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RESUMO 

A doença de Parkinson (DP) é a segunda mais prevalente doença 

neurodegenerativa, afetando aproximadamente 1% da população acima dos 

60 anos, e um aumento na incidência desta doença é esperado nos próximos 

anos em virtude do envelhecimento populacional. Nos estágios iniciais da 

DP, um comprometimento de outras áreas cerebrais e vias de 

neurotransmissão além da dopaminérgica, que parecem ser responsáveis por 

prejuízos sensoriais (olfação), emocionais (depressão e ansiedade) e 

cognitivos (memórias operacionais e de procedimento). Este estudo 

objetivou estudar o efeito neuroprotetor de alguns fármacos em relação às 

alterações bioquímicas e comportamentais induzidas pela administração de 

1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) e também de 6-hidroxi-

dopamina (6-OHDA) in vitro, utilizados como modelos experimentais da 

DP. Utilizamos fármacos estabilizadores do humor, lítio (Li) e valproato 

(VPA), bem como o inibidor da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima 

A (HMG-COA) redutase da síntese do colesterol, a Atorvastatina (ATOR) e 

um antagonista dos receptores A2A para adenosina (SCH58261), além de 

camundongos com deleção gênica do receptor A2A para adenosina. O pré-

tratamento com Li (47,5 mg/kg) ou VPA (200 mg/kg) por via 

intraperitoneal (i.p.) durante 7 dias consecutivos previniu os prejuízos 

olfatórios induzidos pela administração intranasal (i.n.) do MPTP em 

camundongos no teste de discriminação olfatória e também nos déficits de 

memórias de curto prazo, avaliadas pelos testes de reconhecimento social e 

esquiva inibitória. Apesar da ausência de respostas do tipo depressiva na 

dose de MPTP (0,1 mg/narina), o tratamento com Li e VPA demonstrou um 

perfil característico de antidepressivos, reduzindo o tempo de imobilidade 

no teste do nado forçado. Além disso, Li e VPA impediram a depleção de 

dopamina no estriado e bulbo olfatório de ratos após a infusão i.n. de 

MPTP. Ao avaliar o possível efeito protetor da ATOR, observou-se que o 

tratamento via oral com ATOR (10 mg/kg por 7 dias) previniu os prejuízos 

na memória social e comportamentos do tipo depressivo induzidos pela 

administração i.n. de MPTP (1 mg/narina). Além disso, o tratamento com 

ATOR foi capaz proteger os camundongos contra os prejuízos motores e 

degeneração de neurônios dopaminérgicos na substância negra observados 

21 dias após a infusão do MPTP. Nenhuma alteração significativa em 

memórias espaciais de longo prazo e marcadores neuroinflamatórios foi 

observada 21 dias após a infusão i.n. do MPTP. Adicionalmente, 

padronizamos um modelo in vitro de toxicidade induzida por 6-OHDA em 

fatias do hipocampo, estriado e córtex cerebral, e o efeito neuroprotetor da 

ATOR também foi avaliado. A incubação com 6-OHDA reduziu a 

viabilidade celular nas regiões cerebrais do hipocampo, estriado e córtex. A 

incubação com ATOR ou MK-801 (antagonista dos receptores para 



glutamato do tipo NMDA) per se não alterou a viabilidade celular. 

Observou-se uma prevenção na redução de viabilidade celular após 

incubação de ATOR + 6-OHDA no hipocampo, estriado e córtex. 

Observou-se ainda um efeito sinérgico na incubação de ATOR + MK-801 

frente à toxicidade induzida por 6-OHDA. Por fim, o envolvimento dos 

receptores A2A (A2AR) nas alterações comportamentais e bioquímicas 

induzidas pela administração i.n. de MPTP foi avaliado. Demonstramos que 

o bloqueio farmacológico e/ou gênico dos A2AR pode atenuar prejuízos 

comportamentais relacionados a memórias de curto prazo e de 

procedimento, bem como a degeneração de neurônios dopaminérgicos na 

via nigroestriatal de camundongos induzidos pela administração i.n. de 

MPTP. Em conjunto, os resultados do presente estudo contribuem com o 

avanço no conhecimento acerca dos mecanismos bioquímicos associados ao 

processo neurodegenerativo da DP, além de sugerirem o Li, VPA, ATOR e 

antagonistas de A2AR como potenciais agentes neuroprotetores, sendo úteis 

no tratamento dos sintomas motores e não-motores da DP.   

 

 

Palavras chaves: doença de Parkinson, MPTP, 6-OHDA, tirosina 

hidroxilase, estresse oxidativo, viabilidade celular, estabilizadores do 

humor, lítio, valproato, atorvastatina, adenosina, receptores A2A, 

SCH58261, glutamato, MK-801. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

Parkinson's disease (PD) is the second most prevalent neurodegenerative 

disease affecting approximately 1% of the population above 60 years and an 

increase in the incidence of this disease is expected in the next year because 

of population aging. In earlier stages of PD suggest the commitment of 

other brain areas and neurotransmitters, that seem to be responsible for 

sensory (olfactory), emotional (depression and anxiety) and cognitive 

(working and procedural memories) impairments. In this study, we 

evaluated the neuroprotective potential of some drugs on biochemical and 

behavioral changes induced by administration of 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6 

tetrahydropyridine (MPTP) and also 6-hydroxy-dopamine (6-OHDA) in 

vitro, used as animal models of PD. We investigated whether the mood-

stabilizers drugs lithium (Li) and valproate (VPA), as well as the inhibitor 

of the enzyme 3-hidroxy-3-metylglutaril-coenzime A (HMG-COA) 

reductase in the cholesterol synthesis pathway, atorvastatin (ATOR), and 

the adenosine A2A receptor antagonist (SCH58261) can act as putative 

neuroprotective agents in PD. Our findings indicate that pretreatment with 

Li (47.5 mg/kg) or VPA (200 mg/kg) by intraperitoneal (i.p.) route during 7 

consecutive days was able to prevent olfactory discrimination and short-

term memory impairments evaluated, respectively, in the social recognition 

and step-down inhibitory avoidance tasks in rats infused with a single 

intranasal (i.n.) administration of MPTP (0.1 mg/nostril). Despite the 

absence of clear depressive-like responses following the current MPTP 

dose, Li and VPA treatment presented an antidepressant profile reducing the 

immobility time in the forced swimming test. Importantly, at this time no 

significant alterations on locomotor activity of the animals were observed. 

Li and VPA prevented the depletion of dopamine in the striatum and 

olfactory bulb of rats after the infusion of MPTP. The oral atorvastatin 

treatment (10 mg/kg for 7 days) prevented MPTP-induced short-term social 

memory deficits and depressive-like behavior observed at 7 and 14 days, 

respectively, after MPTP administration. Moreover, at later periods (21 

days) after i.n. MPTP infusion, a significant decrease of locomotor activity 

of rats in the activity chambers were accompanied by a marked decrease of 

tyrosine hydroxylase immunostaining in the substantia nigra pars compacta 

which were also attenuated by atorvastatin treatment. Additionally, in the 

present study an in vitro model of 6-OHDA-induced toxicity in slices from 

hippocampus, striatum and cerebral cortex was established, and the 

neuroprotective effects of ATOR were confirmed. 6-OHDA (100 uM) 

induced a significant reduction of cell viability in striatum, hippocampus 

and cortex slices of rats. The incubation with ATOR or MK-801 per se did 

not alter the cellular viability and ATOR prevents the reduction of cell 

viability and reactive oxygen species production after incubation with 6-



OHDA in the hippocampus, striatum and cortex. Finally, the involvement of 

adenosine A2A receptors (A2AR) in behavioral and biochemical changes 

induced by i.n. MPTP administrationwas also analyzed. The genetic or 

pharmacological blockade of A2AR prevented the behavioral deficits related 

to short-term and procedural memories, as well as the reduction of the 

expression of tyrosine hydroxylase (TH) in the striatum and substantia nigra 

of mice infused with MPTP. Altogether, the results of the present study 

contribute towards a better knowledge of the biochemical mechanisms 

associated with the neurodegenerative process in PD. Moreover, our 

findings suggest Li, VPA, ATOR and adenosine A2AR antagonists as 

potential neuroprotective agents, being valuable tools for the treatment of 

motor and non-motor symptoms of PD. 

Key-words: Parkinson's disease, MPTP, 6-OHDA, tyrosine hydroxylase, 

cytokines, oxidative stress, cell viability, mood stabilizers, lithium, 

valproate, atorvastatin, adenosine, A2AR , SCH58261, glutamate, MK-801. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Doença de Parkinson: sintomas, diagnóstico e alterações 

neuropatológicas  

 

A doença de Parkinson (DP) é uma doença neurodegenerativa que 

apresenta uma prevalência de aproximadamente 0,3% da população total 

mundial, e aumenta para 1% em pessoas com mais de 60 anos de idade 

(Mayeux, 2003). Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística 

(IBGE, 2000), existem aproximadamente 222 mil parkinsonianos no Brasil, 

sendo que 2% dos brasileiros acima dos 60 anos são acometidos por este 

distúrbio.  

A DP tem como principal característica neuropatológica a lesão de 

neurônios dopaminérgicos localizados na substância negra parte compacta 

(SNpc), que enviam projeções para os núcleos da base, e cuja degeneração 

provoca uma redução nos níveis quantitativos de dopamina no estriado 

(Hirsch et al., 1988). A segunda característica neuropatológica da DP é o 

aparecimento de inclusões eosinófilas citoplasmáticas denominadas corpos 

de Lewy, compostas principalmente pelo acúmulo das proteínas α-sinucleína 

e ubiquitina (Blandini et al., 2000). A DP afeta severamente diversas 

regiões do encéfalo, incluindo o núcleo pigmentado no mesencéfalo e 

tronco cerebral, tubérculo olfatório, córtex cerebral e elementos do sistema 

nervoso periférico (Braak et al., 2006). 

 Desde a sua descrição inicial, por James Parkinson (1817) no 

estudo “Essay on the shaking palsy”, a DP vem sendo caracterizada como 

um distúrbio motor, e o seu diagnóstico clínico é baseado pela presença de 

dois ou mais sinais motores: rigidez muscular (Yamonouchi e Nagura, 

1997), bradiscinesia (Cutsuridis e Perantonis, 2006), tremor (Hirsch et al., 

1992) e instabilidade postural (Van Der Burg et al., 2006). Entretanto, os 

pacientes parkinsonianos somente desenvolvem estas alterações motoras 

quando aproximadamente, entre 60 e 70% dos neurônios da SNpc 

encontram-se degenerados, e os níveis de dopamina são reduzidos em 70 e 

80% no estriado (Braak et al., 2004). O fato do processo neurodegenerativo 

já se encontrar num estágio muito avançado quando o diagnóstico é 

estabelecido pode ser responsável pela baixa efetividade clínica de diversos 

fármacos e agentes neuroprotetores testados no tratamento desta doença.  

Por outro lado, os sintomas cognitivos, embora comumente 

presentes na DP, continuam sendo pouco estudados em relação ao seu 

diagnóstico e tratamento (Colloca, 2004). Existem evidências de distúrbios 

de caráter emocional, cognitivo e psicossocial, destacando-se: depressão 

(Richard, 2007), ansiedade (Meara e Hobson, 1998), prejuízos cognitivos 

(Williams-Gray et al., 2007) e olfatórios (Albers et al., 2006), e em 

particular a demência na DP (Emre, 2004). O fato dos pacientes 



 2 

parkinsonianos apresentarem uma depleção quantitativa de dopamina nos 

gânglios da base (Gerlach e Riederer, 1996; Barrio et al., 1997; Lindner et 

al., 1999) e em outras áreas cerebrais, como o córtex pré-frontal (Stebbins et 

al., 1999; Marié et al., 1999), seria esperado um prejuízo específico nas 

memórias implícitas e operacionais, respectivamente. Apesar de existirem 

divergências na literatura quanto aos tipos de memória que estariam 

comprometidos na DP, a hipótese mencionada acima parece ser verdadeira. 

Desta forma, tanto as memórias implícitas (Ferraro et al., 1993; Roncacci et 

al., 1996) quanto às memórias operacionais (Dubois e Pillon, 1997; 

Stebbins et al., 1999; Costa et al., 2003; Crucian e Okun, 2003) mostram-se 

prejudicadas em pacientes parkinsonianos. Por outro lado, tem sido 

demonstrado que as memórias declarativas, normalmente associadas ao 

hipocampo e o córtex entorrinal, encontram-se mais preservadas na DP 

(Flowers et al., 1984; Knowlton et al., 1996; Dubois e Pillon, 1997). 

Além dos prejuízos nos processos de aprendizagem e memória já 

descritos, outra função que é comprometida em pacientes com a DP, é a 

olfação. Embora já relatados há mais de 30 anos, os prejuízos apresentados 

por pacientes parkinsonianos na percepção, discriminação e reconhecimento 

de odores, o sintoma olfativo tem sido ignorado por pesquisadores e clínicos 

envolvidos com esta doença. A relativa escassez dos trabalhos nesta área 

deve-se, em parte, à falta de técnicas e procedimentos para mensurar este 

comprometimento olfativo em humanos, somado à inexistência de modelos 

experimentais que reproduzam tais prejuízos (Hawkes et al., 1999). 

Algumas evidências sugerem que áreas do sistema nervoso central (SNC) 

que processam a informação olfatória são afetadas em diferentes estágios da 

DP, antes mesmo do desenvolvimento dos sintomas clássicos (Muller et al., 

2002; Braak et al., 2004).  

 

1.2 Etiologia da doença de Parkinson 

 

A natureza do processo neurodegenerativo na DP não está 

completamente esclarecida. Entretanto, sugere-se que esta poderia estar 

associada a um fator de estresse oxidativo desencadeado por um ou mais 

eventos, dentre os quais se destacam: envelhecimento cerebral, 

predisposição genética, anomalias mitocondriais, produção de radicais 

livres e toxinas ambientais (Langston, 1996; Olanow et al., 1998).  

Várias evidências têm reforçado o papel do estresse oxidativo na 

toxicidade induzida por agentes químicos, como o 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-

tetrahidropiridina (MPTP). Sriram et al. (1997) realizaram estudos in vivo e 

in vitro e demonstraram que a exposição ao MPTP aumentou as espécies 

reativas de oxigênio resultando no estresse oxidativo em camundongos. 

Adicionalmente, a toxicidade do MPTP foi significativamente reduzida em 

camundongos tratados com antioxidantes tais como, vitamina E, β-caroteno 



 3 

e ácido ascórbico (Perry et al., 1985; Odunze et al., 1990).  Estudos pós-

mortem demonstraram um aumento na oxidação de proteínas, lipídeos e 

DNA em doenças neurodegenerativas, incluindo as doenças de Alzheimer 

(DA), Parkinson e Huntington (Mariani, et al., 2005; Cardoso, et al., 2005).  

Vem crescendo as evidências em relação ao papel das vias 

glutamatérgicas na fisiopatologia da DP, sugerindo que estas vias podem 

apresentar potencial terapêutico. O excesso de glutamato na fenda sináptica 

causa o fenômeno conhecido como excitotoxicidade, que é um fator comum a 

vários distúrbios neurológicos e doenças neurodegenerativas (Obrenovitch e 

Urenjak, 1997). O glutamato pode ser neurotóxico agindo em receptores 

ionotrópicos (N-metil-D-aspartato, NMDA, alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-

isoxazolpropiónico, AMPA) e, também em seus receptores metabotrópicos 

(Meldrum, 2000). A excitotoxicidade resulta  do influxo de Ca
2+ 

 e Na
+
 na 

célula através dos canais iônicos e pela ação suplementar da liberação de Ca
+2

 

dos reservatórios intracelulares, levando a um aumento da concentração 

intracelular de Ca
+2

 (Choi, 1987). O Ca
2+

 ativa uma série de enzimas como 

proteases, fosfolipases, óxido nítrico sintase ou endonucleases que contribuem 

para a morte celular (Meldrum, 2000). Assim, modelos animais com ratos e 

primatas não humanos da DP demonstraram que antagonistas seletivos dos 

receptores NMDA e AMPA podem aliviar sintomas motores e não-motores 

da DP (Grennamyre et al., 1992; Klockgether et al., 1991; Starr, 1995). O 

tratamento com agonistas dos receptores metabotrópicos para glutamato 

(mGluR 2/3) também demonstraram atenuação da neurodegeneração de 

neurônicos dopaminérgicos induzidos pelo MPTP em ratos (Battaglia et al., 

2003; Corti et al., 2007). Os prejuízos motores e a morte de neurônios 

dopaminérgicos também foram aliviados em animais parkinsonianos após o 

tratamento com antagonistas dos receptores mGluR1 e mGluR5 (Battaglia et 

al., 2004; Breysse et al., 2002; Prediger et al., 2011). Considerando um 

desequilíbrio nos níveis glutamatérgicos, investigamos a captação de 

glutamato por seus transportadores de alta afinidade após a administração 

intranasal de MPTP, a fim de correlacioná-la com as alterações 

comportamentais observadas neste modelo animal para o estudo da DP. 

Observamos uma redução na captação de glutamato em fatias estriatais 14 

dias após a infusão de MPTP, porém não foram observadas alterações 

significativas na captação de glutamato em fatias hipocampais no mesmo 

período (Prediger et al., 2011). 

Além da prevalência da DP ser influenciada pelo avanço da idade 

(Hagan et al.,1997), a presença de um componente genético tem sido 

sugerida por diversos estudos. Levantamentos epidemiológicos verificaram 

uma taxa de concordância correlacionada a DP de 45% entre gêmeos 

monozigóticos e de 29% entre gêmeos dizigóticos (Duvoisan, 1987; Burn et 

al., 1992; Tanner et al., 1997). Verificou-se também que 15 a 20% dos 

pacientes parkinsonianos apresentam histórico familiar da doença 
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(Bandmann, 1998). Na avaliação de genes envolvidos na DP foram 

identificadas diferentes mutações em pacientes com histórico familiar da 

DP, nos genes da α-sinucleína (Polymeropoulos et al., 1997; Kruger et al., 

1998; Singleton et al., 2003; Zarranz et al., 2004), parkina (Kitada et al., 

1998) e DJ1, proteínas essas que estão envolvidas com a disfunção 

mitochondrial (Bonifati et al., 2003). Por outro lado, tem crescido nos 

últimos anos o número de estudos (clínicos e básicos) buscando identificar 

os diferentes fatores ambientais que podem estar envolvidos na etiologia da 

DP. Neste sentido, diferentes linhas de evidência sugerem que a exposição a 

certos agentes ambientais, como: metais (Tanner, 1989; Hirsch et al., 1991; 

Good et al., 1992; Yasui et al., 1992; Hertzman et al., 1994; Altschuler, 

1999; Gorell et al., 1999), solventes (Uitti et al. 1994; Pezzoli et al., 1996; 

Seidler et al., 1996; Davis e Adair, 1999; Hageman et al., 1999), monóxido 

de carbono (Kla w Ans et al., 1982), e MPTP (Langston e Ballard, 1983 e 

Langston et al., 1983); pode induzir lesões nigrostriatais e estar associada ao 

desenvolvimento da DP, além disso, estudos epidemiológicos têm 

destacado alguns fatores ambientais que podem estar associados a um 

aumento nos riscos do desenvolvimento da DP, tais como: a residência em 

áreas rurais (Semchuk et al., 1993; Liou et al., 1997; Gorell et al., 1998; 

Marder et al., 1998; Fall et al., 1999), beber água de poço (Morano et al., 

1994; Marder et al., 1998), e exposição a alguns tipos de herbicidas e 

pesticidas (Semchuk et al., 1993; Liou et al., 1997; Gorell et al., 1998; Fall 

et al., 1999; Vanacore et al., 2002). A exposição repetida ou prolongada à 

determinadas toxinas ambientais parece não ser suficiente para causar a DP, 

uma vez que a doença em indivíduos que vivem em uma mesma área 

durante longos períodos é baixo. Por outro lado, um agente ambiental 

poderia influenciar decisivamente no desenvolvimento da DP em indivíduos 

geneticamente susceptíveis (Meneses e Teive, 1996).  

 

1.3 Modelos animais da doença de Parkinson 

 

O aumento do conhecimento acerca da fisiopatologia da DP, suas 

causas e o desenvolvimento de novas terapias eficazes no alívio dos seus 

sintomas dependem da existência de modelos animais representativos, que 

permitam a avaliação de novos agentes farmacológicos e estratégias 

terapêuticas antes que estes sejam aplicados em testes clínicos. A DP é uma 

das várias doenças humanas que parece não ocorrer espontaneamente em 

outros animais. Entretanto, as características desta doença podem ser 

mimetizadas, em maior ou menor escala, em animais de laboratório (como 

roedores) através da administração de diferentes compostos: reserpina, 6-

hidroxidopamina (6- OHDA), 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina 

(MPTP), paraquat, manebe, rotenona e ferro (para revisão ver Gerlach e 

Riederer, 1996; Dawson, 2000; Beal, 2001; Shimohama et al., 2003). 
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Embora não exista um modelo animal ideal da DP que apresente 

todas as características associadas à condição clínica, como: (I) detecção 

das alterações motoras associadas ao parkinsonismo; (II) perda seletiva e 

gradual dos neurônios dopaminérgicos com o avanço da idade; (III) 

produção de inclusões citoplasmáticas (corpos de Lewy) eles têm sido de 

grande valia na elucidação dos mecanismos moleculares relacionados à 

neurodegeneração verificada na DP e na avaliação de novos agentes 

terapêuticos (Shimohama et al., 2003). 

Por outro lado, grande parte dos estudos realizados até o presente 

momento utilizando estes modelos animais (MPTP e 6-OHDA) da DP tem 

sido focada em seus efeitos sobre a via dopaminérgica nigroestriatal e a 

indução de comprometimentos motores nos animais. Como a DP está 

associada com alterações em uma variedade de funções, incluindo 

alterações afetivas (Santamaria et al., 1986; Cummings, 1992); cognitivas 

(Owen et al., 1995; Dubois e Pillon, 1997) e olfatórias (Doty et al., 

1988,1995; Hawkes et al., 1998, 1999), torna-se importante avaliar se estes 

modelos animais são também capazes de reproduzir algumas destas 

alterações. 

A capacidade da droga MPTP de lesar seletivamente neurônios 

dopaminérgicos foi descoberta de maneira acidental em 1976 na Califórnia, 

quando um grupo de jovens dependentes de heroína começou a apresentar 

sintomas típicos da DP. A análise da “heroína” utilizada revelou a 

existência do MPTP como resíduo contaminante (Davis et al., 1979; 

Langston et al., 1983; Ballard et al., 1985). A partir deste momento, a 

administração do MPTP a animais de laboratório (principalmente roedores e 

primatas) passou a ser utilizado como um modelo para o estudo da DP (para 

revisão ver Gerlach e Riederer, 1996; Dawson, 2000; Beal, 2001; Dauer e 

Przedborski, 2003; Shimohama et al., 2003). O mecanismo da 

neurotoxicidade induzida pelo MPTP envolve também a  sua fácil passagem 

pela barreira hematoencefálica em virtude da sua elevada lipossolubilidade 

(Markley et al., 1984). No cérebro, o MPTP é convertido ao íon 1-metil-4-

fenil piperidínio (MPP+) pela ação da enzima monoamina oxidase B 

(MAO-B), sendo esta conversão realizada principalmente nas células da 

glia. O MPP+ é posteriormente captado pelos transportadores para 

dopamina nos terminais dopaminérgicos nigroestriatais, sendo este o fator 

determinante para a relativa seletividade do MPTP sobre neurônios 

dopaminérgicos. No neurônio dopaminérgico, o MPP+ poderá seguir três 

caminhos distintos: (I) ser captado por transportadores vesiculares de 

monoaminas e acumular-se em vesículas, o que inibe temporariamente o 

seu efeito neurotóxico (Takahashi et al., 1997); (II) concentrar-se na 

mitocôndria, onde o MPP+ inibe o complexo I da cadeia de transporte de 

elétrons, o que acarreta uma redução na produção de adenosina-5´-trifosfato 

(ATP) e aumento na formação de radicais livres (Langston et al., 1984; 
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Ramsay e Singer, 1986; Tipton e Singer, 1993; Beal, 2001); (III) e interação 

com enzimas citosólicas, principalmente aquelas contendo cargas negativas 

(Klaidman et al., 1993). 

O grau de degeneração dopaminérgica e os sintomas apresentados 

pelos animais após a administração do MPTP é bastante variável, 

dependendo da espécie estudada e o regime de tratamento. 

Em primatas (homens, macacos e babuínos), o MPTP induz 

sintomas que são praticamente indistinguíveis da DP, como degeneração de 

neurônios dopaminérgicos da via nigroestriatal, aparecimento de agregados 

da proteína α-sinucleína (embora não existam corpos de Lewy 

característicos), além de distúrbios motores clássicos da DP, como tremores, 

rigidez muscular, bradicinesia e instabilidade postural (Langston et al., 

1983; Burns et al., 1983; Kopin e Markey, 1988; Forno et al., 1993; 

Varastet et al., 1994; Beal, 2001). De maneira similar ao observado na DP, a 

neurotoxicidade e os sintomas induzidos pelo MPTP aumentam com o 

avanço da idade em primatas (Ovadia et al., 1995), podendo estes serem 

revertidos quando tratados com levodopa e agonistas dopaminérgicos 

(Langston e Irwin, 1986; Kopin e Markey, 1988).  

Os roedores (ratos e camundongos) parecem ser menos sensíveis à 

neurotoxicidade induzida pelo MPTP quando comparados aos primatas, 

além de não apresentarem toda a sintomatologia característica da DP. Em 

camundongos, os efeitos da administração sistêmica do MPTP são 

dependentes do regime do tratamento, da linhagem estudada e da idade dos 

animais (Irwin et al., 1992, 1993; Sedelis et al., 2000, 2001; Schmidt e 

Ferger, 2001; Prediger et al., 2009). Tem sido demonstrado que a linhagem 

C57BL6 apresenta uma maior sensibilidade aos efeitos do MPTP quando 

comparada às demais linhagens de camundongos (Sedelis et al., 2000, 

2001). Além disso, a exemplo do ocorrido com primatas, os efeitos do 

MPTP aumentam com o avanço da idade nestes animais (Irwin et al., 1992, 

1993). Por razões de praticidade e logística, a administração sistêmica de 

MPTP em camundongos tem sido um dos modelos animais mais 

empregados no estudo dos mecanismos de neurotoxicidade associados à 

DP, bem como para o teste de novos agentes terapêuticos para esta doença 

(Heikkila et al., 1984; Arai et al., 1990; Araki et al., 2001; Schmidt e 

Ferger, 2001). Por outro lado, tem sido demonstrado que ratos são 

particularmente resistentes aos efeitos do MPTP quanto este é administrado 

sistemicamente (Chiueh et al., 1984; Kalaria et al., 1987). Embora as razões 

para esta resistência não estejam totalmente esclarecidas, alguns autores 

sugerem que isto poderia ser decorrente de diferenças no metabolismo do 

MPTP, na retenção ou distribuição do seu metabólito MPP+ (Langston, 

1985), ou ainda da presença de altos níveis da enzima MAO-B nos capilares 

cerebrais de ratos, o que constituiria uma espécie de barreira “enzimática” 

hematoencefálica (Kalaria et al., 1987). Esta resistência aos efeitos 
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neurotóxicos da administração sistêmica do MPTP exibida por ratos é o 

principal fator responsável pelo limitado número de trabalhos destinados a 

investigar as ações desta neurotoxina em ratos, chegando ao extremo de 

alguns autores desaconselharem o emprego do modelo do MPTP nesta 

espécie (Schmidt e Ferger, 2001).  

Em 2006, dois grupos de pesquisa independentes, um do Brasil 

(Prediger e colaboradores) e outro da Espanha (Rojo e colaboradores), 

publicaram quase que simultaneamente os primeiros trabalhos descrevendo 

o uso da infusão intranasal (i.n.) do MPTP em ratos e camundongos como 

um modelo animal da DP. A principal idéia era conseguir associar possíveis 

fatores e riscos ambientais induzidos por neurotoxinas (ex: MPTP) com as 

alterações associadas com a DP. No estudo de Rojo et al. (2006), após 30 

dias consecutivos da administração de MPTP (60 mg/kg/dia) pela via i.n., 

os camundongos apresentaram prejuízos motores, os quais foram 

correlacionados com uma redução de 80% nos níveis de dopamina no 

estriado e uma redução na imunoreatividade da enzima tirosina hidroxilase 

(TH) no estriado e SNpc (Rojo et al., 2006). O mesmo grupo também 

investigou os efeitos da administração crônica (30 dias) das neurotoxinas 

rotenona e paraquat em camundongos. No entanto, em contraste com os 

resultados obtidos com o MPTP, os camundongos e ratos tratados com 

rotenona foram assintomáticos, enquanto que a administração do paraquat 

induziu hipocinesia e dano vestibular, mas não alterou o sistema 

nigroestriatal (Rojo et al., 2007).  

Por outro lado, os estudos realizados pelo grupo brasileiro vêm 

buscando compreender melhor os sintomas não motores em roedores após a 

administração i.n. de MPTP. Estas alterações comportamentais vêm sendo 

investigadas em ratos adultos da linhagem Wistar (3 meses) e camundongos 

adultos da linhagem C57BL/6 (5-6 meses de idade) ao longo do período de 

um mês após uma única administração bilateral do MPTP (1 mg/narina) 

(Prediger et al., 2006, 2009, 2010, 2011; Franco et al., 2007; Moreira et al., 

2010; Matheus et al., 2012). Roedores tratados com MPTP i.n. sofreram ao 

longo do tempo prejuízos em funções olfatórias, cognitivas, emocionais e 

motoras (Prediger et al., 2006, 2009, 2010, 2011; Franco et al., 2007; 

Moreira et al., 2010; Matheus et al., 2012) o que parece ser correlacionado 

com diferentes estágios da DP em humanos, de acordo com a hipótese de 

Braak (2004).  

Os prejuízos olfatórios podem ser explicados lenvando-se em 

consideração que uma toxina ou agente químico causador da DP (ex: 

MPTP) poderia usar a cavidade nasal como porta de entrada no organismo 

(Roberts, 1986; Harrison e Person, 1989; Hawkes et al., 1999). Assim, 

sabendo que o epitélio olfativo encontrar-se diretamente exposto ao meio 

ambiente, este poderia ser o primeiro alvo para um suposto agente causador 

externo, sendo afetado antes mesmo que as alterações nos núcleos da base 
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se desenvolvessem (Hawkes et al., 1999).   

