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RESUMO

A doenga de Parkinson (DP) é um distirbio neuroldgico caracterizado
principalmente pela degeneragdo de neurdnios dopaminérgicos (DAérgicos)
nigroestriatais € conseqiiente redugdo dos niveis estriatais de dopamina (DA). Os
sintomaé observados na DP incluem alteragdes motoras e¢ comprometimento das
fungdes cognitivas. Fendmenos semelhantes podem ser observados em modelos
animais da DP, utilizando uma neurotoxina seletiva para os neurdnios DAérgicos, 1-
metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), os quais tém contribuido para melhor
compreensdo da patofisiologia da DP. O tratamento com levodopa (L-DOPA), um
precursor da DA, em associagdo com a benserazida, um inibidor da enzima dopa-
descarboxilase periférica, constitui a terapia sintomética mais efetiva e mais usada na
DP. Entretanto, apds tratamento prolongado com L-DOPA, surgem limitagdes ao seu
emprego. Estudos recentes tém demonstrado que o uso de antagonistas dos receptores
da adenosina sdo uteis cbmo terapia adjuvante da L-DOPA ou de agonistas DAérgicos,
para aliviar os sintomas motores da DP. Neste contexto, o presente estudo avaliou os
efeitos comportamentais ¢ neuroquimicos da administra¢do de MPTP na substancia
negra compacta (SNc) de ratos, submetidos ao teste de esquiva ativa de duas vias,
propondo um modelo animal de amnésia associada & DP. Além disso, verificou se o
tratamento com a associagdo de L-DOPA e benserazida, ou com cafeina, um
antagonista adenosinérgico ndo seletivp, reverte o prejuizo cognitivo induzido pela
lesdo com MPTP. Os resultados histologicos demonstraram que a infusio de MPTP

produziu uma perda neural expressiva na SNc. Além disso, através dos dados



xiv

neuroquimicos, verificou-se que o MPTP reduziu os niveis estriatais de DA e seus
metabdlitos, assémelhando-se as caracteristicas neuroquimicas da DP. Os resultados
comportamentais desta lesdo revelaram prejuizo nos processos de aquisi¢do e retengéo,
necessarios para execugdo da tarefa de esquiva ativa de duas vias, sugerindo este
procedimento experimental como um modelo animal para o estudo de déficits de
aprendizagem ¢ memoria. Com relagdo aos efeitos da associagdo de L-DOPA e
benserazida, verificou-se que este tratamento promoveu a reposicdo dos nivéis
estriatais de DA, mas ndo reverteu o déficit cognitivo dos ratos lesados com MPTP, e
ainda prejudicou o desempenho dos animais controle neste teste. Por outro lado, a
cafeina em baixas doses melhorou os escores de aprendizagem e memoria envolvidos
neste modelo, sugerindo que este tratamento pode ser uGtil para melhorar as
deficiéncias cognitivas observadas nos estagios iniciais da DP. Estes dados
demonstram a importancia do sistema DAérgico nigroestriatal e sua intera¢do com o
sistema adenosinérgico, em processos de aprendizagem e memoria, afetados em
pacientes parkinsonianos. Ressaltam ainda a importidncia do desenvolvimento de
modelos animais da DP para estudos farmacolégicos, contribuindo na busca de novas

estratégias de tratamentos para as manifestagdes clinicas observadas na DP.
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ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative disorder associated with the
degeneration of dopaminergic nigrostriatal neurons and a consequent reduction of
striatal dopamine (DA) levels. The clinical symptoms observed in PD patients include
not only motor disabilities but also cognitive deficits. A comparable phenomenon can
be observed in animal models of PD produced by the administration of selective
neurotoxins, such as 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP). Thus, the
finding that MPTP experimentally administered to animals can induce effects which
closely resemble the deficits seen in PD has led to a better understanding of the
pathophysiology of PD. The treatment with the DA precursor levodopa (L-DOPA), in
combination with a peripheral dopa descarboxylase in_hibitor (benserazide), is the most
effective used drug therapy in PD. However, there are limitations to the prolonged L-
DOPA treatment. Recently, it has been shown that the adenosine receptor antagonists
could be used as an adjunctive therapeutic agent with L-DOPA or DA agonists for the
treatment of PD motor symptoms. Taking these considerations into account, the
present investigatién assessed the behavioral and neurochemical effects of MPTP
bilaterally infused into the substantia nigra, compact part, (SNc) of rats, proposing a
rat model of PD for the study of the learning and memory deficits associated with this
disorder, using the two-way active avoidance task. In addition, this study analysed if
the treatment with benserazide/L-DOPA or caffeine, a non-selective adenosine
receptor antagonist, can revert the cognitive impairment induced by MPTP. Intra-

nigral administration of MPTP produced an extensive area of neuronal cell loss in the



1-INTRODUCAO

A doenga de Parkinson (DP) é um disturbio neurologico progressivo e
degenerativo, caracterizado principalmente por problemas motores. E observada
predominantemente na populagdo idosa, com inicio do quadro clinico ocorrendo
geralmente entre os 50 € 70 anos de idade.

