) ND ND ! !
Peroxidagao lipidica (TBARS) ) ND ND ! !

Nota: Simbolos: 1 ou | aumento ou diminuicio, respectivamente em relacio ao grupo
controle quando estatisticamente significativo; —auséncia de efeito significativo; ND, ndo
detectado.
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Quadro 7 - Resumo das alteracdoes neuroquimicas da cafeina e do CSC (8-(3-chlorostyryl

caffeine) em cultura de células mesencefilicas de rato expostas a 6-OHDA

Experimentos 6-OHDA Cafeina CSC
Estudos in vitro

Viabilidade celular (MTT) ! 1 7
Nitrito/Nitrato 7 ! l
Peroxidagdo lipidica (TBARS) 0 } l
Morte celular por apoptose ? ! !
Percentagem de microglias 7 l -
Percentagem de astrocitos 1 ! -

Nota: Simbolos: 1 ou | aumento ou diminui¢io, respectivamente em relacio ao grupo
controle quando estatisticamente significativo; —auséncia de efeito significativo; ND, nao
detectado



168

VIII CONCLUSOES

A analise dos resultados apresentados neste trabalho nos permitiu concluir que:

e A injecdo intraestriatal de 6-OHDA causou destrui¢do celular e déficit motor evidenciado
pelo comportamento rotacional induzido pela apomorfina. O tratamento com os
antagonistas Asa, tanto com a cafeina como com o CSC promoveu uma redu¢do do numero
de rotacdes de maneira dose-dependente. Essas drogas produziram uma recuperacido da
lesdo, provavelmente devido ao aumento das concentragdes de dopamina no estriado

lesionado e a reducdo da supersensibilidade do receptor dopaminérgico.

e O tratamento com cafeina durante 14 dias foi mais efetivo na redu¢do do comportamento
rotacional, mostrando que nado s6 a dose, mas também o tempo de tratamento ¢ importante
para a obtencdo do efeito final da cafeina. Isto ocorre provavelmente porque a lesdo com 6-
OHDA se estabelece de maneira progressiva e lenta, necessitando de pelo menos duas
semanas para estabelecimento da lesdo, e o tratamento mais prolongado mantém as

concentragdes de cafeina por mais tempo, inibindo a evolugao da lesao.

e As concentragdes de monoaminas e dos seus metabolitos diminuiram significativamente
(75-85%) no estriado lesionado dos animais controle (6-OHDA) e essas concentragdes
foram parcialmente recuperadas nos animais lesionados e tratados com cafeina ou com
CSC. O tratamento com cafeina durante 14 dias também foi mais eficaz na recuperacdo das
concentragdes das monoaminas, nas duas doses utilizadas (10 e 20mg/kg) e de maneira

dose dependente.

e O tratamento com CSC promoveu recuperacao das concentragdes 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 cafeina,
provavelmente devido a seletividade do CSC para os receptores A € a capacidade de

inibir a MAO-B.
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e A associacdo do CSC com L-DOPA apresentou efeitos sinérgicos, recuperando quase
completamente os concentracdo de dopamina e seu metabdlito apds lesdo com 6-OHDA.
Esse efeito provavelmente ocorreu devido ao bloqueio dos receptores A estriatais e pode
estar relacionado as a¢des do CSC no metabolismo da dopamina e no aumento do

transporte da L-DOPA exdgena no cérebro.

e Além das alteragdes nos concentracdo de dopamina, a 6-OHDA causou alteragdes também
na densidade dos receptores D; e D,-simile. Os resultados apresentados mostraram uma
redug¢do dos receptores D; e um aumento dos receptores D,, provavelmente devido a
intensidade da destruicdo dos neurdnios dopaminérgicos (que foi na ordem de 78%) apds

lesdo com 6-OHDA nos animais controles.

e O tratamento com cafeina ndo promoveu nenhuma alteragdo na densidade dos receptores
D; e D,-simile apds lesdo estriatal com 6-OHDA, no entanto, promoveu aumento da

afinidade de ambos os receptores.

e O tratamento com CSC, que ¢ um antagonista seletivo de receptores Aja, ndo promoveu
nenhuma alteragdo na densidade ou na afinidade dos receptores D,-simile apods lesdao
estriatal com 6-OHDA, no entanto, promoveu aumento da afinidade dos receptores D-

simile, provavelmente devido a interagdo antagdnica entre os receptores Asa € Ds.

e A reducao da concentracao de dopamina devido a destruicao dos neuroénios dopaminérgicos
estriatais causou desequilibrio em outros sistemas como os sistemas gabaérgico e
glutamatérgico. Como foi observado, a 6-OHDA promoveu aumento significativo das

concentragdes de GABA e glutamato e também reduziu a densidade dos seus receptores.

e Os contetidos de GABA e glutamato foram reduzidos apos tratamento com CSC e embora
esse efeito ndo tenha sido observado no tratamento com L-DOPA sozinha, houve
potencializagdo dos efeitos do CSC na associacdo com L-DOPA. Além disso, o CSC
promoveu aumento dos receptores GABAérgicos. A redugdo das concentragdes desses
aminoacidos sugere que o bloqueio dos receptores A,y pode reduzir a liberacdo do

aminoacido excitatorio e restabelecer o equilibrio entre esses neurotransmissores.
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o Este trabalho sugere um possivel efeito neuroprotetor desses antagonistas da adenosina Ajp

, Visto que:

0 Ocorreu uma redugdo da toxicidade induzida pela 6-OHDA, evidenciada pelo
aumento da viabilidade celular;

O As concentragdes de nitrito/nitrato e a geracao de peroxidagao lipidica apresentaram
uma redugao tanto in vivo quanto in vitro, mostrando um possivel efeito antioxidante
dessas drogas;

0 A reducdo da percentagem de microglias e astrdcitos pode ter ocorrido devido a
diminuic¢ao do processo inflamatorio.

0 Houve redug¢do da morte celular por apoptose, evidenciando a atenuacdo da

neurotoxicidade e da degeneracao celular.
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Abstract

The work shows the effects of caffeine after the intrastriatal injection of 6-OHDA in rats, considered as a model of Parkinson disease (PD).
Two weeks after the 6-OHDA lesion, rats exhibit a characteristic rotation behavior as a response to the apomorphine challenge. Our results showed
significant increases in the number of apomorphine-induced rotations in 6-OHDA-lesioned rats, as compared to sham-operated animals. A partial
recovery was observed in 6-OHDA-lesioned rats, after caffeine (10 and 20 mg/kg, i.p.. daily for 14 days) treatment. The stereotaxic injection of 6-
OHDA produced loss of striatal neurons, as indicated by the deerease in monoamines levels, in the ipsilateral side (75-85%) when compared to
the contralateral side. Significant decreases in noradrenaline levels were seen in the ipsilateral side of 6-OHDA group (62%), and this effect was
not significantly reversed in caffeine-treated groups. While significant decreases in dopamine levels were seen in the ipsilateral side of 6-OHDA
group (78%), in the caffeine-treated group (10 and 20 mg/ke, i.p.) the decreases were only 53 and 18%, indicating significant recoveries. In
conclusion, our data demonstrated beneficial effects of caffeine in this model of PD, suggesting the potential use of A2A antagonists as a novel

treatment for this neurodegenerative disease.
© 2006 Published by Elsevier Inc.

Keywords: Caffeine; 6-Hydroxydopamine; Parkinson’s disease; Ratl striatum

1. Introduction

Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenerative disorder
characterized by the loss of dopaminergic neurons in the sub-
stantia nigra, with severe dopamine depletion in the striatum.
Current therapies with antiparkinsonian agents partially allevi-
ate the symptoms of the disease, but have not been found to
avoid the progression of dopaminergic neurons degeneration.
Another major limitation of PD medications is their sometimes
disabling side effects. The most immeversible adverse effect of the
chronic dopaminergic therapy is dyskinesia. This side effect
limits symptomatic therapy, thus increasing the search for new
nondopaminergic alternative or adjunctive treatments for PD.