Segundo esta hipótese, estudos clínicos existentes nesta área 

descrevem que os prejuízos olfativos apresentados por pacientes 

parkinsonianos podem ser detectados antes mesmo do aparecimento dos 

sintomas clássicos motores (Daniel e Hawkes, 1992; Doty et al., 1995; 

Berendse et al., 2001). Braak e colaboradores (2004) propuseram o 

progresso temporal/espacial do processo neurodegenerativo na DP, 

demonstrando que áreas olfativas, juntamente com o tronco cerebral, são as 

primeiras áreas acometidas, sendo consideradas uma fase pré-sintomáticos 

(estágio 1-2) na DP. O processo avança para a SNpc e outros núcleos do 

mesencéfalo e prosencéfalo, dando inicio a fase sintomática clássica com os 

prejuízos motores (estágio 3-4) da DP. O processo neurodegenerativo 

(estágio 5-6) alcança o neocórtex, fazendo com que a DP se manifeste 

clinicamente em toda a sua dimensão (Braak et al., 2004). Portanto, o 

desenvolvimento de novas técnicas mais precisas, que permitam mensurar 

este prejuízo olfativo precocemente, pode vir a representar uma importante 

ferramenta para o diagnóstico da DP em seus estágios iniciais, melhorando 

a eficácia do tratamento (Doty et al., 1984, 1995; Daniel e Hawkes, 1992; 

Becker et al., 2002).  

Transtornos depressivos ocorrem geralmente na DP (Cummings et 

al., 1999), afetando cerca de 40% dos pacientes durante as fases iniciais da 

doença (Tolosa, Compta, Gaig, 2007). Vários estudos sugerem que a 

fisiopatologia de transtornos de humor na DP pode ser diferente dos 

mecanismos que são observados na população em geral (Lieberman, 2006). 

Embora a fisiopatologia dos sintomas psiquiátricos na DP não esteja 

totalmente compreendida, o acometimento de vias dopaminérgicas, 

colinérgicas, serotoninérgicas, noradrenérgicas e gabaérgicas pode estar 

envolvido na sua gênese (Scharg et al., 2004). Deve ser destacado que a 

infusão i.n. de MPTP promoveu um comportamento do “tipo–depressivo” 

em ratos (Moreira et al., 2010), refletido por um tempo maior de 

imobilidade no teste de natação forçada (Porsolt, et al., 1978).  

Portanto, apesar da existência de algumas limitações, o uso de 

MPTP i.n. em ratos e camundongos mimetiza o desenvolvimento de 

características da DP (incluindo sintomas motores e não-motores), morte de 

células na SNpc e depleção dos níveis de dopamina em diferentes áreas do 

cérebro) (Prediger et al., 2006, 2009, 2010; Moreira et al., 2010). Desta 

forma, a sequência de alterações olfativas, cognitivas, emocionais, motoras 

e neuroquímicas observadas com a infusão i.n. de MPTP tornam este um 

modelo animal útil para o estudo de estratégias de neuroproteção frente à 

DP.  

A neurotoxina 6-OHDA também é uma das substâncias muito 

utilizada como modelo animal para o estudo da DP (Gomez-Lazaro et al. , 

2008, Ikeda et al. , 2008, Mu et al. , 2009). Essa substância possui uma 
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estrutura química similar a da dopamina, demonstrando assim uma alta 

afinidade pelos transportadores de dopamina e acarretando na morte de 

neurônios dopaminérgicos e catecolinérgicos (Lehmensiek et al. , 2006). 

Por ser incapaz de atravessar a barreira hematoencefálica (Garver et al., 

1975), a 6-OHDA é administrada diretamente no estriado, SNpc ou no feixe 

prosencefálico medial (FPM), para induzir o parkisonismo. A administração 

intraestriatal de 6-OHDA em ratos induz neurotoxicidade nos terminais 

dopaminérgicos 24 horas após a injeção, seguido de uma perda de neurônios 

dopaminérgicos localizados na SNpc no hemisfério ipsilateral (Berger et al., 

1991; Cadet et al., 1991; Ichitani et al., 1991; Kirik et al., 1998; Lee et al., 

1996; Przedborski et al., 1995; Sauer e Oertel, 1994). No interior dos 

neurônios, o acúmulo de 6-OHDA e a auto-oxidação não enzimática 

promovem a formação de radicais livres (Bladini et al., 2008). O efeito 

inibitório sobre a atividade do complexo I da cadeia respiratória 

mitocondrial pode ser responsável pelo mecanismo de formação de espécies 

reativas do oxigênio (ERO) dessa neurotoxina (Lehmensiek et al., 2006; 

Inden et al., 2006; Chin et al., 2008).  

 

1.4 Estratégias de neuroproteção 

  

 Nos últimos anos, vêm crescendo o número de trabalhos 

epidemiológicos, clínicos e pré-clínicos que visam melhorar as limitações 

dos fármacos utilizados atualmente no tratamento da DP. Atualmente 

existem diferentes tratamentos farmacológicos para a DP, como fármacos 

precursores de dopamina (ex: levodopa - L-DOPA), inibidores das enzimas 

de degradação de dopamina (ex: selegelina e rasagilina – inibidores da 

monoamino-oxidase-B - MAO-B; e inibidores da catechol-o-

methyltransferase – COMT: tolcapone e a entacapone) e agonistas 

dopaminérgicos (ex: bromocriptina e pramipexol). Porém, esses 

medicamentos representam uma alternativa meramente paliativa à DP, uma 

vez que atuam restabelecendo temporariamente a função dopaminérgica no 

SNC, sem demonstrar, uma ação neuroprotetora comprovada sobre o 

processo de neurodegeneração. Diante do cenário atual do tratamento 

farmacológico para a DP, há uma grande procura por novos agentes não 

dopaminérgicos (ex: estabilizadores do humor, estatinas, antagonistas 

seletivos e não-seletivos de adenosina, antagonistas de receptores 

metabotrópicos e ionotrópicos de glutamato, entre outros) que poderiam 

representar tratamentos alternativos ou adjuvantes para o alívio dos 

sintomas motores e não-motores da DP, com reduzidos efeitos colaterais e, 

principalmente, que pudessem impedir ou retardar o avanço do processo 

neurodegenerativo.  
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1.5 Estabilizadores do humor  

 

 Os fármacos estabilizadores do humor, como o Li e VPA, são 

utilizados para controlar as flutuações de humor características do 

transtorno bipolar (Rang et al., 2004). Apesar de serem usados amplamente 

na clínica, os mecanismos pelos quais o Li e o VPA exercem seus efeitos 

ainda não estão completamente esclarecidos (Rowe e Chuang, 2004). Sabe-

se que o lítio atua em uma série de sistemas de neurotransmissores e de 

mecanismos de transmissão de sinais, tais como a hidrólise de fosfoinositol, 

adenilato ciclase, proteínas G, a proteína cinase da glicogênio sintase na sua 

isoforma 3β (GSK-3β) e a proteína cinase C (PKC) (Wang et al., 2003). A 

GSK-3β está envolvida no processo de disfunção colinérgica e morte 

celular associadas à doença de Alzheimer (Bijur et al., 2000). Por meio de 

seus efeitos na GSK-3β e PKC, o lítio pode alterar também a fosforilação de 

proteínas do citoesqueleto, o que leva a mudanças de neuroplasticidade 

(Lenox e Hahn, 2000).  

 Os efeitos neuroprotetores característicos dos estabilizadores do 

humor (lítio e valproato) podem ser observados em diversas condições, tais 

como o tratamento agudo e crônico com anfetamina (Frey et al., 2006a,b), 

na excitotoxicidade glutamatérgica (Wang et al., 2003; Hashimoto et al., 

2002) e na neurotoxicidade causada pelo acúmulo do peptídeo β-amilóide 

(Alvarez et al., 1999). Estudos demonstraram que o lítio e o valproato 

possuem a capacidade de atenuar determinadas ações neurodegenerativas, 

como a peroxidação lipídica e a oxidação de proteínas induzidas por 

glutamato (Jakopec et al., 2008; Shao et al., 2005), o estresse oxidativo 

induzido por cloreto de ferro (Wang et al., 2003), o dano cerebral induzido 

por isquemia (Bian et al., 2007). Além disso, o tratamento com lítio 

antagoniza a ativação de proteínas cinases ativadas por mitógenos, as 

MAPK, JNK e p38MAPK (Rowe e Chuang, 2004). Por fim, foi 

demonstrado que o tratamento crônico com lítio induz a expressão de 

neurotrofinas, como o BDNF (fator neurotrófico derivado do encéfalo) em 

cultura de neurônios corticais de ratos (Chuang, 2004; Vajda, 2002).  

 O VPA apresenta ações semelhantes as do lítio no que diz respeito 

à neuroproteção. Por exemplo, ambos aumentam a atividade de ligação do 

DNA e a atividade dos fatores de transcrição da família 1 de proteínas 

ativadoras por meio da proteína cinase regulada por sinal extracelular 

(ERK). A ERK modula os efeitos de diversas neurotrofinas, incluindo a 

diferenciação neuronal, sobrevivência neuronal, neuroplasticidade de longa 

duração e aprendizado e memória (Yuan et al., 2001). O ácido valpróico 

aumenta a expressão de genes relacionados à via da ERK e de proteínas 

antiapoptóticas da família das Bcl-2. Além disso, promove crescimento de 

neuritos, sobrevivência celular e aumento de captação e liberação de 

noradrenalina (Yuan et al., 2001). Da mesma forma que o lítio, o ácido 



 11 

valpróico, em doses terapêuticas, tem efeito inibitório sobre a GSK-3β. A 

associação do ácido valpróico com o lítio tem efeitos somatórios nessa 

inibição (Chen et al. 1999; Stambolic et al., 1996).  

 

1.6 Atorvastatina 

 Os inibidores da enzima 3-hidróxi-3-metilglutaril-Coenzima A 

(HMG-CoA) redutase, são potentes redutores dos níveis séricos de 

colesterol. A enzima HMG-CoA redutase é a enzima limitante da síntese do 

colesterol, catalizando a redução da HMG-CoA a mevalonato (Nelson e 

Cox, 2000). Evidências sugerem um efeito neuroprotetor das estatinas 

independente da redução dos níveis de colesterol em diversas doenças 

neurológicas incluindo isquemia cerebral, hemorragia intracerebral, DP, 

encefalomielites alérgicas experimentais, e doença de Alzheimer (Jung et 

al., 2004; DeKosky, 2005; Stepien et al., 2005; Weber et al., 2005; Li et al., 

2006).  

 Os isoprenóides são derivados de metabólitos intermediários da 

síntese de colesterol. Esses derivados servem como importantes moléculas 

lipídicas de adesão para a modificação pós-traducional de muitas proteínas, 

incluindo as proteínas-G heterotriméricas e as monoméricas, como Ras e 

Rho. A isoprenilação é um passo crítico para a atividade de diversas 

proteínas, permitindo ligações covalentes, localização subcelular e tráfego 

de proteínas para a membrana celular. Por exemplo, a translocação de Rho 

para a membrana celular é criticamente dependente da geranilgeranilação. 

Além de reduzir os níveis intracelulares de esteróides, as estatinas também 

reduzem a formação desses compostos intermediários da via de biossíntese 

do colesterol (Vaughan, 2003; Takemoto e Liao, 2001). Efeitos anti-

inflamatórios das estatinas podem ser atribuídos à redução da isoprenilação 

de proteínas envolvidas na inflamação e sinalização intracelular.  

 O papel das estatinas na prevenção de eventos coronarianos 

relacionados à aterosclerose é bastante conhecido, e por isso tornaram-se os 

medicamentos de primeira escolha para pacientes com doenças 

ateroscleróticas (Daimon et al, 2004) entre outras. A hipercolesterolemia é 

classicamente reconhecida como fator de risco para doença coronariana, 

mas poucas evidências apontam para uma relação com risco de AVC. 

 Apesar disso, alguns estudos clínicos claramente indicam que o 

tratamento com estatinas reduz significativamente o risco de AVC entre 

pacientes com doença vascular já estabelecida (Vaughan, 2003). Estudos 

retrospectivos também sugerem que a prevalência da doença de Alzheimer e  

da demência vascular é menor em pacientes com uso regular de estatinas 

(Jick et al., 2000; Wolozin et al., 2000). Esses resultados sugerem que as 

estatinas podem exercer um amplo efeito neuroprotetor. 

 Alguns estudos sugerem que as estatinas podem ter efeito direto na 

redução dos danos causados por radicais livres e oxidação de lipoproteínas. 
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Elas reduzem a oxidação do LDL induzida pela ativação de leucócitos, além 

de terem efeitos mais amplos, como a preservação da atividade da enzima 

superóxido dismutase (Chen et al., 1997). Um efeito neuroprotetor da 

atorvastatina foi demonstrado em modelo animal de trauma crânio-

encefálico, reduzindo o déficit neurológico e aumentando a sinaptogênese, 

angiogênese e sobrevivência neuronal nos animais tratados por sete dias 

após o trauma (Lu et al., 2004).  

 Além dos efeitos em modelos de isquemia e trauma, as ações 

neuroprotetoras das estatinas também foram observadas em modelo de 

toxicidade glutamatérgica, protegendo neurônios em cultura da 

excitotoxicidade induzida por NMDA (Zacco et al., 2003). Evidências 

clínicas indicam que alguns dos efeitos das estatinas, independentes da 

redução dos níveis de colesterol, ou efeitos pleiotrópicos, envolvem a 

melhora ou restauração da função endotelial e redução do estresse oxidativo 

e inflamação vascular (Takemoto e Liao, 2001).  Em nosso laboratório, 

camundongos pré-tratados por via oral com atorvastatina (1 e 10 mg/kg/dia) 

durante 7 dias antes da infusão de ácido quinolínico (um agonista de 

receptores NMDA) intracerebroventricular (i.c.v.) apresentaram 

neuroproteção contra a morte celular e a indução de convulsões, sendo a 

concentração de 10 mg/kg/dia mais eficaz (Piermartiri et al., 2009).  O pré-

tratamento com atorvastatina (10 mg/kg/dia) também atenuou a astrogliose, 

a peroxidação lipídica, e o aumento da expressão da ciclo-oxigenase-2 

(COX-2) e redução da expressão de transportadores glutamatérgicos no 

hipocampo de camundongos após a neurodegeneração induzida pela 

administração i.c.v. do peptídeo β-amilóide (1-40) (Piermatiri et al., 2010). 

Portanto o pré-tratamento com atorvastatina 10 mg/kg/dia (7 dias) pode ser 

uma possível estratégia de neuroproteção contra o dano cerebral observado 

em diferentes modelos experimentais.  

 Atualmente, diferentes estudos in vivo e in vitro têm demonstrado 

opotencial papel neuroprotetor no uso de estatinas na DP. A incidência de 

DP diminui em usuários com estatinas. Baseado em dados de um sistema de 

saúde, Wolozin e coloboradores (2007) constataram que a sinvastatina e a 

atorvastatina estão ligadas a uma redução na incidência da DP. Além disso, 

Vuletic e colaboradores (2006) demonstraram que as estatinas atravessam 

facilmente a barreira hematoencefálica, tornando assim a eficácia do seu 

potencial neuroprotetor mais vulnerável em relação a doenças no SNC.  

 Recentemente, Kumar e colaboradores (2012) demonstraram que o 

tratamento via oral com atorvastatina (10 e 20 mg/kg) ou sinvastatina (15 e 

30 mg/kg) por 14 dias apresentou uma série de efeitos neuroprotetores em 

relação a alterações no peso corporal, atividade locomotora, desempenho no 

rota-rod, atividade do complexo I mitocondrial e das defesas oxidativas, 

além da redução nos níveis das citocinas inflamatórias (TNF-α; IL-6) 

induzidas pela injeção intraestriatal unilateral da neurotoxina 6-OHDA em 
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ratos. Esses efeitos estão ligados a uma possível ação do tipo antioxidante e 

anti-inflamatória, bem como, o restabelecimento da atividade de enzimas do 

complexo mitocondrial.  

 Em 2008, Hernandéz-Romero e colaboradores demonstraram que a 

sinvastatina preveniu a morte de neurônios dopaminérgicos e a perda de 

astrócitos, em um modelo que utilizou a administração de LPS 

(lipopolissacarideo bacteriano) na substância negra de ratos. Esses efeitos 

de neuroproteção podem estar ligados à redução de processos inflamatórios 

induzidos pelo LPS através da ativação e proliferação de células 

microgliais, e também a alterações de fosforilação da MAPKs. Uma outra 

sugestão do estudo é que o efeito neuroprotetor da sinvastatina pode estar 

associado ao aumento do níveis de BDNF após sofrer um dano com LPS. 

Segundo Gosh e colaboradores (2009) a sinvastatina apresentou um forte 

efeito de inibição da ativação da proteína p21
ras

, e da expressão de 

moléculas pró-inflamatórias na SNpc, após a intoxicação de camundongos 

com MPTP. Em 2007 esse efeito neuroprotetor da sinvastatina foi também 

demonstrado por Gosh e colaboradores, através da supressão da proteína 

p21
ras

 e de NFK-B, dessa vez induzidos por MPP
+
. Além desses efeitos 

descritos, a sinvastatina tem demonstrado efeitos na prevenção da depleção 

de dopamina no estriado e na nitração de proteínas TH induzidas por MPTP 

(Selley, et al., 2005), além de inibirem a perda de neurônios dopaminérgicos 

em modelo crônico de intoxicação com MPTP (Meredith et al., 2008). 

 

1.7 Modulação dos receptores adenosinérgicos 

  

 Um número crescente de evidências tem demonstrado que a 

adenosina (ADO) apresenta efeitos opostos aos da dopamina no SNC. A 

ativação motora induzida por antagonistas dos receptores da adenosina é 

inibida pela depleção de dopamina ou pelo bloqueio dos receptores da 

dopamina. Além disso, agonistas de receptores adenosinérgicos inibem, 

enquanto antagonistas adenosinérgicos potencializam, a estimulação motora 

induzida por agonistas de receptores dopaminérgicos (ver Ferre et al., 1997, 

2001; Franco et al., 2000). Uma descoberta recente neste processo é a co-

localização dos receptores D1/A1 e D2/A2A no estriado, observado 

inicialmente em ratos (Ferre et al., 1991) e posteriormente também descrito 

em humanos (Diaz-Cabiale et al., 2001). Estudos in vivo e in vitro sugerem 

que o mecanismo desta interação entre os receptores de dopamina e 

adenosina pode envolver a formação de heterodímeros, levando a alterações 

alostéricas que afetam a afinidade e o acoplamento com as proteínas-G, 

modulando a eficácia da ativação do receptor A2A. Desta forma, a 

estimulação dos receptores da adenosina diminui a afinidade de ligação de 

agonistas dopaminérgicos com os receptores da dopamina (Fenández-

Dueñas et al., 2012). Ou seja, de maneira geral, os agonistas da adenosina 
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produzem efeitos similares aos dos antagonistas da dopamina, enquanto que 

os efeitos dos antagonistas da adenosina assemelham-se aqueles induzidos 

por agonistas dopaminérgicos (Fuxe et al., 1998). Além disto, a ADO, 

através de sua interação com os receptores A1 e A2A, é responsável por 

modular a liberação de glutamato, desta forma, controlando a 

excitotoxicidade (Ciruela et al., 2006).  

 Dentre os quatro subtipos de receptores para a ADO (A1, A2A, A2B 

e A3), o receptor A2A é aquele que tem atraído maior atenção como possível 

alvo para o tratamento da DP (Mally e Stone, 1998; Ferre et al., 2001; 

Morelli e Pinna, 2001; Morelli, 2003). O potencial terapêutico da cafeína e 

de antagonistas seletivos do receptor A2A para ADO no tratamento da DP 

tem sido confirmado em diversos estudos utilizando modelos animais desta 

doença. A cafeína e antagonistas seletivos do receptor A2A para ADO 

promovem rotação contralateral em ratos que sofreram lesão unilateral da 

SNc por 6-OHDA (Svenningsson et al., 1999), reduzem a catalepsia 

induzida por antagonistas do receptor D2 para dopamina (Hauber et al., 

2001), além de atenuarem a perda de neurônios dopaminérgicos estriatais 

induzidas pelo tratamento com MPTP em camundongos (Chen et al., 2001). 

Além disso, a cafeína reverte os prejuízos cognitivos induzidos pela 

administração intranigral de MPTP em ratos (Gevaerd et al., 2001). Os 

efeitos da cafeína e de antagonistas seletivos dos receptores de adenosina do 

subtipo A2AR (ex: KW6002, SCH58261 e ZM241385) têm sido avaliados 

em pacientes parkinsonianos e em diferentes modelos experimentais da DP 

(para revisão ver Prediger et al., 2010). Estudos pré-clínicos com roedores 

demonstram que a cafeína e o bloqueio dos A2AR conferem neuroproteção 

contra a neurodegeneração dopaminérgica (Chen et al., 2001; Kalda et al., 

2006) e melhoram os prejuízos motores (Jenner, 2003) em diferentes 

modelos experimentais da DP. Em adição, achados do nosso grupo de 

pesquisa e de outros sugerem o potencial da cafeína e de antagonistas do 

receptor A2A no tratamento dos sintomas não motores da DP (ex: disfunções 

olfatórias e cognitivas) (Prediger et al., 2005; Takahashi et al., 2008; 

Prediger et al., 2010).  

 Os mecanismos moleculares pelo qual o bloqueio dos A2AR 

promove neuroproteção contra a neurodegeneração dopaminérgica na DP 

ainda não estão totalmente elucidados. Uma das principais possibilidades é 

que o A2AR possa modular o processo neuroinflamatório presente em 

diferentes doenças neurodegenerativas, dentre elas a DP (ver Prediger et al., 

2010). O processo de neurodegeneração na DP é acompanhado por uma 

reação inflamatória, caracterizada pela ativação de células da glia 

(micróglias e astrócitos) e aumento na liberação de diversos mediadores 

inflamatórios (ex: fator de necrose tumoral (TNF-α) e interleucina-1β) 

responsáveis pela produção de radicais livres (Hunot et al., 1999; Mcgeer e 

Mcgeer, 2004). Segundo Cunha e colaboradores (2007) existe um aumento 
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no número de A2AR em astrócitos e micróglias em roedores submetidos a 

modelos experimentais da DP, sendo que o bloqueio destes receptores é 

capaz de prevenir a neuroinflamação e a neurodegeneração dopaminérgica 

nestes animais (Cunha et al., 2007; Yu et al., 2008).  

 

2. JUSTIFICATIVA 

 

 Entendemos que este estudo justifica-se pela possibilidade de 

compreensão das alterações comportamentais (déficits motores e não-

motores) e neuroquímicas (imunoistoquímica, viabilidade celular, estresse 

oxidativo, níveis de monoaminas) induzidos por dois modelos 

experimentais da DP, a administração i.n. do MPTP e o uso de 6-OHDA in 

vitro em fatias de diversas estruturas cerebrais. Além disto, avaliamos a 

efetividade de novas estratégias neuroprotetoras, tratamento com 

estabilizadores do humor (lítio e valproato), estatinas (atorvastatina) e 

antagonistas de receptores adenosinérgicos, no modelo animal in vivo. A 

abordagem proposta deverá contribuir para as pesquisas na área de 

investigação pré-clínica da DP, possibilitando uma maior compreensão 

entre a associação de respostas comportamentais com mecanismos celulares 

e moleculares envolvidos no processo neurodegenerativo desta 

enfermidade. Entender os mecanismos de uma doença também é 

fundamental para o desenvolvimento de novas modalidades preventivas e 

terapêuticas. 

 

3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral: 

  Este estudo tem como objetivo avaliar novas estratégias de 

neuroproteção, bem como alterações comportamentais e bioquímicas 

induzidas pela administração intranasal (i.n.) de 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-

tetrahidropiridina (MPTP) in vivo  e com o uso da neurotoxina 6-

hidroxidopamina (6-OHDA) in vitro, usados como modelos animais da DP.   

3.2 Objetivos Específicos:  

1. Avaliar o efeito do tratamento com estabilizadores do humor (Li e 

VPA), sobre as alterações comportamentais observadas nos testes de 

discriminação olfatória, memória social, esquiva inibitória, nado 

forçado e campo aberto induzidas pela administração i.n. de MPTP em 

ratos adultos; 

2. Avaliar o efeito do tratamento com estabilizadores do humor (Li e 

VPA), sobre os níveis das monoaminas dopamina e serotonina e seus 
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metabólitos (DOPAC, HVA e 5-HIIA) nas regiões do bubo olfatório e 

estriado em ratos adultos submetidos à administração i.n. de MPTP; 

3. Avaliar o efeito do tratamento com a ATOR sobre as alterações 

comportamentais observadas nos testes de discriminação olfatória, 

memória social, esquiva inibitória, nado forçado e campo aberto, 

induzidas pela administração i.n. de MPTP em ratos adultos;  

4. Avaliar o efeito do tratamento com ATOR sobre alterações bioquímicas 

(níveis de citocinas pró-inflamatórias e da enzima tirosina hidroxilase) 

em diferentes áreas cerebrais (estriado e hipocampo) induzidas pela 

administração i.n. de MPTP.   

5. Avaliar o efeito do tratamento in vitro com atorvastatina sobre 

alterações de viabilidade celular e parâmetros de estresse oxidativo em 

fatias cerebrais de hipocampo, estriado e córtex cerebral de ratos, 

induzidas pela 6-OHDA in vitro.  

6. Avaliar o efeito do bloqueio farmacológico ou da deleção genética dos 

receptores A2A para ADO nos prejuízos olfatórios, emocionais, 

cognitivos e motores induzidos pela administração i.n. de MPTP em 

camundongos através da utilização de diferentes testes 

comportamentais (discriminação olfatória, labirinto em cruz elevado, 

reconhecimento social, labirinto em Y, localização de objeto, labirinto 

aquático, suspensão pela cauda, rotarod, teste de agarrar, teste da 

plataforma e campo aberto). 

7. Avaliar o efeito do bloqueio farmacológico ou da deleção gênica dos 

receptores A2A para adenosina sobre a expressão da proteína tirosina 

hidroxilase (TH) em diferentes áreas cerebrais (estriado e substância 

negra) de camundongos tratados com MPTP i.n. 
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4. RESULTADOS 

Os resultados do presente estudo estão divididos na forma de 

capítulos, e apresentados no formato de artigos (publicado, submetido ou 

em elaboração), seguindo a distribuição abaixo: 

Capítulo I (Artigo publicado na revista Behavioural Brain Research): 

Lithium and valproate prevent olfactory discrimination and short-term 

memory impairments in the intranasal 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-

tetrahydropyridine (MPTP) rat model of Parkinson’s disease  

Capitulo II (Artigo submetido à revista Brain Research): Atorvastatin 

improves cognitive, emotional and motor impairments induced by 

intranasal 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) 

administration in rats, an experimental model of Parkinson’s disease 

Capitulo III (Artigo em elaboração): Atorvastatina atenua a toxicidade 

induzida por 6-OHDA em fatias de estriado, hipocampo e córtex 

cerebral in vitro através da interação com os receptores NMDA  

Capitulo IV: (Artigo em elaboração): Estudo do envolvimento dos 

receptores A2A para adenosina em um modelo experimental da doença 

de Parkinson: infusão intranasal de MPTP em camundongos 
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a  b  s  t  r  a  c  t

We  have  recently  demonstrated  that  rodents  treated  intranasally  with  1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine  (MPTP)  display  time-dependent  impairments  in  olfactory,  emotional,  cognitive  and
motor  functions  associated  with  disruption  of  dopaminergic  neurotransmission  in  different  brain  struc-
tures  conceivably  analogous  to  those  observed  during  different  stages  of  Parkinson’s  disease  (PD).  On
the  other  hand,  lithium  (Li)  and  valproate  (VPA)  are  two  primary  drugs  used  to  treat  bipolar  mood  dis-
order  that  have  recently  emerged  as  promising  neuroprotective  agents.  The  present  data  indicates  that
the  pretreatment  with  Li  (47.5  mg/kg)  or  VPA  (200  mg/kg)  by  intraperitoneal  route  during  7 consecutive
days  was  able  to prevent  olfactory  discrimination  and  short-term  memory  impairments  evaluated  in
the  social  recognition  and  step-down  inhibitory  avoidance  tasks  in  rats  infused  with  a  single  intranasal
(i.n.)  administration  of  MPTP  (0.1  mg/nostril).  Despite  the  absence  of  clear  depressive-like  responses  fol-
lowing  the  current  MPTP  dose,  Li  and  VPA treatment  presented  an  antidepressant  profile  reducing  the
immobility  time  in  the  forced  swimming  test.  Importantly,  at  this  time  no  significant  alterations  on  the
locomotor  activity  of  the animals  were  observed  in  the open  field  test.  Moreover,  Li  and  VPA  prevented
dopamine  depletion  in the  olfactory  bulb  and  striatum  of MPTP-infused  rats.  These  results  provide  new
insights  in experimental  models  of  PD, indicating  that  Li and  VPA may  represent  new  therapeutic  tools
for  the  management  of  olfactory  and  cognitive  symptoms  associated  to  early  preclinical  phases  of PD,
together  with  their  neuroprotective  potential  demonstrated  in previous  research.

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Parkinson’s disease (PD) is the second most common neurode-
generative disorder that affects approximately 1% of the population
older than 50 years [37], and it is characterized by a slow and pro-
gressive degeneration of nigrostriatal dopaminergic neurons [14].
Dopamine-replacement therapy has dominated the treatment of
PD since the early 1960s and although the currently approved
antiparkinsonian agents offer effective relief of the motor deficits,
especially in the early/moderate stages of the disease, they have
not been found to alleviate the underlying dopaminergic neuron
degeneration and drug efficacy is gradually lost [1]. Preclinical
studies in laboratory’s animals have provided several candidates
neuroprotective drugs; however, at this moment there is no proven

∗ Corresponding author. Tel.: +55 48 3721 9491; fax: +55 48 3337 5479.
E-mail  address: ruidsp@hotmail.com (R.D.S. Prediger).

therapy to prevent cell death or to restore affected neurons to a nor-
mal  state [15]. One possible explanation for this limited success on
translational research in PD is that new potential agents are fre-
quently tested when the patient already shows the cardinal motor
signs (i.e. bradykinesia, rest tremor and muscular rigidity). Unfortu-
nately, the patients only fulfill these clinical criteria when 60–70% of
the neurons of the substantia nigra pars compacta (SNc) are degen-
erated and the striatal dopamine content is reduced by 80% [59].
Therefore, it seems to be imperative to evaluate new candidate
neuroprotective agents in early pre-motor stages of PD.

Nowadays there is considerable evidence showing that the
neurodegenerative processes that lead to sporadic PD begin
many years before the appearance of the characteristic motor
symptoms and additional neuronal fields and neurotransmitter
systems are also involved in PD, including the anterior olfactory
structures, dorsal motor nucleus of vagus, caudal raphe nuclei,
locus coeruleus, the autonomic nervous system, hippocampus and
the cerebral cortex [3]. Accordingly, cholinergic, adrenergic and

0166-4328/$ – see front matter ©  2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
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serotoninergic neurons are also lost which seems to be responsi-
ble for the non-motor symptoms of PD encompassing olfactory and
memory impairments, sleep abnormalities, anxiety and depression,
as well as gastrointestinal disturbance, which precede the clas-
sical motor symptoms [5]. Non-motor features of PD usually do
not respond to dopaminergic medication and probably form the
major current challenge faced in the clinical management of PD
[5].The development of new therapies in PD depends on the exis-
tence of representative animal models [26], but until recently, no
well-accepted model of the early phase of PD was available in the
literature. In this context, we have proposed a new experimental
model of PD consisting of a single intranasal (i.n.) administration of
the proneurotoxin 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine
(MPTP) in rodents [40,49–51,55]. Adult rodents (both Wistar rats
and C57BL/6 mice) treated intranasally with MPTP suffer time-
dependent impairments in olfactory, cognitive, emotional and
motor functions conceivably analogous to those observed during
different stages of PD. Such infusion causes loss of tyrosine hydrox-
ylase (TH) in the olfactory bulb and SNc, resulting in significant
dopamine depletion in the olfactory bulb, prefrontal cortex and
striatum. We  have also identified some pathogenic mechanisms
possibly involved in the neurodegeneration induced by i.n. admin-
istration of MPTP including mitochondrial dysfunction, oxidative
stress, activation of apoptotic cell death mechanisms and gluta-
matergic excitotoxicity (for review see [49]).