A primeira descri¢gdo mundial bem definida da DP foi feita em 1817 por um
médico iﬁglés, James Parkinson, ao publicar uma pequena monografia intitulada "An
Essay on the Shaking Palsy" (Paralisia Agitante). Este foi um trabalho baseado na
descri¢do de 6 casos ilustrativos da doenga, onde o autor fez uma defini¢do geral da
enfermidade, determinou os sintomas patognomonicos, descreveu o diagnostico
diferencial e fez consideragbes a respeito da etiologia e também do tratamento da
doenga (Duvoisin, 1991).

Posteriormente, outros neurologistas publicaram novas observa¢des sobre a
doenga, conhecida como Paralisia Agitante, contribuindo para um melhor
conhecimento sobre a mesma. Dentre estes, destacou-se Jean Marie Charcot, um dos
fundadores da neurologia moderna. Foi Charcot quem sugeriu que a enfermidade
Paralisia Agitante deveria ser chamada DP em homenagem vé descrigdo classica feita
por James Parkinson e, também, por coqsiderar o termo Paralisia Agitante improprio.
Além disso, Charcot acrescentou outras informagdes a descrigdo do quadro clinico, no
diagﬁo’stico diferencial e no tratamento da doenga (Duvoisin, 1991). Os resultados dos
trabalhos de Charcot e outros neurologistas no final do século XIX fizeram com que a

DP se tornasse bem conhecida, estimulando o estudo de possiveis alteragdes



patolégicas no sistema nervoso central (SNC) responsaveis pela mesma (Duvoisin,
1991; Meneses € Teive, 1996).

A DP ocorre em todo o mundo, afetando pessoas de ambos os sexos,
independente da raga ou classe social, embora alguns estudos epidemiol6gicos
indiquem uma predominéncia em caucasianos do sexo masculino (Meneses e Teive,
1996; Miguel et al., 1998). A incidéncia da DP & de aproximadamenté 20 casos em
100.000 habitantes na populagdo geral e sua prevaléncia aumenta com a idade,
afetando 1% de individuos acima dos 60 anos ¢ 2% acima de 70 anos (Moghal e
Rajput, 1994). Contudo, alguns pacientes podefn apresentar um inicio mais precoce da
doenga antes dos 40 anos ou até dos 21 anos de idade. Aproximadamente 15% dos
pacientes com DP tém entre 40 ¢ 50 anos de idade e 10% tém 40 anos ou menos
(Meneses e Teive, 1996; Youdim e Riederer, 1997).

Tal como descrito inicialmente por Parkinson (1817), o desenvolvimento da
doenga ¢ lento, mas progressivo. Assim, as primeiras manifestagdes da doenga sdo
quase imperceptiveis ao paciente, geralmente sdo pessoas préximas que notam alguma
mudanga sutil, inicialmente no comportamento € depois na postura ou no andar.
Contudo, os sintomas se agravam lentamente com 0 passar do tempo, podendo
incapacitar o paciente 5 ou 15 anos dépois (Duvoisin, 1991; Youdim e Riederer,

1997).



1.1 - SINTOMAS MOTORES DA DOENCA DE PARKINSON

A incapacidade produzida pela DP caracteriza-se pelo aparecimento de
problemas motores como o tremor de repouso, vbradicinesia, rigidez muscular,
anomalias posturais e episddios de paradas motoras (Duvoisin, 1991; Meneses e Teive,
1996; Youdim e Riederes, 1997; Koller e Mongomery, 1997).

A expressdo “tremor de repouso” refere-se as oscilagdes ritmicas de um

segmento do corpo observadas em condi¢des de repouso. O tremor diminui ou

desaparece com o inicio de alguma agdo, mas pode reaparecer quando o paciente

mantém uma agdo ou postura por um periodo mais prolongado. O tremor € o sintoma
mais predominante € comum na DP. Sua maneira mais conhecida é o movimento
ritmico dos dedos das mdos, como se estivesse contando dinheiro ou rolando pilulas
(Duvoisin, 1991; Meneses ¢ Teive, 1996; Youdim e Riederes, 1997; Koller e
Mongomery, 1997).