Adenosine, an endogenous modulator of biological func-
tions, interacts with at least four receptors classified as Aj, Aj,,

* Corresponding author. Tel.: +55 85 3366 8337, fax: +55 85 3366 9333,
FE-mail address: lissiana_mi@yahoo.com.br (LM.V. Aguiar).

0091-3057/% - see front matter © 2006 Published by Elsevier Inc.
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Asp and A;. Several data showing the co-localization of A, and
D, receptors suggest that the blockade of A 4 receptors produces
direct effects on D receptors (Fredholm and Svenningsson,
2003). Evidence that adenosine A; , antagonists could constitute a
potential therapeutic tool for the therapy of PD, is provided by
results obtained in rodent and primate models of PD, which report
that A, antagonists exert antiparkinsonian activity (Morelli,
2003). Adenosine A, receptors are abundant in the caudate-
putamen, and involved in the motor control in several species.
Caffeine is an alkaloid widely consumed for its CNS stimu-
lating properties (Moo-Puc et al., 2003). Several studies re-
vealed an inverse association between risk of PD and caffeine
intake (Ross et al., 2000; Ross and Petrovitch, 2001; Schwarzs-
child et al., 2002; Baraldi et al., 2003)., Experimental evidence
also suggests that caffeine has potential antiparkinsonian prop-
erties, as demonstrated by its protective effects (Joghataie et al.,
2004) and the blockade of striatal adenosine receptors. The CNS
effects of caffeine appear to be mediated primarily by its



416 LMV, Aguiar et al. / Pharmacology, Biochemistry and Behavior 84 (2006) 415-419

antagonistic actions at the A, and A;, subtypes of adenosine
receptors (Fredholm et al., 1999). A, , receptors are particularly
relevant to PD because their expression in the brain is largely
restricted to the striatum (Fisone et al., 2004), the main target of
dopaminergic neurons that degenerate in PD. The presence of
A4 receptors was also reported in the human brain (caudate
nucleus and putamen) by Ishiwata and collaborators (Ishiwata
et al., 2005).

The unilateral 6-hydroxydopamine nigrostriatal lesion has
been widely used as a rodent model of Parkinson’s disease. It
has been reported that reactive oxygen radicals are involved in
the toxicity of 6-OHDA-induced nigrostriatal lesions. Increased
free radicals levels occur on aging and are proposed to be a
contributing factor for Parkinson’s disease (Alfavaro et al.,
2004), Methylxanthines, including caffeine and their metabo-
lites, have proven to inhibit oxidative damage induced by these
reactive species (Lee, 2000). Joghataie et al. (2004) reported
that 6-OHDA-induced loss of nigral neurons and associated
alterations in behavioral responses to dopaminergic stimulation
can be attenuated by caffeine. Together, the protective effects of
caffeine and its metabolites in rodent models of PD support a
causal basis for the inverse relationship between human caffeine
consumption and the subsequent risk of PD development (Xu
et al., 2005). The present study was designed to investigate the
beneficial effect of catfeine in a model of PD, using unilateral
intrastriatal 6-hydroxydopamine (6-OHDA )-lesioned rats.

2. Materials and methods
2.1. Drugs

Caffeine, 6-hydroxydopamine, ascorbic acid, apomorphine,
sodium octanesulfonic acid, acetonitrile and tetrahydrofuran
were purchased from Sigma Chemical Co. USA. All other drugs
were of analytical grade.

2.2, Animals and experimental procedures

Adult male Wistar rats (from the Animal House of the
Federal University of Ceard), weighing 200-250 g at the start
of the experiment, were housed five to six per cage,
maintained in a 12 h light/dark cycle with free access to
water and standard food. All experiments were performed
according to the Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals from the US Health and Human Services Depart-
ment. Animals were anesthetized with a combination of
Ketamine (100 mg/kg, ip.) and Xylasine (5 mg/kg, i.p.) and
given a unilateral stereotaxic injection of 12 pg 6-OHDA
(12 pg/ul) with 0.2 mg/ml r-ascorbic acid (Sigma), into the
right striatum (AP 0.9/1.4, ML 3.0, DV 3.3, from Bregma),
according to the Atlas of Paxinos and Watson (1986), using a
10 pl Hamilton syringe. Sham-operated animals received
vehicle and were used as controls. Caffeine (Sigma, 10 and
20 mg/kg, i.p.) was administered 1 h after 6-OHDA lesions
and once a day for the next 13 days. Fifteen days after the 6-
OHDA injection (24 h after the last injection of caffeine or
vehicle), the behavior was assessed by monitoring body

rotations induced by apomorphine (3 mgkg, i.p.). The
number of net rotations (the number of 360° contralateral
turns) was recorded for 60 min and, at the next day, animals were
sacrificed, and the striatal tissue was collected and stored at
=70 °C until use.

2.3. Monoamine levels

For the measurement of monoamine levels and their
metabolites noradrenaline (NE), dopamine (DA), 3.4 dihy-
droxyphenylacetic acid (DOPAC), homovanilic acid (HVA),
serotonin (5-HT) and 5-hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA),
the brain tissuc was used to prepare 10% homogenates.
Homogenates were sonicated in 0.1 M HCIO,, for 30 s,
centrifuged at 4 °C for 15 min at 15,000 rpm, and the
supernatant was filtered (0.2 pm, Millipore). A 20 pl sample
was then injected into a high-performance liquid chromato-
graph (HPLC) column. The mobile phase was 0.163 M citric
acid, pH 3.0, containing 0.02 mM EDTA, with 0.69 mM
sodium octanesulfonic acid (SOS), as ion pairing reagent, 4%
v/v acetonitrile and 1.7% v/v tetrahydrofuran. NE, DA, 5-HT
and their metabolites were electrochemically detected, using
an amperometric detector (Shimadzu, Japan), by oxidation on
a glassy carbon electrode at 0.85 V relative to the Ag—AgCl
reference electrode. The amount of monoamines was
determined by comparison with standards injected into the
HPLC column at the day of experiment, and their concentra-
tions were expressed as ng/mg tissue.

2.4. Cell culture and cell viability studies

Mesencephalic cells were isolated from embryo brains
obtained from female Wistar rats, at their 16-18 days of
gestation, as described elsewhere (Ahmadi et al, 2003).
Briefly, tissue blocks from coronal sections of occipital
cortical areas of embryos were submitted to a median
horizontal cutting. The anterior region was discarded and
the posterior one, containing predominantly mesencephalic
cells, was used. After treatment with trypsin, the cells were
suspended in the Neurobasal Medium without 1-glutamine,
supplemented with B-27 Supplement Minus from Gibeo,
USA, containing streptomycin, penicillin, and actinomycin,
The cell suspension was platted on 96 well plates coated with
poly-L-lysine, at a density of 5> 10% cells/well. Cultures were
maintained at 37 °C under a 5% CO® atmosphere. After
4 days in culture, caffeine (CAF, 5 and 10 pg/ml) was added
to the cells, 3 h before 6-OHDA (40 pl). The neurotoxicity
was evaluated using the MTT [3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl]-
2,5-diphenyl tetrazolium assay. After 24 h of incubation with
6-OHDA, the medium was replaced and MTT was added to
the cell culture, at a final concentration of 200 pM, and
incubated again for 3 h. Then, after cell washing with PBS,
150 pul DMSO were added and, after 5 min stirring, the
absorbance was measured with a microplate reader at 595 nm.
The inhibition of MTT reduction indicates the degree of 6-
OHDA-induced toxicity. Experiments were performed in
triplicates at three different days.
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2.5. Statistical analysis

All results were presented as means+S.EM. One-way
ANOVA was used, followed by the Student—Newman—Keuls
test, except for the MTT assay where the Tukey’s test for
multiple comparisons was used. Results were considered
significant at p<0.05.