On the other hand, lithium (Li) and valproate (VPA) have been
successfully employed therapeutically for treatment of bipolar
depressive illness; however, their mechanisms of action are poorly
understood. More recently, in vitro and in vivo studies have pointed
the neuroprotective potential of Li and VPA against diverse insults
of the central nervous system [10,29,35,36,42]. Of high importance,
these two drugs have also been shown to display beneficial effects
in cellular and animal models of neurodegenerative diseases such
as stroke, Alzheimer’s disease, PD, Huntington’s disease, spinal cord
injury, spinal muscular atrophy, retinal degeneration, and human
immunodeficiency virus-1 infection (for review, see [10,69]).
Regarding PD, relatively dated clinical studies reported no amelio-
ration of patients treated with VPA [43,56], while Hicks et al. [30]
reported recently a series of three PD patients with impulse-control
disorders (ICDs) who were effectively treated with VPA. Moreover,
recent experimental findings have demonstrated the protective
effects of Li and VPA against the dopaminergic neurodegenera-
tion induced by different PD-mimetic toxins, such as MPTP and
its active metabolite 1-methyl-phenylpyridinium (MPP+) [6,34,77],
6-hydroxydopamine (6-OHDA) [39] and rotenone [38].

In  spite of the available literature indicating the neuroprotective
potential of Li and VPA, no consistent evidence for the effects of
such agents in the behavioral deficits observed in animal models of
PD has to date been documented. Therefore, the aim of the present
study was to evaluate the potential of the treatment with Li and VPA
to prevent early non-motor symptoms of PD induced by a single i.n.
MPTP administration in rats.

2. Materials and methods

2.1.  Animals

The subjects were adult male Wistar rats (4 months old, 300–350 g) and juvenile
male Wistar rats (25–30 days old) provided by the animal facility of the Universidade
Federal  de Santa Catarina (UFSC, Florianópolis, Brazil). Juvenile rats were kept in
groups of 10 per cage and served as social stimuli for the adult rats in the social
recognition task.

Animals  were maintained in a 12-h light–dark cycle (lights on at 6:00 a.m.) at
constant  room temperature (22 ± 2 ◦C) and were housed in groups of five animals
per  cage with free access to food and water. The animals were allowed to adapt to the
laboratory conditions for at least 1 week before the behavioral assessment and all
tests were carried out between 9:00 and 14:00 h. All procedures used in the present
study complied with the guidelines on animal care of the UFSC Ethics Committee
on  the Use of Animals which follows the “Principles of laboratory animal care”.

2.2. Mood stabilizers treatment

The  drugs used were Li chloride (47.5 mg/kg) (Globe Química Ltda, Cosmopolis,
SP,  Brazil), and VPA (200 mg/kg) (Abbott laboratories, São Paulo, Brazil) that were
dissolved in saline (NaCl 0.9%). The control solution consisted of saline (vehicle). The
drug doses, selected according to previous literature [24,32], were administered by
intraperitoneal (i.p.) route in a volume of 1 ml/kg of body weight once daily during
7  consecutive days. Six hours after the last injection of Li or VPA, the animals were
infused  intranasally with a single bilateral dose of MPTP (0.1 mg/nostril).

2.3. Intranasal administration of MPTP

MPTP  HCl (Sigma Chemical Co., USA) was administered by i.n. route according to
the procedure described by Dluzen and Kefalas [16] and modified by Prediger et al.
[51]. Briefly, rats were lightly anaesthetized with isoflurane 0.96% (0.75 CAM; Abbot
Laboratórios do Brasil Ltda, RJ, Brazil) using a vaporizer system (SurgiVet Inc., WI,
USA) and a 10-mm piece of PE-50 tubing was inserted through the nostrils. The tub-
ing was connected to a peristaltic pump set at a flow rate of 12.5 !l/min. The MPTP
HCl was dissolved in 0.9% NaCl (saline) at a concentration of 2 mg/ml, after which
it  was infused for 4 min (0.1 mg/nostril). The control solution consisted of saline.
Animals were given a 1-min interval to regain normal respiratory function and then
this procedure was repeated with infusions administered through the contralateral
nostrils.

2.4.  Behavioral tests

During a period of 3–14 days after the i.n. administration of MPTP, independent
groups  of animals were submitted to a battery of behavioral paradigms that included
the olfactory discrimination, social recognition, step-down inhibitory avoidance,
forced swimming and open-field tasks. The time point for the performance of each
behavioral task was chosen based on previous studies using the i.n. MPTP model
[40,49–51,55].  The tasks were scored by the same rater in an observation room,
where the rats had been habituated for at least 1 h before the beginning of the
tests.  Behavior was monitored through a video camera positioned above the appa-
ratuses and the images were analyzed online, in an adjacent room, by an experienced
experimenter who was unaware of the experimental group of the animals tested.

2.4.1. Olfactory discrimination
The  olfactory discrimination ability of rats was assessed 3 days after i.n. admin-

istration of MPTP with an olfactory discrimination task that had been previously
evaluated  in our laboratory [53]. This task consisted of placing each rat for 5 min  in
a cage, which was  divided into two  identical compartments (30 cm × 30 cm × 20 cm)
separated by an open door, where it could choose between one compartment with
fresh sawdust and another with unchanged sawdust (familiar compartment) that
the same rat had occupied for 48 h before the test. Each subject was initially placed in
the center of the non-familiar compartment and the time (s) spent by the rat in both
compartments (familiar vs. non-familiar) was recorded. Usually, mature male rats
are able to discriminate between the familiar and the non-familiar compartments,
spending  much more time in the familiar compartment since they significantly
prefer  their own odor to no odor at all [4,53].

2.4.2. Social recognition
Short-term social memory was assessed 7 days after i.n. MPTP administration

with  the social recognition task described by Dantzer et al. [12] and previously eval-
uated in our laboratory [52–54]. All juveniles were isolated in individual cages for
20 min  prior to the beginning of the experiment. The social recognition task con-
sisted of two  successive presentations (5 min each), separated by a short period of
time, where the juvenile rat was placed in the home cage of the adult rat and the time
spent by the adult in investigating the juvenile (nosing, sniffing, grooming, or paw-
ing) was  recorded. At the end of the first presentation, the juvenile was  removed and
kept in an individual cage during the delay period and re-exposed to the same adult
rat after 30 min. In this paradigm, if the delay period is less than 40 min, the male
adult rats display recognition of this juvenile, as indicated by a significant reduction
in  the social investigation time during the second presentation [12,52–54].

Time  spent in social investigation by the adult rat was measured and then
expressed  for each animal as the ratio of the second exposure to the first expo-
sure [ratio of investigation duration (RID)]. A reduction in RID reflects a decrease in
investigation behavior during the second encounter, demonstrating the recognition
ability of the adult rat. This transformation was chosen in order to minimize day-
to-day variations on the baseline of performance and to equalize variances among
different groups [12,52].

2.4.3.  Step-down inhibitory avoidance
The  inhibitory avoidance apparatus was an acrylic box (50 × 25 × 25 cm3), whose

floor  consisted of parallel stainless-steel bars (1 mm diameter) spaced 1 cm apart.
A platform (7-cm wide × 2.5-cm high) was  placed on the floor against the left wall.
The  animals were placed on the platform and their latency to step down on the grid
with the four paws was  measured with an automatic device. The animals were sub-
mitted to the inhibitory avoidance task at 13–14 days after i.n. MPTP administration
using  a protocol similar to that described previously [74]. During training sessions,
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immediately  after stepping down on the grid, the animals received a 0.3-mA, 2.0-s
scrambled foot shock. During test sessions, no foot shock was administered and the
step-down latency (maximum 180 s) was used as measure of retention. The animals
were submitted to a single training session. In order to evaluate short-term mem-
ory (STM) and long-term memory (LTM), test sessions were performed 1.5 and 24 h
after training, respectively.

2.4.4.  Forced swimming
The anhedonic-depressive-like effect was  assessed 14 days after i.n. MPTP

administration  with the forced-swimming test previously described by Porsolt et al.
[47]. Rats were placed in individual glass cylinders (40 cm in height and 17 cm in
diameter) containing water (water depth was 30 cm;  25 ± 1 ◦C). Two swimming ses-
sions were conducted (an initial 15-min pretest followed 24 h later by a 5-min test).
Two behavioral parameters were scored cumulatively in the second swimming ses-
sion test only: (i) immobility time (i.e. the time spent floating in the water without
struggling,  making only those movements necessary to keep the head above the
water), and (ii) climbing time (i.e. the time spent making active movements with its
forepaws in and out of the water, directed specifically to the cylinder wall).

2.4.5. Open-field
To rule out effects of tested drugs on locomotor activity, the animals were

placed  for 5 min in an open-field arena at 14 days after i.n. MPTP administration.
The  apparatus, made of wood covered with impermeable Formica, had a white floor
of 100 cm × 100 cm (divided by black lines into 25 squares of 20 cm × 20 cm)  and
white  walls, 40 cm high. Each rat was placed in the center of the open field and the
numbers of squares crossed and rearing were registered.

2.5.  Measurements of dopamine and serotonin levels by high performance liquid
chromatography  (HPLC)

With  the purpose of determining the relationship between the behavioral
alterations  induced by i.n. administration of MPTP in rats and neurochemical alter-
ations in dopaminergic and serotonergic neurotransmission, the levels of dopamine,
3,4-dihydroxyphenyilacetic acid (DOPAC), homovanillic acid (HVA), serotonin and
5-hydroxyindole acetic acid (5-HIAA) were measured by HPLC at 7 and 14 days
after  i.n. administration of MPTP or vehicle. Five to six rats from each group were
killed  by decapitation and their brains were removed immediately and the struc-
tures olfactory bulb and striatum were dissected, weighed, and sonicated for 5 s
in 10 volumes (v/w) of 0.1 N perchloric acid/0.05% disodium EDTA/0.05% sodium
metabisulfite.  Dopamine, serotonin and their metabolites present in the super-
natants  were assessed by HPLC (Alliance e2695, Waters, Milford, USA) and their
concentrations were calculated in nanograms per gram of tissue [50].

2.6. Statistical analysis

Data for inhibitory avoidance task are shown as median (interquartile
range)  of step down latencies. Comparisons between groups were performed by
Kruskal–Wallis non-parametric test followed by Dunn’s multiple comparison tests
using the Graph Pad Prism 4.1 (GraphPad Software Inc.). The rest of data was
checked  for normality of frequency distribution with the Kolmogorov–Smirnov test
and expressed as mean ± S.E.M. and the statistical analysis was carried out using
two-way analysis of variance (ANOVA) with pretreatment (saline vs. Li vs. VPA)
and treatment (saline vs. MPTP) as independent variables. Following significant
ANOVAs,  multiple post hoc comparisons were performed using the Newman–Keuls
test.  The accepted level of significance for the tests was P ≤ 0.05. Parametric tests
were performed using the Statistica software package (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA).

3. Results

3.1. Olfactory discrimination

The  results for the effects of i.n. administration of MPTP
(0.1 mg/nostril) on the olfactory discrimination ability of rats
pretreated with saline, Li (47.5 mg/kg, i.p.) or VPA (200 mg/kg)
are illustrated in Fig. 1. Two-way ANOVA revealed a significant
effect for the pretreatment [F2,24 = 4.14; P ≤ 0.05] and treatment
[F1,24 = 5.25; P ≤ 0.05] factors in the time spent in the familiar com-
partment.

Subsequent Newman–Keuls test indicated that rats infused
intranasally with vehicle solution were able to discriminate
between the familiar and the non-familiar compartments, spending
much more time in the familiar compartment. However, MPTP-
infused rats presented an early disruption in olfactory discrimina-
tion ability verified at 3 days after treatment, spending similar time
in the familiar and non-familiar compartments. More importantly,

Fig. 1. The effects of the pretreatment (during 7 consecutive days) with saline,
lithium  (Li, 47.5 mg/kg, i.p.) or valproate (VPA, 200 mg/kg, i.p.) on the olfac-
tory  discrimination ability of rats evaluated 3 days after i.n. infusion of MPTP
(0.1  mg/nostril). The animals were placed for 5 min in a cage, divided into two  iden-
tical compartments, where it could choose between one compartment with fresh
sawdust (non-familiar; gray) and another with unchanged sawdust that the same
mouse had occupied for 48 h before the test (familiar; white). Data are expressed as
the mean ± S.E.M. of the (A) percentage of time spent in each compartment and (B)
the number of crossings between both compartments (n = 5 animals in each group).
*P ≤ 0.05 compared to the percentage of time spent in the familiar compartment
(two-way  ANOVA followed by Newman–Keuls test).

pretreatment with Li or VPA prevented the olfactory discrimina-
tion deficits induced by i.n. MPTP administration, as indicated by a
significant increase in the time spent in the familiar compartment
(Fig. 1A). These effects on the olfactory discrimination task seem not
related with motor alterations, since no significant effects of pre-
treatment [F2,24 = 2.18; P = 0.14] nor treatment [F1,24 = 2.70; P = 0.49]
factors were observed in the number of crossings between familiar
and non-familiar compartments (Fig. 1B).

3.2. Social recognition

The  results for the effects of i.n. administration of MPTP
(0.1 mg/nostril) on the short-term social recognition memory of
rats pretreated with saline, Li (47.5 mg/kg, i.p.) or VPA (200 mg/kg)
are illustrated in Fig. 2. Two-way ANOVA revealed a significant
effect for the pretreatment [F2,46 = 4.54; P ≤ 0.05] and treatment
[F1,46 = 10.26; P ≤ 0.01] factors in the RID.

The i.n. MPTP treatment, 7 days before the social recognition
test, promoted a significant increase in the RID when the same juve-
nile was  re-exposed 30 min  after the first encounter, indicating a
disruption in the short-term social recognition ability of adult rats
caused by i.n. MPTP infusion. Remarkably, pretreatment with Li or
VPA prevented the deficit in social recognition ability induced by
i.n. MPTP administration, causing a significant reduction in the RID
when the familiar juvenile was re-exposed after 30 min  (Fig. 2).
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Fig. 2. The effects of the pretreatment (during 7 consecutive days) with saline,
lithium  (Li, 47.5 mg/kg, i.p.) or valproate (VPA, 200 mg/kg, i.p.) on the social recogni-
tion memory of rats evaluated in the social recognition task 7 days after i.n. infusion
of MPTP (0.1 mg/nostril). Data are expressed as the mean ± S.E.M. of RIDs (i.e. the
ratio of the second exposure to the first exposure) when the same juvenile was
exposed  for 5 min  with an interval of 30 min  (n = 8–10 animals in each group).
*P  ≤ 0.05 compared to the control/control-treated group. #P ≤ 0.05 compared to the
control/MPTP-treated group (two-way ANOVA followed by Newman–Keuls test).

3.3. Step-down inhibitory avoidance

The effects of the pretreatment with saline, Li (47.5 mg/kg,
i.p.) or VPA (200 mg/kg) on STM and LTM of rats evaluated in
the step-down inhibitory avoidance task at 13–14 days after i.n.
administration of MPTP (0.1 mg/nostril) are summarized in Fig. 3.
In accordance with early findings described in mice [50], the
Kruskal–Wallis non-parametric test followed by Dunn’s multiple
comparison tests revealed that the i.n. MPTP administration signif-
icantly decreased the step-down latencies during the short-term
retention test session (performed 1.5 h after the training session),
indicating a selective disruption in the STM.

More importantly, Kruskal–Wallis revealed a significant effect
of pretreatment with Li [H = 43.89; P < 0.0001] and VPA [H = 44.48;
P < 0.0001] on the step-down latencies of MPTP infused rats.
Subsequent Dunn’s multiple comparison tests indicated that pre-
treatment with Li and VPA increased the step-down latency in
MPTP-treated rats evaluated 1.5 h after training (Fig. 3). These
results suggest that repeated Li and VPA administration improved
short-term inhibitory avoidance memory impairments induced by
i.n. MPTP administration in rats.

Fig. 3. The effects of the pretreatment (during 7 consecutive days) with saline,
lithium  (Li, 47.5 mg/kg, i.p.) or valproate (VPA, 200 mg/kg, i.p.) on short-term (1.5 h)
and long-term (24 h) memory of rats evaluated in the step-down inhibitory avoid-
ance task 13–14 days after i.n. infusion of MPTP (0.1 mg/nostril). The results are
shown  as median (interquartile ranges) of latencies to step-down in the training
and  test sessions of 10 animals per group. *P ≤ 0.05 compared to the training ses-
sion of the same group. #P ≤ 0.05 compared to the short-term (1.5 h) test session of
the control/MPTP-treated group (Kruskal–Wallis non-parametric test followed by
Dunn’s multiple comparison tests).

Fig. 4. The effects of the pretreatment (during 7 consecutive days) with saline,
lithium  (Li, 47.5 mg/kg, i.p.) or valproate (VPA, 200 mg/kg, i.p.) on depressive-like
behavior  of rats evaluated in the forced-swimming test 14 days after i.n. infusion
of MPTP (0.1 mg/nostril). Data are expressed as the mean ± S.E.M. of (A) immobility
time  and (B) climbing time (n = 9–10 animals in each group). #P ≤ 0.05 compared to
the control pretreated group (two-way ANOVA followed by Newman–Keuls test).

3.4. Forced swimming

The  effects of the pretreatment with saline, Li (47.5 mg/kg, i.p.)
or VPA (200 mg/kg) on the depressive-like behavior of rats evalu-
ated in the forced swimming test at 14 days after i.n. administration
of MPTP (0.1 mg/nostril) are summarized in Fig. 4. Two-way ANOVA
(pretreatment vs. treatment) revealed a significant effect for the
pretreatment factor in the immobility time [F2,52 = 2.86; P ≤ 0.05]
and climbing time [F2,52 = 6.47; P ≤ 0.01]. However, it indicated no
significant effects for the treatment factor in the immobility time
[F1,52 = 0.28; P = 0.60] and in the climbing time [F1,52 = 1.34; P = 0.10]
evaluated in the forced swimming test.

Subsequent post hoc comparisons indicated that, despite the
absence of significant effects induced by the current MPTP dose
(0.1 mg/nostril), the pretreatment with Li and VPA reduced the
immobility time (Fig. 4A) and increased the climbing time (Fig. 4B)
of the animals, consistent with an antidepressant-like profile.

3.5.  Open field

The  results of locomotor activity evaluated in the open field
arena (for 5 min) 14 days after i.n. MPTP (0.1 mg/nostril) admin-
istration are summarized in Fig. 5. Two-way ANOVA (pretreatment
vs. treatment) revealed no significant effects for the main fac-
tors in the number of squares crossed [pretreatment: F2,24 = 0.97;
P = 0.40; treatment: F1,24 = 1.21; P = 0.28] and rearing [pretreat-
ment: F2,24 = 1.31; P = 0.29; treatment: F1,24 = 1.20; P = 0.28].

3.6.  Dopamine and serotonin levels

As illustrated in Fig. 6, the i.n. infusion of MPTP (0.1 mg/nostril)
promoted a significant dopamine depletion in the olfactory bulb
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Fig. 5. The effects of the pretreatment (during 7 consecutive days) with saline,
lithium  (Li, 47.5 mg/kg, i.p.) or valproate (VPA, 200 mg/kg, i.p.) on locomotor activ-
ity of rats evaluated in the open field test 7 days after i.n. infusion of MPTP
(0.1  mg/nostril). Data are expressed as the mean ± S.E.M. of the number of (A) cross-
ings and (B) rearing during 5 min  (n = 5 animals in each group).

[F1,24 = 5.28; P ≤ 0.05] and striatum [F1,24 = 2.90; P ≤ 0.05] of rats
observed, respectively, at 7 and 14 days after i.n. MPTP adminis-
tration. At these times, the levels of dopamine metabolites DOPAC
and HVA were also significantly decreased in these brain struc-
tures (P ≤ 0.05) (data not shown). Remarkably, two-way ANOVA
also indicated that the pretreatment with Li or VPA prevented the
dopamine depletion induced by i.n. MPTP administration in both
the olfactory bulb [F2,24 = 3.59; P ≤ 0.05] and striatum [F2,24 = 88.68;
P ≤ 0.0001] of rats (Fig. 6A and B, respectively). Moreover, repeated
administration of VPA resulted in significantly increased striatal
dopamine levels compared to saline-treated control rats (Fig. 6B).
On the other hand, the current pretreatment with Li or VPA as well
as the treatment with MPTP did not alter the serotonin and 5-HIAA
levels in the olfactory bulb and striatum of rats (data not shown).

4.  Discussion

There is increasing evidence of the protective effects of the mood
stabilizers agents Li and VPA against the dopaminergic neurode-
generation induced by different PD-mimetic toxins [34,38,39,77].
The current findings provide new insights in experimental models
of PD, indicating that Li and VPA may  represent novel therapeu-
tic tools for the management of non-motor symptoms of PD, since
they were able to prevent the olfactory discrimination and STM
impairments in rats infused with a single i.n. administration of
MPTP.

As recently highlighted by Taylor et al. [70], since research
continues to unmask PD as a multi-system disorder, animal PD
models should also present non-motor behavioral features of this
disease. In this context, in a recent series of studies we  have
proposed a new animal model of PD consisting of a single i.n.
administration of MPTP in rats [40,49,51,55]. Remarkably, MPTP

Fig. 6. The effects of the pretreatment (during 7 consecutive days) with saline,
lithium  (Li, 47.5 mg/kg, i.p.) or valproate (VPA, 200 mg/kg, i.p.) on dopamine levels
in the olfactory bulb and striatum of rats evaluated, respectively, at 7 and 14 days
after  i.n. infusion of MPTP (0.1 mg/nostril). The values represent the mean ± S.E.M.
dopamine levels (ng/g wet  tissue) of 5–6 animals in each group. *P ≤ 0.05 compared
to the control/control-treated group. #P ≤ 0.05 compared to the control pretreated
group  (two-way ANOVA followed by Newman–Keuls test).

is not being widely used in rats at the present time, since early
studies have demonstrated that rats injected systemically with
MPTP doses comparable to those used in mice do not show any
significant dopaminergic degeneration [8,33]. More recently, it has
been suggested that the i.n. route bypasses the blood–brain barrier
and avoids peripheral and brain capillaries metabolic effects capa-
ble of decreasing MPTP toxicity following systemic administration
in rats (for review see [48,49]). Therefore, the nasal cavity might
represent an additional route for the research of MPTP effects in
rats. Consistent with this suggestion, rats treated intranasally with
MPTP suffered progressive impairments in olfactory, emotional,
cognitive and motor functions associated with time-dependent
disruption of dopaminergic neurotransmission in different brain
structures which appears to be correlated with different stages
of the human PD [40,49,51,55]. Therefore, the present study fur-
ther validates the proposed i.n. MPTP rat model of PD.According to
Braak’s hypothesis, the olfactory bulb is one of the first brain struc-
tures to display the pathology related to PD [3]. Corroborating this
hypothesis, approximately 90% of PD patients exhibit during the
earliest phases of the disease olfactory dysfunction unresponsive to
current treatments of PD [19]. In the present study, the i.n. adminis-
tration of MPTP (0.1 mg/nostril) promoted an early disruption in the
olfactory discrimination ability of rats, verified 3 days after MPTP
treatment, who spent similar time in the familiar and non-familiar
compartments. We suggest that the inability of MPTP-treated rats
to discriminate between the familiar and the non-familiar compart-
ments really reflects a deficit in olfactory discrimination, and not a
simple locomotor impairment, since no alteration in the number of
crossings between the familiar and non-familiar compartments as
well as in the behavioral parameters evaluated in the open field was
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observed after i.n. MPTP treatment. In accordance with our findings,
Schintu et al. [63] using a protocol of chronic i.p. administration
of MPTP (25 mg/kg) plus probenecid (250 mg/kg) in mice twice a
week for 5 weeks demonstrated that olfactory dysfunction already
appeared after the first injection, whereas motor impairments only
appeared after the third and worsened upon subsequent adminis-
trations.

We also investigated the impact of i.n. MPTP administration
on social recognition memory of adult rats. The social recognition
memory is a particular model of olfactory memory mediated by
olfactory cues [62] and may  involve a non-procedural form of a
short-term working memory based upon the olfactory discrimina-
tive ability of rats. Corroborating recent findings from our group
[40], rats infused intranasally with MPTP (0.1 mg/nostril) spent
significantly more time investigating the juvenile rat during the
second presentation than they did in the first encounter, suggest-
ing an impaired ability to recognize the familiar juvenile rat after a
short time.

The  observed olfactory discrimination and short-term olfactory
memory deficits induced by the i.n. MPTP administration were cor-
related with a significant reduction of dopamine levels (about 55%)
and its metabolites DOPAC and HVA in the olfactory bulb of rats. Our
results are in accordance with several lines of evidence that strongly
suggest the involvement of dopamine in olfactory processing. The
olfactory bulb of mammals contains a large population of dopamin-
ergic interneurons, principally periglomerular and external tufted
cells, which are important for the odor information processing [28].
Most data indicate that these dopaminergic cells constitute the
entire dopamine content in the bulb, although there is a report of
a minor projection from the ventral tegmental area [25]. One sys-
temic injection of a dopaminergic agonist can reduce odor detection
[21] and can abolish the odor-induced metabolic activation pat-
tern in the olfactory bulb [60]. Moreover, dopamine appears to be
necessary for olfactory memory because its release increases dur-
ing olfactory learning [11] whereas dopamine receptor antagonists
[52,54,75] or treatments that reduce the dopaminergic neuro-
transmission such as MPTP [17,50] and reserpine [52,54] inhibit
olfactory memory.

Of  high importance, the present findings demonstrate that
the pretreatment with Li (47.5 mg/kg) or VPA (200 mg/kg) by i.p.
route during 7 consecutive days was able to prevent the olfac-
tory discrimination and the short-term social recognition memory
impairments as well as the dopamine depletion in the olfactory
bulb of MPTP-treated rats. Therefore, from these limited results
it appears that Li and VPA might be particularly useful to restore
impaired olfactory function in PD. However, we cannot rule out the
noradrenergic participation in the MPTP-related olfactory deficits
of the present study. Previous studies [16,50] have indicated that
the i.n. MPTP administration induced a marked noradrenaline
depletion in the olfactory bulb of mice. Furthermore, the olfactory
bulb of rodents receives a prominent noradrenergic input from the
locus coeruleus [66]. Indeed, noradrenaline has been implicated
as playing an important role in the social recognition memory in
rodents [18]. That being said, however, 6-OHDA depletion of nora-
drenaline in the olfactory bulb has no demonstrable effect on the
rat’s ability to detect odors [20].

Since the i.n. administration of MPTP does not cause, at least at
initial periods, gross motor alterations that would preclude assess-
ment of cognitive and emotional functions, we also investigated
whether such behaviors are affected in these animals. Previous
studies from our group have demonstrated that rodents treated
intranasally with MPTP performed normally in the long-term reten-
tion session (24 h after training) of the inhibitory avoidance task
[50] and in the spatial reference memory version of the water maze
[51]. In contrast, MPTP-infused animals displayed a poor perfor-
mance in the short-term retention session (1.5 h after training)

of  the inhibitory avoidance task [50] as well as in the working
memory version of the water maze [51]. These findings are con-
sistent with the view of human studies suggesting that PD patients
present deficits in working memory and STM tasks mainly depen-
dent of the frontostriatal circuitry (for review see [45,78]) with
long-term spatial (declarative) memories mostly spared [2,22].

In  the present study we  provided new evidence that the
pretreatment with Li or VPA improved selectively the STM impair-
ments induced by i.n. MPTP administration in rats evaluated in the
inhibitory avoidance task. Moreover, pretreatment with Li or VPA
prevented the striatal dopamine depletion (about 40% of control)
induced by i.n. MPTP infusion. The current results are in accor-
dance with previous findings indicating the neuroprotective and
cognitive-enhancing properties of Li and VPA in diverse animal
models of brain injury. For instance, Zhu et al. [80] have demon-
strated that Li treatment (1 mmol/kg, i.p.) given daily for 14 days
before the onset of moderate traumatic brain injury (TBI) enhanced
spatial learning and memory performance of injured mice. Interest-
ingly, Houghoghi et al. [31] demonstrated that intra-hippocampal
administration of Li prevents morphine-induced amnesia in mice
through the modulation of the dopaminergic system. Moreover,
Li pretreatment attenuated both the cognitive deficits and the
reduction in choline acetyltransferase activity caused by fore-
brain cholinergic system lesion [46]. Recently, Zhang et al. [79]
demonstrated that long-term Li treatment reduces "-cleavage of
amyloid precursor protein (APP), amyloid-beta production, and
senile plaque formation, improving spatial learning and memory
deficits in aged double transgenic mouse model of AD. Further-
more, chronic Li treatment increases long-term potentiation (LTP)
of the granule cells in the dentate gyrus of the hippocampus in rats
[65] as well as it enhances learning and memory processes in rats
[41,72]. Altogether, this previous literature strongly suggests the
potential of Li as a neuroprotective agent and cognitive enhancer
(for review see [71]).

In  the same way, VPA provides neuroprotection and improves
cognitive function in rats submitted to TBI [13]. Moreover, VPA
inhibits amyloid-beta production, neuritic plaque formation, and
memory deficits in mouse models of Alzheimer’s disease [57]. On
the other hand, some authors have also described that VPA may
cause cognitive impairments by reducing neurogenesis within the
hippocampus [64,73].Beyond the olfactory and cognitive symp-
toms, mood disorders are the most prevalent psychiatric problems
associated to PD, and affect up to 50% of patients [68]. Recent pre-
clinical findings have indicated that through the use of low doses
and/or specific routes of administration (e.g. intranigral, intrastri-
atal, intranasal), some toxins widely used to induce experimental
parkinsonism such as MPTP and 6-OHDA induce depressive-like
behaviors in rodents with no major motor impairments [40,61,67].
For instance, Moreira et al. [40] have recently demonstrated that
the i.n. infusion of MPTP (1 mg/nostril) caused a depressive-like
behavior in rats, reflected by an increased immobility time in the
forced swimming test observed at 16 days after treatment. The find-
ings obtained in the present study indicate that, as expected, the
MPTP dose administered by i.n. route also represents an impor-
tant factor that modulates depressive-related parameters in the
present PD model. Here we observed that the i.n. administration
of 0.1 mg/nostril of MPTP, which represents a 10-fold lower dose
when compared to that used by Moreira et al. [40], did not alter
significantly the behavioral parameters evaluated in the forced
swimming test. Despite this limitation, in accordance with an
extensive literature (see for example [27,58]), the pretreatment
with Li and VPA reduced significantly the immobility time of the
animals, consistent with an antidepressant-like profile.