A rigidez muscular manifesta-se como uma resisténcia muscular elevada ao
movimento passivo de uma articulagdo. Classicamente ocorre uma liberagfo ritmica e
intermitente de curta duragfo da rigidez muscular durante o movimento passivo,
conhecido como rigidez de roda denteada, resultando numa fragmentagdo dos
movimentos que, ao invés de se fazer de uma maneira’ continua, faz-se de maneira
entrecortada (Duvoisin, 1991; Meneses e Teive, 1996; Youdim e Riederes, 1997,
Koller e Mongomery, 1997).

A bradicinesia pode ser traduzida por uma lentiddo de inicio e execugdo dos

movimentos, deficiéncia em mudar os padrdes motores, amplitude de movimentos

e



diminuida e fadigabilidade. A marcha fica arrastada, com passos curtos € pouco
balango dos bragos. As paradas motoras ou fendmeno de congelamento, decorrentes da
dificuldade de iniciar a caminhada, podem aparecer repentinamente. O paciente parece
estar preso ao chdo. Os gestos sdo pobres € a escrita torna-se irregular e
progressivamente menor, resultando em um padrdo conhecido como micrografia. Ha
perda da expressdo facial e o ato de piscar diminui. O volume da fala também diminui,
deixando a fala mondétona. Este sintoma da bradicinesia é considerado como o ma;is
incapacitante da DP e estd presente em praticamente todos os pacientes (Duvoisin,
1991; Meneses e Teive, 1996; Youdim e Riederes, 1997; Koller‘e Mongomery, 1997).
Outro sintoma cléassico da DP ¢ instabilidade postural, aeconenté da perda de
reflexos posturais. Os pacientes assumem uma postura caracteristica com a cabega € o
tronco inclinados para a frente, com os bragos ¢ pernas levemente flexionados. As
quedas tornam-se freqiientes e a incapacidade de ficar em pé sem auxilio pode ocorrer
em estdgios mais avangados da doenga (Duvoisin, 1991; Meneses e Teive, 1996;

Youdim e Riederes, 1997; Koller e Mongomery, 1997).

1.21 — SINTOMAS NAO-MOTORES DA DOENCA DE PARKINSON

Além dos problémas motores, 0s pacientes também épresentam alteragdes em
outros sistemas, acarretando anormalidades autondOmicas, afetivas € cognitivas
(Duvoisin, 1991; Meneses e Teive, 1996; Youdim e Riederes, 1997; Miguel et al.,

1998).



As alteracdes do sistema nervoso .aut(”)nomo (SNA) caracterizam-se pelo
aparecimento de seborréia, hipersalivagdo, diminui¢do do peristaltismo intestinal,
hipotensdo ortostatica, arritmias cardiacas, edema dos membros inferiores e
incontinéncia urindria. Dentre estes, a hipotensdo ortostitica é o sintoma mais
incapacitante, podendo ser agravado pelos medicamentos antiparkinsonianos (Youdim
e Riederes, 1997; Miguel et al., 1998).

Aproximadamente 40% dos pacientesv da DP apresentam depressdo em graus
variados (Cummings, 1992; Tandberg et al., 1996). De um /modo geral, o paciente
parkinson.iano apresenta uma diminui¢do da iniciativa e um desinteresse pelos
acontecimentos didrios, objetos pessoais ou seus familiares. Além disso, podem
apresentar sintomas como melancolia, perda do apetite, fadiga, distirbio no sono,
perda da auto-estima e ansiedade. Estes sintomas depressivos sdo diferentes daqueles
observados na depressdo idiopatica, pois ndo estdo associados a culpa, a auto-censura
ou ao sentimento de fracasso, sendo consi»derados especificos da DP (Starkstein et al.,
1990). Vale ressaltar que a ocorréncia de depresséo na DP nem sempre esta
relacionada com a gravidade dos sintomas motores da doenga, podendo se manifestar
antes mesmo do aparecimento das primeiras manifestag_:ﬁes motoras (Duvoisin, 1991;
Meneses e Teive, 1996; Miguel et al., 1998).

O comprometimento das fungdes cognitivas ocorre em média entre 20 e 30%
dos pacientes da DP, especialmente naqueles com doenga muito prolongada e em
grupos etérios acima dos 70 anos (Pirozzolo ef al., 1993). Contudo,. algumas mudangas

cognitivas especificas podem aparecer nas primeiras fases da doenga, precedendo os



sintomas motores. Este sintoma caracteriza-se pela redug@o na velocidade do;
processos cognitivos, principalmente quando sdo exigidos processos de tomada de
decisdes complexas. O termo bradifrenia normalmente € usado para definir esta
condigdo. Como este tema constitui a abordagem central do presente trabalho, maiores
detalthes serdo apresentados no item 1.8.