3. Results

Two weeks after the intrastriatal injection of 6-OHDA, rats
exhibited rotational behavior in the direction opposite to the
lesion (contralateral rotation), following the apomorphine
administration. Significant increases in the number of
apomorphine-induced rotations were seen in 6-OHDA-
lesioned controls, as compared to the sham-operated group
(178.7+7.8 vs. 7.0+£0.5 turns/h; # (3, 34)=172.8; p<0.001).
A partial motor recovery was observed in 6-OHDA-lesioned
rats treated with caffeine, that reduced profoundly the number
of apomorphine-induced rotations by 47 and 69% (caffeine 10
and 20 mg/kg, i.p., respectively), when compared with the 6-
OHDA-lesioned group (controls) (Fig. 1).

The 6-OHDA stercotaxic injection produced oxidative
damage that resulted in the loss of neurons, as indicated by
the decrease in monoamines and their metabolite levels in
the ipsilateral side (75-85%), when compared with the
contralateral side of controls. No differences were seen on
contralateral sides among sham-operated, 6-OHDA-lesioned
controls and 6-OHDA-lesioned rats after caffeine treatment.

Significant decreases in dopamine (DA) levels were seen
in the ipsilateral side of controls (78%). However, in the
caffeine-treated group, at the doses of 10 and 20 mg/kg, the
decreases were only 53 and 18%, respectively, indicating
significant recoverics which were almost complete at the
higher dose of caffeine (F (5, 34)=36.61; p<0.001). The
same occurred with its metabolite DOPAC that decreased by
75% in controls, and by 41 and 33% in the caffeine-treated
group, at the doses of 10 and 20 mg/kg, respectively (F (5,
34)=19.66; p<0.001). Furthermore, HVA levels also de-

200
150
100

50

Contralateral rotation/60 min

6-0HDA

O 6-0HDA
[ 6-OHDA+CAF 20

M Sham-operated
6-OHDA+CAF 10

Fig. 1. Effects of caffeine treatment (CAF 10 and 20 mg'kg, ip., for 14 days,
starting 1 h after 6-OHDA lesion) on apomorphine-induced (3 mgkg. ip.)
rotational behavior. Two weeks after 6-0HDA striatal injection, the number of net
contralateral rottions was counted for 60 min. Data are reported as means+ SEM,
from 6 o 8 animals. (ANOVA and the Swdent—Newman—Keuls test). a, vs. sham-
operated; b, vs. controls (6-OHDA alone); ¢, vs. CAF10, respectively; at p<0.05,

3000

DA and metabolites content
(ng/mg tissue)

DA DOPAC HVA

O 6&OHDA
B 6-OHDA+CAF 20

W Sham-operated
6-OHDA+CAF 10

Fig. 2. Effects of caffeine (CAF) on levels of DA, DOPAC and HVA, in the rat
striatum (ng/mg tissue). Animals received CAF (10 and 20 mg/'kg, i.p., daily, for
14 days), starting 1 h after 6-OHDA lesion. Data are reported as means£SEM,
from 6 to 8 animals. a, vs. sham-operated; b, vs. controls (6-OHDA alone): ¢, vs.
CAF10, respectively; at p<0.05 (ANOVA and the Student—Newman-Keuls
test).

creased by 51% in controls, and by 10 and 3%, respectively,
in the lesioned groups treated with the same doses of caffeine
(10 and 20 mg/kg: F (5, 34)=16.32); p<0.001) (Fig. 2).

Significant decreases in noradrenaline (NE) levels were
also seen in the ipsilateral side of controls (62%) and in the
caffeine-treated group, at the doses of 10 and 20 mg/kg (53
and 56% decreascs, respectively; F (5, 34)=22.69; p<0.001),
as shown in Fig. 3. A decrease of 61% was observed in 5-HT
levels, in the 6-OHDA-lesioned group (controls), in the
ipsilateral side as related to the contralateral side (F (5, 34)
=29.03; p<0.001). On the other hand, in the caffeine-treated
group, at the doses of 10 and 20 mg/kg, this decrease was 58
and 42%, respectively. No significant differences were seen in
the levels of 5-HIAA among the groups (Fig. 3) (¥ (5. 34)
=3.66; p<0.001). Furthermore, no difference was scen
between the sham-operated (contralateral and ipsilateral
sides) and the contralateral side of the 6-OHDA-lesioned
rats (controls).

Results of the MTT test showed that the exposure of
mesencephalic dopaminergic cells to 40 pM 6-OHDA caused
a 34% reduction in cell viability, as compared to controls

NE, 5-HT and metabolite content
(ng/mg lissue)

O &O0HDA
E &-OHDA+CAF 20

B Sham-operated
6-OHDA+CAF 10

Fig. 3. Effects of caffeine (CAF) on levels of NE, 5-HT and 5-HIAA, in the rat
striatum (ng/mg tissue). Animals received CAF (10 and 20 mg/kg, i.p., daily. f;
14 days), starting | h after 6-OHDA lesion. Data are reported as means+SEM,
from 6 to 8 animals. a, vs. sham-operated; b, vs, controls (6-OHDA alone); ¢, vs,
CAF 10, respectively; at p<0.05 (ANOVA and the Student—Newman—Keuls
test),
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MTT Absorbance 535 nm

Fig. 4. Effects of caffeine (CAF) on the 6-OHDA-induced toxicity, in rat
mesencephalic dopaminergic cells. After 4 days in culture, CAF was added 10
the cells, 3 h before 6-OHDA (40 pM). The neurotoxicity was evaluated by the
MTT assay. a and b vs. control and 6-OHDA, respectively (one way ANOVA
and Tukey tests, at p<0.05).

(MTT absorbance at 395 nm, control=04223+0.0476; 6-
OHDA=0.2808+0.0360). While caffeine at 5 and 10 pg/ml
concentrations did not alter cell viability, it blocked the 6-
OHDA-induced cytotoxicity, and values of MTT reduction
were closed to those of controls (in the absence of 6-OHDA)
(Fig. 4).

4. Discussion

Adenosine A, receptor antagonists, including the non-
specific adenosine antagonist caffeine, are a novel non-
dopaminergic therapeutic strategy for PD treatment (Yu et al,,
2006). For instance, istradefylline is the first of several A,y
receptor antagonists in development for PD and is now under
clinical trials. Results indicate that the drug reduces motor
fluctuation induced by 1.-Dopa.

Epidemiological studies have linked the consumption of
coffee and other caffeinated beverages to a reduced risk of the
subsequent development of PD. The popularity of caffeine as a
psychoactive drug is due to its stimulant propertics, which
depend on its ability to reduce adenosine transmission in the
brain. Adenosine A, and A, receptors are expressed in the
basal ganglia, a group of structures involved in various aspects
of motor control, and caffeine acts as an antagonist to both types
of receptors (Fisone et al., 2004). Psychomotor-stimulant and
other CNS effects of caffeine appear to occur, at least in part,
through its antagonism of the adenosine A,, receptors
(Fredholm et al., 1999),

Caffeine as well as more specific antagonists of the
adenosine A,, receptor have been found to attenuate neuro-
toxicity in mouse models of PD. Furthermore, in addition to
possessing a neuroprotective potential, caffeine and other A,
antagonists have been known to reverse motor deficits in PD
models and to be neuroprotective in the MPTP and 6-OHDA
models of PD (Chen et al., 2002; Ikeda et al., 2002). Thus, Ajs
antagonists may offer neuroprotective benefits as well as
symptomatic relief (movement enhancing). This benefit of

blocking A,, receptors, coupled with their remarkably
restricted expression in the basal ganglia, have made A,y
antagonists attractive targets for drug development (Schwarzs-
child et al., 2002). Thus, caffeine has recently been included in
the list of the twelve most promising neuroprotective agents for
clinical trials in PD (Ravina et al., 2003).