It  must be conceded that, at present stage, it not possible
to determine the exact site of action and molecular mecha-
nisms underlying the olfactory discrimination and STM memory
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impairments in MPTP-treated rats are improved by Li and VPA.
Nevertheless, based on previous studies addressing the neuro-
protective effects of such drugs on experimental models of PD,
a speculative hypothesis can be given. For instance, Youdim and
Arraf [77] demonstrated the ability of a diet supplemented with
Li (1.1–4.4 g/kg) during 4 weeks to prevent the depletion of stri-
atal dopamine and its metabolites DOPAC and HVA in mice treated
with MPTP (24 mg/kg, i.p., once daily for 3 days). Importantly,
Li did not interfere with the metabolism of MPTP, or with its
brain uptake, since, the level of its monoamine oxidase (MAO)
B derived metabolite, MPP+, was not altered by Li diet [77].
Of high importance, previous cellular and in vivo studies have
demonstrated that the neuroprotective effects induced by Li are
mediated via up-regulation of anti-apoptotic and reduction of pro-
apoptotic Bcl-2 family proteins, including Bcl-2 and Bax [7,9,77]. In
these respects, the dopaminergic neurotoxin MPTP has an oppo-
site action, which contributes to its neurotoxic action [44,76].
Therefore, the anti-apoptotic activity may  represent an important
molecular mechanism underlying Li prevent the behavioral deficits
induced by i.n. MPTP administration, since we previously identify
apoptosis as a pathogenic mechanism involved in the dopaminer-
gic neurodegeneration observed in the i.n. MPTP rodent model of
PD [49,50,55].

Additionally, Monti et al. [38] have recently evaluated the effects
of a schedule of dietary administration of VPA (2% VPA added to the
chow) during 4 weeks on degeneration of nigro-striatal dopaminer-
gic neurons in rats induced by a sub-chronic administration of the
mitochondrial toxin, rotenone, via osmotic pumps. Interestingly,
the authors described that VPA treatment significantly counter-
acted the death of nigral neurons and the 50% drop of striatal
dopamine levels caused by rotenone administration [38]. These
findings corroborate previous results on VPA neuroprotection in
cellular models of PD-like neurodegeneration [6,39]. Moreover,
Kidd and Schneider [34] published recently a highlight study where
VPA (400 mg/kg, i.p.) was co-administered with MPTP (25 mg/kg,
s.c., twice daily) for 5 days to mice and continued for an additional
2 weeks after the final MPTP injection. VPA was able to partially
prevent striatal dopamine depletion and almost completely pro-
tect against substantia nigra dopaminergic cell loss. These results
suggest that VPA may  be a potential disease-modifying therapy for
PD. The neuroprotective effect of VPA correlates with inhibition of
histone deacetylase activity and with increased histone acetylation
in the substantia nigra and frontal cortex [34] which increases the
transcription of many factors that may  contribute to the protec-
tion of dopaminergic neurons following MPTP exposure, including
free radical scavengers and anti-apoptotic Bcl-2 family members
[23]. However, further studies are certainly necessary to confirm
this hypothesis.

In  conclusion, the present study provides preclinical data indi-
cating that repeated systemic treatment with Li or VPA prevents the
olfactory discrimination and STM impairments as well as dopamine
depletion in the olfactory bulb and striatum of rats infused with a
single i.n. administration of MPTP (0.1 mg/nostril). These results
provide new insights in experimental models of PD, indicating
that the mood stabilizers agents Li and VPA may  represent novel
therapeutic tools for the management of olfactory and cognitive
symptoms associated to early preclinical phases of PD.
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Abstract 

 

Affective disorders and memory impairments precede the classical motor 

symptoms seen in Parkinson’s disease (PD) and the currently approved 

antiparkinsonian agents do not alleviate the non-motor symptoms as well as 

the underlying dopaminergic neuron degeneration. On the other hand, there 

is increasing evidence that inflammation plays a key role in the 

pathophysiology of PD and that the anti-inflammatory actions of statins are 

related to their neuroprotective properties against different insults in the 

CNS. The present data indicates that the oral treatment with atorvastatin (10 

mg/kg/day), once a day during 7 consecutive days, was able to prevent 

short-term memory impairments and depressive-like behavior of rats 

assessed in the social recognition and forced swimming tests at 7 and 14 

days, respectively, after a single intranasal (i.n.) administration of 1-methyl-

4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) (1 mg/nostril). Importantly, at 

this time no significant alterations on the locomotor activity of the animals 

were observed in the open field test. Moreover, atorvastatin was found to 

protect against the long-lasting motor deficits evaluated in activity chambers 
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and the loss of dopaminergic neurons in the substantia nigra pars compacta 

observed at 21 days after i.n. MPTP administration.  Despite the absence of 

clear alterations on the animals’ performance in a spatial reference memory 

version of the water maze and in concentrations of the cytokines TNF-α, IL-

1β and IL-10 in striatum and hippocampus following i.n. MPTP 

administration, atorvastatin treatment resulted in a significant increase in the 

striatal and hippocampal levels of nerve growth factor (NGF). These 

findings reinforce and extend the notion of the neuroprotective potential of 

atorvastatin and suggest that it may represent a new therapeutic tool for the 

management of motor and non-motor symptoms of PD. 

 

Keywords: Atorvastatin; Parkinson’s disease; MPTP; Intranasal; 

Neuroinflammation; Cytokines; Nerve growth factor (NGF); Memory; 

Depression; Rat.  

 

 

1. Introduction 

 

 Parkinson’s disease (PD) is the second more common 

neurodegenerative disorder affecting 1-2% of individuals older than 60 

years and estimated prevalence is 5 million individuals worldwide (De Lau 

and Breteler, 2006).  PD is a debilitating disease primarily characterized by 

the progressive loss of neuromelanin-containing dopaminergic neurons in 

the substantia nigra pars compacta (SNpc) with presence of eosinophillic, 

intracytoplasmic, proteinaceous inclusions termed as Lewy bodies and 

dystrophic Lewy neurites in surviving neurons (Hirsh et al., 1988). At the 

time of diagnosis, patients typically display an array of motor impairments 

including bradykinesia, resting tremor, rigidity, and postural instability. 

Although most of the typical motor impairments are due to the loss of 

nigrostriatal dopaminergic neurons, PD affects multiple neuronal systems 

both centrally and peripherally, leading to a constellation of non-motor 

symptoms including olfactory deficits, affective disorders, memory 

impairments, as well as autonomic and digestive dysfunction (Chaudhuri et 

al., 2006; Chaudhuri and Odin, 2009). These non-motor features of PD do 

not meaningfully respond to dopaminergic medication and are a challenge 

to the clinical management of PD (Chaudhuri et al., 2006, Allain et al., 

2008). 

To date, most studies performed with animal models of PD have 

investigated their ability to induce nigrostriatal dopaminergic pathway 

damage and motor alterations associated with advanced phases of PD (Beal, 

2001; Duty and Jenner, 2011). As current research continues to unmask PD 

as a multi-system disorder, animal models should similarly evolve to 
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include the non-motor features of the disease (Taylor et al., 2010). In this 

context, we have recently proposed a new experimental model of PD 

consisting of a single intranasal (i.n.) administration of the proneurotoxin 1-

methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) in rodents (for review 

see Prediger et al., 2011). Our previous findings demonstrate that rats 

(Prediger et al., 2006, 2009; Moreira et al., 2010; Castro et al., 2012) and 

mice (Prediger et al., 2010; Matheus et al., 2012) infused intranasally with 

MPTP suffer impairments in olfactory, cognitive, emotional and motor 

functions conceivably analogous to those observed during different stages 

of PD. Such infusion causes time-dependent loss of tyrosine hydroxylase 

(TH) in the olfactory bulb and SNpc of rats, resulting in significant 

dopamine depletion in different brain areas (Prediger et al., 2006; Castro et 

al., 2012). Therefore, the i.n. MPTP administration seems to represent a 

valuable rodent model for testing novel drugs that may provide alternative 

or adjunctive treatment for both motor and non-motor symptoms of PD. 

 On the other hand, there is growing recognition that 

neuroinflammatory mechanisms might contribute to the cascade of events 

leading to neuronal degeneration in PD (for review see Hirsch and Hunot, 

2009).  Post-mortem studies revealed an increase in activated glial cells in 

the substantia nigra (McGeer et al., 1988) and in concentrations of cytokines 

such as tumor necrosis factor alpha (TNF-α), and interleukin (IL)-1β, IL-2, 

IL-4, IL-6 in the striatum (Mogi et al., 1994a,b; Nagatsu et al., 2000) of 

patients with PD. Further studies in animal models support the idea that 

neuroinflammation can increase neuronal degeneration in PD. For instance, 

microglial activation and accumulation of inflammatory mediators in the 

substantia nigra, striatum and hippocampus have been described after 

MPTP injection in mice (Liberatore et al., 1999; Sriram et al., 2002; Selley, 

2005), rats (Wang et al., 2009, 2010) and monkeys (Hurley et al., 2003; 

McGeer et al., 2003). Thus, therapeutic strategies aimed at downregulating 

these inflammatory processes might be important to slow the progression of 

PD. 

 In this context emerges statins that are competitive inhibitors of 3-

hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA) reductase, the key 

enzyme that regulates the biosynthesis of cholesterol. Despite their 

hypolipidemic actions, recently, statins have been found to have potent anti-

inflammatory and immunomodulating effects, which led to the hypothesis 

that statins could be neuroprotective agents (Wood et al., 2010; Wang et al., 

2011). There is increasing evidence from clinical and animal studies that 

statins might be beneficial as a therapy for depression (Ludka et al., 2012), 

dementia (Jick et al., 2000; Wolozin et al., 2007) and PD, even though 

conflicting results were observed and the exact mechanisms remain unclear. 

Several prospective studies have been conducted to examine the association 
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between statin use and PD risk and have generated mixed results 

(Hippisley-Cox and Coupland, 2010; Ritz et al., 2010; Gao et al., 2012). 

Moreover, recent experimental findings have demonstrated the protective 

effects of statins (mainly simvastatin) against the dopaminergic 

neurodegeneration induced by different PD-mimetic toxins, such as MPTP 

and its active metabolite 1-methyl-phenylpyridinium (MPP+) (Selley, 2005; 

Kreisler et al., 2007; Ghosh et al., 2009), 6-hydroxydopamine (6-OHDA) 

(Yan et al., 2011; Kumar et al., 2012) and lipopolysaccharide (LPS) 

(Hernandéz-Romero et al., 2008). Of high importance, previous studies 

using both MPTP- and 6-OHDA-induced animal models of PD reported that 

statins attenuate the production of inflamatory markers such as TNF-α and 

IL-6, nitric oxide, and superoxide in activated microglia thereby protecting 

dopaminergic neurons from inflammatory damage (Selley, 2005; Yan et al., 

2011; Kumar et al., 2012). 

 In spite of the available literature indicating the neuroprotective 

potential of statins in PD, no consistent evidence for the effects of such 

agents in the non-motor symptoms of PD has to date been documented. 

Therefore, the aim of the present study was to evaluate the potential of the 

treatment with atorvastatin to improve non-motor symptoms of PD, 

including short-term memory deficits and depressive-like behavior, induced 

by a single i.n. MPTP administration in rats. 

 

2. Results 

 

2.1. Social recognition  

 

 Fig. 1 shows a schematic illustration of the treatment schedule and 

the time course of behavioral and biochemical analysis performed in two 

independent cohorts rats. The results for the effects of i.n. administration of 

MPTP (1 mg/nostril) on the short-term social recognition memory of rats 

pretreated with saline or atorvastatin (10 mg/kg, p.o.) are illustrated in Fig. 

2. Two-way ANOVA revealed significant effects for the pretreatment 

[F(1,31) = 4.63; P<0.05], treatment [F(1,31) = 3.68; P<0.05] and their 

interaction [F(1,31) = 8.42; P<0.01] in the ratio of investigation duration 

(RID). Post-hoc comparisons indicated that the i.n. MPTP (1 mg/nostril) 

administration promoted a significant increase in the RID when the same 

juvenile rat was re-exposed 30 min after the first encounter, indicating a 

disruption in the social recognition ability of adult rats. Remarkably, 

pretreatment with atorvastatin prevented the deficit in social recognition 

ability induced by i.n. MPTP administration, inducing a significant 

reduction in the RID when the same juvenile was re-exposed after 30 min.   
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2.2. Open-field 

  

 The results of locomotor activity evaluated in the open field arena 

(for 5 min) at 14 days after i.n. MPTP (1 mg/nostril) administration are 

summarized in Fig 3. Two-way ANOVA (pretreatment versus treatment) 

revealed no significant effects for the main factors in the total distance 

travelled (pretreatment: [F(1,31)=1.24, P=0.27]; treatment: [F(1,31)=0.58, 

P=0.45]) (Fig. 3A) and in the average speed (pretreatment: [F(1,31)=1.30, 

P=0.26]; treatment:  [F(1,31)=0.59, P=0.44]) (Fig. 3B).  

 

 

2.3. Forced swimming 

 

 The effects of the pretreatment with saline or atorvastatin (10 

mg/kg, p.o.) on the depressive-like behavior of rats evaluated in the forced 

swimming test at 14 days after i.n. administration of MPTP (1 mg/nostril) 

are summarized in Fig. 4. Two-way ANOVA revealed significant effects for 

the pretreatment [F(1,31)=17.81, P≤0.01], treatment [F(1,31)=4.70, P≤0.05] 

and their interaction [F(1,31)=22.45, P≤0.01] in the immobility time. 

Subsequent post-hoc comparisons indicated that MPTP-treated rats 

presented higher immobility time in comparison to control group (P≤0.05), 

suggesting a depressive-like profile. The pretreatment with atorvastatin 

prevented the depressive-like behavior of MPTP-treated rats as indicated by 

a significant reduction in the immobility time (Fig. 4A). On the other hand, 

two-way ANOVA revealed no significant effects for the pretreatment 

[F(1,31)=0.27, P=0.60] and treatment [F(1,31)=0.007, P=0.93]) factors in 

climbing time (Fig. 4B), used as a parameter of motor activity scored 

directly in the forced swimming test (Vieira et al., 2008). 

 

2.4. Sucrose consumption 

 

 During the initial training phase, in which the rats were habituated 

to drink from two bottles (both filled with water), no significant difference 

was observed in water intake between the experimental groups (Fig. 5). 

Moreover, two-way ANOVA revealed no significant effects for the 

pretreatment [F(1,24)=0.18, P=0.67] and treatment [F(1,24)=0.46, P=0.50]) 

factors in the mean 48-h intake of sucrose solution at 14 days after i.n. 

MPTP administration. Finally, all groups consumed significantly more 

sucrose solution than water (P≤0.05, unpaired Student’s t-test) and no 

difference in total water intake during this time was observed (Fig. 5). 

 

2.5. Activity chamber 
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 The effects of the pretreatment with atorvastatin (10 mg/kg, p.o.) 

on locomotor activity of rats evaluated in the activity chamber (for 30 min) 

at 21 days after i.n. MPTP administration are illustrated in Fig. 6. Two-way 

ANOVA revealed significant effects for the pretreatment [F(1,31)=3.39, 

P<0.05], treatment [F(1,31)=17.21, P<0.001] and their interaction 

[F(1,31)=24.69, P<0.001] in the number of crossings in the activity 

chamber. Subsequent Newman–Keuls test indicated that MPTP-treated rats 

displayed reduced locomotor activity in comparison to the control group. 

More importantly, the pretreatment with atorvastatin was able to prevent 

these later motor impairments, increasing significantly the number of 

crossings of MPTP-infused rats (Fig. 6). 

 

2.6. Water maze  

 

 The data presented in Fig. 7 show that rats treated intranasally with 

MPTP did not differ from their controls in the escape latency for finding the 

platform in the training sessions when submitted to the spatial reference 

memory version of the water maze. The animals from all experimental 

groups were able to learn the task, since their mean escape latency improved 

throughout the training days.  

 

2.7. Immunohistochemistry for tyrosine hydroxylase in the substantia nigra  

 

 With the purpose of determining the relationship between the 

motor impairments observed in the activity chamber at later periods after 

i.n. MPTP administration in rats and the loss dopaminergic cells in the 

nigrostriatal pathway, evaluation of tyrosine hydroxylase (TH)-positive 

neurons in the SNpc was performed 21 days after i.n. administration of 

MPTP by immunohistochemistry. Fig. 8A-H shows representative 

photomicrographs of TH-positive cells in the ventral mesencephalon 

containing SNpc of rats from the four experimental groups. Two-way 

ANOVA revealed no significant effect for the pretreatment factor 

[F(1,16)=0.50, P=0.49]. However, it revealed significant effects for the 

treatment [F(1,16)=15.88, P<0.01] and the interaction factor between 

pretreatment and treatment [F(1,16)=6.72, P<0.05]. Subsequent Newman-

Keuls test indicated that the i.n. administration of MPTP induced a 

pronounced reduction (about 80%) of the immunolabeling of TH-positive 

cells in the SNpc of rats. The repeated treatment with atorvastatin (10 

mg/kg/day, p.o.) was able to attenuate significantly this loss (about 50%) of 

TH-positive neurons in the SNpc of MPTP-treated rats (Fig. 8).     
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2.8. Measurements of TNF-α, IL-1β, IL10 and NGF-β levels in striatum and 

hippocampus 

 

 One hypothesis of the cause of degeneration of the nigrostriatal 

dopaminergic neurons in PD is due to increased levels of cytokines and/or 

decreased ones of neurotrophins (Nagatsu et al., 2000). With the purpose of 

determining possible alterations in inflammatory markers and neurotrophins 

following i.n. MPTP treatment, the levels of TNF-α, IL-1β, IL10 and NGF-

β were measured in striatum and hippocampus of rats at 21 days after i.n. 

MPTP infusion. As illustrated in Fig. 9, two-way ANOVA revealed no 

significant effects for the pretreatment and treatment factors in the levels of 

the cytokines TNF-α, IL-1β and IL10 in striatum and hippocampus. 

Interestingly, the pretretment with atorvastatin (10 mg/kg, p.o.) induced a 

long-lasting increase in NGF-β levels in both striatum [F(1,20)=11.03, 

P<0.01] and hippocampus [F(1,20)=18.40, P<0.01] of rats (Fig. 9).      

 

3. Discussion 

 

 PD is associated with a number of non-motor symptoms including 

hyposmia, sleep disturbances, gastrointestinal dysfunction, autonomic 

dysfunction, anxiety, depression, and cognitive decline, which can precede 

the classical motor features of PD by years and contribute substantially for 

the loss of quality of life in PD patients (Chaudhuri et al., 2006). Animal 

models are an invaluable tool for studying the pathogenesis and progression 

of human diseases, as well as for testing new therapeutic intervention 

strategies. The characteristics of PD can be induced in laboratory animals 

through the administration of different compounds such as reserpine, 6-

OHDA, MPTP, and rotenone (Gerlach and Riederer, 1996; Beal, 2001). 

Although these models have undoubtedly contributed to a better 

understanding of many features of PD, most studies have focused on the 

ability of these models to induce nigrostriatal pathway damage and motor 

alterations associated with advanced phases of PD. However, there is no a 

well-accepted PD model regarding its non-motor symptoms.   

 As recently highlighted by Taylor et al. (2010), animal models of 

PD should also present non-motor behavioral features of this disease. This 

requires that typically behavioral test batteries (mainly based on motor tests) 

be expanded. In this context, some preclinical studies have begun to 

demonstrate that through the use of low doses and/or specific routes of 

administration (e.g., intranigral, intrastriatal, intranasal), some toxins widely 

used to induce experimental parkinsonism such as MPTP and 6-OHDA 

induce a moderate loss of the nigral dopamine neurons resulting in 

sensorial, emotional and memory deficits with no major motor impairments 
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(Da Cunha et al., 2002; Miyoshi et al., 2002; Ferro et al., 2005; Tadaiesky et 

al., 2008; Santiago et al., 2010).   

 In this context, recently, Prediger and collaborators have proposed 

a new experimental model of PD based on a single i.n. administration of 

MPTP in rats (Prediger et al., 2006, 2009; Moreira et al., 2010; Castro et al., 

2012) and mice (Prediger et al., 2010; Matheus et al., 2012). The time-

course of the olfactory, cognitive, emotional and motor impairments 

verified in rodents treated intranasally with MPTP, which appears to be 

correlated with different stages of the human PD, suggests that it may 

represent a valuable model for testing novel drugs that may provide 

alternative or adjunctive treatment for both motor and non-motor symptoms 

as well as the discovery of compounds to modify the course of PD (for 

review see Prediger et al., 2011).  

 The present data indicated that significant motor deficits were only 

observed at 21 days after i.n. MPTP administration in rats. This late 

decrease in locomotor activity of MPTP-treated rats was accompanied by a 

marked reduction (about 80%) of TH-positive neurons in the SNpc. These 

results corroborate our previous findings using the i.n. MPTP model where 

a reduction in locomotor activity of MPTP-treated rats in the open-field and 

activity chambers was only observed at 21 and 32 days, respectively, after 

i.n. MPTP infusion (Prediger et al., 2006; Moreira et al., 2010). Of high 

importance, the administration of atorvastatin demonstrated its 

neuroprotective properties as previously described in several models of 

neuronal damage (Piermartiri et al., 2009; 2010; Cui et al., 2010), 

preventing the locomotor impairments and the decrease of the TH 

immunoreactivity in the SNpc induced by i.n. infusion of MPTP in rats.  

 Over the last years, there is an increasing number of studies 

addressing the effects of statins in PD. Epidemiologic studies have 

generated mixed results regarding statin use and PD risk. Significant 

protective effects of statins were observed in 2 retrospective case-control 

studies (Huang et al., 2007; Wahner et al., 2008). However, recall and 

selection biases cannot be ruled out in these studies. Moreover, a 

significantly inverse association between use of overall or certain subclasses 

of statins and PD risk was observed in some (Wolozin et al., 2007; 

Hippisley-Cox and Coupland, 2010) but not all prospective studies (Becker 

et al., 2008; Ritz et al., 2010) using registry data. Recently, Gao et al. (2012) 

published a large prospective study including 38,192 men and 90,874 

women participating in 2 ongoing US cohorts, the Health Professional 

Follow-up Study and the Nurses’ Health Study. The authors described that 

regular use of statins was associated with a reduction in PD risk in 

participants younger that 60 years at baseline but not among those were 

older. Importantly, adjustment for caffeine intake, history of heart disease 
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and hypercholesterolemia, and other potential confounders did not change 

the results (Gao et al., 2012). 

 The observed association between regular use of statins and lower 

PD risk corroborates recent findings demonstrating that statins slowed down 

dopaminergic degeneration observed in diverse experimental models of PD 

(Selley, 2005; Hernandéz-Romero et al., 2008; Ghosh et al., 2009; Yan et 

al., 2011). For instance, in vivo and in vitro studies suggest that statins could 

reduce α-synuclein accumulation and oxidative stress, suppress 

cyclooxygenase 2 expression, reduce the release of TNF-α and nuclear 

factor κB activation, activate peroxisome proliferator-activated receptor γ, 

and upregulate dopamine D1 and D2 receptors in the brain (Becker and 

Meier, 2009; Wood et al., 2010; Wang et al., 2011). Taken together, these 

results suggest that statins may represent potential disease-modifying agents 

for PD. 

 Since the i.n. administration of MPTP does not cause, at least at 

initial periods, gross motor alterations that would preclude assessment of 

cognitive and emotional functions, we also investigated whether such 

behaviors are affected in these animals. Previous studies from our group 

have demonstrated that rats treated intranasally with MPTP performed 

normally in the long-term retention session (24 h after training) of the 

inhibitory avoidance task (Castro et al., 2012) and in the spatial reference 

memory version of the water maze (Prediger et al., 2006). In contrast, 

MPTP-infused rats displayed a poor performance in the short-term retention 

session (1.5 h after training) of the inhibitory avoidance task (Castro et al., 

2012), in the working memory version of the water maze (Prediger et al., 

2006) and in the social recognition task (Moreira et al., 2010; Castro et al., 

2012). These findings are consistent with the view of human studies 

suggesting that PD patients present deficits in working memory and short-

term memory tasks mainly dependent of the frontostriatal circuitry (for 

review see Zgaljardic et al., 2003; Owen, 2004) with long-term spatial 

(declarative) memories mostly spared (Dubois and Pillon, 1997; Bosboom 

et al., 2004). 

 In the present study we investigated the impact of i.n. MPTP 

administration on social recognition memory of adult rats. The social 

recognition memory is a particular model of olfactory memory mediated by 

olfactory cues (Sawyer et al., 1984) and may involve a non-procedural form 

of a short-term working memory based upon the olfactory discriminative 

ability of rats. The persistence with which an adult rat investigates a 

juvenile can be enhanced or decreased in a predictive manner by using 

inhibition and facilitation procedures (Dantzer et al., 1987). It is important 

to emphasize that dopamine seems to be necessary for social recognition 

memory in rodents, since treatments with dopamine receptors antagonists 
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(Prediger et al., 2004, 2005) or drugs that reduce dopaminergic 

neurotransmission such as reserpine (Prediger et al., 2004, 2005) or MPTP 

(Moreira et al., 2010; Monaghan et al., 2010; Castro et al., 2012) inhibit 

short-term olfactory memory.  

 Corroborating these previous findings, we observed in the present 

study that rats infused intranasally with MPTP (1 mg/nostril) spent 

significantly more time investigating the juvenile rat during the second 

presentation than they did in the first encounter, suggesting an impaired 

ability to recognize the juvenile rat after a short time. Of high importance, 

the present findings demonstrate that the treatment with atorvastatin (10 

mg/kg) by oral route during seven consecutive days was able to prevent the 

short-term social recognition memory impairments in MPTP-treated rats. 

Interestingly, Wolozin et al. (2007) analyzed data from the decision support 

system of the US Veterans Affairs database, which contains diagnostic, 

medication and demographic information on approximately 4.5 million 

subjects, to evaluate whether the use of statins is associated with a reduced 

incidence of dementia and PD. The authors described that simvastatin is 

associated with a strong reduction in the incidence of dementia and PD, 

whereas atorvastatin is associated with a modest reduction in incident 

dementia and PD. Therefore, from these limited results it appears that 

statins might be particularly useful to improve impaired memory processes 

in PD.  

 Beyond the cognitive symptoms, depressive disorders commonly 

occur in PD (Cummings and Masterman, 1999), affecting approximately 

40% of the patients during the early stages of the disease (Tolosa et al., 

2007). Recent preclinical studies have provided strongly evidence that 

classical neurotoxin models of PD (such as 6-OHDA and MPTP) are able to 

induce depressive-like behaviors in rodents with no major motor 

impairments (Tadaiesky et al., 2008; Moreira et al., 2010; Santiago et al., 

2010). In accordance with previous findings described by Moreira et al. 

(2010), in the present study we demonstrated that the i.n. infusion of MPTP 

(1 mg/nostril) caused a depressive-like behavior in rats, reflected by an 

increased immobility time in the forced swimming test. This depressive-like 

behavior might be correlated with dopamine changes at striatal level 

(Tadaiesky et al., 2008; Castro et al., 2012). In addition, anhedonia is a 

classical feature of depression and involves decreased libido and a lack of 

desire for other pleasurable experiences. Sucrose consumption is frequently 

used as a measure of anhedonia in rodents, and Tadaiesky et al. (2008) have 

described that intrastriatal administration of 6-OHDA promoted an early 

decrease in sucrose consumption measured 1 week after 6-OHDA 

treatment. However, in the current study we failed to observe similar 

anhedonic behavior in rats infused intranasally with MPTP. Therefore, the 



 
 

 

40 

toxin, the low dose of MPTP and/or the route of administration utilized in 

the current study may explain, in part, the discrepancy with this previous 

report by Tadaiesky et al. (2008). 

 Indeed, although no significant differences in the serotonin levels 

were observed in any of the brain structures investigated after i.n. 

administration of MPTP in mice (Prediger et al. 2010), it must be conceded 

that, at this moment, we cannot rule out the serotonergic participation in the 

emotional alterations found in the MPTP-treated rats. In fact, there is 

pathophysiological evidence of serotonin alterations in patients with PD-

associated depression (Schrag, 2004), and a “serotonin hypothesis” has even 

been proposed for depression in PD (Mayeux, 1990). Of high interest, the 

treatment with atorvastatin significantly prevented the behavioral despair 

induced by i.n. MPTP, inferred from the fact that fraction-treated animals 

showed a similar level of immobility time as the control group. 

Interestingly, clinical data indicates that statins therapy is linked to a 

reduction in the incidence of depression and anxiety (Young-Xu et al., 

2003), although the mechanisms of action are not established. Moreover, we 

recently demonstrated that atorvastatin treatment may display antipressant-

like effects in mice (Ludka et al., 2012). However, further research is 

needed to clarify the exact molecular mechanisms involved in the 

antidepressive-like effect induced by atorvastatin in MPTP-treated rats.   

 There is increasing evidence that inflammation plays a key role in 

the pathophysiology of PD (for review see Hirsch and Hunot, 2009). 

Despite their hypolipidemic actions, previous studies using both MPTP- and 

6-OHDA-induced animal models of PD reported that statins attenuate the 

production of inflamatory markers such as TNF-α and IL-6, nitric oxide, 

and superoxide in activated microglia thereby protecting dopaminergic 

neurons from inflammatory damage (Selley, 2005; Yan et al., 2011; Kumar 

et al., 2012). However, contrasting with previous findings showing 

microglial activation and accumulation of inflammatory mediators in the 

substantia nigra, striatum and hippocampus of rodents after MPTP injection 

(Liberatore et al., 1999; Sriram et al., 2002; Selley, 2005; Wang et al., 2009, 

2010), the current i.n. MPTP model did not induce long-lasting alterations 

in concentrations of the cytokines TNF-α, IL-1β and IL-10 in striatum and 

hippocampus of rats. In this regard, it is important to emphasize that the 

neurotoxicity induced by MPTP in laboratory animals seems to be 

dependent of many variables, such as species, strain, gender, age and/or the 

schedule of treatment utilized (Sedelis et al., 2000, 2001; Przedborski et al., 

2001; Schmidt and Ferger, 2001). Bezard et al. (1997a,b) proposed that 

different schedules (e.g., dose, duration and route of administration) of 

MPTP might induce different mechanisms of neuronal death. 
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 Interestingly, we observed that the current treatment with 

atorvastatin (10 mg/kg/day, p.o.) during 7 consecutive days increase 

significantly the levels of NGF striatum and hippocampus of rats. NGF is a 

neurotrophic factor and its antioxidant (Salinas et al., 2003), antiapoptotic 

(Shimoke et al., 2001) and neurorescue properties (Stromberg et al., 1990) 

can be exploited for increasing the graft survival in neural transplantation 

studies. Exogenous application of NGF has been shown to increase the level 

of antioxidant enzymes, heme oxygenase-1 and prevent apoptosis by 

inducing antiapoptotic gene signaling pathways following exposure to 6-

OHDA and MPTP (Shimoke et al., 2001; Salinas et al., 2003). It has also 

been shown that NGF level is decreased in PD patients and experimental 

parkinsonian rats (Lorigados Pedre et al., 2002). Taking together the above 

reports, we can speculate that the neuroprotective effects of atorvastatin 

against the behavioral and neurochemical alterations induced by i.n. MPTP 

administration may result from the increase in NGF levels. However, the 

sequence of events leading to the protective effects of atorvastatin against 

cell damage remains to be elucidated. 