Os casos de deméncia sdo comumente observados ém pacientes com DP
avangada. Nos pacientes mais jovens, a ocorréncia de sintomas demenciais ndo ¢
comum. A relagdo entre a deméncia e as mudangas cognitivas precoces € geralmente
leves ndo € inteiramente compreendida e ainda estd para ser esclarecida se elas
constituem um continuo (Cummings, 1988; Duvoisin, 1991; Meneses ¢ Teive, 1996;

Miguel et al., 1998).

1.3 — DIAGNOSTICO DA DOENCA DE PARKINSON

O diagnéstico da DP € feito com base nos sintomas motores (tremor de repouso,
rigidez muscular, bradicinesia e alteragdes posturais). De acordo com os critérios mais
aceitos, € necessario a manifestacido de pelo menos dois destes sintomas para a
defini¢do diagnéstica (Ward e Gibb, 1990). Na pratica clinica, as formas mais comuns
da DP sdo a forma mista, na qual ocorre uma mescla de todos os sintomas com
predominio de um ou outro, e a forma acineto-rigida, na qual ocorre predominio da

bradicinesia associada & rigidez muscular, localizadas ou generalizadas (Duvoisin,

1991; Meneses € Teive, 1996; Miguel et al., 1998).



Entretanto, existe muita semelhanga entre o quadro clinico da DP 'e o de outras
sindromes parkinsonianas, podendo levar a um diagnéstico erréneo de DP. Portanto, a
investigacdo causal através da anamnese € testes complementares que podem
diagnosticar outras doengas neurolégicas, no tempo mais rapido possivel, ¢ importante
para definir se um paciente particular tem a DP ou uma das demais enfermidades
degenerativas com sintomas parkinsonianos (Duvoisin, 1991; Meneses ¢ Teive, 1996,
Miguel et al., 1998). Contudo, em duas séries de bancos de cérebro de Parkinson, 24%
~ dos pacientes, considerados em vida como doentes de Parkinson, foram classificados
como tendo outro diagndstico durante a autdpsia, ocasido tnica em que o diagndstico
pode ser confirmado de forma definitiva pela presenga dos corpos de Lewy e
emaranhados neurofibrilares (“neurofibrilary tangles™) (Rajput et al., 1991; Hughes et

al., 1992).

1.4 — ASPECTOS ANATOMOPATOLOGICOS DA DOENCA DE
PARKINSON

A caracterizag@o anatomopatologica da DP, descrita inicialmente por Tretiakoff
em 1919, consiste na degeneragdo de neurOnios dopaminérgicos (DAérgicos) da
substancia negra compacta (SNc), localizada no mesencéfalo ventral, que se projetam
predominantemente para o estriado (Hirsch ef al., 1988). A interrupgdo da transmissdo
~ nigroestriatal e conseqiiente redug¢do dos niveis de dopamina (DA) no estriado sdo
importantes para o aparecimento dos sintomas da DP (Forno e Alvord, 1971;

Bernheimer et al., 1973).



Andlises post-mortem de cérebros de individuos saudaveis t€m revelado uma
perda celular na SNc em torno de 5% por década, em fun¢io do processo normal de
envelheciménto. J4 em pacientes parkinsonianos, o processo patoldgico amplifica a
perda neural de forma abrupta, com um padrdo de aproximadamente 45% por década.
Estima-se que ocorra uma perda celular de aproximadamente 60% nos neurbnios
DAérgicos da SNc e uma reducdo de 70-80% nos niveis estriatais de DA, antes do
aparecimento dos primeiros sintomas motores da DP. A severidade da perda neural
esta associada & gravidade dos sintomas clinicos da doenga (Hornykiewicz, 1975;
Riederer € Wuketich, 1976; McGéer et al., 1989; Fearnley e Lees, 1991).

Os neur6nios remanescentes apresentém inclusdes intracitoplasmaticas
eosinéﬁlés, de origem proteica, denominadas corpos de Lewy, os quais foram
inicialmente considerados como a principal caracteristica patologica da doenga.
Entretanto, os corpos de Lewy foram encontrados também em individuos idosos
saudaveis e em outras doen.g:as degenerativas, sendo entdo considerados como
marcadores patologicos de degeneragdo neural em 4éreas especificas do cérebro.
Apesar disto, a presenca dos corpos de Lewy na SNc, em associagdo com a
degeneragdo das células nigroestriatais, sdo fundamentais para confirmar o diagnéstico

da DP (Meneses e Teive, 1996; Langston, 1996).