In the present study, behavioral and biochemical effects of
caffeine were investigated in a model of PD. For this purpose,
apomorphine-induced rotations and monoamine levels of the
SNC were quantified. Previous studies have demonstrated that
the most important biochemical changes in the 6-OHDA-
lesioned striatum are reductions in dopamine (DA) and its
metabolite levels. This effect causes a prominent functional and
motor asymmetry that can be evaluated by dopamine receptor
agonists, such as apomorphine, resulting in rotations in a
direction that is contralateral to the lesion, which are considered
as reliable indicators of nigrostriatal dopamine depletion
(Hudson et al., 1993). This is consistent with the present
results, that showed apomorphine-induced rotations following a
unilateral injection of 6-OHDA into the striatum. This effect
would involve dopamine receptor supersensitivity caused by the
loss of DA terminals, resulting in a significant reduction of DA
levels in the 6-OHDA-lesioned striatum.

Our results demonstrated a reduction in apomorphine-
induced rotations following caffeine administration, as com-
pared to the untreated lesioned group (controls). This reduction
could be attributed to beneficial effects of caffeine, attenuating
striatal degeneration, and may be due to its ability to block
adenosine A, receptors that are concentrated in dopaminergic
arcas of the brain (Joghataie et al., 2004).

We also showed that 6-OHDA induced significant decreases
in NE, DA, DOPAC and HVA levels, measured in the
ipisilateral side of controls when compared with the sham-
operated group. We also demonstrated that 5-HT levels
decreased, but levels of its metabolite, 5-HIAA, were
unchanged. These findings are consistent with other studies
describing biochemical changes in the 6-OHDA-lesioned
striatum (Ichitani et al., 1994).

The caffeine treatment partially restored the content of
monoamines and their metabolites in 6-OHDA-lesioned rats, In
the present study, the finding that the caffeine treatment can
attenuate apomorphine-induced motor deficits suggests
increases in DA levels in the lesioned striatum and subsequent
reduction of the receptor supersensitivity. These results were
supported by measurements of DA and its metabolite levels
which were partially recovered in the ipsilateral side of the
caffeine treated group.

The influence of caffeine on the dopaminergic innervation of
the striatum can be attributed to its ability to prevent the death of
dopaminergic neurons originating in the substantia nigra. Oztas
etal. (2002) demonstrated that the MPTP-induced loss of nigral
dopaminergic neurons (TH-immunoreactive) can be prevented
by caffeine. Recently, Joghataic et al. (2004) reported that
nigrostriatal neurons within the SNC were mainly preserved
against neurodegenerative effects induced by 6-OHDA, in
caffeine-treated lesioned group. Another work (Pierni et al.,
2005) demonstrated that after MPTP treatment in mice, an A,
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antagonist (KW-6002) was neuroprotective and had anti-
inflammatory effects at the level of the substantia nigra.

In conclusion, the data of the present study demonstrated that
caffeine has beneficial effects in the model of 6-OHDA-induced
striatal lesions in rats, attenuating motor dysfunctions and
increasing dopamine levels. Alternatively, caffeine could act as
a neuromodulator, thus functionally compensating for the loss
of dopaminergic neurons. Recently (Cauli et al., 2005), it was
demonstrated that repeated caffeine exposure enhanced the
motor stimulant effects elicited by dopamine agonists, through
sensitization of D1 receptors in 6-OHDA-lesioned rats. Since
the effects of caffeine appear to be mediated by its antagonistic
action at A, receptors, more specific antagonists of these
receptors could be helpful as a novel therapeutic strategy for the
treatment of PD.
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ABSTRACT

The present work showed the effects of 8-(-3-chlorostyryl)-caffeine (CSC), an A; receptors
antagonist and MAO B inhibitor, on behavior and biochemical alterations in 6-OHDA-lesioned
rats. Male Wistar rats (280 g) were injected with CSC (1 and 5 mg/kg, i.p.) alone or combined with
1-DOPA (50 mg/kg+benserazide 12.5 mg/kg), starting 6 days after the striatal 6-OHDA lesions, and
once daily for the next 7 days. Fourteen days after the 6-OHDA lesion (and 24 h after CSC or
vehicle), the number of net body rotations/h (after the apomorphine challenge} was recorded
and, at the next day, animals were sacrificed. The ipsilateral striatum was used for HPLC
measurements of monoamines and amino acids or for determination of nitrite contents and
lipid peroxidation. Results showed that the increase in body rotation, induced by the 6-OHDA
lesion, after the apomorphine challenge, was significantly and dose-dependently reversed by
CSC. Furthermore, the decreased striatal levels of DA and metabolites, in the 6-OHDA-lesioned
rats, were reversed after CSC treatment, and these effects were potentiated after the
combination with 1-DOPA. Similar results were observed with NE, 5-HT and 5-HIAA, While
glutamate and GABA were increased in the 6-OHDA-lesioned group, CSC alone or mainly
combined with 1-DOPA reversed these alterations. In addition, the CSC treatment of 6-OHDA-
lesioned rats reversed the increased nitrite formation and lipid peroxidation induced by 6-OHDA.
In conclusion, CSC by means of its dual action as A;, antagonist and MAO-B inhibitor reversed
behavior and biochemical alterations, observed in the 6-OHDA-lesioned rats, pointing out to its
potential benefit for the treatment of PD.

@ 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Aq, Aga, Agg and Ay, Adenosine Ay, receptors are predominantly
localized in DA-innervated regions such as striatum and nucle-

Adenosine, a central nervous system neuromedulador, acts us accumbens. In the striatum, these receptors are expressed on
through the stimulation of G-protein-coupled receptors labeled GABAergic striatopallidal neurons where they are co-localized
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with D; receptors (Fink et al., 1992). Neurochemical evidences
showed that A receptors functionally oppose the actions of
dopamine D, receptors on GABAergic striatopallidal neurons,
and this action together with its unique CNS distribution raised
the possibility that A, antagonists can be used as an altemative
therapy to treat Parkinson's disease (PD) (Schwarzschild et al,,
2006).

Furthermore, Ikeda et al., 2002 showed a significant neuro-
protective effect of Az, receptor antagonists in experimental
models of PD. These authors showed that the oral administra-
tion of A;, receptor antagonists protected against the loss of
dopaminergic neuronal cells induced by 6-OHDA in rat brain
and also prevented the functional loss of dopaminergic nerve
terminals in the striatum and the ensuing gliosis caused by
MPTP in mice, In addition to possessing neuroprotective po-
tential, caffeine and other Az, antagonists are known to acutely
reverse motor deficits in a variety of PD models (Schwarzschild
et al, 2002). As a matter of fact, istradefylline (KW-6002) is the
first of several adenosine Ay, receptor antagonists in develop-
ment for PD to advance to phase Il clinical trials. Initial studies
indicate that in patients with motor fluctuations on levodopa,
addition of istradefylline reduces the patients’ off time (Hauser
and Schwarzschild, 2005).