 In conclusion, the present study provides the first preclinical data 

indicating that repeated systemic treatment with atorvastatin prevents short-

term memory, depressive-like behavior and motor impairments as well as 

dopaminergic cell loss in the SNpc of rats submitted to an experimental 

model of PD. These results provide new insights in experimental models of 

PD, indicating that atorvastatin may represent a new therapeutic tool for the 

management of motor and non-motor symptoms of PD, together with its 

neuroprotective potential. 

 

4. Experimental procedure 

 

4.1. Animals 

 

 The subjects were adult male Wistar rats (4 months old, 300–350 

g) and juvenile male Wistar rats (25–30 days old) provided by the animal 

facility of the Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC, 

Florianópolis, Brazil). Juvenile rats were kept in groups of ten per cage and 

served as social stimuli for the adult rats in the social recognition task. 

Animals were maintained in a 12-h light–dark cycle (lights on at 6:00 a.m.) 

at constant room temperature (22 ± 2oC), humidity between 50 and 70% and 

were housed in groups of five animals per cage with free access to food and 

water. The animals were allowed to adapt to the laboratory conditions for at 

least 1 week before the behavioral assessment and all tests were carried out 

between 9:00 and 14:00 h. All procedures used in the present study 

complied with the guidelines on animal care of the UFSC Ethics Committee 
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on the Use of Animals which follows the “Principles of laboratory animal 

care”. All experimental protocols were designed with the goal of keeping 

the number of animals used to a minimum, as well as their suffering. These 

protocols were conducted in accordance with national and international 

legislation (guidelines of Brazilian Council of Animal Experimentation – 

CONCEA – and of U.S. Public Health Service’s Policy on Human Care and 

Use of Laboratory Animals – PHS Policy), and with the approval of the 

Ethics Committee for Animal Research of the Universidade Federal de 

Santa Catarina (Process 23080.037860/2010-31). 

 

4.2. Drugs and treatment 

 

 The animals were allocated to the following groups: (i) control + 

control (n = 15), (ii) control + MPTP (n = 18), (iii) atorvastatin + control (n 

= 14) or (iv) atorvastatin + MPTP (n = 16). Atorvastatin for animal 

treatment was extracted from commercially available capsules (Lipitor®, 

Pfizer, São Paulo, Brazil). The effect of the repeated systemic 

administration of atorvastatin on MPTP-induced behavioral deficits and 

dopaminergic cell death was investigated by administrating atorvastatin (10 

mg/kg/day) or its vehicle (sterile saline solution – 0.9% NaCl) during 7 

consecutive days by oral route (p.o.). The current atorvastatin dose and 

schedule for administration were chosen based on previous studies 

(Piermartiri et al., 2009,2010; Funck et al., 2011) and in pilot experiments 

(data not shown). Six hours before the 4th administration of atorvastatin, the 

animals were infused intranasally with a single bilateral dose of MPTP (1 

mg/nostril) or saline (control). 

 MPTP HCl (Sigma Chemical Co., USA) was administered by i.n. 

route according to the procedure described by Prediger et al. (2006). 

Briefly, rats were lightly anaesthetized with isoflurane 0.96% (0.75 CAM; 

Abbot Laboratórios do Brasil Ltda., RJ, Brazil) using a vaporizer system 

(SurgiVet Inc., WI, USA) and a 10-mm piece of PE-50 tubing was inserted 

through the nostrils. The tubing was connected to a peristaltic pump set at a 

flow rate of 12.5 µl/min. The MPTP HCl was dissolved in 0.9% NaCl 

(saline) at a concentration of 20 mg/ml, after which it was infused for 4 min 

(1 mg/nostril). The control solution consisted of saline. Animals were given 

a 1-min interval to regain normal respiratory function and then this 

procedure was repeated with infusions administered through the 

contralateral nostrils.  

 

4.3. Behavioral and biochemical analysis 
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 During a period of 7, 14 and 21 days after the i.n. administration of 

MPTP, the animals were submitted to a battery of behavioral and 

biochemistry analysis (Fig. 1) that included the social recognition, open-

field, forced swimming, sucrose consumption, activity chamber and water 

maze tasks, and the quantification of IL-1β, TNF-α, NGF-β and IL10 levels 

in striatum and hippocampus and immunohistochemistry for TH in the 

SNpc. The tests were conducted in two independent cohorts rats. One group 

was tested in the social recognition, open field, forced swimming and 

activity chamber and the animals were killed 21 days after i.n. infusion of 

MPTP or vehicle for the measurement of TH immunohistochemistry in the 

SNpc. The second group was tested in the sucrose consumption and water 

maze and the animals were killed 21 days after i.n. infusion of MPTP or 

vehicle for quantification of cytokines and NGF-β using specific enzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA).  

 The time point for the performance of each behavioral task was 

chosen based on previous studies using the i.n. MPTP model (Prediger et 

al., 2006, 2011; Moreira et al., 2010; Castro et al., 2012). All tests were 

scored by the same rater in an observation room where the rats had been 

habituated for at least 1 h before the beginning of the tests. Behavior was 

monitored through a video camera positioned above the apparatuses and the 

images were later analyzed with the ANY Maze video tracking (Stoelting 

Co., Wood Dale, IL, USA) by an experienced experimenter who was 

unaware of the experimental group of the animals tested.  

 

4.3.1. Social recognition 

 

 Short-term social memory was assessed 7 days after i.n. MPTP 

administration with the social recognition task described by Dantzer et al. 

(1987) and previously evaluated in our laboratory (Prediger et al., 2004; 

Castro et al., 2012). All juveniles were isolated in individual cages for 20 

min prior to the beginning of the experiment. The social recognition task 

consisted of two successive presentations (5 min each), separated by a short 

period of time, where the juvenile rat was placed in the home cage of the 

adult rat and the time spent by the adult in investigating the juvenile 

(nosing, sniffing, grooming, or pawing) was recorded. At the end of the first 

presentation, the juvenile was removed and kept in an individual cage 

during the delay period and re-exposed to the same adult rat after 30 min. In 

this paradigm, if the delay period is less than 40 min, the adult rodents 

display recognition of this juvenile, as indicated by a significant reduction 

in the social investigation time during the second presentation (Dantzer et 

al., 1987; Prediger et al., 2004). 
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Time spent in social investigation by the adult rat was measured and then 

expressed for each animal as the ratio of the second exposure to the first 

exposure (Ratio of Investigation Duration (RID)). A reduction in RID 

reflects a decrease in investigation behavior during the second encounter, 

demonstrating the recognition ability of the adult rat. This transformation 

was chosen in order to minimize day-to-day variations on the baseline of 

performance and to equalize variances among different groups (Dantzer et 

al., 1987; Prediger et al., 2004). 

 

4.3.2. Open-field 

 

 To rule out early effects of tested drugs on locomotor activity, the 

animals were placed for 5 min in an open-field arena at 14 days after i.n. 

MPTP administration. The apparatus, made of wood covered with 

impermeable Formica, had a grey floor of 50 × 50 cm and transparent walls, 

50 cm high. Each rat was placed in the center of the apparatus and the total 

distance traveled (m) and the average speed (m/s) were registered for 5 min 

using the ANY-maze® video tracking system (Stoelting Co., Wood Dale 

IL, USA) (Castro et al., 2012). The apparatus was cleaned with 10% ethanol 

between animals. 

 

4.3.3. Forced swimming 

 

 The depressive-like effect was assessed 14 days after i.n. MPTP 

administration with the forced-swimming test previously described by 

Porsolt et al. (1977). Rats were placed in individual glass cylinders (40 cm 

in height and 17 cm in diameter) containing water (water depth was 30 cm; 

25±1 °C). Two swimming sessions were conducted (an initial 15-min 

training followed 24 h later by a 5-min test). The water was changed and the 

cylinder rinsed with clean water after each rat. Following the training and 

the test sessions, the animals were dried in a heated enclosure. During the 5 

min swimming test session, the following behavioral responses were 

recorded by a trained observer: the immobility time (i.e. the time spent 

floating in the water without struggling, making only those movements 

necessary to keep the head above the water) and climbing behavior (or 

trashing), which is defined as upward directed movements of the forepaw 

along the cylinder walls. Decrease in immobility time is indicative of a 

reduction in depression-related behaviors (Cryan et al., 2002), while time of 

climbing was used as a predictor of altered motor activity scored directly in 

the forced swimming test (Vieira et al., 2008). 
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4.3.4. Sucrose consumption  

 

 Anhedonia is a classical feature of depression and involves 

decreased libido and a lack of desire for other pleasurable experiences. 

Sucrose consumption is frequently used as a measure of anhedonia in 

rodents, including in experimental models of PD (Tadaiesky et al., 2008). 

At 14 days after i.n. MPTP administration, animals were transferred into 

single housing cages with free access to food. Each rat was provided with 

two water bottles on the extreme sides of the cage during the 24-h training 

phase to adapt the rats to drinking from two bottles. After training, one 

bottle was randomly switched to contain 0.8% sucrose solution, as 

described previously (Slattery et al., 2007), and 24 h later, the bottles were 

reversed to avoid perseveration effects. The use of a 48-h testing period 

allowed us to preclude any effects of neophobia, artifactual bias toward any 

particular side and perseveration effects. The consumption of water and 

sucrose solution was estimated simultaneously in groups by weighing the 

bottles. 

 

4.3.5. Activity chamber 

 

 In order to assess possible long-lasting effects of MPTP on 

locomotor activity, the animals were tested 21 days after i.n. MPTP 

administration in activity chambers during a period of 30 min (Moreira et 

al., 2010). The activity chamber consists of a wooden cage (40 cm x 12 cm 

x 20 cm) with steel grid floor and equipped with automatic movement 

detection using three pairs of infrared beans positioned 2 cm above the floor 

and evenly placed in the apparatus. The locomotion was automatically 

measured by a digital counter that recorded photocell bean interruptions. 

 

4.3.6. Water maze  

 

 To evaluate the existence of long-lasting spatial memory deficits 

after the i.n. administration of MPTP in rats, the animals were submitted 

from 18 to 21 days after MPTP treatment to a spatial reference memory 

version of the water maze using a protocol described previously (Morris et 

al., 1982). Tests were performed in a circular swimming pool made of black 

painted fibreglass, 1.7 m inside diameter, 0.8 m high, and was filled to a 

depth of 0.6 m with water maintained at 25°C. The target platform (10×10 

cm) was made of transparent Plexiglas and was submerged 1–1.5 cm 

beneath the surface of the water. Starting points for the animals were 

marked on the outside of the pool as north (N), south (S), east (E) and west 

(W). Four distant visual cues (55×55 cm) were placed on the walls of the 
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water maze room. They were all positioned with the lower edge 30 cm 

above the upper edge of the water tank, and in the standard setting the 

position of each symbol marked the midpoint of the perimeter of a quadrant 

(circle = NE quadrant, square = SE quadrant, cross = SW quadrant, and 

diamond = NW quadrant). The protocol consisted of 4 training days, four 

consecutive trials per day, during which the animals were left in the tank 

facing the wall, then being allowed to swim freely to the submerged 

platform placed in the centre of southwest quadrant of the tank. If the 

animal did not find the platform during a period of 60 s, it was gently 

guided to it. The animal was allowed to remain on the platform for 10 s 

after escaping to it and was then removed from the tank for 20 s before 

being placed at the next starting point in the tank. The apparatus was located 

in a room with indirect incandescent illumination. A monitor and a video-

recording system were installed in an adjacent room. The experiments were 

video-taped and the scores for latency of escape from the starting point to 

the platform and swimming speed were later measured using the ANY-

maze® video tracking system (Stoelting Co., Wood Dale IL, USA). 

 

4.3.7 Immunohistochemistry for tyrosine hydroxylase (TH) 

 

 For the investigation of possible neuroprotective effects of 

atorvastatin against the loss of dopaminergic neurons induced by i.n. MPTP 

administration, five animals of each group were intracardiacally perfused 

with physiological saline (NaCl 0.9%) followed by a solution of 4% 

paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4, 21 days after MPTP 

treatment. Brains were removed and post-fixed for 4 h in the same solution 

and cryoprotected by immersion in 30% sucrose in 0.1M PBS for 48 h. For 

each brain, serial coronal sections (50 μm) were obtained using a cryostat 

(Leica, CM 1850 UV) at -20 °C and collected in PBS. For 

immunohistochemistry, the free-floating sections were pretreated with 10% 

methanol diluted in 3% hydrogen peroxidase for 30 min, carefully washed 

and blocked with 2% albumin in 0.1 M phosphate saline buffer pH 7.4, 

containing 0.3% Triton X-100 (PBS-Tx, Sigma) for 30 min and incubated 

with anti-TH monoclonal antibody (1:1000, MAB318, Millipore/Chemicon 

International Technology, USA) for 48 h at 4 °C as described previously 

(Ferraz et al., 2003). After washing several times with PBS-Tx, tissue 

sections were incubated with a biotinylated secondary antibody (Dako, 

Carpinteria, CA) diluted 1:200 in PBS-Tx at room temperature for 2 h. The 

immunohistochemical reaction was developed by incubating the sections in 

a medium containing 0.06% 3,3-diaminobenzidine (DAB, Sigma) dissolved 

in PBS for 10 min, and then in the same solution containing 1 μM of 3% 

H2O2 per ml of DAB medium for 10 min. The sections were rinsed with 
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PBS, dehydrated with ethanol, cleared with xylene, and covered with 

Permount and coverslips. Control sections were prepared by omitting the 

primary antibody and replacing it with PBS. All brains were fixed and 

postfixed for the same time in identical solutions and rigorously processed 

at the same time, and sections were incubated in an identical medium for the 

same period of time. This precaution was taken to avoid over reaction, 

differences in chromogen reaction, saturation of optical density, and 

changes in background levels (Ferraz et al., 2003). Coronal sections of the 

SNpc were selected for this immunohistochemical study. These areas were 

identified according to the atlas of Paxinos and Watson (2005) and the 

readings were made between the coordinates interaural 4.2 mm, bregma 

−4.8 mm and interaural −2.7 mm, bregma −6.3 mm.TH-positive neurons in 

SNpc were determined on visual inspection with Sight DS-5M-L1 digital 

camera (Nikon, Melville, NY, USA) connected to an Eclipse 50i light 

microscope (Nikon) using a counting grid at a 5x and 40x magnification. 

 

4.3.8 Determination of IL-1β, TNF-α, NGF-β and IL10 levels in rat striatum 

and hippocampus 

 

 Six rats of each group were killed by decapitation 21 days after i.n. 

administration of MPTP or vehicle. Brains were removed immediately and 

the structures striatum and hippocampus were dissected and homogenized 

with PBS buffer containing 0.05% Tween 20, 0.1 mM 

phenylmethylsulfonyl fluoride, 0.1 mM benzethonium chloride, 10 mM 

EDTA and 20 IU aprotinin A. The homogenates were centrifuged at 

3,000×g for 10 min and the supernatants stored at −80°C until assays for the 

determination of levels of the cytokines IL-1β, TNF-α, IL-10 and NGF-β 

were carried out. The amount of protein in each sample was measured using 

the method of Bradford (1976), using bovine serum albumin as a standard. 

The levels of each cytokine and NGF-β were evaluated using enzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA) kits according to the manufacturer’s 

recommendations (R&D systems, Minneapolis, MN, USA) and the results 

are expressed in pg/mg of protein in each sample. 

 

4.4. Statistical analysis 

 

 All values are expressed as means ± S.E.M. (n equals the number 

of rats included in each analysis). The statistical analysis was carried out 

using two-way analysis of variance (ANOVA) with pretreatment (control 

vs. atorvastatin) and treatment (control vs. MPTP) as independent variables. 

Data from the water maze task were analyzed using two-way ANOVA with 

repeated measure (number of training days). Following significant 
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ANOVAs, multiple post-hoc comparisons were performed using the 

Newman–Keuls test. The comparisons of water and sucrose intake in each 

group were performed using unpaired Student’s t-test. The accepted level of 

significance for the tests was P<0.05. All tests were performed using the 

Statistica® software package (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA).  
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Figures and legends 

 

 

 
 
Fig. 1. Schematic illustration of the time course of behavioral and neurochemical 

tests following the pretreatment (during 7 consecutive days) with control (saline) or 

atorvastatin (10 mg/kg, p.o.) and a single intranasal (i.n.) administration of control 

(saline) or MPTP (1 mg/nostril) in adult male Wistar rats.  
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Fig. 2. Effects of the pretreatment (during 7 consecutive days) with saline or 

atorvastatin (10 mg/kg, p.o.) on the social recognition memory of rats evaluated 7 

days after i.n. infusion of MPTP (1 mg/nostril). Data are expressed as the mean + 

S.E.M. of RIDs (i.e. the ratio of the second exposure to the first exposure) when the 

same juvenile was exposed for 5 min with an interval of 30 min [control/control (n = 

9); control/MPTP (n = 11); atorvastatin/control (n = 7); and atorvastatin/MPTP (n = 

8)]. *P≤0.05 compared to the control/control group. #P≤0.05 compared to the 

control/MPTP group (two-way ANOVA followed by Newman-Keuls test). 
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Fig. 3. Effects of the pretreatment (during 7 consecutive days) with saline or 

atorvastatin (10 mg/kg, p.o.) on the locomotor activity of rats evaluated in the open 

field 14 days after i.n. infusion of MPTP (1 mg/nostril). Data of are expressed as the 

mean + S.E.M. of the distance travelled (A) and average speed (B) during 30 min 

[control/control (n = 9); control/MPTP (n = 11); atorvastatin/control (n = 7); and 

atorvastatin/MPTP (n = 8)].  
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Fig. 4. Effects of the pretreatment (during 7 consecutive days) with saline or 

atorvastatin (10 mg/kg, p.o.) on depressive-like behavior of rats evaluated 14 days 

after i.n. infusion of MPTP (1 mg/nostril). Data of are expressed as the mean + 

S.E.M. of the immobility time (A) and climbing time (B) in the forced-swimming 

test [control/control (n = 9); control/MPTP (n = 11); atorvastatin/control (n = 7); and 

atorvastatin/MPTP (n = 8)]. *P≤0.05 compared to the control/control group. 

#P≤0.05 compared to the control/MPTP group (two-way ANOVA followed by 

Newman-Keuls test).  
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Fig. 5. Effects of the pretreatment (during 7 consecutive days) with saline or 

atorvastatin (10 mg/kg, p.o.) on anhedonic behavior of rats evaluated in the sucrose 

consumption test 14 days after i.n. infusion of MPTP (1 mg/nostril). Data are 

expressed as the mean + S.E.M. of liquid consumption (g) during the 48-h sucrose 

and water intake and during the 24-h training phase [control/control (n = 6); 

control/MPTP (n = 7); atorvastatin/control (n = 7); and atorvastatin/MPTP (n = 8)]. 

#P≤0.05 compared to the water intake of the respective group (Student’s t-test). 
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Fig. 6. Effects of the pretreatment (during 7 consecutive days) with saline or 

atorvastatin (10 mg/kg, p.o.) on locomotor activity of rats evaluated in the activity 

chamber 21 days after i.n. infusion of MPTP (1 mg/nostril). Each value represents 

the mean ± S.E.M. of crossings during 30 min [control/control (n = 9); 

control/MPTP (n = 11); atorvastatin/control (n = 7); and atorvastatin/MPTP (n = 8)]. 

*P≤0.05 compared to the control/control group. #P≤0.05 compared to the 

control/MPTP group (two-way ANOVA followed by Newman-Keuls test). 
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Fig. 7. Effects of the pretreatment (during 7 consecutive days) with saline or 

atorvastatin (10 mg/kg, p.o.) on cognitive performance of rats evaluated in the 

spatial reference memory version of the water maze 21 days after i.n. infusion of 

MPTP (1 mg/nostril). Values are shown as mean ± S.E.M. latency to escape to a 

submersed platform during four training days, with four consecutive trials per day 

[control/control (n = 6); control/MPTP (n = 7); atorvastatin/control (n = 7); and 

atorvastatin/MPTP (n = 8)]. 
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Fig. 8. Effects of the pretreatment (during 7 consecutive days) with atorvastatin (10 

mg/kg, p.o.) on tyrosine hydroxylase (TH)-positive cells in the substantia nigra pars 

compacta (SNpc) of rats evaluated through immunohistochemistry at 21 days after 

i.n. infusion of MPTP (1 mg/nostril). Representative images of TH immunostaining 

in the ventral mesencephalon containing SNpc of rats treated with saline + saline 

(A,B), saline + MPTP (C,D), atorvastatin + saline (E,F) or atorvastatin + MPTP 

(G,H). Scale bar (A,C,E,G = 100 μm and B,D,F,H = 25μm). Each value represents 

the mean ± S.E.M. of 5 animals in each group. *P≤0.05 compared to the 

control/control group; #P≤0.05 compared to the control/MPTP group (two-way 

ANOVA followed by Newman-Keuls test). 
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Fig. 9. Effects of the pretreatment (during 7 consecutive days) with atorvastatin (10 

mg/kg, p.o.) on  TNF-α, IL-1β, IL10 and NGF-β levels in the striatum (A, B, C, D) 

and hippocampus (E, F, G, H) 21 days after i.n. infusion of MPTP (1 mg/nostril). 

Data are expressed as means + S.E.M. of pmol/mg protein of 6 animals in each 

group. #P≤0.05 compared to the pretreatment with control (two-way ANOVA 

followed by the Newman-Keuls test).  
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CAPÍTULO III 

 

 

Atorvastatina atenua a toxicidade induzida por 6-OHDA em fatias de 

estriado, hipocampo e córtex cerebral in vitro via interação com os 

receptores NMDA 

 

1. Introdução 

 

 A 6-hidróxi-dopamina (6-OHDA) é uma das toxinas mais usadas 

em modelos experimentais da doença de Parkinson (PD) (Gomez-Lazaro et 

al., 2008, Ikeda et al., 2008, Mu et al., 2009). Ela possui uma estrutura 

semelhante a da dopamina (DA), e por isso degenera seletivamente 

neurônios dopaminérgicos e catecolinérgicos (Lehmensiek et al., 2006). 

Uma vez dentro do neurônio, o acúmulo de 6-OHDA promove uma auto-

oxidação não-enzimática, causando a formação de espécies reativas de 

oxigênio (EROs) (Blandini et al., 2008). A oxidação de 6-OHDA reduz os 

níveis de enzimas antioxidantes superóxido dismutase (SOD) ou glutationa 

(GSH) no estriado (Perumal et al., 1992; Kunikowska e Jenner, 2001). A 

interação direta com complexos I e IV da cadeia respiratória mitocondrial, 

acaba levando a posterior inibição respiratória e estresse oxidativo, também 

explica o mecanismo descrito para a geração de EROs por esta neurotoxina 

(Glinka et al., 1997; Inden et al., 2006; Lehmensiek, Tan, 2006; Chin et al., 

2008). 

 A excitotoxicidade induzida pelo glutamato nos neurônios 

localizados em estruturas do gânglio da base tem sido descrita em modelos 

animais e pacientes com a PD (Olanow, 2002, Rodriguez et al., 1998). 

Portanto, é possível que uma diminuição na ativação do sistema 

glutamatérgico possa reduzir os sintomas da PD e retardar a degeneração 

dos neurônios dopaminérgicos. Estudos têm demonstrado que a 

excitotoxicidade induzida por neurotoxinas dopaminérgicas é prevenida 

com o uso de antagonistas dos receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), 

como o MK-801 (Turski et al., 1991). No entanto, embora os antagonistas 

dos receptores NMDA produzam efeitos semelhantes a fármacos anti-

parkinsonianos, antagonistas não competitivos de alta afinidade do receptor 

NMDA tem demonstrado induzir efeitos colaterais graves incluindo 

sintomas observados em pacientes esquizofrênicos e ataxia em diferentes 

estudos (Greenamyre e o ' Brien, 1991, Ossowska et al., 1994). Neste 

sentido, a busca de novos compostos que possam atuar como moduladores 

(e não bloqueadores) da transmissão glutamatérgica é uma estratégia 

terapêutica interessante contra a neurodegeneração observada na PD. 

 As estatinas são uma classe de inibidores da enzima 3-hidróxi-3-

metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase, que são amplamente 
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utilizadas na clínica para na redução dos níveis de colesterol em pacientes 

hiperlipidêmicos (Bucher et al., 1999). No entanto, evidências recentes 

sugerem que as estatinas têm efeitos neuroprotetores independentes da 

inibição da síntese do colesterol apresentados em várias doenças 

neurológicas, incluindo a isquemia cerebral, hemorragia intracerebral, PD, 

encefalomielite alérgica experimental e Doença de Alzheimer (DeKosky, 

2005, Jung et al., 2004, Li et al., 2006, Stepien et al., 2005, Weber et al., 

2005). As estatinas sequestram radicais livres derivados do oxigênio, 

reduzem a biossíntese de isoprenóides ligadas a geração de radicais livres e 

diminuem a produção excessiva de óxido nítrico através da inibição da 

óxido nítrico sintase induzida (Lefer et al., 2001, Wagner et al., 2000, 

Yamamoto et al., 1998). Elas também atenuam o aumento de cálcio 

intracelular induzido por GLU através de modulação das funções dos 

receptores NMDA (Bosel et al., 2005). Esses efeitos e ações pleiotrópicas, 

incluindo efeitos antioxidantes e anti-excitotóxico têm sido sugeridas para 

explicar os efeitos neuroprotetores das estatinas (Di Napoli et al., 2002, Jick 

et al., 2000). Além disso, a atorvastatina (ATOR) impede danos no 

hipocampo induzidos pelo ácido quinolínico, um agonista de receptores 

NMDA, demonstrando uma interação com os receptores NMDA e 

sugerindo assim um possível mecanismo envolvido em sua ação 

neuroprotetora (Piermartiri et al., 2009). Confirmando os efeitos 

demonstrados em estudos experimentais, Wolozin e coloboradores (2007) 

constataram que a simvastatina e a ATOR estão associadas a uma redução 

na incidência da DP. Além disso, Vuletic e colaboradores (2006) 

demonstraram que as estatinas atravessam facilmente a barreira 

hematoencefálica, reforçando a sua eficácia neuroprotetora em doenças no 

SNC. 

 Desde a sua descrição inicial, por James Parkinson (1817) no 

estudo “Essay on the shaking palsy”, a DP vem sendo caracterizada como 

um distúrbio motor. Entretanto, os pacientes parkinsonianos somente 

desenvolvem estas alterações motoras quando aproximadamente 60-70% 

dos neurônios da SNpc encontram-se degenerados e os níveis estriatais de 

dopamina são reduzidos em 70-80% (Braak et al., 2004). Além dos 

sintomas motores, existem evidências de distúrbios de caráter emocional, 

cognitivo e psicossocial, o que é acompanhado com alterações nos níveis de 

dopamina nos gânglios da base (Gerlach e Riederer, 1996; Barrio et al., 

1997; Lindner et al., 1999) e em outras áreas cerebrais, como o córtex pré-

frontal (Stebbins et al., 1999; Marié et al., 1999). Portanto, o estudo em 

regiões cerebrais como o estriado, córtex cerebral e o hipocampo,  

diretamente relacionadas aos sintomas motores e não-motores da DP, é 

fundamental  para o sucesso de novos compostos com potencial terapêutico. 
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2. Objetivo  

 

 O objetivo deste estudo foi investigar a toxicidade in vitro induzida 

por 6-OHDA em fatias do hipocampo, estriado e córtex cerebral, estruturas 

cerebrais sabidamente acometidas na DP, a fim de estabelecer um modelo in 

vitro de toxicidade aguda com 6-OHDA e visando a utilização desse modelo 

como “screening” de novos compostos com potencial efeito neuroprotetor. 

Além disso, avaliou-se o efeito neuroprotetor da ATOR contra a toxicidade 

induzida por 6-OHDA, utilizando-se como ferramenta famacológica uma 

comparação com os efeitos do MK-801 (um antagonista não competitivo 

dos receptores NMDA para GLU). 

 

3. Materiais e Métodos 

 

3.1. Animais 

  

 Ratos Wistar machos adultos (250-300 g) foram obtidos do 

biotério central da UFSC. Os animais ficaram acondicionados em cinco 

ratos por caixa, com livre acesso a comida e água, e  mantidos em um ciclo 

de 12 horas luz-escuro (a luz é ligada as 7:00 da manhã), com uma 
oC. Todos os procedimentos experimentais 

utilizados no presente estudo foram conduzidos cuidadosamente de acordo 

com as normas previstas pelo comitê de ética no uso de animais da UFSC 

(CEUA/UFSC PP00551-23080.037860/2010-31).  

 

3.2 Preparação e incubação das fatias cerebrais 

 

 Os animais foram mortos por decapitação e as estruturas cerebrais 

(estriado, hipocampo, córtex cerebral) foram rapidamente removidas e 

mantidas em tampão Krebs-Ringer bicarbonato (KRB: NaCl 122 mM; KCl 

3 mM; CaCl2 1,3 mM; MgSO4 1,2 mM; KH2PO4 0,4 mM; NaHCO3 25 mM; 

D-glicose 10 mM) gelado e gaseificado com carbogênio (95% O2 - 5% CO2) 

para atingir o pH 7,4.  As fatias (0,4 mm de espessura) foram obtidas 

utilizando-se um fatiador de tecidos McIlwain e pré-incubadas em tampão 

KRB por 30 min a 37oC, sendo gaseificadas com carbogênio. Fatias 

controle foram incubadas por 1 h no tampão KRB e gaseificadas com 

carbogênio. Depois de pré-incubadas em KRB, as fatias foram incubadas 

com 6-OHDA (10 - 500 μM, dependendo do experimento) ou KRB 

(controle) por 1 h. Para avaliação da produção de EROs, as fatias foram 

imediatamente processadas. Quando presentes, MK-801 e/ou ATOR 

(ATOR, 10 μM) foram co-incubadas por 1 h com 6-OHDA. Após este 

período, KRB foi retirado e substituído por um meio de cultura nutritivo, 

composto por 50% de KRB, 50% do meio de cultura (DMEM, Gibco), 20 
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mM de HEPES e 100 μg/ml de gentamicina, a 37° C em atmosfera de CO2 

(Molz et al., 2008). As fatias foram mantidas por um período adicional de 3 

ou 6 h para avaliação da viabilidade celular in vitro. 

 

3.3 Ensaio de viabilidade celular  

 

 A viabilidade celular foi avaliada pela redução do MTT (3-[4,5-

Dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolium brometo = Thiazolyl blue). O 

MTT é um sal de tetrazolium solúvel em água, que é convertido a um 

formazam púrpura insolúvel após clivagem do anel de tetrazólio por 

desidrogenases mitocondriais (Jacobsson e Fowler, 1999). Após o período 

de tratamento, as fatias cerebrais foram incubadas com MTT (0,5 mg/ml) à 

37 oC e o formazam reduzido é solubilizado pela adição de dimetil-

sulfóxido. A viabilidade celular foi proporcional à leitura da absorbância 

medida em leitor de Elisa (550 nm). 