1.5 - ETIOPATOGENIA DA DOENCA DE PARKINSON
Os mecanismos envolvidos na degenera¢io dos neurbnios DAérgicos

nigroestriatais na DP ainda estdo em estudo. Mas, a partir do desenvolvimento e



utilizagdo de técnicas neuroquimicas e imunohistoquimicas mais soﬁsﬁcadas,
associadas ao impacto da biologia molecular, para o estudo dos processos de morte
celular, as informagdes obtidas nos ultimos 10 anos sobre as possiveis causas da DP
revelam a existéncia de um processo ativo de toxicidade neural. A natureza deste
processo ndo é completamente conhecida, mas acredita;se estar relacionada a um
estado de estresse oxidativo desencadeado por um ou mais fatores, dentre os quais
.destacam-se: toxinas ambientais, produgdo de radicais livres, anomalias mifocondriais,
predisposicdo genética e envelhecimento cerebral (Langston, 1996; Miguel et al.,
1998; Olanow et al., 1998). E provavel que a combiﬁac;ﬁo destes fatores leve ao
desenvolvimento da DP (Stern, 1997). Atualmente, a explicagdo mais atraente é que a
doenga seja decorrente da combina¢@o de fatores genéticos e ambientais (L.angston,
1996).

O fato da primeira descri¢do oficial da DP ter ocorrido em 1817, parece
demonstrar que esta doenga era incomum antes da Revolugéo Industrial, sugerindo que
a sﬁa causa pode estar relacionada a toxinas ambientais geradas pela industrializagdo.
Alternativamente, 0 aumento do niimero de pacientes pode ser associado & melhora na
- qualidade de vida resultante da Revolugdo Industrial, a qual aumentou a expectativa de
vida da populagdo, permitindo que estas vivam o suficiente para desenvolver a DP.
(Lang e Lozano, 1998). Estudos epidemioldgicos demonstram uma incidéncia maior
da DP em populagdes expostas a toxinas agroindustriais e a ingestdo de dgua de pogo

(Semchuck et al., 1992; Rybicki et al., 1993; Ferraz et al., 1996).
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Posteriormente, a descoberta de que uma toxina analoga a heroina, o 1-metil-4-
fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), era capaz de induzir os sintomas da DP tanto
em humanos quanto em primatas, reforgou a influéncia dos fatores ambientais na
etiologia da DP (Langston et al., 1983; Burns et al., 1983). Entretanto, a exposi¢do
repetida ou prolongada a determinada toxina ambiental, provavelmente ndo seja
suficiente para causar a DP, ja que o indice de concordincia para a doenga em
individuos que vivem em uma mesma area durante longos periodos € baixa. Por outro
lado, um agente ambiental poderia influenciar decisivamente nos resultados de
individuos geneticamente suscetiveis (Meneses e Téive, 1996; Miguel et al., 1998).

" De fato, existem muitas evidéncias de que fatores genéticos apresentam
importincia na etiologia da DP (Wood, 1997). Na avaliagdo de possiveis genes
envolvidos na DP, foram identificados diferentes mutagdes no gene da o-sinucleina,
localizado no cromossomo 4q, em pacientes com histéria familiar. A oa-sinucleina é
uma proteina solivel mas que, em concentragdo elevada, pode agregar-se em fibras
amilodides insoliveis, formando os corpos de Lewy, seguidos da expressdo da proteina
ubiquitina e acimulo de neurofilamentos, levando a degeneragéo nigral. Este processo
¢ acelerado com as forma mutantes da o-sinucleina (Spillantini ez al., 1997; Goedert et
al., 1998; Mezey et al., 1998; Conway et al., 1998). J4 em paci‘entes com a DP
esporadica, foi verificada uma mutagdo no gene da a-sinucleina, localizado no
cromossomo 2p13 (Gasser et al., 1998).

Estudos mais recentes observaram mutagdo no gene que codifica a “parkin®,

localizado no cromossomo 6. Esta proteina ¢ homologa a familia da ubiquitina, a qual
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esta envolvida na patogénese de varias doengas neurodegenerativas (Kitada et al.,
1998). Outros estudos também tém pesquisado os fatores genéticos que aumentam a
suscetibilidade das pessoas aos efeitos nocivos de toxinas ambientais. Dentre estes,
observou-se uma deficiéncia no metabolismo da debrisoquina, droga metabolizada
pela 4-hidroxilase do sistema microssomal hepético do citocromo P-450 (CYP 2D6),
em paciehtes com a DP, os quais podem apresentar uma maior predisposi¢cdo aos
efeitos toxicos de ceftos substratos do sistema enzimdatico CYP 2D6. Entretanto,
existem evidéncias contra esta associagdo (Steiger et al., 1991; Riedl et al., 1998).
Levantamentos epidemiologicos verificaram uma taxa de concordancia de 45%
entre gémeos monozigéticos e de 29% entre dizigéticos (Duvoisan, 1987; Burn et al.,
1992; Johnson et al., 1990; Tanner et al., 1997). Também foi verificado que 15 a 20%
dos pacientes parkinsonianos apresentam uma histéria familiar. Entretanto, como a
maior parte dos pacientes (75-80%) apresentam a forma esporadica da doenga, o papel
dos fatores genéticos é provavelmente mais complexo e dependente da ocorréncia
simultidnea de outros mecanismos de lesdo celular (Semchuk et al., 1993; Bandmann,

1998).