Earlier studies have shown that adenosine A,, receptor
stimulation increases GABA release (Ferre et al,, 1994), and the
blockade of adenosine Az, receptors decreases extracellular
GABA levels (Ferre et al,, 1993; Ochi et al., 2000). A recent study
(Xu et al.,, 2005) showed that A,, antagonists might facilitate
movement by reducing GABA release from striatopallidal axon
terminals. As a matter of fact, Ay, receptor activation on widely
distributed glutamatergic nerve terminals might enhance
glutamate release and contribute to an excitotoxic component
of neuronal death (Li et al., 2001; Marchi et al., 2002). Thus, Aza
agonists generally enhance the release of glutamate and A,
receptor antagonists have been found to attenuate glutamate
release in the striatum (Kalda et al., 2006).

Furthermore, A;, antagonists might partially improve not
only the symptoms of FD but also its development. A, anta-
gonist drugs may exert their actions by slowing disease pro-
gression and reducing the maladaptative neuroplasticity that
hinder the treatment with standard antiparkinsonian therapies
based on dopamine replacement (Xu et al,, 2005). Thus, the pre-

Table 1 - Effects of CSC (8-(3-chlorostyryl) caffeine), alone
or associated with L.-DOPA (L.-DOPA 50 mg/kg + benserazide

30 mg/kg), on apomorphine-induced rotational behavior
in rats, after 6-OHDA-induced striatal lesion

Group Rotation/h
Sham-operated 42+04
Control (6-OHDA) 21002114
€SC1mg 173.1216.7"
CSC5mg 1225214.1°0
CSC 1 mg+1-DOPA 50 mg 274.4+ 150704
1-DOPA 50 mg 238.3+14.2°°

The number of net contralateral rotations was counted for 60 min. Data
are reported as means+SEM, from 8 to 10 animals (one-way ANOVA,
followed by Tukey’s post-hoc test).
*vs. sh p ;" vs. o ls (6-OHDA alone); > % vs. CSC 1 and
5; respectively, at p<0.05.
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Fig. 1 - Effects of CSC (8-(3-chlorostyryl) caffeine) on levels
of DA, DOPAC and HVA, in the rat striatum (ng/mg tissue).
Animals received CSC (1 and 5 mg/kg, i.p., starting 6 days
after the 6-OHDA lesion and continuing daily for 7 days),
starting 1 h after 6-OHDA lesion. Data are reported as means =
SEM, from 8 to 10 animals. * vs. sham-operated; ® ys. controls
(6-OHDA alone); * vs. CSC 1, respectively; at p<0.05 (one-way
ANOVA followed by Tukey’s post-hoc test).

sent study was aimed at clarifying the effects of this dual action
drug, 8-(-3-chlorostyryl)-caffeine (CSC), which causes a block-
ade of adenosine Az, receptors as well as a MAO B inhibition, on
behavior and on brain biochemical changes, after its systemic
administration to rats submitted to striatal lesions with the neu-
rotoxin 6-OHDA, used as a model of PD.

2. Results
21 Rotational behavior

Our results showed that, while almost no contralateral ro-
tational behavior was observed in sham-operated controls
(4.2£0.4 turns/h), the striatal 6-OHDA-lesioned group showed
an average of 210.0+114 turns/h, after the apomorphine chal-
lenge [F(3,34)=43.31; p<0.001]. The number of rotations per hour
decreased by 18% and 42% in the 6-OHDA-lesioned group, after
the treatment with C5C 1 {173.1216.7 turns/h) and CSC 5 mg'kg
(1225+14.1 turns/h). Altogether, our results showed that CSC
significantly and dose-dependently diminishes the apomor-
phine-induced rotations resulted from the striatal 6-OHDA
lesion, and partially reversed the neurotoxin effects. However,
the CSC effect on body rotation in the 6-OHDA group was not
potentiated by its association with .-DOPA. As a matter of
fact, no significant difference was observed between L-DOFA
(L-DOPA 50 mg/kg+benserazide 30 mg/kg) and CSC 1+1.-DOPA
(CSC 1 mg'kg+.-DOPA 50 mg'kg+benserazide 30 mg'kg)
(Table 1).

27 Striatal monoamine contents

We also showed that (Fig. 1) 6-OHDA caused a drastic decrease of
79%, 73% and 61% in striatal DA (56594325 ng/mg tissue),
DOPAC (373.2+41.1 ng/mg tissue) and HVA (167.9+18.1 ng/mg
tissue) contents, respectively, as compared to the sham-operated
control group (DA: 2631.02171.9 ng/mg tissue; DOPAC: 1405.0
108 8 ng/mg tissue; HVA: 429.0£34.5 ng/mg tissue). On the other
hand, the sub-chronic treatment of 6-OHDA-lesioned rats with
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Table 2-Effects of CSC (8-(3-chlorostyryl) caffeine), alone
or combined with L-DOPA, on the levels of DA, DOPAC and

HVA (ng/mg tissue), in the rat striatum after 6-OHDA-induced
lesion

Group DA DOPAC HVA
Sham-operated 2631021719 1405.0+ 1088 429.0+34.5
Control 5659+325" 373.2+41.1"  167.9:+18.1"
(6-OHDA)

CSC1mg 1031.0:41.2° 610.6x42.8" 261.5x204"
CSC 1 mg+ 2129.0+102.0°P9 1320.0+136.2°9 430.7+35.9%"
L-DOPA 50 mg

L-DOPASOmE  1243.0:112.0"*  664.7+66.1°% 2450+29.1%°

CSC (1 and 5 mg/kg, i.p.), alone or combined to 1-DOPA (CSC 1 mg/
kg, i.p., with .-DOPA 50 mg/kg+benserazide 12.5 mg/kg, i.p.), were
administered daily for 7 days (starting 6 days after the 6-OHDA
lesion and continued for 7 days). Controls were treated with saline.
Two weeks after the lesion, animals were decapitated and the ipsilateral
striata were dissected for monoamine detsrmination (ng/mg tissue)
by HPLC-EC. Results are expressed as meanszSEM of the number of
experiments (6-8 animals).

“ vs. sham-operated; ¥ vs. control (6-OHDA); © vs. CSC 1; % vs. C5C 5;
“vs, CSC 1+1-DOPA, respectively; at p<0.05 (ANOVA and Tukey's
post hoc test).

CSC (1 and 5 mg/kg, i.p.} also caused decreases in DA levels (61%
and 49%) and its metabolites DOPAC (57% and 33%) and HVA (39%
and 26%), respectively, although to a much smaller extent as
compared to values observed in the 6-OHDA-lesioned group. The
percentages decreases were also dose-dependent either with DA
(6-OHDA-lesioned group: 565.9+32.5 ng/mg tissue; C5C 1: 1031.0+
41,2 ng/mg tissue; C5C 5: 1477.0+118.5 ng/mg tissue) or with
DOPAC (6-OHDA-lesioned group: 373.2 +41.1 ng/mg tissue; CSC 1:
610.6+42 8 ng/mg tissue; CSC 5: 940.0 £43.2 ng/mg tissue) or HVA
(6-OHDA-lesioned group: 167.9+18.1 ng/mg tissue; C5C 1: 261.5+
20.4 ng/mg tissue; CSC 5: 316.0+35.0 ng/mg tissue).

In order to demonstrate a potentiation of L.-DOPA effects by
CSC on the striatal DA and metabolites levels after the 6-OHDA
lesion, these two drugs were combined. We showed that after
Shim operated
6-OHDA
6-OHDA+CSC |
6-OHDA+CSC 5

> DEon

N

NE. 5HT
i
]
77

Fig. 2 - Effects of CSC (8-(3-chlorostyryl) caffeine) on the
levels of NE, 5-HT and 5-HIAA (ng/mg tissue) in the rat
striatum. Animals received CSC 1 and 5 mg/kg, i.p., starting
6 days after the 6-OHDA lesion and continuing daily for

7 days. Data are reported as means + SEM, from 8 to 10
animals. ® vs. sham-operated; ® vs. controls (6-OHDA alone);
€ wvs. CSC 1, respectively; at p<0.05 (one-way ANOVA followed
by Tukey's post-hoc test).