 

3.4 Avaliação da captação de L-[3H] GLU em estruturas cerebrais  

 

 A captação de GLU foi realizada conforme previamente descrito 

(Molz et al., 2008). As fatias de estriado, hipocampo e córtex cerebral foram 

pré-incubadas por 15 minutos a 35° C, em solução salina balanceada de 

Hanks (HBSS = CaCl2 1,29 mM, NaCl 136,9 mM, KCl 5,36 mM, MgSO4 

0,65 mM, Na2HPO4 0,27 mM, KH2PO4 1,1 mM, D-glicose 2 mM e Hepes 5 

mM). A captação inicia-se com a adição de 100 µM de glutamato, 

permanecendo o mesmo por 7 minutos nas fatias. A incubação é terminada 

com a retirada do meio de captação, as fatias são lavadas duas vezes com 1 

ml de HBSS gelado e 300 µl de uma solução de NaOH 0,1 N/SDS 0,01 % 

foi adicionado para solubilização das fatias. Após completa solubilização, 

os lisados foram utilizados para determinação do conteúdo intracelular de 

GLU através de cintilação líquida. A captação de GLU foi expressa como 

união dependente de sódio (transporte de maior afinidade) ou independente 

de sódio (dependente de cloreto, realizada através da substituição do NaCl 

por solução isosmolar de Cloreto de colina). O conteúdo proteico foi 

avaliado pelo método de Lowry et al. (1951) usando albumina de soro 

bovino (Sigma) como padrão. 

 

3.5 Avaliação da produção de EROs 

 

 A produção de EROs intracelular foi detectada usando o composto 

não-fluorescente, diacetato de 2′–7′-diclorofluoresceína (DCFH-DA). O 

DCFH-DA é hidrolisado por esterases intracelulares para DCFH, quando 

internalizado. Esta molécula não-fluorescente  é oxidada para 

diclorofluoresceína (DCF) pela ação de oxidantes celulares. As fatias foram 
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incubadas com DCFH-DA (80 μM) por 30 minutos a 37°C. Depois, as fatias 

foram homogeneizadas em tampão TFK (K3PO4, 5 mm 7,4 com pH KCl, 

140 mM). A fluorescência foi medida com a excitação em 485 nm e a 

emissão em 520 nm, modificado de Hempel et al. (1999). Os valores foram 

expressos em unidades arbitrárias de fluorescência. 

 

3.6 Análise estatística 

 

 Todos os valores estão expressos como média ± EPM. A análise 

estatística foi realizada utilizando a análise de variância (ANOVA) de uma 

via . A análise de post-hoc foi realizada utilizando o teste de múltiplas 

comparações de Newman–Keuls. O nível de significância aceito para os 

testes foi P < 0,05. Todos os testes foram realizados usando o software ® 

Statistica (StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA). 

 

4. Resultados 

 

4.1 Avaliação de neurotoxicidade induzida por 6-OHDA in vitro  

 

 As fatias foram submetidas à incubação com 6-OHDA (em uma 

curva de concentração de 100, 250 ou 500 µM) por 1 h e, em seguida, 

mantidas em meio de cultura por 3 ou 6 h antes da avaliação da viabilidade 

celular pela redução de MTT. Houve  uma redução significativa da 

viabilidade celular nas fatias de estriado e hipocampo após a incubação com 

6-OHDA em todas as concentrações (Figura 1). Assim, a concentração de 

100 µM de 6-OHDA e o tempo de 3 h de incubação em meio de cultura 

(DMEM) foram escolhidos para os experimentos susequentes. A incubação 

de 6-OHDA (100 µM por 1 h) nas fatias de estriado e hipocampo também 

aumentou os níveis de EROs (Figura 2). As concentrações inferiores de 6-

OHA (10 ou 50 µM) foram ineficazes em aumentar a produção de ROS 

(dados não mostrados).  

 Considerando que a produção de EROs é medida logo após a 1 h 

de incubação com 6-OHDA e a viabilidade celular havia sido avaliada 3 h 

ou 6 h após a incubação com 6-OHDA, ambos parâmetros foram avaliados 

1 h após a incubação com 6-OHDA. A produção de EROs já é máxima com 

100 µM, no entanto, só há redução da viabilidade celular com 500 µM de 6-

OHDA nas fatias das três estruturas cerebrais, demonstrando a sequência 

temporal de produção de ROS e perda de viabilidade celular, relacionada a 

um mecanismo de dano por estresse oxidativo (Fig. 3).    

 

4.2 Prevenção da neurotoxicidade induzida por 6-OHDA com antagonista 

do receptor NMDA  
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A incubação das fatias de hipocampo, estriado e córtex cerebral com 6-

OHDA (100 µM) induziu uma redução semelhante na viabilidade celular 

em todas as regiões avaliadas como já visto anteriormente. No entanto, 

quando o MK-801 nas concentrações de 50 µM ou  250 µM (dados não 

mostrados) foi incubado na presença de 6-OHDA, um efeito neuroprotetor 

parcial foi observado (Fig. 4). Estes resultados demonstram a participação 

dos receptores NMDA na neurotoxicidade induzida por 6-OHDA. 

 

4.3 Prevenção da neurotoxicidade induzida por 6-OHDA com ATOR 

 

 O tratamento com ATOR (10 µM) não alterou a viabilidade celular 

de fatias do estriado, hipocampo e córtex cerebral, mas a 6-OHDA (100 

µM) reduziu a viabilidade celular nas três regiões estudadas. A incubação 

de ATOR na presença de 6-OHDA por 1 h preveniu a redução da 

viabilidade celular, demonstrando que a ATOR apresentou um efeito 

neuroprotetor contra a toxicidade da 6-OHDA (Fig. 5).  

 

4.4 Avaliação de neuroproteção  com a associação de ATOR e MK-801 na 

toxicidade induzida 6-OHDA 

 

 A incubação de fatias com ATOR e MK-801 não alterou a 

viabilidade celular. No entanto, a incubação com ATOR + 6-OHDA; MK-

801 + 6-OHDA; e ATOR + MK-801 + 6-OHDA preveniu o efeito  tóxico 

da 6-OHDA, aumentando a viabilidade celular no hipocampo, estriado e 

córtex cerebral (Fig. 6). Estes resultados mostram que os efeitos 

neuroprotetores de ATOR e MK-801  convergem para mecanismos 

moleculares similares, ou seja, uma ação antagônica no receptor NMDA, 

que deve ser melhor investigada no futuro. 

 

4.5 A toxicidade induzida por 6-OHDA in vitro não é prevenida pela ATOR 

após o tratamento in vivo 

 

 Considerando que o tratamento in vitro com a ATOR previniu  a 

toxicidade da 6-OHDA em fatias cerebrais, utilizamos também o tratamento 

in vivo, atráves da administração (v.o.) de 1 ou 10 mg/kg ATOR por 7 dias 

consecutivos. O tratamento in vivo com ATOR não alterou  a redução na 

viabilidade celular observada após a incubação das fatias cerebrais de 

estriado e hipocampo com 6-OHDA (100 µM) (Fig. 7). Ao avaliarmos a 

captação de GLU, observamos que o tratamento com  ATOR (1 ou 10 

mg/kg) por 7 dias também não reverteu a redução da captação de GLU 

induzida pela 6-OHDA nas fatias de estriado e hipocampo (Fig. 8). 

Entretanto,  a ATOR per se  também não alterou a captação de GLU basal 

quando comparado ao grupo controle. 
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5. Conclusão 

 

 Observamos que o modelo de neurotoxicidade in vitro induzida por 

6-OHDA diminui a viabilidade celular, a captação de GLU e aumentou a 

produção de EROs em fatias de córtex cerebral, hipocampo e estriado. A 

ATOR apresentou um efeito de neuroproteção semelhante ao apresentado 

pelo MK-801 contra a toxicidade induzida pela 6-OHDA, prevenindo a 

redução da viabilidade celular, efeito este que pode estar relacionado a uma 

ação antagonista do receptor NMDA. Mais estudos são necessários para 

avaliar a correlação entre a neurotoxicidade da 6-OHDA e os efeitos 

neuroprotetores da ATOR, como por exemplo a avaliação de marcadores de 

neurodegeneração neuronal e marcadores inflamatórios, observados na DP. 
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6. Figuras e legendas 

 

 

 

 
 

 
Fig. 1 Avaliação da viabilidade celular em fatias de estriado e hipocampo 

submetidas à incubação com 6-OHDA. Salina ou 100 µM, 250 µM ou 500 µM 6-

OHDA foram incubadas no estriado (A e B) e hipocampo (C e D) durante 1 h em 

meio de cultura. Após este período, o meio foi substituído por meio de cultura fresco 

(DMEN), na ausência de 6-OHDA onde as fatias foram mantidas por 3 ou 6 h. O 

grupo controle representa 100% de viabilidade celular. O MTT (0,5 mg/ml) foi 

incubado por 20 min em 37oC e viabilidade celular foi medida a 550 nm. Os valores 

estão apresentados na forma de desvio ± erro padrão em triplicatas. (**P<0,05 e 

***P<0,01 de controle (100%) n = 3-5 
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Fig. 2 Avaliação da produção de EROs em fatias de hipocampo, estriado córtex 

submetidas à incubação com 6-OHDA (100µM) e avaliadas através de DFCH-DA 

(intensidade de fluorescência). As fatias permaneceram incubadas durante 1 h com 

6-OHDA e logo após foram avaliadas para a oxidação do DCFH-DA. Os valores 

estão apresentados na forma de desvio ± erro padrão em triplicatas. (*** P<0,05 de 

controle; n = 3-5). 
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Fig. 3 Avaliação da produção de EROs (DCFH-DA, intensidade de fluorescência) e 

viabilidade celular (MTT) em fatias de estriado (A), hipocampo (B) e córtex (C) 

submetidos à incubação com 6-OHDA (100, 250 ou 500 µM) As fatias 

permaneceram incubadas durante 1 h com 6-OHDA e  foram imediatamente 

avaliadas. Os valores estão apresentados na forma de desvio ± erro padrão em 

triplicatas. (* P<0,05 de controle (100%); n = 3-5). 
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Fig. 4 Avaliação da viabilidade celular (MTT) em fatias de estriado (A), hipocampo 

(B) e córtex (C) submetidos à incubação com 6-OHDA (100µM) e MK-801 (50 

µM). Salina (controle), 6-OHDA (100 µM), 6-OHDA + MK-801 (50 µM), foram 

incubadas durante 1 h em meio de cultura. Após este período, o meio foi substituído 

por meio de cultura fresco  e as fatias mantidas por  3h adicionais. O grupo controle 

representa 100% de viabilidade celular. O MTT (0,5 mg/ml) foi incubado por 20 

min em 37oC e viabilidade celular foi medida a 550 nm.  Os valores estão 

apresentados na forma de desvio ± erro padrão em triplicatas.  (*P<0,05 vs controle 

de grupo (100%); # P<0,05 vs 6-OHDA; n = 3-5). 
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Fig. 5 Avaliação da viabilidade celular (MTT) em fatias de estriado (A), hipocampo 

(B) e córtex (C) submetidos a incubação com ATOR (10 µM) e 6-OHDA (100) e 

MK-801 (50 µM). Salina (controle), ATOR 10 µM, 6-OHDA 100 µM e ATOR + 6-

OHDA foram incubadas durante 1 h em meio de cultura. Após este período, o meio  

foi substituído por meio de cultura fresco e as fatias mantidas por  3h adicionais. O 

grupo controle representa 100% de viabilidade celular. O MTT (0,5 mg/ml) foi 

incubado por 20 min em 37oC e viabilidade celular foi mensurada a 550 nm.  Os 

valores estão apresentados na forma de desvio ± erro padrão em triplicatas.  

(*P<0,05 vs controle (100%); #P<0,05 vs 6-OHDA; n = 3-5). 
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Fig. 6 Avaliação da viabilidade celular (MTT) em fatias de estriado (A), hipocampo 

(B) e córtex (C) submetidos à incubação com ATOR (10 µM) e 6-OHDA (100) e 

MK-801 (50 µM). Salina (controle), ATOR (10 µM), MK-801 (50 µM), MK-801 + 

ATOR, 6-OHDA (100 µM), ATOR 6-OHDA, MK-801 + 6-OHDA, MK-801 + 6-

OHDA + ATOR foram incubadas durante 1 h em meio de cultura. Após este 

período, o meio foi substituído por meio de cultura fresco e as fatias mantidas por 3h 

adicionais. O grupo controle representa 100% de viabilidade celular. O MTT (0,5 

mg/ml) foi incubado por 20 min em 37oC e viabilidade celular foi mensurada a 550 

nm.  Os valores estão apresentados na forma de desvio ± erro padrão em triplicatas.  

(#P<0,05 vs controle (100%); ***P<0,05 vs 6-OHDA; n = 3-5). 
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Fig. 7 Avaliação da toxicidade induzida pela 6-OHDA in vitro, sobre as alterações 

da captação de L-[3H]glutamato após o tratamento in vivo com ATOR. Os animais 

receberam por 7 dias consecutivos o tratamento com atorvastatina (ATOR, 1 ou 10 

mg/kg, v.o.) ou solução salina. As fatias do hipocampo (A) e estriado (B) foram 

incubadas durante 1 h com 6-OHDA e logo foram avaliadas para a captação de 

glutamato. Valores expressas como media  ± erro padrão. (*P<0,05 do grupo 

controle; n = 3-5). 
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Fig. 8 Avaliação da viabilidade celular (MTT) induzida pela 6-OHDA in vitro, após 

o tratamento in vivo com ATOR. Os animais receberam por 7 dias consecutivos o 

tratamento com atorvastatina (ATOR, 1 ou 10 mg/kg, v.o.) ou solução salina. As 

fatias do hipocampo (A) e estriado (B) foram incubadas durante 1 h com 6-OHDA e 

logo foram avaliadas para a redução do MTT. Valores expressos  como média ± erro 

padrão. (*P<0,05 do grupo controle (100%); n = 3-5). 
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CAPÍTULO IV 

 

Estudo do envolvimento dos receptores A2A para adenosina em um 

modelo experimental da doença de Parkinson: infusão intranasal de 

MPTP em camundongos 

 

 O estudo relatado a seguir foi desenvolvido durante o estágio de 

Doutorado-sanduíche (com bolsa CAPES-PDSE) realizado no período de 

Novembro de 2011 a Agosto de 2012 no Centro de Neurociências e 

Biologia Celular, Faculdade de Medicina, da Universidade de Coimbra em 

Portugal, sob a supervisão do Prof. Dr. Rodrigo Cunha e contou com a 

colaboração do Prof. Dr. Rui Daniel S. Prediger (Depto. Farmacologia, 

UFSC), da Dra. Paula Canas e do Dr. Angêlo Tomé, ambos do Centro de 

Neurociências e Biologia Celular da Universidade de Coimbra. 

 

1. Introdução 

 

 Os receptores  para adenosina (ADO) regulam a ação de diversos 

sistemas de neurotransmissores, inclusive de vias dopaminérgicas e 

glutamatérgicas do circuito corticoestriatal (Gomes et al., 2009; Quiroz et 

al., 2009). No momento, quatro diferentes subtipos de receptores para ADO 

(A1R, A2AR, A2BR e A3R), todos acoplados à proteína G, foram clonados e 

identificados em humanos e roedores (Fredholm et al., 2001). Os receptores 

A1 e A3 inibem a produção do segundo mensageiro adenosina-5´-

monofosfato cíclico (AMPc) pelo acoplamento a uma proteína G inibitória 

(Gi). Por outro lado, os receptores A2A e A2B ativam à adenilato ciclase 

através de proteínas G estimulatórias (Gs). Embora os receptores A2B 

também possam ativar a via mediada pela fosfolipase C (PLC) pelo 

acoplamento a uma proteína Gq (Ryzhov et al., 2006), a ADO possui baixa 

afinidade a esses receptores. Sabe-se que a ADO apresenta maior afinidade 

pelos receptores A1 e A2A, enquanto os receptores A3 possuem uma 

afinidade intermediária (Jacobson e Gao, 2006).  

 Os receptores A1 são altamente expressos no córtex cerebral, 

cerebelo, hipocampo e no corno dorsal da medula espinhal (Ribeiro et al., 

2002). Os receptores A2A são encontrados em alta densidade no núcleo 

acumbens e em outras regiões do estriado, particularmente em neurônios 

glutamatérgicos, GABAérgicos e em interneurônios colinérgicos (Latini et 

al., 1996; Moreau e Huber, 1999; Ferre et al., 2005). Os receptores A2A 

também são expressos no bulbo olfatório e no hipocampo de ratos (Cunha, 

et al., 1994; Cunha et al., 1995; Dixon et al., 1996). Esses receptores podem 

interferir na transmissão sináptica em várias áreas do cérebro, participando 

da modulação de diversas funções, como aprendizagem, memória, atividade 

motora, ciclo sono e vigília. Os receptores A2B são pouco expressos no SNC 
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(Dixon et al., 1996), enquanto que os receptores A3 aparecem em níveis 

moderados no cerebelo e hipocampo (Fredholm et al., 2001; Lopes et al., 

2003).  

 A ADO tem sido considerada um importante neuromodulador nas 

sinapses, uma vez que seus receptores estão localizados em neurônios da 

pré- e pós-sinapse e em células da glia, onde promovem a homeostasia da 

função neural (Cunha, 2001). Desta forma, a ADO funciona como um 

“sintonizador” de uma complexa interação entre seus próprios receptores e 

de outros neurotransmissores (Sebastiao e Ribeiro, 2000; Cunha, 2001; 

Ferre et al., 2007). Um número crescente de evidências tem demonstrado 

que a ADO apresenta efeitos opostos aos da dopamina no SNC e, por isso, 

os antagonistas dos receptores A1 e A2A constituem uma promessa 

terapêutica em distúrbios motores e cognitivos, como a doença de Parkinson 

(DP), depressão e na dependência às drogas (Brown e Short, 2008; Cunha et 

al., 2008; Takahashi et al., 2008; Sebastiao e Ribeiro, 2009; Prediger, 2010). 

Os mecanismos moleculares pelo qual o bloqueio dos receptores A2A 

promove neuroproteção contra a neurodegeneração dopaminérgica na DP 

ainda não estão totalmente elucidados. Porém, fortes evidências destacam o 

papel fundamental dos receptores A2A na fisiopatologia da DP: 1) o papel 

fisiológico no controle motor; 2) modulação da neurotransmissão 

glutamatérgica; 3) o aumento da atividade de receptores A2A na DP; 4) o seu 

envolvimento na neuroinflamação, sendo particularmente evidente na 

substância negra; 5) modulação do metabolismo e funcionamento 

mitocondrial (Ross et al., 2000; Ascherio et al., 2001). Segundo estudos de 

Cunha e colaboradores, foi demonstrado um aumento no número de 

receptores A2A em astrócitos e micróglias em roedores submetidos a 

modelos experimentais da DP, visto que o bloqueio destes receptores é 

capaz de prevenir a neuroinflamação e consequentemente, a 

neurodegeneração dopaminérgica nestes animais (Cunha et al., 2007; Yu et 

al., 2008). 

 A idade pode alterar o equilíbrio sináptico produzido pelas 

modulações inibitórias e excitatórias dos receptores da ADO em terminais 

GABAérgicos, glutamatérgicos e dopaminérgicos. A densidade de 

receptores A1 no córtex e no hipocampo de ratos idosos está reduzida em 

relação à de adultos jovens, ao passo que os níveis de A1 no estriado sofrem 

pouca influência do envelhecimento (Pagonopoulou e Angelatou, 1992; 

Cunha et al., 1995). Por outro lado, ratos idosos apresentam uma densidade 

elevada de receptores A2A no córtex e no hipocampo (Cunha et al., 1995; 

Rebola et al., 2003). Já no estriado, a densidade de receptores A2A parece 

diminuir com o envelhecimento (Cunha et al., 1995).  

 Considerando a DP como uma das principais doenças 

neurodegenerativas associadas ao envelhecimento, o possível aumento no 

número de pacientes em virtude do envelhecimento populacional e a grande 
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procura por novas alternativas para o seu tratamento, se faz necessário uma 

melhor compreensão acerca da etiologia e dos mecanismos envolvidos na 

fisiopatologia desta doença. Como descrito, os fatores ambientais e 

genéticos exercem um papel importante no desenvolvimento de várias 

alterações neurais verificadas na DP. Entretanto, verifica-se na literatura 

uma ausência de trabalhos buscando integrar os fatores ambientais e 

genéticos em modelos experimentais. Além disso, nos últimos anos vem 

crescendo o número de trabalhos epidemiológicos, clínicos e pré-clínicos 

indicando o potencial dos antagonistas seletivos dos receptores A2A na 

prevenção e tratamento da DP (para revisão ver Prediger, 2010).  

 

2. Metodologia 

 

2.1 Animais: Foram utilizados camundongos com 5-6 meses (pesando 30-

35 g) das linhagens C57BL/6 e camundongos geneticamente modificados 

que não expressam o receptor A2A (A2A-/-) que foram gentilmente 

fornecidos pelo Dr. Jiang-Fan Chen (Universidade de Boston, EUA). Os 

animais foram alojados em grupos de 10 animais por caixa (42 x 34 x 17 

cm) e mantidos em câmaras ventiladas (ALESCO®) no biotério setorial do 

Instituto de Bioquímica da Universidade de Coimbra (Portugal) a uma 

temperatura de 22°C, umidade entre 60 – 80 % e ciclo claro/escuro de 12 

horas, sendo alimentados com ração comercial e água ad libitum. 

 

2.2 Drogas: Foram utilizados o MPTP (Sigma Chemical, EUA) e o 

antagonista seletivo dos receptores A2A para ADO, SCH58261 (gentilmente 

fornecido pela Dra. Christina E. Muller, Alemanha). O SCH58261 foi 

dissolvido em salina com 5% de Tween 80 e administrado pela via 

intraperitoneal (i.p.). O tratamento com SCH58261 0,3 mg/kg foi iniciado 5 

dias antes da administração intranasal do MPTP, mantendo-se o tratamento 

ao longo dos 20 dias em que foi realizada a bateria de testes 

comportamentais, totalizando assim 25 dias de tratamento com SCH58261. 

 

2.3 Administração intranasal (i.n.) de MPTP: A administração i.n. de MPTP 

foi realizada utilizando um procedimento semelhante ao descrito por 

Prediger et al. (2010). Os animais foram levemente anestesiados com 

isofluorano 0.96% (0.75 CAM) utilizando um sistema de vaporizador 

(SurgiVet Inc., WI, USA). Os animais receberam a infusão bilateral (nas 

duas narinas) de MPTP (1,0 mg/narina). A infusão do MPTP foi realizada 

com o auxílio de um tubo de polietileno (PE 10), que foi inserido cerca de 7 

mm de profundidade na narina dos animais. O tubo de polietileno foi 

conectado a uma micro-seringa de 10 µl (Hamilton, USA) acoplada à uma 

bomba de infusão, permitindo o controle da velocidade (10 ul/min) e do 



 84 

volume (10 ul/narina) de infusão. O MPTP foi dissolvido em NaCl 0.9% 

(salina), sendo a salina utilizada como solução controle. 

 

2.4 Teste de discriminação olfatória: A função olfatória dos animais foi 

avaliada através do teste de discriminação olfatória realizado seguindo o 

protocolo previamente descrito por Prediger e colaboradores (2005, 2010). 

A caixa de discriminação olfatória consiste em dois compartimentos 

idênticos (30 x 30 x 20 cm) separados por uma abertura que permite o 

acesso dos animais aos dois compartimentos. O chão de um dos 

compartimentos foi forrado com a serragem retirada da gaiola na qual o 

camundongo ficou isolado por 72 horas, enquanto que o outro 

compartimento foi forrado com serragem limpa e inodora. O experimento 

consiste em colocar o animal na caixa de discriminação olfatória e registrar, 

durante um período de 5 minutos, o tempo de investigação em cada 

compartimento. A discriminação olfatória foi avaliada pela preferência do 

animal ao compartimento impregnado com o seu odor (compartimento 

familiar) em relação ao compartimento inodoro (não-familiar), visto que 

nesta situação, tem sido demonstrado que roedores adultos preferem 

ambientes impregnados com seu próprio odor (Prediger et al., 2005, 2010). 

 

2.5 Teste de reconhecimento social: O experimento foi realizado utilizando 

o procedimento descrito por Dantzer e colaboradores (1987) e padronizado 

em nosso laboratório (Prediger et al., 2005, 2010), sendo este um modelo 

válido para o estudo da memória olfatória de curta-duração. Os 

camundongos adultos (5 meses de idade) foram isolados em caixas de 

plástico individuais 2 horas antes do experimento. O teste de 

reconhecimento social consiste em duas apresentações sucessivas (5 min 

cada), separadas por um intervalo variável. Durante a primeira 

apresentação, um camundongo jovem (1 mês de idade) foi colocado na 

caixa do camundongo adulto, sendo registrado o tempo de investigação 

(cheirar, lamber, se aproximar, etc) ao camundongo jovem. Ao final da 

primeira apresentação, o camundongo jovem foi retirado da caixa do 

camundongo adulto, ficando isolado em outra caixa durante o intervalo 

entre as apresentações. Após um intervalo de 30 min, o jovem foi 

reapresentado ao camundongo adulto, registrando-se novamente o tempo de 

investigação do animal adulto durante a segunda apresentação. O que 

acontece neste tipo de experimento é que quando se utiliza um intervalo 

pequeno (menor que 40 min) entre as duas apresentações, o camundongo 

adulto é capaz de reconhecer o jovem com o qual foi previamente 

apresentado, verificando-se uma redução no tempo de investigação durante 

a segunda apresentação. Entretanto, quando se utiliza um intervalo superior 

a 40 min entre as duas apresentações, o camundongo adulto perde a 

capacidade de reconhecimento, não sendo verificada redução no tempo de 
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investigação durante a segunda apresentação. Os resultados foram expressos 

pelo tempo de investigação (s) nas duas exposições ao camundongo jovem, 

sendo usando um intervalo de 30 min entre as apresentações.  

 

2.6 Labirinto em Y: A memória de reconhecimento espacial dos animais foi 

investigada usando um labirinto em “Y’ (Dellu, Mayo et al., 1992). O 

aparelho feito de acrílico preto possuía três braços iguais (50 x 10 x 20 cm, 

cada braço) afastados em 120° e foi colocado em uma sala com dicas 

visuais nas paredes para facilitar a localização espacial dos animais. O 

protocolo consistiu de duas sessões separadas por um intervalo de 180 min. 

Na primeira sessão, o animal foi colocado no final de um dos braços, 

chamado de “braço de partida”, e teve livre acesso para explorar o “outro 

braço” durante 5 min. Nesta sessão inicial, o terceiro braço do labirinto foi 

bloqueado por uma porta guilhotina e foi chamado de “braço novo”. O 

camundongo foi então removido do labirinto e retornou a caixa moradia. 

Depois de 2 horas, na segunda sessão, o animal foi novamente colocado no 

“braço de partida” do labirinto para explorar livremente todos os três braços 

durante 5 min. O número de entradas e o tempo de permanência em cada 

braço foram registrados. Os resultados foram expressos pelo percentual de 

entradas e de tempo de permanência no “braço novo.” 

 

2.7 Teste de localização de objetos: O aparelho utilizado para o teste da 

localização de objetos foi uma caixa quadrada (campo aberto) de acrílico 

transparente (50,0 cm lados x 40,0 cm altura). Os objetos utilizados foram 

dois retângulos plásticos idênticos (3,0 cm lado x 4,5 cm lado x 4,5 cm 

altura) os quais foram colados ao chão de maneira equidistante 7 cm de dois 

lados da caixa. O teste da localização de objetos foi proposto inicialmente 

para ratos (Ennaceur et al., 1997) e posteriormente padronizado para 

camundongos (Murai et al., 2007; Assini et al., 2009).O procedimento 

consistiu em uma sessão de treino com duração de 3 min, na qual o animal 

foi colocado na caixa para explorar livremente. Após o final desta sessão de 

treino, os animais retornavam a sua caixa moradia e aguardavam até o 

momento do teste. Desta forma, para avaliar drogas ou procedimentos que 

prejudicassem o aprendizado utilizou-se o intervalo de tempo de 180 min. 

No momento do teste, os animais retornaram ao campo aberto do treino, 

porém um dos objetos havia sido mudado de lugar. Neste momento 

registrava-se o tempo de exploração de cada um dos objetos. Os seguintes 

comportamentos foram considerados como exploração do objeto: cheirar, 

tocar ou se aproximar do objeto a menos de 1 cm de distância. Os tempos de 

investigação dos objetos foram utilizados para o cálculo do índice de 

localização de objetos, o qual foi utilizado como parâmetro de memória 
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(índice de localização do objeto = [t(s)objeto lugar novo x 100/ [t(s)objeto 

lugar novo + t(s)objeto lugar antigo].  

 

2.8 Labirinto em cruz elevado: Trata-se de um teste clássico para avaliação 

de comportamentos relacionados a ansiedade em roedores. O teste foi 

realizado conforme descrito previamente (Lister, 1987). Os camundongos 

foram colocados em um aparato de madeira de cor preta, no formato de uma 

cruz com dois braços abertos e dois braços fechados nas laterais (18 x 6 cm 

cada braço), elevados a 60 cm do chão. O comportamento foi observado por 

5 min e foram medidos o número de entradas nos braços abertos e fechados, 

e o tempo de permanência nos mesmos. Foi calculada a proporção de 

entrada e permanência nos braços abertos como parâmetros de ansiedade. O 

número total de entradas nos braços fechados foi utilizada como um 

parâmetro de locomoção.  

 

2.9 Teste de suspenção pela cauda: O teste da suspensão pela cauda é um 

dos testes animais mais amplamente utilizado para a avaliação e 

identificação de novos compostos com potencial ação antidepressiva 

(Bourin et al., 2005; Cryan et al., 2005). O procedimento empregado nesta 

tese foi similar ao descrito por STÉRU e colaboradores em 1985. Os 

animais foram fixados pela cauda, com o auxílio de fita adesiva, na bancada 

de experimentação, a uma altura de 70 cm do solo. Após a fixação, os 

animais foram observados individualmente durante 5 min, sendo registrados 

os seguintes parâmetros: tempo de latência para o início da imobilidade 

(definida como a ausência total de movimentação do animal) e tempo total 

de imobilidade. Ambas as medidas foram registradas em segundos.  

 

2.10 Teste do rota-rod: A coordenação motora e o aprendizado de 

procedimento dos animais foram avaliados no teste do rota-rod seguindo o 

protocolo descrito por Kheirbek et al. (2009). O aparelho consiste de uma 

barra rotacional, que pode girar com velocidade constante ou com 

aceleração regulável de 1 rpm/s. A barra é dividida em quatro 

compartimentos. O animal foi posicionado na barra e assim que começou a 

caminhar, o tempo foi marcado. À medida que o tempo passa, a velocidade 

da barra aumentava. O tempo em que o animal permaneceu na barra foi 

registrado, sendo que o tempo máximo de permanência no aparelho era de 5 

minutos. A velocidade em que a barra se encontrava no momento da queda 

também foi verificada. A avaliação total dos animais foi dividida em 4 

sessões (com intervalos de 1 min) por animal durante 3 dias consecutivos. 