1.6 — DESCRICAO NEUROANATOMICA DOS CIRCUITOS NEURAIS
ENVOLVIDOS NA DOENCA DE PARKINSON

Estudos neuroanatomicos e funcionais tém demonstrado qﬁe a SNc e o estriado
sdo componente.s.dos ganglios da base (GB), que por sua vez sdo integrantes do

circuito cortico-ganglio basal-taldmico-cortical, o qual estd envolvido na integragéo de
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informagdes sensoriomotoras, associativas e limbicas para a produc¢do de respostas
motoras (Alexander e Crutcher, 1990; Bergman ef al, 1998). Para melhor
compreensdo do funcionamento deste circuito, segue uma descrigdo breve de sua
neuroanatomia funcional.

Os GB sdo um conjunto de nucleos subcorticais intimamente conectados,
compostos pelo estriado (EST, incluindo o caudado e o putamen), globo péalido (GP,
incluindo os segmentos interno € externo), substincia negra (SN) e niicleo subtaldmico
(NST). O conhecimento sobre a organizagéo dos GB iniciou em 1970, com Kemp e
Powel (1970), sendo descrito como um sistema reentrante, com influéncias corticais,
que passam através dos GB e retornam ao cortex (CX) através de conexdes taldmicas
especificas (Bergman et al., 1998; Miguel et al., 1998).

Aferéncias topograficamente organizadas projetam-se do CX (motor, pré-
motor, sensorial € de associagdo) e de estruturas limbicas para o estriado. O
neurotransmissor destas proje¢des cortico-estriatais ¢ o glutamato (GLU). A outra
estrutura dos GB que recebe aferéncias corticais excitatorias diretas é NST, as quais
originam-se do CX motor e pré-motor. Segundo Alexander e Crutcher (1990), o EST ¢
a estrutura de aferéncias primdarias dos GB, sendo considerado um componente
integrativo importante nesta regido. O EST conecta-se com as demais estruturas dos
GB através de duas vias: a via direta e a via indireta.

A via direta consiste de projegdes estriatais inibitérias (neurdnios expressando
acido gama-aminobutirico-GABA, substancia P e dinorfinas), diretas para a porgido

interna do GP (Gpi ou nucleo entopeduncular no rato -NEP) e parte reticulada da SN



13

(SNr), que sdo a principal porta de saida dos GB para o controle do cdrtex motor, via
talamo.

A via indireta consiste de proje¢des estriatais inibitdrias (neurdnios expressando
GABA e encefalinas) para a porgdo externa do GP (GPe), de onde fibras também
inibitorias (GABAérgicas) projetam-se principalmente para o NST, cujos neurdnios
excitatérios (glutamatérgicos) enviam projecdes para o GPi/SNr. Trabalhos mais
recentes mostram que o NST também envia fibras (glutamatérgicas) de volta para o
GPe, funcionando como um mecanismo de retroalimentagdo negativo (Ryan e Clark,
1992). Tal como mencionado acima, o GPi/SNr representam as estruturas de saida dos
GB, cujos neurdnios (GABAérgicos) projetam-se para os nucleos ventrolateral (VL) e
centromedial (CM) do talamo, respectivamente.

Finalmente, o tdlamo projeta-se para o CX e o EST (neur6nios glutamatérgicos)
fechando o circuito (Albiﬁ et al., 1989; Parent e Hazrati, 1993). Para um melhor

entendimento, ver esquema da Fig. 1.
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Figura 1: Representagdo esquematica do circuito cortico-ganglio basal-talamico-cortical.
Setas verdes representam conexdes glutamatérgicas, setas vermelhas conexdes GABAérgicas,
seta azul conexdo DAérgica. As siglas A; e Ayx referem-se aos subtipos de receptores para a
adenosina. As siglas D; e D, referem-se aos subtipos de receptores para a dopamina. As
demais siglas referem-se as estruturas que compdem os ganglios da base: GPe (globo palido
externo), GPi (globo palido interno), SNc (substancia negra compacta), SNr (substincia negra
reticulada), NST (nicleo subtalamico), VL/CM (nicleos ventrolateral e centromedial do

talamo) e, também, aos neurotransmissores presentes neste circuito: DA (dopamina), GLU

(glutamato), GABA (4cido gama-aminobutirico). (Adaptado de Bergman et al., 1998).
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Como pode ser deduzido, as vias direta e indireta apresentam efeitos opostos sobre os
neurénios GABAérgicos do GPi/SNr que se projetam para o tdlamo. Assim, a ativagdo
da via direta leva a estimulagdo taldmica e conseqiiente aumento da atividade
excitatoria tdlamo-cortical, com a facilitagdo da iniciagdo cortical dos movimentos. Por
outro lado, a ativag@o da via indireta causa inibi¢do taldmica e subseqiiente depressdo
tdlamo-cortical (Fig. 1). Portanto, parece que o equilibrio das atividades destas duas
vias € essencial para a regulagdo normal dos movimentos (Stoof ef al., 1999).