6-OHDA lesion, contents of DA, DOPAC and HVA decreased by
79%, 73% and 61%, respectively, as compared to the sham-ope-
rated group. On the other hand, with the 6-OHDA group treated
with C5C (1 mg'kg, i.p), smaller decreases in DA, DOPAC and
HVA values (61%, 57% and 39%, respectively) were observed.
Values of DA and metabolites were very close to those shown by
the sham-operated group, in the 6-OHDA group treated with the
combination of C5C and .-DOPA + benserazide (CSC 1 mg/kg and
L-DOPA 50 mg/kg+benserazide 12,5 mg'kg), indicating an
almost total reversal of the 6-OHDA neurotoxic effect (Table 2).

Similarly (Fig. 2), decreases in the striatal NE, 5-HT and 5-
HIAA contents observed after the 6-OHDA lesion were of the
order of 50%, 46% and 26%, respectively (NE: 210.3+15.7 ng/mg
tissue; 5-HT: 378.4 £ 34.5 ng/mg tissue; 5-HIAA: 394.3+33.4ng/mg
tissue), as compared to the sham-operated controls (NE: 4206+
447 ng/mg tissue; 5-HT: 704.6+29.3 ng/mg tissue; 5-HIAA:
532.0+454 ng/mg tissue). These decreases were smaller in the
6-OHDA-lesioned group, after the treatment with the two doses
of CSC, and the effects were dose dependent. Thus, C5C (1 mg/kg)
decreased 39%, 30% and 25% the contents in ng/mg tissue of NE
(257.8+25.8), 5-HT (4946 + 38.0) and 5-HIAA (397.1+32.0), respec-
tively, indicating a partial reversal of the 6-OHDA effect. Si-
milarly, the higher dose of CSC (5 mg/kg) brought NE, 5-HT and
5-HIAA contents even closer to normal values (CSC 5, NE: 311.9+
23.3 ng/mg tissue; 5-HT: 587.8+32.7 ng/mg tissue; 5-HIAA: 487.5+
36.3 ng/mg tissue). While L-DOPA 50 mg/kg (L-DOPA 50 +Benz 30)
did not reverse 6-OHDA effects on NE, 5-HT and 5-HIAA con-
centrations in the striatum of 6-OHDA-lesioned rats, its associa-
tion with CSC 1 mg/kg brought values closer to those of the sham-
operated group (Table 3).

2.3.  Striatal glutamate and GABA contents
We showed that the striatal 6-OHDA lesion also increases

glutamate (96.4 +4.7 ymol/g tissue) and GABA (57.8+6.9 ymol/g
tissue) contents by 3.8 and 3 times, respectively, as compared

Table 3 - Effects of CSC (8-(3-chlorostyryl) caffeine), alone or
combined with L-DOPA, on the levels of NE, 5-HT and 5-HIAA

(ng/mg tissue), in the rat striatum after 6-OHDA-induced
lesion

Group NE SHT 5-HIAA

Sham-operated 420.6+44.7 (6) 704.6+29.3(6) 532.0+45.4 (6)

Control 210.3+15.7 (10" 378. 4+34.5(10)" 394.3433.4 (10)
(6-OHDA)

C5C1mg 257.8x25.8 (8)" 494.6x38.0(7)" 397.1x32.0(7)
CSC 1 mg+ 390.8+18.6 (7)"° 586.8+32.9 (7)" 448.72515 (6)
L-DOPA 50 mg

L-DOPA S0 mg  222.3216.7 (7)"° 420.6+24.1 (7)'* 298.4237.5 (6)

CSC (1 and 5 mg/kg, i.p.), alone or combined to 1-DOPA (CSC 1 mg/kg, i.p.
with 1-DOPA 50 mg/kg+ benserazide 12.5 mg/kg, 1.p.), were administered
daily for 7 days (starting 6 days after the 6-OHDA lesion and continued
for 7 days). Controls were treated with saline. Two weeks after the lesion,
animals were decag 1 and the i | striata were dissected
for monoamine determination (ng/mg tissue) by HPLC-EC. Results are

expressed as means+SEM of the number of experiments (68 animals).
" vs. sham-operated,; b ys. control (6-OHDAY); © vs. CSC 1; dys.CSC5;
“ws. CSC 1+1-DOPA; respectively, at p<0.05 (ANOVA and Tukey's post
hoc test).
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Fig. 3 - Effects of CSC (8-(3-chlorostyryl) caffeine) on the
nitrite formation, in the rat striatum (mM). Animals received
CSC 1 and 5 mg/kg, i.p., starting 6 days after the 6-OHDA
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Table 4 - Effects of CSC (8-(3-chlorostyryl) caffeine), alone or
combined with .-DOPA, on the levels of glutamate and GABA

(nmol/g tissue), in the rat striatum after 6-OHDA-induced
lesion

Group Glutamate GABA
Sham-operated 254226 19.321.9
Control (6-OHDA) 96.4+4.7" 57.826.9"
CSC1mg 72460 44.326,0°"
CSC 1 mg+1-DOPA 50 mg 56.02 3.5 37.123.1°04
1-DOPA 50 mg 85.326.7%4° 51.0£2. 7447

CSC (1 and 5 mg/kg, i.p.), alone or combined to 1-DOPA (CSC 1 mg/kg,
ip. with 1-DOPA 50 mg/kg+benserazide 12.5 mg/kg, ip.), were
administered daily for 7 days (starting 6 days after the 6-OHDA
lesion and continued for 7 days). Controls were treated with saline.
Two weeks after the lesion, animals were decapitated and the
ipsilateral striata were dissected formonoamine d
tissue) by HPLC-EC. Results are expressed as means+ SEM of the number

ination (ng/mg

lesion and continuing once daily for 7 days. Ipsil. 1 striat;
were dissected 24 h after the last drug injection. Data

are reported as means + SEM, from 8 animals. * vs.
6-OHDA-lesioned rats, at p<0.05 (one-way ANOVA foll d

of experiments (7-8 animals).
* yz. sham-operated; * vs. control (6-OHDA); “ vs. CSC 1;% ve. CSC 1+
1-DOPA; © vs. 1-DOPA,; respectively, at p<0.05 (ANOVA and Tukey's

post hoc test).

by Tukey’s post-hoc test).

to the sham-operated controls (GLU: 25.4+2.6; GABA: 19.3
+1.9 uymol/g tissue). The alterations were lower after the
treatment with CSC, at the doses of 1 and 5 mg/kg (CSC 1: GLU,
72.4+6.0; GABA, 44.3+6.0; CSC 5: GLU, 57.1£4.9; GABA, 255
+3.9 pmol/g tissue), as compared to the 6-OHDA-lesioned
group without CSC treatment. These results indicate a partial
but significant reversal of the neurotoxin effect after the CSC
treatment. The effects of 6-OHDA lesion on glutamate and
GABA levels were not reversed by L.-DOPA 50 mg/kg (L-DOPA 50
+Benz 30). However, a potentiation was demonstrated in the
6-OHDA-lesioned animals treated with the association of CSC
1+L-DOPA 50 (Table 4).
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Fig. 4 - Effects of CSC (8-(3-chlorostyryl) caffeine) on the
lipid peroxidation, in the rat striatum (mM). Animals received
CSC 1 and 5 mg/kg, i.p., starting 6 days after the 6-OHDA
lesion and continuing once daily for 7 days. Ipsilateral striata
were dissected 24 h after the last drug injection. Data are
reported as means:SEM, from 8 animals. ® vs.
6-OHDA-lesioned rats; ® vs. sham-operated rats; at p<0.05
{one-way ANOVA followed by Tukey’s post-hoc test).