Obtendo-se assim uma média entre os dias em relação ao tempo de 

permanencia no aparato e a sua velocidade.  
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2.11 Teste do labirinto aquático de Morris: O labirinto aquático consistiu de 

um tanque circular de cor preta (97 cm de diâmetro e 60 cm de altura), 

baseado no modelo proposto por Morris e colaboradores (1982), e 

localizado no interior de uma sala com várias pistas visuais fixadas nas 

paredes. O tanque  foi preenchido com água até a altura de 60 cm, sendo a 

temperatura da água mantida à temperatura constante (25 + 2oC). Foram 

estabelecidas 4 posições de partida (Norte, Sul, Leste e Oeste) que 

dividiram a superfície do labirinto em 4 quadrantes (Nordeste, Noroeste, 

Sudeste e Sudoeste). A plataforma utilizada no teste foi de acrílico 

transparente (10 x 10 cm) e permaneceu submersa 1 cm da superfície da 

água. Para o teste com pista visual (teste da memória de procedimento), 

uma bola de cor branca (7 cm de diâmetro) foi fixada sobre a superfície 

superior da plataforma submersa, permitindo que a bola permaneça visível 

sobre a superfície da água. Na presente proposição, foram utilizadas 3 

diferentes versões do labirinto aquático de acordo com descrição prévia de 

Prediger et al. (2006) que permitem avaliar diferentes tipos de memória: 

memória espacial de referência, memória operacional e memória de 

procedimento. 

 - Versão memória operacional: os animais foram submetidos a 4 

treinos por dia, durante 5 dias, no labirinto aquático. Em cada dia os animais 

eram liberados de 4 pontos de partida diferentes de forma pseudoaleatória. 

A plataforma submersa permaneceu em uma mesma posição durante todas 

as sessões do dia, mas entre um dia e outro foi trocada de posição. O animal 

foi liberado para nadar até encontrar a plataforma ou até um tempo máximo 

de 60 s. Caso o animal não encontrasse a plataforma nesse tempo, ele era 

levado manualmente até a plataforma e deixado nesta por 30 s. Os tempos 

de latência para o animal encontrar a plataforma foram registrados. Após os 

30 s, o animal era colocado no ponto de partida seguinte.  

 - Versão memória espacial de referência: os animais foram 

submetidos a 10 treinos no labirinto aquático (durante um único dia). Em 

cada treino os animais foram liberados de pontos de partida diferentes de 

forma pseudoaleatória. A plataforma submersa permaneceu em uma mesma 

posição (Sudeste) durante todo o treinamento. No dia do teste (24 h após o 

treinamento), a plataforma for retirada, sendo avaliada o tempo de nado no 

quadrante correto (isto é, o quadrante onde se encontrava a plataforma no 

dia do treino). O animal foi liberado para nadar até encontrar a plataforma 

ou até um tempo máximo de 60 s. Caso o animal não encontrasse a 

plataforma nesse tempo, ele era levado manualmente até a plataforma onde 

permanecia por 10 s. Os tempos de latência até o animal encontrar a 

plataforma foram registrados. Após os 10 s, o animal foi retirado da 

plataforma e colocado em uma caixa fora do labirinto aquático por 20 s, 

sendo que em seguida ele era colocado no próximo ponto de partida. 
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 - Versão memória de procedimento (com pista visual): os animais 

foram submetidos a 4 treinos por dia, durante 4 dias, no labirinto aquático. 

Em cada treino os animais foram liberados dos 4 pontos de partida 

diferentes (Norte, Sul, Leste, Oeste) e a plataforma visível foi sendo trocada 

de posição em cada treino entre os 4 diferentes quadrantes (Nordeste, 

Noroeste, Sudeste, Sudoeste). O animal foi liberado para nadar até 

encontrar a plataforma ou até um tempo máximo de 60 s. Caso o animal não 

encontrasse a plataforma nesse tempo, ele era levado manualmente até a 

plataforma onde permanecia por 10 s. Os tempos de latência até o animal 

encontrar a plataforma foram registrados. Após os 10 s, o animal era 

retirado da plataforma e colocado em uma caixa fora do labirinto aquático 

por 20 s. Nesse intervalo era efetuada a troca de posição da plataforma para 

o treino seguinte. A posição de partida e a posição da plataforma foram 

arranjadas de modo que as distâncias (proximal e distal) fossem 

contrabalançadas entre os treinos.  

 

2.12 Teste da plataforma (Pole test): O pole teste é muito sensível a 

mudanças na função nigrostriatal, pois é necessário uma boa manutenção e 

força no desempenho. O camundongo é colocado de cabeça para cima 

próximo ao topo de uma plataforma vertical (1 cm de diâmetro e 50 cm de 

altura) e o tempo para girar 180° e descer são utilizados como medidas da 

função motora (Giovanni et al., 1994).   

 

2.13 Teste de agarrar (Grasping): A força muscular dos animais foi medida 

através da força de agarramento no grasping test. Para isso, uma grade de 8 

cm x 14 cm foi colada a uma balança eletrônica. Os camundongos foram 

permitidos a agarrar a grade obtendo-se uma média de três tentativas após 

serem suspensos pela cauda. O valor registrado pela balança no momento 

preciso da perda foi anotado e a força de agarramento foi calculada (Sgado 

et al., 2011).  

 

2.14 Campo aberto: Para avaliar possíveis alterações locomotoras induzidas 

pelo tratamento ou deleções gênicas utilizadas, os animais foram testados 

durante 1 h no campo aberto (Pietropaolo et al., 2008). O aparato, feito de 

madeira e fórmica, é formado por um chão de cor preta (30 x 30 cm), 

dividido em 9 quadrantes de 10 x 10 cm, com paredes transparentes de 15 

cm de altura. Durante os experimentos, cada camundongo foi colocado no 

centro do campo aberto e as sessões experimentais foram gravadas por um 

sistema de câmera de vídeo. A distância total percorrida foi registrada e 

utilizada como índice de atividade motora. 

 

2.15 Imunoistoquímica: O efeito da administração i.n. de MPTP sobre os 

níveis de expressão da proteína tirosina hidroxilase (TH) no encéfalo de 
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camundongos foi avaliado através da técnica de imunoistoquímica. Após 

serem anestesiados, os animais foram perfundidos com solução salina e 

paraformaldeído 4%. Os encéfalos foram fixados e submetidos a um 

processamento histológico para inclusão em parafina. A avaliação da 

expressão das proteínas descritas acima foi detectada em cortes histológicos 

parafinados (3-5 μm), representativos das regiões de interesse (substância 

negra, e estriado). Depois de desparafinadas e hidratadas as amostras foram 

incubadas em solução de peróxido de hidrogênio 3%, para eliminar o 

desenvolvimento de reações inespecíficas. Previamente à incubação com o 

anticorpo primário, as lâminas foram submetidas à reativação antigênica 

induzida pelo calor, onde as mesmas foram imersas em solução de tampão 

citrato 0,01 M, pH 6,0, e mantidas em banho-maria ajustado para 95-98°C, 

durante 35 min. Os anticorpos primários foram diluídos em uma solução 

comercial apropriada à diluição de anticorpos (DAKO CYTOMATION, 

EUA) e adicionados sobre os cortes teciduais, sendo mantidos de 12-16 h a 

uma temperatura de 2-8°C. Após lavagem das lâminas em tampão fosfato 

(PBS), estas foram incubadas com anticorpo secundário anti-IgG/IgM 

coelho/camundongo conjugado com um polímero de peroxidase (Em Vision 

Plus, Dako, EUA), em câmara úmida durante 1 h, a temperatura ambiente. 

As amostras foram submetidas à revelação colorimétrica, com peróxido de 

hidrogênio a 0,3% e 0,03% de 3,3´-diaminobenzidina (DAB), contracoradas 

em hematoxilina de Harris, e montagem em meio permanente. O resultado 

positivo foi revelado pelo aparecimento de coloração castanha no local da 

marcação pelos anticorpos. A análise das reações imunohistoquímicas foi 

realizada através de análise computacional, utilizando o programa de análise 

ImageJ (National Health Institute, EUA). 

 

3. Desenho experimental 

 

Dia 0: Administração intranasal (i.n.) de MPTP: modelo experimental da 

DP (Prediger et al., 2010, 2011).  

 

Dia 3: Teste de discriminação olfatória: avaliação da função olfatória 

(Prediger et al., 2010). 

 

Dia 7: Teste de reconhecimento social: avaliação da memória olfatória de 

curto prazo (Dantzer et al., 1987; Prediger et al., 2010). 

 

Dias 8 e 9: Labirinto em Y: avaliação da memória espacial de curto prazo 

(Canas et al., 2009). 

 

Dias 10 e 11: Teste da localização de objetos: avaliação da memória 

espacial de curto prazo (Assini et al., 2009) 
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Dia 12: Labirinto em cruz elevado: avaliação de comportamento do tipo 

ansiedade (Lister, 1987). 

 

Dia 13: Teste da suspensão pela cauda: avaliação de comportamentos do 

tipo depressivo (Steru et al., 1985). 

 

Dias 14 - 16: Teste do rota-rod: avaliação da coordenação motora e 

aprendizado de procedimento dependentes do estriado (Kheirbek et al., 

2009). 

 

Dias 14 - 17: Labirinto aquático de Morris: foi utilizada uma versão para 

avaliação da memória de procedimento (implícita) dependente do estriado 

(Prediger et al., 2006). 

 

Dia 18: Testes da plataforma (pole test) e de agarrar (grasping): avaliação 

da bradicinesia (lentidão dos movimentos) e força muscular, 

respectivamente (Giovanni, et al., 1994; Sgado et al., 2011). 

 

Dia 20: Teste da habituação no campo aberto (1 h): avaliação da atividade 

exploratória espontânea e aprendizado de procedimento dependentes do 

estriado (Pietropaolo et al., 2008).  

 

Dia 21: Morte dos animais para coleta de estruturas cerebrais para 

avaliações bioquímicas e perfusão dos animais para imunoistoquímica. 

 

4. Resultados 

 

4.1 Efeitos do bloqueio farmacológico ou deleção gênica dos receptores A2A 

para adenosina sobre os prejuízos olfatórios induzidos pela administração 

i.n. de MPTP em camundongos 

 

 A Figura 1 mostra os resultados dos efeitos da administração do 

antagonista seletivo dos receptores A2A para ADO SCH58261 (0.3 mg/kg, 

i.p.) ou da deleção total ou seletiva no estriado dos receptores A2A sobre a 

discriminação olfatória de camundongos tratados com o MPTP i.n. 
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Fig. 1 - Efeitos do tratamento com o antagonista seletivo dos receptores A2A para 

adenosina SCH58261 (0.3 mg/kg, i.p.) ou da deleção total ou seletiva no estriado 

dos receptores A2A sobre a discriminação olfatória de camundongos tratados com 

MPTP (1 mg/narina) pela via i.n. As barras representam a porcentagem do tempo 

(média + E.P.M.) gasto em cada um dos compartimentos (n= 8-10 animais por 

grupo). *P<0.05 comparado a % do tempo gasto no compartimento familiar (Teste 

"t" de Student). 

  

 Como esperado, os animais tratados com a solução controle 

apresentaram um bom desempenho nessa tarefa, sendo capazes de 

discriminar o ambiente familiar do ambiente não-familiar, passando um 

tempo significativamente maior no compartimento familiar (impregnado 

com o seu próprio odor). Entretanto, os camundongos que receberam MPTP 

(1 mg/narina, i.n.) apresentaram prejuízo na discriminação olfatória, não 

sendo capazes de distinguir os dois compartimentos, passando tempos 

semelhantes nos dois ambientes. O bloqueio farmacológico ou a deleção 

gênica dos receptores A2A para adenosina não foram capazes de prevenir os 

prejuízos na discriminação olfatória induzidos pela administração i.n. de 
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MPTP em camundongos. Sugerindo assim que possivelmente os receptores 

A2A não estão envolvidos no efeito neuroprotetor no teste de discriminação 

olfatória após o prejuízo com a infusão de MPTP. Torna-se interessante 

uma avaliação futura da expressão destes receptores na região do bulbo 

olfatório, visto que a mesma está envolvida diretamente com esta avaliação 

comportamental. 

 

4.2 Efeitos do bloqueio farmacológico ou deleção gênica dos receptores A2A 

para adenosina sobre os prejuízos cognitivos induzidos pela administração 

i.n. de MPTP em camundongos 

 

 Os efeitos da administração i.n. de MPTP, bem como do bloqueio 

farmacológico ou deleção gênica dos receptores A2A para adenosina nos 

processos de aprendizado e memória dos animais foram avaliados em 

diferentes testes comportamentais. Inicialmente realizamos o teste de 

reconhecimento social, que permite a avaliação de uma memória olfatória 

de curta-duração. Como pode ser observado na Figura 2, os animais que 

receberam a administração i.n. de MPTP não foram capazes de reconhecer 

um jovem familiar após 30 min da 1ª exposição, apresentando um tempo 

semelhante de investigação social entre as duas apresentações. De maneira 

interessante, o tratamento crônico com o antagonista seletivo dos receptores 

A2A para adenosina SCH58261 (0.3 mg/kg, i.p.), bem como a deleção global 

(todo organismo) destes receptores foi capaz de previr estes prejuízos na 

memória social induzidos pelo MPTP. Entretanto, a deleção dos receptores 

A2A seletivamente no estriado não foi capaz de prevenir os efeitos deletérios 

da administração i.n. de MPTP, sugerindo que outras estruturas cerebrais 

(como o bulbo olfatório ou o córtex pré-frontal) estão envolvidas nos efeitos 

positivos do bloqueio dos receptores A2A na memória social.  
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Fig. 2 - Efeitos do tratamento com o antagonista seletivo dos receptores A2A 

para adenosina SCH58261 (0.3 mg/kg, i.p.) ou da deleção total ou seletiva 

no estriado dos receptores A2A sobre o tempo de investigação de 

camundongos tratados com MPTP (1 mg/narina) pela via i.n. quando o 

mesmo camundongo jovem foi re-apresentado ao animal adulto após um 

intervalo de 30 min. As barras representam o tempo de investigação (média 

+ E.P.M.) de 8-10 animais por grupo.*P<0.05 comparado ao tempo de 

investigação gasto durante a 1a apresentação do mesmo grupo; #P<0.05 

comparado ao tempo de investigação gasto durante a 2a apresentação do 

grupo controle (Teste de Newman-Keuls). 

 

 No teste de realocação do objeto, que avalia a memória espacial de 

curto prazo através da capacidade dos animais perceberem uma alteração 

sutil na localização dos objetos em uma arena quadrangular, os resultados 

obtidos foram muito semelhantes aos do teste de reconhecimento social. 

Como ilustrado na Figura 3, os animais que receberam a administração i.n. 

de MPTP apresentaram um prejuízo no índice de reconhecimento, não 

sendo capazes de perceberem a mudança na posição dos objetos.  
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Fig. 3 - Efeitos do tratamento com o antagonista seletivo dos receptores A2A para 

adenosina SCH58261 (0.3 mg/kg, i.p.) ou da deleção total ou seletiva no estriado 

dos receptores A2A sobre o índice de reconhecimento no teste de realocação de 

objetos de camundongos tratados com MPTP (1 mg/narina) pela via i.n. *P<0.05 

comparado ao índice de aleatoriedade (50%) no reconhecimento dos objetos (Teste 

"t" de Student). 

 

 De maneira interessante, o tratamento crônico com o antagonista 

seletivo dos receptores A2A para adenosina SCH58261 (0.3 mg/kg, i.p.) 

apresentou um efeito caracteristico de prevenção do prejuízo na memória 

espacial de curto-prazo, porém o grupo MPTP/control não apresentou este 

prejuízo significativo para podemos afirmar se esse efeito induzido pelo 

SCH58261 é valido.  

 A deleção dos receptores A2A de forma global não foi capaz de 

prevenir os efeitos deletérios da administração i.n. de MPTP, sugerindo que 

outras estruturas cerebrais podem estar relacionadas a este efeito. A deleção 

dos receptores A2A no estriado apresentou um prejuízo significativo 

inclusive no grupo controle, além do grupo MPTP, demosntrando a 

sensibilidade maior na participação dos receptores A2A estriatais na 

memória especial de curto prazo.   

 Para finalizar a avaliação da função cognitiva dos animais, estes 

foram avaliados em uma versão de procedimento do labirinto aquático (a 

plataforma foi sinalizada por uma pista espacial). Como pode ser observado 

na Figura 4, a administração i.n. do MPTP promoveu um prejuízo no 

desempenho dos camundongos nesta tarefa, sendo que os animais gastaram 

mais tempo para encontrar a plataforma. De maneira interessante, o 

bloqueio farmacológico com o SCH58261 (0.3 mg/kg, i.p.), bem como a 

deleção global (todo organismo) destes receptores foi capaz de previr estes 

prejuízos na memória de procedimento induzidos pelo MPTP. Por outro 

lado, a deleção seletiva dos receptores A2A do estriado promoveu per se um 

prejuízo no desempenho desta tarefa, sugerindo a importância destes 

receptores no estriado para a memória de procedimento.  
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Fig. 4 - Efeitos do tratamento com o antagonista seletivo dos receptores A2A para 

adenosina SCH58261 (0.3 mg/kg, i.p.) ou da deleção total ou seletiva no estriado 

dos receptores A2A sobre o desempenho dos animais na versão de memória de 

procedimento no labirinto aquático de Morris de camundongos tratados com MPTP 

(1 mg/narina) pela via i.n.. Os valores são expressos pela latência para encontrar a 

plataforma (média + E.P.M.) de 8-10 animais por grupo. *P<0,05 comparado ao 

grupo controle (Teste de Newman-Keuls). 
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para adenosina sobre possíveis prejuízos emocionais induzidos pela 

administração i.n. de MPTP em camundongos 

 

 Investigamos os efeitos da administração i.n. de MPTP, bem como 

da administração do antagonista seletivo dos receptores A2A para adenosina 

SCH58261 (0.3 mg/kg, i.p.) ou da deleção total ou seletiva no estriado dos 
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em camundongos. Não foram observadas alterações significativas nos testes 

do labirinto em cruz elevado (teste de ansiedade) e suspensão pela cauda 

(depressão) (resultados não mostrados). 

 

4.4 Efeitos do bloqueio farmacológico ou deleção gênica dos receptores A2A 

para adenosina sobre os prejuízos motores induzidos pela administração i.n. 

de MPTP em camundongos  

 

 Os possíveis prejuízos motores induzidos pela administração i.n. 

de MPTP na função motora dos animais foram avaliados através de 

diferentes testes comportamentais. Inicialmente realizamos o teste do rota-

rod, onde os animais precisam se equilibrar e correr sobre uma barra 

giratória em rotação crescente de velocidade. Como pode ser observado na 

Figura 5, a administração i.n. de MPTP prejudicou a coordenação motora e 

o aprendizado motor, promovendo uma redução na latência de queda dos  

animais do rota-rod. O bloqueio farmacológico com o SCH58261 (0.3 

mg/kg, i.p.), bem como a deleção global (todo organismo) destes receptores 

foi capaz de previr estes prejuízos motores induzidos pelo MPTP. Por outro 

lado, a deleção seletiva dos receptores A2A do estriado promoveu per se 

um prejuízo no desempenho dos animais no rota-rod, sugerindo a 

importância destes receptores no estriado para a coordenação motora e o 

aprendizado de procedimento.  
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Fig. 5 - Efeitos do tratamento com o antagonista seletivo dos receptores A2A para 

adenosina SCH58261 (0.3 mg/kg, i.p.) ou da deleção total ou seletiva no estriado 

dos receptores A2A sobre o desempenho de camundongos tratados com MPTP (1 

mg/narina) pela via i.n. no teste do rota-rod. Os valores são expressos pela latência 

para queda (média + E.P.M.) de 8-10 animais por grupo. *P<0,05 comparado ao dia 

1 do mesmo grupo; # P<0,05 comparado ao mesmo dia do grupo controle (Teste de 

Newman-Keuls).  

 

 Nos demais testes motores realizados (teste da plataforma, teste de 

agarrar e campo aberto), não foram observadas diferenças significativas 

(dados não mostrados), indicando que a administração i.n. do MPTP 

promove prejuízos muito sutis na função motora dos animais, sendo um 

modelo útil para o estudo de sintomas mais precoces da doença de 

Parkinson.  

 

4.5 Efeitos do bloqueio farmacológico ou deleção gênica dos receptores A2A 

para adenosina sobre a morte neuronal induzido pela administração i.n. de 

MPTP em camundongos 

  

 Por fim realizamos estudos de imunoistoquímica para avaliarmos a 

morte de neurônios dopaminérgicos após a administração i.n. de MPTP, 

sendo que estes representam alterações neuropatológicas características da 

doença de Parkinson. Como pode ser observado na Figura 6, a 

administração i.n. de MPTP promoveu uma redução significativa no 

número de neurônios dopaminérgicos (marcação para tirosina hidroxilase, 

TH) localizados tanto na substância negra parte compacta quanto no 

estriado dos animais. 
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Fig. 6 - Efeitos do tratamento com o antagonista seletivo dos receptores A2A para 

adenosina SCH58261 (0.3 mg/kg, i.p.) ou da deleção total dos receptores A2A sobre 

a perda de neurônios dopaminérgicos localizados na substância negra (A, C, E, F 

com aumento de 5X; B, D, F, H com aumento de 20X) induzida pela administração 

i.n. de MPTP (1 mg/narina). *P<0,05 comparado ao grupo controle, e # P<0,05 

comparado ao grupo MPTP (Teste ANOVA seguida de Tukey). 
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 A deleção global (todo organismo) dos receptores A2A e o bloqueio 

farmacológico dos receptores A2A seletivamente com SCH58261 (0.3 

mg/kg, i.p.) no estriado e na substância negra foi capaz de prevenir a perda 

dos neurônios dopaminérgicos induzida pelo MPTP, demonstrando o 

potencial neuroprotetor desta abordagem (Figuras 6 e 7).  

 

 

 
 

 
 
Fig. 7 – Efeitos do tratamento com o antagonista seletivo dos receptores A2A para 

adenosina SCH58261 (0.3 mg/kg, i.p.) ou da deleção total dos receptores A2A sobre 

a perda de neurônios dopaminérgicos localizados no estriado (A-F com aumento de 

5X) induzida pela administração i.n. de MPTP (1 mg/narina) em camundongos. * 

P<0,001 comparado ao grupo controle e # P<0,005 comparado ao grupo controle x 

mptp. (Teste de Newman-Keuls).  
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5. Conclusão 

 

 Com a análise dos resultados do presente estudo podemos concluir 

que há um envolvimento dos receptores A2A para ADO no processo 

neurodegenerativo induzido pela administração i.n. do MPTP, bem como 

destacar o potencial do bloqueio farmacológico destes receptores como um 

novo alvo para o tratamento dos sintomas não-motores da DP. Esperamos 

que estas informações possam futuramente contribuir no desenvolvimento 

de abordagens mais racionais e eficazes para o tratamento da DP.  
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5. DISCUSSÃO 

 

 Os resultados do presente estudo evidenciam o potencial 

terapêutico de novos compostos de ação não-dopaminérgica a fim de 

minimizar os sintomas motores e não-motores na doença de Parkinson 

(DP). Avaliamos o potencial protetor do Lítio e Valproato (estabilizadores 

do humor), da ATOR (utilizado no tratamento de dislipidemias), do 

SCH58261 (antagonista de receptores A2A de adenosina) e da deleção 

gênica dos receptores A2A para ADO. Foram utilizadas duas neurotoxinas já 

bem descritas na literatura como modelos exprimentais da DP, sendo elas o 

MPTP e a 6-OHDA. O MPTP foi administrado pela via i.n., a fim de 

mimetizar um efeito de intoxicação ambiental por neurotoxinas, sendo esse 

um dos fatores na etiologia da DP. Esse modelo vem sendo utilizado pelo 

nosso laboratório e tem apresentado uma série de efeitos motores e não 

motores encontrados na DP, assim o mesmo se torna uma boa ferramenta 

para compreender a patologia, e buscar novos compostos com potencial 

terapêutico. A 6-OHDA foi abordada de uma forma diferente em relação 

aos modelos tradicionais presentes na literatura. Iniciamos a padronização 

de um modelo de toxicidade in vitro com fatias cerebrais incubadas em 6-

OHDA a fim de desenvolver um protocolo de fácil execução que pudesse 

ser utilizado para a avaliação de possíveis drogas neuroprotetoras.  

 

Lítio e Valproato  

 

 No capítulo I do presente estudo investigamos os efeitos dos 

fármacos estabilizadores do humor, Li e VPA, que vêm sendo avaliados 

como novas estratégias de neuroproteção em relação a diferentes tipos de 

danos dopaminérgicos induzidos por toxinas que mimetizam a DP. (Kidd, et 

al., 2011; Monti et al., 2010 e 2007; Youdim, et al., 2004). Utilizamos como 

modelo experimental da DP a administração i.n. de MPTP em ratos que 

induz prejuízos dependentes do tempo nas funções olfatórias, emocionais, 

cognitivas e motoras, associadas com as perturbações dependentes do tempo 

de exposição à neurotoxina dopaminérgica nas estruturas cerebrais, 

correlacionando assim com os diferentes estágios da DP humana (Moreira 

et al., 2010; Prediger et al., 2011, 2009, 2006). De acordo com a hipótese de 

Braak, o bulbo olfatório é uma das primeiras estruturas a ser comprometida 

na patologia relacionada com DP (Braak et al., 2004). 

 O modelo de administração i.n. de MPTP utilizado no presente 

estudo induziu um prejuízo na capacidade de discriminação olfatória dos 

ratos avaliados, sendo este efeito verificado 3 dias após a administração de 

MPTP. A incapacidade dos ratos em discriminar entre o ambiente familiar e 

não-familiar realmente reflete em um prejuízo de discriminação olfatória, e 

não uma simples deficiência locomotora, visto a ausência de alteração no 
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número de cruzamentos entre os compartimentos familiares e não familiar e 

ausência de alteração nos parâmetros comportamentais avaliados no campo 

aberto após a administração i.n. de MPTP. De acordo com os nossos 

resultados, Schintu e colaboradores (2009) usando um protocolo de 

administração i.p. de MPTP (25 mg/kg) associado à probenecida (250 

mg/kg) em ratos, duas vezes por semana durante 5 semanas, demonstraram 

um comprometimento da disfunção olfatória logo após a primeira injeção 

dos compostos, porém o prejuízo motor somente apareceu após o terceiro 

dia de administração. Outros trabalhos do nosso grupo confirmaram 

também que a administração i.n. de MPTP promove um prejuízo precoce da 

capacidade de discriminação olfatória (Prediger et al., 2006, 2009; Franco et 

al., 2007) em ratos adultos e camundongos (Prediger et al., 2009), 

verificados entre 1 a 14 dias após a infusão do MPTP. 

 Investigamos também o impacto da administração i.n. de MPTP 

sobre a memória de reconhecimento social. A memória de reconhecimento 

social é um modelo específico de memória olfatória que pode envolver uma 

forma de memória de curto prazo, utilizando como base a capacidade de 

discriminação olfatória em roedores (Sawyer et al., 1984). Confimando os 

resultados do nosso grupo (Moreira et al., 2010), os animais que receberam 

MPTP (0.1 mg/narina) levaram mais tempo investigando o animal jovem 

durante a segunda apresentação, em relação a primeira, sugerindo uma 

deficiência na capacidade de reconhecer o rato jovem no ambiente familiar 

após um curto período de tempo. Os resultados de prejuízo nos testes de 

discriminação olfatória e de reconhecimento social induzidos pela 

administração de MPTP, podem estar relacionados com uma redução 

significativa dos níveis de dopamina (cerca de 55%) e dos seus metabólitos, 

DOPAC e HVA, no bulbo olfatório de ratos. Nossos resultados estão de 

acordo com outros estudos que sugerem fortemente o envolvimento da 

dopamina no processamento olfatório. Em mamíferos, o bulbo olfatório 

contém uma grande população de interneurônios dopaminérgicos, os quais 

são importantes para as informações no processamento do odor (Halazs e 

Shepherd, 1983). Uma injeção sistêmica do agonista dopaminérgico pode 

reduzir a detecção do odor (Doty e Risser, 1989) e diminuir a ativação 

metabólica induzida pelo odor no bulbo olfatório (Sallaz e Jourdan, 1992). 

Além disso, a dopamina parece ser necessária para a memória olfatória, 

considerando que antagonistas dos receptores de dopamina (Prediger et al., 

2004, 2005; Weldon, Travis e Kennedy, 1991) ou tratamentos que reduzem 

a neurotransmissão dopaminérgica como o MPTP (Dluzen e Kreutzberg, 

1993; Prediger et al., 2010) e a reserpina (Prediger et al., 2004, 2005) 

inibem a memória olfatória.  

 Demonstramos também neste estudo que o pré-tratamento por via 

i.p. com Li (47,5 mg/kg) e VPA (200 mg/kg) durante 7 dias consecutivos 

foi capaz de previnir os prejuízos de discriminação olfatória e de 
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reconhecimento social, promovendo ainda uma prevenção na redução nos 

níveis de dopamina do bulbo olfatório causado pela administração de 

MPTP. Portanto, estes resultados de Li e VPA demonstram a sua 

importância para a restauração da função olfatória que se encontra 

prejudicada nas fases iniciais da DP.  

 Após observarmos em estudos prévios que a administração i.n. de 

MPTP não promove alterações motoras significativas nos períodos iniciais, 

o que comprometeria a avaliação de funções cognitivas e emocionais, 

também investigamos se estes comportamentos são afetados após a 

administração i.n. de MPTP. Estudos prévios do nosso grupo demonstraram 

que a administração i.n. de MPTP em ratos, não promoveu alteração na 

memória de longo prazo (LTM) durante os testes de esquiva inibitória 

(Prediger et al., 2010) e de labirinto aquático (Prediger et al., 2006) sendo 

esses testados 24 h após os seus respectivos treinamentos para a 

consolidação da memória. Em contraste, na consolidação da memória de 

curto prazo (STM) a partir dos mesmos testes de esquiva inibitória 

(Prediger et al., 2010) e labirinto aquático (Prediger et al., 2006) os animais 

apresentaram um prejuízo significativo nos respectivos testes após a 

administração i.n. de MPTP. Esses resultados são consistentes com os 

estudos em humanos, sugerindo que pacientes com DP apresentam 

prejuízos na memória de trabalho e na memória de curto prazo em tarefas 

dependentes principalmente do circuito frontoestriatal (Pascual e Gonzalez, 

1995; Zgaljardic et al., 2003), mantendo as memórias de longo prazo 

(declarativas) inalteradas (Bosboom, Stoffers e Wolters, 2004; Dubois e 

Pillon, 1997). No presente estudo, nossos resultados fornecem subsídios 

interessantes de que o pré-tratamento com Li e VPA melhoram 

seletivamente os prejuízos de STM induzidas pela administração i.n. de 

MPTP em ratos na esquiva inibitória. Além disso, o pré-tratamento com Li 

e VPA previniu a perda dos níveis de dopamina no estriado (40% em 

relação ao controle) induzido pela administração i.n. de MPTP. Apesar de 

existirem diversos estudos demonstrando os efeitos neuroproteros do Li e 

VPA em relação às alterações neuroquímicas da DP, poucos ainda abordam 

os efeitos de alterações cognitivas presentes em modelos animais. Porém 

essas propriedades cognitivas de neuroproteção do Li e VPA podem ser 

vistas em outros modelos animais de lesão cerebral. Zhu e colaboradores 

(2010) demonstraram que o pré-tratamento com Li (1 mmol/kg, i.p.) 

durante 14 dias, melhorou o desempenho de aprendizagem e memória 

espacial de ratos após o traumatismo cranioencefálico (TCE). 