Ainda com relagdo a neuroanatomia dos GB (Fig. 1), estudos demonstram a
presenca de projegdes estriatais inibitorias (GABAérgicas) para a SNc (Stoof et al.,
1999), a qual retorna ao estriado através de projecdes DAérgicas. A DA liberada das
terminagdes dos neurdnios localizados na SN¢ modula a atividade das células estriatais
e conseqiientemente, todo o circuito cortico-ganglio basal-talamico-cortical (Albin et
al., 1989; Bergman et al., 1998). Dados recentes sobre a distribui¢do estriatal dos
receptores DAérgicos sugerem que a DA pode apresentar efeitos opostos sobre as vias
direta e indireta, através da ativagdo de dois tipos diferentes de receptores: D; e D,.
(Stoof e Kebabian, 1981; Gerfen, 1992).

As maiores concentragdes dos receptores D, e D, sdo encontradas no estriado e
na substancia negra. Os receptores D, localizam-se principalmente nos neurdénios do
estriado que se projetam para o GPi, enquanto os receptores D, encontram-se mais nos
neurdnios estriatais que se projetam para o GPe. Na substancia negra, os receptores D,
sdo encontrados na SNc e SNr, enquanto os receptores D,, principalmente na SNc

(Palacios et al., 1993).
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Sabe-se que os receptores D;, os quais sdo acoplados a uma proteina G
estimulatdria, ativam a enzima adenilato-ciclase ¢ aumentam os niveis de monofosfato
de adenosina ciclico (AMPc), enquanto os receptores D, exercem uma influéncia
inibitdria sobre esta enzima reduzindo a produgdo de AMPc (Sibley € Mosma, 1992;
Sunahara et al., 1993). Assim, a ativacdo de receptores D, exerce efeito estimulatorio
sobre a via direta, enquanto a ativagdo de receptores D, exerce efeito inibitério sobre a
via indireta (Gerfen et al., 1995; Stoof et al., 1999). Ver esquema da Fig. 1.

Neste sentido, a degeneragdo dos neurdnios DAérgicos da SNc e conseqiiente
redugdo dos niveis estriatais de DA, como ocorre na DP, geram uma diminui¢do da
ativagdo da via direta e ativagdo do complexo GPi/SNr. Isto resulta na inibi¢do das
projegdes talamicas, diminuindo a atividade da via tdlamo-cortical. Por outro lado, a
perda dos neurdnios nigroestriatais diminui a inibi¢do da via indireta. A conseqiiéncia
¢ um aumento da inibicdo do GPe e uma maior atividade do NST, aumentando o
padrdo de disparo dos neurénios do GPi/SNr. Isto também leva a inibi¢do talamica e
redugdo da atividade tdlamo-cortical, acarretando no desenvolvimento dos sintomas
caracteristicos da DP (De Long, 1990; Bergman et al, 1998; Bonnet, 2000). Ver

esquema Fig. 2.
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Figura 2: Representacdo esquematica do circuito cortico-ganglio basal-taldmico-cortical, na

DP. Setas verdes representam conexdes glutamatérgicas, setas vermelhas conexdes

GABAérgicas, seta azul conexdo DAérgica. As siglas A; e Ay referem-se aos subtipos de

receptores para a adenosina. As siglas D; e D, referem-se aos subtipos de receptores para a

dopamina. As demais siglas referem-se as estruturas que compdem os ganglios da base: GPe

(globo palido externo), GPi (globo palido interno), SNc (substincia negra compacta), SNr
(substdncia negra reticulada), NST (micleo subtaldmico), VL/CM (nicleos ventrolateral e

centromedial do tialamo) e, também, aos neurotransmissores presentes neste circuito: DA
(dopamina), GLU (glutamato), GABA (acido gama-aminobutirico). (Adaptado de Bergman e?

al., 1998).



Apesar dos avangos obtidos nesta area, o funcionamento do circuito que integra
os GB ainda ndo ¢ completamente conhecido, porém se encontra em fase de
aprimoramento e/ou substitui¢do, onde vérios autores propdem modelos alternativos
(Obeso et al., 2000). Entretanto, este modelo inicial descrito acima serviu para que se
pudessem entender as manifestagSes sistémicas da DP.