2.4.  Nitrite concentration

Nitrite levels, which are an index of free radical formation, were
drastically increased by 2.7 times in the ipsilateral striata of
6-OHDA-lesioned rats, as compared to the sham-operated group.
The 6-OHDA groups after treatment with CSC (1 and 5 mg/kg)
showed an almost total reversal of these effects, and nitrite
concentration returned to values not significantly different from
those of the sham-operated group (Fig. 3).

2.5.  Lipid peroxidation measurements

The ipsilateral striata of 6-OHDA-lesioned rats showed a 2.8-
times increase in TBARS content, as measured by the increased
absorbance values compared to those of the sham-operated
group. These effects were partially but significantly reversed in
the 6-OHDA group treated with CSC at the doses of 1and 5mg/kg
(Fig. 4).

3. Discussion
Adenosine A;, receptors have attracted considerable attention
because of their interaction with the dopaminergic system, and
as potential targets for PD pharmacotherapy (Ferre et al., 2001;
Wardas, 2002). A post-mortem study (Callon et al., 2004) showed
increased A;, receptorsin the brain of patients with Parkinson's
disease (PD) presenting dyskinesias, while studies using experi-
mental models of PD (Grondin et al., 1999; Kanda et al., 2000)
suggest that the A, receptor antagonists have an antiparkin-
sonian activity and potentiate the activity of levodopa. Further-
more, comparable effects of A;s receptor antagonists on
levodopa-induced motor complications are found, in rats with
a unilateral 6-OHDA-induced dopaminergic lesion (Morelli and
PFinna, 2001; Pinna et al,, 2001; Bové et al,, 2002; Bibbiani et al.,
2003; Lundblad et al., 2003).

In the present study, we showed that CSC, a dual action drug,
showing a A,. receptor antagonism and MAO B inhibition,
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caused a dose-dependent decrease in the rotational behavior of
rats unilaterally lesioned with the striatal injection of 6-OHDA,
as compared to the 6-OHDA group without CSC treatment. Since
MAO B inhibitors are also thought to possess antiparkinsonian
properties, dual targeting drugs that block both MAO B and Aza
receptors may enhance the therapeutic potential in FD treat-
ment (Vlok et al, 2006). There is evidence that D; receptor ac-
tivation in vive antagonizes tonic activation of A,, receptors
(Salmi et al., 2005). These authors showed that the effects of D,
blockade are different after As. receptors blockade or on Aqa
receptors knockout mice. Compared to wild-type mice, Ags
knockout mice show decreased neurodegeneration, after treat-
ment with MPTP as well as improved motor performance in
models of PD.

Furthermore, not only pre-clinical but also clinical studies
carried out with A;, antagonists indicate that the benefit seen
in PD may occur through the modulation of dopaminergic
effects, on the striatal dysfunction, associated with motor
disability (Bara-Jimenez et al., 2003). Adenosine Az, receptor
antagonists can attenuate the induction as well as the ex-
pression of motor response alterations to chronic dopaminer-
gic stimulation in parkinsonian animals, possibly by blocking
Ay, receptor-stimulated signaling pathways (Bibbiani et al,,
2003). It has been shown that CSC also causes MAO-B in-
hibition, and this effect may contribute to the neuroprotective
potential of Az, receptor antagonists (Petzer et al,, 2003; Chen
et al., 2002).

In a recent study (Aguiar et al., 2006), we showed significant
increases in the number of apomorphine-induced rotations in
6-OHDA-lesioned rats, as compared to sham-operated ani-
mals. A partial recovery was seen in 6-OHDA-lesioned rats,
after caffeine treatment that as C5C is an A, antagonist. We
also demonstrated that the unilateral stereotaxic injection of
6-OHDA produced decreases in monoamine levels, in the ip-
silateral side when compared to the contralateral unlesioned
side. Although significant decreases in NE and DA levels were
seen in the ipsilateral side of the 6-OHDA group, the caffeine
treatment partially reversed the 6-OHDA effects on DA levels,
indicating that significant recoveries occurred on dopaminer-
gic but not on noradrenergic neurons.

These results partially agree with the present work de-
monstrating that CSC treatment significantly and dose-
dependently reversed the striatal decreases in monoamines
(ME, DA and 5-HT) as well as their metabolite contents (5-HIAA,
DOPAC and HVA), in the 6-OHDA-lesioned rats, indicating the
potential benefit of Az, antagonism in PD. The better results
observed, in the present study, with CSC as related to caffeine,
are probably due to the fact that CSC is also a MAO B inhibitor, a
property that probably contributes to its pharmacological
profile.

Recently, Golembrowska and Dziubina (2004), investigated
the effects of CSC on DA release in the striatum of intact and
reserpine-treated rats. CSC significantly increased striatal DA
release, after its combination with L-DOPA and benserazide, in
intact and reserpine-injected rats. CSC did not change the
elevated level of DOPAC and HVA in intact rats, but raised it in
DA-depleted rats. Their results suggest that these effects may
be mediated by striatal adenosine Az, receptors, and are pro-
bably related to the CSC action on DA metabolism and the
increased transport of exogenous L-DOPA into the brain.
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Recent studies (Matsuya et al., 2007; Rose et al, 2006)
showed synergistic effects of Ays antagonists and L-DOFA
combination, at lower doses, in reversing motor deficits in
animal models of PD, what could allow a decrease in dosage
as well as in the incidence of L-DOPA side effects. We also
showed that, in 6-OHDA-lesioned rats, the combination of CSC
and L-DOPA presented a synergistic effect, reversing almost
completely the decreases in DA and metabolite contents seen
after the 6-OHDA neurotoxic action.

In the present study, we observed that the decreases in NE,
5-HT and its metabolite levels, in the striatum of 6-OHDA-
lesioned rats, were also partially blocked after the CSC treat-
ment, and its effects were potentiated by the association with
L-DOPA. PD is undoubtedly a disorder that primarily results
from a dopamine neuronal loss, and this alteration leads to
imbalances in many other non-dopaminergic transmitter sys-
tems, including 5-HT (Nicholson and Brotchie, 2002). As a
matter of fact, degeneration of the serotonergic system was
already observed after 6-OHDA-lesions in rats, and this finding
agrees with ours suggesting that alterations in the serotoner-
gic system play a role in the pathophysiology of PD. Although
the exact role of 5-HT in PD remains unclear, recent advances
in its understanding and the generation of side-effects of
dopamine replacement therapy have identified 5-HT, 4, 5-HT.g
and 5-HT;¢ receptors as potential therapeutic targets in PD
(Nicholson and Brotchie, 2002; Scholtissen et al., 2005).