Recentemente, Zhang e colaboradores (2011) demonstraram que o 

tratamento a longo prazo com Li reduz a clivagem da proteína precursora 

amilóide (APP), a produção da beta-amilóide e a formação da placa senil, 

melhorando os prejuízos de aprendizagem espacial em um modelo de 

camundongo transgênico envelhecido. O tratamento crônico com Li 
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aumentou a potenciação de longa duração (LTP) em células grânulares do 

giro denteado no hipocampo de ratos (Shim et al., 2007), bem como, 

melhorou a aprendizagem em processos de memória em ratos (Nocjar, 

Hammonds e Shim, 2007; Tsaltas et al., 2007). Em conjunto, esses estudos 

sugerem fortemente o potencial efeito do Li como um agente neuroprotetor 

e de potencializador no aumento cognitivo (Tsaltas et al., 2009). Da mesma 

forma, o VPA também apresenta características de neuroproteção e de 

melhora na função cognitiva de ratos submetidos à TCE (Dash et al., 2010). 

Além disso, o VPA inibe a produção de beta-amilóide, a formação de placa 

neuríticas e déficits de memória em modelos animais da doença de 

Alzheimer (Qing et al., 2008). Por outro lado, alguns autores também 

descreveram que o VPA pode causar deficiência cognitiva, reduzindo a 

neurogênese no hipocampo (Sgobio et al., 2010; Umka et al., 2010), fato 

esse que pode estar relacionado à duração de tratamento e a concentração do 

fármaco usada. 

 Estima-se que 50% dos pacientes parkinsonianos sofrem com 

transtornos do humor (ex: depressão; ansiedade) (Tandeberg, et al., 1996). 

Recentes estudos demonstraram que o uso em baixas doses e/ou rotas 

específicas de administração (ex: intranigral, intrastriatal, intranasal) de 

algumas toxinas amplamente utilizadas para induzir parkinsonismo 

experimental como o MPTP e a 6-OHDA podem induzir comportamentos 

do tipo-depressivo em roedores sem apresentar nenhum tipo de deficiência 

motora durante o tempo de avaliação (Tadaiesky et al., 2008; Moreira et al., 

2010; Santiago et al., 2010). Moreira e colaboradores (2010) demonstrara 

que a infusão i.n. de MPTP (1 mg/narina) induz um comportamento do tipo 

depressivo em ratos, refletido por um tempo maior de imobilidade no teste 

de nado forçado, observado em 16 dias após a infusão do MPTP. 

Observamos que a administração 0,1 mg/narina de MPTP que representa 

uma dose 10 vezes menor, quando comparado àquela usada por Moreira e 

colaboradores (2010), não alterou significativamente o tempo de 

imobilidade avaliado no teste do nado forçado. Apesar desta limitação, 

(Ghasemi et al., 2009; Redrobe e Bourin, 1999), o pré-tratamento com Li e 

VPA reduziu significativamente o tempo de imobilidade dos animais per se, 

confirmando assim um perfil antidepressivo destes fármacos. Entretanto, 

não é possível ainda determinar o exato mecanismo de ação referente ao 

efeito neuroproteror do Li e VPA apresentados ao longo do presente estudo. 

Porém, com base em estudos anteriores que abordam os efeitos 

neuroprotetores desses fármacos em modelos experimentais da DP, uma 

hipótese especulativa pode ser sugerida. Youdim e Arraf (2004) 

demonstraram que uma suplementação dietética com Li (1.1–4.4 g/kg) 

durante 4 semanas pode prevenir a perda dos níveis de dopamina no 

estriado, bem como de seus metabólitos DOPAC e HVA em ratos, após a 

administração i.p. de MPTP (24 mg/kg) uma vez ao dia, durante 3 dias. O 
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Li não interferiu no metabolismo do MPTP ou na sua captação cerebral 

(Youdim e Arraf, 2004). Sendo assim, é importante resaltar que estudos 

celulares e in vivo demonstraram que os efeitos neuroprotetores induzidos 

por Li são mediados através da regulação de proteínas anti-apoptóticas e 

pró-apoptóticas, como por exemplo as proteínas das famílias Bcl-2 e Bax 

(Youdim e Arraf, 2004; Chuang e Chen, 2002; Chen e Chuang, 1999). 

Portanto, a atividade anti-apoptótica pode representar um importante 

mecanismo molecular referente à ação do Li em evitar os prejuízos 

comportamentais induzidos pela administração i.n. de MPTP, uma vez que 

identificamos a apoptose como um mecanismo de patogenicidade envolvido 

na neurodegeneração dopaminérgica no modelo do MPTP i.n. (Prediger et 

al., 2006, 2009 2010). Além disso, Monti e colaboradores (2010) 

recentemente avaliaram os efeitos da administração na dieta de VPA (2% 

VPA) durante 4 semanas na degeneração dos neurônios dopaminérgicos da 

via nigroestriatal em rato induzida por uma administração subcrônica da 

toxina mitocondrial rotenona. Curiosamente, os autores demonstraram que 

tratamento com VPA previniu a morte de neurônios dopaminérgicos na 

SNpc e a redução de 50% dos níveis de dopamina no estriado (Monti et al., 

2010). Esses resultados corroboram com os resultados anteriores em que o 

VPA apresentou neuroproteção em modelos celulares de neurodegeneração 

na DP (Monti et al., 2007; Chen et al., 2006). Além disso, Kidd e Schneider 

(2011) recentemente publicaram um estudo demonstrando que o VPA co-

administrado com MPTP durante 5 dias, e por um período adicional de 2 

semanas após a última injeção de MPTP, foi capaz de reduzir parcialmente 

a depleção dos níveis de dopamina no estriado em ratos. Estes resultados 

sugerem que o VPA, bem como o Li, podem representar possíveis agentes 

terapêuticos para a DP. O efeito neuroprotetor do VPA pode estar ainda 

correlacionado com a inibição da atividade na desacetilação de histonas e 

com o aumento da acetilação de histonas na substância negra e córtex 

frontal (Kidd e Schneider, 2011), o que aumenta as possíveis interações na 

transcrição de vários fatores de transcrição que podem contribuir para a 

proteção dos neurônios dopaminérgicos após a exposição com MPTP.  

 No entanto, mais estudos envolvendo os efeitos motores, não 

motores e neuroquímicos são necessários para confirmar estas nossas 

hipóteses de estrtatégias de neuroproteção induzidas pelos estabilizadores 

de humor na DP. 

 

Atorvastatina e MPTP  

 

 No capítulo II do presente estudo demonstramos que a ATOR, um 

fármaco usado atualmente no tratamento diário de dislipidemias decorrentes 

da síntese do colesterol, apresenta um potencial efeito terapêutico sobre os 

prejuízos cognitivos, emocionais, motore induzidos pela administração i.n. 
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de MPTP. Nos últimos anos, um número crescente de estudos 

epidemiólogicos vem abordando os efeitos das estatinas (ex: ATOR e 

sinvastatina) na DP. Um estudo recente relatou que o uso de estatinas está 

associado a uma baixa ocorrência da DP. Os autores demonstram que a 

elevação dos níveis de colesterol pode ser uma das causas etiológicas para o 

desenvolvimento da DP (Huang et al., 2007; Wahner et al., 2008). Gao e 

colaboradores (2012) publicaram recentemente um grande estudo 

prospectivo incluindo 38.192 homens e 90.874 mulheres nos EUA, e 

descreveram que o uso regular de estatinas foi associado com uma redução 

no risco de desenvolvimento da DP em participantes mais jovens, mas não 

entre os mais velhos. A associação observada entre o uso regular de 

estatinas e a redução do risco de desenvolvimento da DP corrobora com as 

descobertas recentes, demonstrando que as estatinas reduzem a 

neurodegeneração dopaminérgica observada em diversos modelos 

experimentais da DP (Ghosh et al., 2009; Hernandéz-Romero et al., 2008; 

Yan et al., 2011). A maioria dos efeitos pleiotrópicos das estatinas é 

provavelmente mediado pela inibição da enzima marca-passo do colesterol 

a HMG-CoA redutase, através da redução dos níveis intracelulares de 

mevalonato e outros intermediários de isoprenóides (Cucchiara e Kasner, 

2001, Liao, 2002). 

 Observamos no presente estudo que os animais que receberam a 

infusão i.n. de MPTP (1 mg/narina) apresentaram um prejuízo na 

capacidade de reconhecer o rato jovem após um curto período de tempo. De 

maneira interessante, o tratamento com atorvastatina (10 mg/kg) por via 

oral durante 7 dias consecutivos foi capaz de previnir os prejuízos de 

memória de reconhecimento social em ratos após a infusão de MPTP. 

Experimentalmente, a ATOR tem sido usada em 10 mg/kg para obter um 

efeito neuroprotetor máximo (Laufs et al., 2000), e clinicamente, a ATOR é 

bem tolerada até 80 mg/dia (Amarenco et al., 2006) sem promover efeitos 

tóxicos. Como já havia sido abordado,  demonstramos que a infusão i.n. de 

MPTP (1 mg/narina) induziu um comportamento do tipo-depressivo em 

ratos, vizualizado com o aumento no tempo de imobilidade no teste do nado 

forçado. Este comportamento tipo-depressivo pode ser correlacionado com 

mudanças nos níveis de dopamina no estriado (Tadaiesky et al., 2008).  A 

anedonia é geralmente considerada como um sintoma e não uma síndrome e 

assim, ser parte de uma síndrome de apatia, seguindo os critérios de Marin e 

colaboradores (1991). Neste momento, a definição mais popular descreve a 

anedonia como a “incapacidade de sentir prazer” (Snaith et al., 1995). Um 

pequeno estudo de anedonia em pacientes com DP não relatou nenhuma 

correlação significativa entre a função motora, apatia, depressão e 

performance cognitiva (Isella et al., 2003). A avaliação de anedonia em 

ratos após a infusão de MPTP não apresentou a mesma característica tipo-

depressiva, demonstrada pelo aumento no tempo de imobilidade atráves do 
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teste de natação forçada. A possível resposta para compreender melhor essa 

diferença observada nos dois testes que correlacionam esse efeito do tipo 

depressivo, pode ser através da avaliação dos níveis de serotonina e 

dopamina nas regiões do estriado e hipocampo. Embora não foram 

observadas diferenças nos níveis de serotonina nas estruturas cerebrais 

investigadas após a infusão de MPTP em camundongos (Prediger et al., 

2010), não podemos descartar a participação do sistema serotoninérgico em 

alterações emocionais, presente em animais após a infusão de MPTP. De 

fato, há evidências fisiopatológicas envolvendo alterações de serotonina em 

pacientes com depressão associadas a DP (Schrag, 2004), e uma "hipótese 

serotoninérgica" mesmo foi proposta para a depressão na DP (Moreira, 

1990). Curiosamente, os dados clínicos indicam que o tratamento com 

estatinas está relacionado a uma redução na incidência de depressão e 

ansiedade (Young-Xu et al., 2003), embora os mecanismos de ação pelos 

quais esses efeitos são proeminentes não estejam estabelecidos ainda. Além 

disso, um recente estudo do nosso grupo demonstrou que o tratamento 

agudo com ATOR reduziu o tempo de imobilidade dos animais em relação 

ao prejuízo induzido pelo pré-tratamento com NMDA em camundongos, 

além de produzir um aumento nos níveis de BDNF no hipocampo. Esses 

efeitos demonstrados podem estar envolvidos com a modulação do sistema 

glutamatérgico, pois o uso de antagonistas do receptor NMDA (MK-801 e 

Ketamina) reduziu o tempo de imobilidade similar ao observado com 

ATOR no teste de suspensão pela cauda (Ludka et al., 2012).  

 Déficits motores significativos somente foram observados 21 dias 

após a administração i.n. de MPTP em ratos. Esse efeito a longo prazo na 

diminuição da atividade locomotora foi acompanhado por uma redução 

elevada (cerca de 70-80%) dos neurônios dopaminérgicos através da 

marcação com TH na SNpc. De maneira interessante, a administração de 

ATOR previniu a diminuição da imunorreatividade para a TH na SNpc após 

a infusão MPTP em ratos, corroborando sua ação neuroprotetora conforme 

descrito em vários modelos de dano neuronal (Cui et al., 2010; Piermartiri 

et al., 2009; 2010). 

 Estudos in vivo e in vitro que utilizam estatinas têm sugerido uma 

série de efeitos como: redução na acumulação de α-sinucleína e estresse 

oxidativo, redução na expressão da ciclooxigenase 2 (COX-2), redução na 

liberação de fator de necrose tumoral alfa (TNF- α) e ativação do fator de 

transcrição nuclear - B (NFκ-B), ativação do receptores ativados por 

proliferadores de peroxissoma (PPAR-γ) e regulação dos receptores de 

dopamina D1 e D2 no cérebro (Becker e Meier, 2009; Wang et al., 2011; 

Madeira et al., 2010).  

 Resumindo, esses resultados demonstram que as estatinas podem 

ser utilizadas como possíveis agentes terapêuticos na DP. No entanto, ainda 

é necessária uma investigação para esclarecer os exatos mecanismos 
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moleculares envolvidos com esse efeito induzido pela ATOR em ratos 

tratados com MPTP. 

 

Atorvastatina e 6-OHDA  

 

 No capítulo III, iniciamos a caracterização em fatias cerebrais de 

estriado, hipocampo e córtex de um modelo de toxicicidade aguda induzida 

pela 6-OHDA in vitro. A 6-OHDA induz aumento na formação de ROS e 

redução na captação de glutamato e na viabilidade cellular. Demosntramos 

que a ATOR é protetora contra os efeitos tóxicos induzidos 6-OHDA por 

um mecanismo de ação que envolve o sistema glutamatérgico.  

 Atualmente, com exceção das drogas antimuscarínicas, todas as 

drogas em uso clínico na DP têm demonstrado eficácia no modelo da 6-

OHDA, apoiando sua validade preditiva. Por exemplo, L-DOPA e agonistas 

de dopamina utilizados clinicamente (bromocriptina, cabergolina, pergolide, 

pramipexoli, ropinirol e rotigotine) produzem rotações contralaterais 

semelhantes às descritas com a apomorfina (Johnson et al., 1976; 

Broekkamp et al., 1990; Eden et al., 1991; Mierau e Schingnitz, 1992; 

Fukuzaki et al., 2000; Prikhojan et al., 2000; Schmidt et al., 2008). A 

toxicidade induzida pela 6-OHDA em fatias de hipocampo, estriado e 

córtex foi demonstrada pela redução na viabilidade celular, bem como um 

aumento na formação de ROS nas mesmas regiões. A ATOR, o MK-801 e a 

associação dos dois compostos demonstraram efeitos semelhantes nas três 

regiões investigadas. Ambos os compostos não induziram toxicidade 

quando avaliados per se e em combinação com a neurotoxina 6-OHDA 

promoveram uma reversão na redução da viabilidade celular e uma redução 

na formação de ROS. Apesar de não realizarmos estudos de união de ATOR 

ao receptor NMDA, o fato de ATOR e MK-801 apresentarem o mesmo 

efeito protetor e a demonstração de que a sinvastatina interage com o 

receptor NMDA (Wang et al., 2008), sugere que a ação da ATOR possa 

ocorrer via antagonismo ao receptor NMDA. Considerando que este foi um 

estudo in vitro, é possível que mais um dos efeitos pleiotrópicos da ATOR 

seja uma interação direta com o receptor NMDA.  

 No entanto, a proteção celular não foi observada após a 

administração in vivo da ATOR. A 6-OHDA reduziu a viabilidade celular e 

a captação de GLU em fatias de estriado e hipocampo, confirmando seu 

efeito neurotóxico. O pré-tratamento com ATOR (10 mg/kg) durante 7 dias 

pela via oral não reverteu a redução na captação de GLU e na viabilidade 

celular. Porém, é importante que realizemos futuramente uma análise mais 

minuciosa no intuito de compreender os mecanismos de toxicidade e 

proteção dependentes e independentes dos receptores e transportadores de 

GLU. Evidências obtidas em modelos da DP em roedores e primatas não-

humanos, demonstraram que antagonistas seletivos dos receptores NMDA e 
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AMPA podem minimizar muitos dos sintomas da DP (Greenamyre e Porter, 

1994, Klockgether et al., 1991, Starr, 1995). Os efeitos neuroprotetores da 

ATOR mostrados por Piermatiri e colaboradores (2009) demonstram que o 

pré-tratamento com ATOR previne uma redução na captação de glutamato 

em fatias de hipocampo submetidas a infusão intracerebroventricular (i.c.v.) 

do ácido quinolinico, um agonista do receptor NMDA. No entanto, no 

estudo realizado por Piermatiri e colaboradores (2010), a ATOR promove 

uma proteção contra a neurodegeneração induzida por uma infusão i.c.v. de 

β-amilóide 1–40, atenuando a astrogliose no hipocampo, a peroxidação 

lipídica e o aumento da expressão de COX-2 e dos transportadores de 

glutamato gliais (GLAST e GLT1), porém, a ATOR não previne a redução 

na captação de glutamato induzida pelo peptide β-amilóide. Existem muitas 

evidências clínicas e experimentais para os efeitos protetores das estatinas a 

nível de tecidos periféricos, tais como anti-inflamatórios, anti-trombóticos, 

vasculares e imunomoduladores, mas os efeitos neuroprotetores  ainda não 

são conhecidos em detalhe (Endres e Laufs, 2004, Liao, 2002). A ATOR 

reduziu a morte de células estriatais em um modelo de neurodegeneração 

induzido pela administração crônica de ácido 3-nitropropiônico (3-NIP), 

uma toxina mitocondrial (Lee et al., 2008). As lesões induzidas pela 6-

OHDA no feixe medial do prosencéfalo iniciam a degeneração do sistema 

dopaminérgico e afetam sobretudo os receptores de dopamina D1 e D2 no 

córtex pré-frontal. O pré-tratamento com simvastatina por 4 semanas (10 

mg/kg/dia) restaurou os níveis de expressão dos receptores D1 e D2 (Wang 

et al., 2005). Portanto, as propriedades anti-inflamatórias das estatinas 

podem ser úteis evitando a ativação da microglia e ainda modulando 

negativamente a transmissão glutamatérgica de forma a evitar a perda de 

neurônios dopaminérgicos.  

 

Modulação de receptores adenosinérgicos e MPTP  

 

 Os resultados obtidos no capítulo IV deste estudo demonstram que 

o bloqueio farmacológico (através do tratamento crônico com o antagonista 

seletivo dos receptores A2A, SCH58261, na dose de 0,3 mg/kg, i.p.) ou a 

deleção gênica dos receptores A2A para ADO, é capaz de prevenir os 

prejuízos nas memórias de curto prazo e de procedimento, bem como a 

morte de neurônios dopaminérgicos induzidos pela administração i.n. de 

MPTP em camundongos. Porém, a manipulação farmacológica ou gênica 

dos receptores A2A para ADO não foi capaz de prevenir os déficits 

olfatórios induzidos pelo MPTP.  

 Atualmente, as estratégias farmacoterapêuticas para o tratamento 

da DP visam restaurar os níveis de dopamina através do uso de um 

precursor (levodopa) e/ou agonistas dos receptores (pramipexol, 

bromocriptina, ropirinol) da dopamina, e inibidores da degradação 
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enzimática de dopamina (inibidores da MAO-B: selegilina e rasagilina; 

inibidores da COMT: tolcapone e a entacapone). Estas drogas, que 

interferem principalmente com sintomas motores, apresentam, ao menos, 

duas limitações importantes: efeitos colaterais a longo prazo (em particular, 

flutuações motoras, incluindo discinesias e movimentos “liga-desliga”) e 

incapacidade de interromper ou retardar o processo degenerativo em curso. 

Já foi observado que o bloqueio farmacológico ou gênico dos receptores 

A2A para ADO reduz a perda de células dopaminérgicas e a depleção de 

dopamina estriatal em modelos experimentais da DP (Chen, et al. 2001; 

Ikeda, et al. 2002; Pierri, et al. 2005). 

 A degeneração da via dopaminérgica nigroestriatal promove uma 

depleção de dopamina estriatal, que consequentemente prejudica a função 

dos circuitos nos núcleos da base produzindo ascinesia, bradicinesia, tremor 

e rigidez (Singh et al., 2007). A ADO exerce seus efeitos nos gânglios da 

base, agindo através dos receptores A1 e A2A. Os receptores A2A são co-

localizados e funcionalmente interagem com os receptores D2 para 

dopamina em neurônios. Além disso, os receptores A2A também interagem 

negativamente com os receptores glutamatérgicos do tipo NMDA (Gerevich 

et al., 2002; Neremberg et al., 1997). Resultados obtidos em modelos 

experimentais da DP, demonstram que antagonistas seletivos dos receptores 

A2A previnem a neurodegeneração dopaminérgica induzida pelo MPTP em 

roedores (Carta et al., 2009; Huang et al., 2006), inibindo a ativação 

astroglial e microglial (Ikeda et al., 2002; Pierri et al., 2005). De maneira 

interessante, camundongos que não expressam os receptores A2A 

apresentam uma reduzida astrogliose e microgliose (usados como 

marcadores de neuroinflamação) após a administração repetida de MPTP 

pela via i.p. (Carta et al., 2009). 

 Trabalhos prévios da literatura indicam que a administração da 

cafeína, um antagonista não seletivo dos receptores para ADO, previne a 

degeneração induzida pelo MPTP nos terminais dopaminérgicos do estriado 

(Chen et al., 2001; Ikeda, et al. 2002; Xu et al., 2002). Além disso, a 

deleção gênica dos receptores A2A previne os prejuízos motores e perda de 

neurônios dopaminérgicos na substância negra de camundongos tratados 

com o MPTP pela via i.p. (Chen et al., 2001). Em adição, a inibição dos 

receptores A2A expressos em células gliais também está envolvida em 

mecanismos de neuroproteção (Xu et al., 2002). O mecanismo exato pelo 

qual o bloqueio dos receptores A2A exerce a neuroproteção na DP não foi 

esclarecido. No entanto, a ativação da microglia tem sido mostrada como 

um fator primordial no processo neurodegenerativo da DP (Meredith et al., 

2005), e o bloqueio microglial em ratos protege neurônios dopaminérgicos 

da toxicidade aguda do MPTP (Teismann e Ferger, 2001; Wu et al., 2002). 

 Antagonistas dos receptores A2A melhoram a função motora em 

diferentes modelos de DP em roedores e primatas, quando administrados 
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isoladamente ou co-administrados com drogas dopaminérgicas, levodopa ou 

agonistas dopaminérgicos (Fenu, et al. 1997; Kanda, et al. 1998; Shiozaki, 

et al. 1999; Koga, et al. 2000; Hauber, et al. 2001). Quando administrados 

após o início das discinesias, induzidas pela levodopa, os antagonistas do 

receptor A2A auxiliam na melhora dos sintomas motores e não pioram as 

discinesias (Kanda, et al. 1998; Grondin, et al. 1999; Kanda, et al. 2000; 

Jenner, 2003; Lundblad, et al. 2003).  Xiao e colaboradores (2011) 

demonstraram em camundongos com lesão unilateral induzida por 6-OHDA 

que a deleção gênica e o bloqueio farmacológico com antagonistas de 

receptores A1 e A2A reduzem o risco de desenvolvimento de discinesias 

induzidas por L-DOPA. Estes efeitos foram confirmados em um recente 

estudo de clínico de coorte, no qual foi observada uma redução no 

desenvolvimento de discinesias após o consumo de cafeína (Wills, et al., 

2013).   

 Estudos pré-clínicos com istradefilina (um antagonista seletivo dos 

receptores A2A) tem demonstrado um controle no desenvolvimento de 

discinesias induzidas por agonistas dopaminérgicos (Bibiane et al., 2003). 

Adicionalmente, a co-administração de istradefilina com baixas doses de 

levodopa potencializa a melhora motora, sem prejudicar a discinesia (Bara-

Jimenez, et al. 2003). Estudos clínicos envolvendo pacientes em esquemas 

terapêuticos de baixa dose de levodopa são necessários para esclarecer o 

potencial adjuvante dos antagonistas do receptor A2A, uma vez que a 

maioria dos resultados foram avaliados em pacientes sob doses de levodopa 

ideal e podem minimizar o potencial terapêutico dos antagonistas dos 

receptores A2A (para  revisão, ver Morelli, Carta, Jenner, 2009). Chen et al. 

(2013) realizaram recentemente um estudo randomizado onde foram 

comparados o uso de istradefilina com placebo em pacientes parkinsonianos 

que utilizavam levodopa e apresentavam discinesias. Foi demonstrado que o 

uso de istradefilina se mostrou eficaz como um tratamento adjuvante ao uso 

de levodopa.   

 O alívio sintomático por antagonistas dos receptores para ADO em 

pacientes com a DP pode ser facilmente entendido a partir da interação 

funcional de ADO-dopamina. Além disso, antagonistas dos receptores 

adenosinérgicos A1 e A2A podem ser utilizados tanto nos estágios iniciais 

da DP, como em estágios avançados devido a existência de interações 

específicas entre A1 e D1 e entre A2A e D2 (Ferré et al., 2001). A co-

localização dos receptores adenosinérgicos A2A e dos receptores 

dopaminérgicos D2 nos neurônios estriato-palidais fornece uma base 

anatômica para a existência de uma boa interação funcional entre estes 

receptores (Pinna et al., 2005). A primeira evidência bioquímica de uma 

interação entre receptores A2A e D2 foi observada por Ferré e colaboradores 

(2001) as quais mostraram que a estimulação dos receptores 

adenosinérgicos A2A diminuem a afinidade dos receptores dopaminérgicos 
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D2. A interação A2A-D2 parece ser mais potente no estriado sem inervação 

dopaminérgica e com os receptores dopaminérgicos D2 supersensibilizados 

(Ferré et al., 1992). 

 No entanto, é importante notar que a neurodegeneração após a 

infusão de MPTP é reduzida com o uso de antagonistas dos receptores A2A, 

bem como em camundongos com deleção gênica deste receptor (Chen et al., 

2001). Em conjunto, estes resultados indicam o potencial dos receptores 

A2A para ADO como um alvo para o desenvolvimento de novos fármacos 

para o tratamento da DP. 

 Portanto, os resultados do presente estudo demonstram que a ação 

de novos compostos com caráter neuroprotetores (lítio, valproato, 

atorvastatina e bloqueio dos receptors A2A para adenosina) apresentam um 

potencial efeito neuroprotetor na prevenção de prejuízos cognitivos, 

emocionais e motores induzidos pela administração i.n. de MPTP, 

consolidando ainda mais a utilização deste modelo para a investigação de 

novos tratamentos para a DP. Além disto, realizamos a padronização de um 

modelo in vitro de toxicicidade aguda induzida pela 6-OHDA em fatias 

cerebrais, sendo esse modelo também uma possível ferramenta eficaz na 

utilização de novas estratégias de neuroproteção na DP. Estes resultados 

confirmam e extendem a importância da busca e do desenvolvimento de 

novas ferramentas e estratégias que ajudem a minimizar os efeitos motores 

e não motores presentes na DP. Além disso, os nossos resultados sugerem o 

que os efeitos de neuroproteção encontrados a partir destes novos 

compostos podem estar envolvidos com três amplos sistemas de 

neurotransmissão: o glutamatérgico, adenosinérgico e dopaminérgico. 

Sendo assim, os resultados do presente estudo nos encorajam a realizar 

novos estudos para investigar os valores terapêuticos destas substâncias 

avaliadas, e também buscar uma melhor padronização do modelo in vitro da 

DP, recentemente iniciado.  

 

6. CONCLUSÕES 

 

 O pré-tratamento com Li (47,5 mg/kg, i.p) e VPA (200 mg/kg, i.p.) 

durante 7 dias previne os prejuízos induzidos pela administração i.n. de 

MPTP (0,1 mg/narina) nos testes de discriminação olfatória, memória social 

e esquiva inibitória (memória de curto prazo), além de previnir a deleção 

nos níveis de dopamina no bulbo olfatório e estriado. 

 O pré-tratamento com ATOR (10 mg/kg, v.o.) durante 7 dias 

previne os déficits induzidos pela administração i.n. de MPTP (1 mg/narina) 

nos testes de memória social, nado forçado (avaliação de efeito tipo-

antidepressivo) e atividade locomotora, além de prevenir a redução na 

expressão da enzima tirosina hidroxilase na substância negra. 
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 A incubação de 6-OHDA in vitro induz redução da viabilidade 

celular em fatias estriatais, hipocampais e corticais, acompanhada de um 

aumento na formação de espécies reativas do oxigênio e redução na 

captação de glutamato. 

 A ATOR (in vitro, 10 µM) apresenta um efeito neuroprotetor 

similar ao antagonista do receptor NDMA para glutamato, MK-801, 

prevenindo a redução de viabilidade celular e a formação de espécies 

reativas do oxigênio após a indução de toxicidade in vitro pela 6-OHDA em 

fatias cerebrais. 

 O antagonista de receptores A2A para adenosina (SCH58261, 0,3 

mg/kg, i.p.), ou a deleção gênica do receptor A2A em camundongos, previne 

os déficits induzidos pela administração i.n. de MPTP nos testes de 

discriminação olfatória, memória social, realocação do objeto (memória de 

curto prazo), labirinto aquático versão de procedimento e rota rod (memória 

de procedimento), além de prevenir a redução da expressão da enzima 

tirosina hidroxilase na substância negra e estriado. 

 

7. PERSPECTIVAS 

 

 Investigar se o pré-tratamento com Li, VPA, ou ATOR previne a 

formação de neuroinflamação e EROs após a infusão de MPTP. 

 Investigar se o pré-tratamento com Li, VPA, e ATOR  pode 

modular a expressão de transportadores de glutamato (GLAST e GLT-1) e 

dopamina (DAT) após a infusão de MPTP. 

 Investigar se existe uma interação entre receptores de glutamato e 

adenosina após a infusão de MPTP.  

 Investigar se o pré-tratamento com Li, VPA, ou ATOR previne os 

efeitos induzidos pela 6-OHDA in vivo, após a sua administração 

intraestriatal em ratos. 

 Investigar se os antagonistas de adenosina previnem os efeitos 

induzidos pela 6-OHDA in vitro.  
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