Similarly to the CSC blockade of the 6-OHDA effect on
monoamine contents, we also observed a blockade in gluta-
mate and GABA releases, in the ipsilateral side of the striatum
of 6-OHDA-lesioned rats after CSC treatment. While the effect
of 6-OHDA on glutamate and GABA contents were not re-
versed by L-DOPA alone, a potentiation was demonstrated, in
6-OHDA-lesioned animals treated with the association of GSC
and L-DOPA, as compared to the effects of either drug alone.
Our data agree with an earlier study (Perry et al., 1983) showing
that the mean GABA content was significantly elevated in the
putamen of Parkinson's disease patients. These authors also
measured GABA contents in both sides of the striatum of rats
unilaterally injected with 6-OHDA, and found that the GABA
content was significantly elevated in the ipsilateral striatum.
Furthermore, A, receptor stimulation enhances striatal
glutamate extracellular levels (Simpson et al., 1992; Popoli
et al.,, 1995; Sebastido and Ribeiro, 1996), and the protective
effect of A,, receptor antagonists may be attributed to their
ability to reduce i y amino acid rel

Oxidative stress, resulting from excessive production of
reactive oxygen species (ROS), is known to cause cellular dam-
age and eventual death, due to the overactivation of glutamate
receptors and the generation of NO, superoxide and hydrogen
peroxide. Agonists at A, receptors and antagonists at Ags
receptors are known to protect against cell damage induced by
ROS (Stone, 2005). Recently, Fatokun et al. {2007}, showed that
oxidative stress in cerebellar granule neurons was ameliorated
by A, receptor activation or A receptor blockade. These find-
ings agree with our results, showing that CSC at both doses
significantly decreased nitrite levels and lipid peroxidation in
the 6-OHDA lesioned rats, pointing out to a neuroprotective
and antioxidant effect of this drug,

All together, our data showed that CSC acts in several ways,
reversing neurochemical alterations on monoaminergic,
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glutamatergic and GABAergic neurotransmission in the 6-OHDA
model of PD, in rats. Some of these effects are direct ones, such
as that seen mainly on dopaminergic neurons where the drug
causes a neuroprotection and is an antioxidant. In other cir-
cumstances, CSC acts indirectly, decreasing the contents of
GABA and glutamate in the nigrostriatal pathway which is over-
active in PD, contributing to restore the balance between the
direct and indirect pathways. However, the MAO B inhibitory
effect of CSC certainly plays a role, adding to its pharmacological
profile and possible benefits in PD treatment.

4. Experimental procedures
4.1.  Animals

Adult male Wistar rats (260-280 g, aged 3 months) from the
Animal House of the Federal University of Ceard, were kept on
a 12-h light/dark cycle with free access to water and standard
food. All experiments were performed according to the Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals from the US Health
and Human Services Department. Animals were anesthetized
with a combination of ketamine (100 mg/kg, i.p.) and xylazine
(5 mg/kg, i.p.) and given an unilateral stereotaxic injection of
12 pg 6-OHDA (12 pg/ul) with 0.2 mg/ml L-ascorbic acid (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA), into the right striatum
(AP 0.9/1.4, ML 3.0, DV 3.3, from bregma), according to the Atlas
of Paxinos and Watson (1986), using a 10-ul Hamilton syringe.
Sham-operated animals received vehicle and were used as
controls. The treatment with 8-(-3-chlorostyryl)-caffeine (CSC, 1
and 5 mg'kg, i.p.) alone orin combination with L.-DOPA (CSC 1 mg/
kg ip. and .-DOPA 50 mg/kg plus benserazide 12.5 mg'kg, ip)
started 6 days after the 6-OHDA-induced lesion, and continued
daily for 7 days. Twenty-four hours after the last drug adminis-
tration (2 weeks after the 6-OHDA injection), the behavior was
assessed by monitoring body rotations induced by apomorphine
(3 mg/kg, i.p). The number of net rotations (the number of 360°
contralateral turns) was recorded for 60 min and, at the next day,
animals were sacrificed, and the striatal tissue was collected and
stored at -70 °C until use.

42.  Drugs

8-(3-chlorostyryl)-caffeine (CSC), 6-hydroxydopamine, ascorbic
acid, apomorphine, sodium octanesulfonic acid, acetonitrile,
tetrahydrofuran, standard monoamines and amino acids were
purchased from Sigma. 1-34-Dihydrophenylalanine (L-DOPA)
and benserazide (Prolopa 100/25 mg) were purchased from
Roche. All other drugs were of analytical grade.

4.3.  Monoamine levels’ determination

For the measurement of monoamine levels and their metabo-
lites noradrenaline (NE), dopamine (DA), 3,4 dihydroxypheny-
lacetic acid (DOPAC), homovanilic acid (HVA), serotonin (5-HT)
and 5-hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA), the brain tissue was
used to prepare 10% homogenates. Homogenates were soni-
cated in 0.1 M HCIO,, for 30 5, centrifuged at 4 °C for 15 min at
15,000 rpm, and the supernatant was filtered (0.2 um, Millipore).
A20-plsample was then injected into a high-performance liquid

191 (2008) 192-199

197

chromatograph (HPLC) column. The mobile phase was 0.163 M
citric acid, pH 3.0, containing 0.02 mM EDTA, with 0.69 mM
sodium octanesulfonic acid (SOS), as ion pairing reagent, 4% v/v
acetonitrile and 1.7% v/v tetrahydrofuran. NE, DA, 5-HT and
their metabolites were electrochemically detected, using an
amperometric detector (Shimadzu, Japan), by oxidation on a
glassy carbon electrode at 0.85 V relative to the Ag-AgCl refe-
rence electrode. The amount of monoamines was determined
by comparison with standards injected into the HPLC column at
the day of experiment, and their concentrations were expressed
as ng/mg tissue.

4.4,  Measurement of extracellular glutamate and GABA

Glutamate and GABA were determined on a high-performance
liquid chromatograph (HPLC) system with pre-column derivati-
zation with o-phthaldialdehyde/2-mercaptoethanol/borate
reagent (pH 10.4) and fluorimetric detection. Briefly, a 10%
homogenate {of 0.1 M perchloric acid) was derivatized with the
same volume of the o-phthaldialdehyde reagent solution (Sigma),
and after a 60-s reaction period was immediately injected into an
HPLC with a 4-mm C18 reverse-phase column (Shimadzu, Japan).
The mobile phase A (pH 6.95) was composed of sodium acetate
(0.1 M), methanol (6%) and tetrahydrofuran (1.5%) and flowed at
1.0 ml/min in a gradient (30-min duration) and mobile phase B
was 100% methanol (Massieu and Tapia, 1997). The fluorimetric
detector (Model RF 535; Shimadzu, Japan) had the excitation and
emission wavelengths set at 370 and 450 nm, respectively. The
amount of amino acids was determined by comparison with
standards injected into the HPLC column at the day of experi-
ment, and their concentrations were expressed as umol/g tissue.

4.5. Nitrite determination

Immediately after decapitation of the sham-operated 6-OHDA-
lesioned, 6-OHDA+CSC 1 and 5 mg'kg, i.p., groups, the
ipsilateral striata from all animals were dissected for the pre-
paration of 10% homogenates (w/v). After centrifugation (800xg,
10 min), supemnatants were collected and the NO production
was determined by the Griess reaction (Green et al, 1981).
Briefly, 100 pl of the supemnatant were incubated with 100 ul
of the Griess reagent [1% sulfanilamide in 1% H3P0,/0.1%
N-(1-naphthyl)-ethylenediamine dihydrochloride/1% HsPO,/dis-
tilled water (1:1:1:1)] at room temperature for 10 min. The
absorbance was measured at 550 nm via a microplate reader.
Nitrite concentration (uM) was determined from a standard
NaNO; curve,

4.6.  Evaluation of lipid peroxidation

Immediately after decapitation, ipsilateral striata from all
groups were dissected for the preparation of 10% homogenates
(w/'v, in 1.15% KCI). The formation of lipid peroxides during lipid
peroxidation was followed by measuring the thiobarbituric acid
reactive substances (TBARS), as previously described by Draper
and Hadley, 1990. Briefly, samples were mixed with 1 ml of 10%
trichloroacetic acid and 1 ml of 0.6% thicbarbituric acid. The
reaction media was heated in a boiling water bath for 15 min,
and n-butanol (2:1 v/v) was added to the media. After centrifuga-
tion (800xg, 5 min), TBARS contents were determined at 535 nm.
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4.7. Statistical analysis

All results were presented as means+SEM. One-way ANOVA
was used, followed by Tukey's as the post-hoc test. Results
were considered significant at p<0.05.
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