Dados neuroanatdmicos recentes tém revelado a presenga de varios tipos de
neurdnios de projec¢do, com padrdes distintos de colaterizag@o axonal, nos principais
nucleos dos GB (Parent et al., 2000). Estes axdnios colaterais permitem o contato
sindptico entre as diversas estruturas dos GB, formando "circuitos internos" que
modulam a excitabilidade de seus nucleos e servem para estabilizar o seu
funcionamento (Obeso et al., 2000). Evidéncias adicionais demonstram que, além do
EST, o GPe, GPi, SNr e o NST também recebem projecdes DAérgicas da SNc. Estas
fibras sdo menos profusas do que a projecdo nigroestriatal, mas apresentam importante
influéncia sobre a regulagdo dos circuitos internos dos GB (Joel e Weiner, 2000;
Obeso et al., 2000).

Portanto, os GB ndo representam apenas um sistema unidirecional de
transferéncia de informagdes, como previamente descrito. Deve-se considera-los como
um sistema Qomplexo, mas altamente organizado, formado por uma série de proje¢des
paralelas, somatotopicamente segregadas e ricas em axOnios colaterais, responsaveis
pela estabilidade do sistema (Obeso et al., 2000).

Além disso, a presenga de interneurdnios estriatais colinérgicos e DAérgicos,

bem como de peptidios neuromoduladores (substéncia P, colicistocinina e encefalina),
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confirmam a possibilidade de interagbes anatOmicas e funcionais neste sistema,
dificultando a total compreensdo de seu funcionamento (Smith e Kieval, 2000). Vale
ressaltar que estas interagdes podem ocorrer tanto pré quanto pds-sinapticamente, na
membrana plasmatica, envolvendo influéncia modulatéria reciproca sobre os
processos de reconhecimento e liberagdo de neurotransmissores, bem como a nivel
intracelular sobre as proteinas de fosforilagdo e, conseqilentemente sobre os
mensageiros intracelulares. (Agnati ef al., 1980; 1993; Fuxe e Agnati, 1985).

Neste contexto, estudos que identifiquem o mecanismo molecular envolvido em
interagbes tipo receptor-receptor, tém sido desenvolvidos com o objetivo de
caracterizar a heterorregulacdo dos receptores DAérgicos nos GB. Evidéncias recentes
demonstram a existéncia de interagdo de receptores DAérgicos com receptores para
colecistocinina, neurotensina € adenosina, no estriado (Ferré et al., 1992; Fuxe et al,
1992; Li et al, 1995). Na seqiiéncia, sera dada énfase a interagdo entre os sistemas
DAérgico e adenosinérgico no EST, pois as demais interagSes mencionadas fogem do

escopo deste trabalho.

1.7 - INTERACAO ENTRE OS SISTEMAS DOPAMINERGICO E
ADENOSINERGICO NO ESTRIADO

A adenosina, produzida em vérios tecidos como um subproduto da degradagdo
do trifosfato de adenosina (ATP), desempenha diferentes fun¢des na modulagido de
atividades nos sistemas nervosos periférico e central (Fredholm, 1995; Daval et al.,

1996). Os efeitos da adenosina sfio mediados por receptores de membrana,
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classificados com A;, Aza, Asg € Az. Todos sdo acoplados a proteina G e envolvidos
na inibi¢fo ou estimulag@o da adenilato-ciclase (Collis € Hourani, 1993; Svenningsson
et al., 1999). Os receptores A, € A; tém agdo inibitdria sobre esta enzima (Linden et
al., 1991; Linden, 1994) e os receptores Aja € Ayg estimulam a mesma (Daly et al.,
1983; Svenningsson et al., 1999).

Os receptores Aje A, so altamente expressos no SNC, onde apresentam papel
importante na modulagdo da liberagdo de varios neurotransmissores e
neuromoduladores como a acetilcolina, DA, GLU, GABA ou vérios neuropeptidios
(Ribeiro, 1999). Nos GB, os receptores A;, concentram-s€ mais nos neurdnios
GABAérgicos estriatais que se projetam para o GPe (via indireta), enquanto os
receptores A,, apesar de apresentarem uma distribui¢do mais difusa, encontram-se
principalmente nos neurénios GABAérgicos do estriado que se projetam para o
GPi/SNr (via direta) (Ferré et al., 1997; Svenningsson et al., 1999). Desta maneira,
verifica-se a co-localizagdo dos receptores Dy/A; e D,/A;o no estriado, os quais
interagem de maneira antagdnica, justificando os efeitos estimulantes de antagonistas
dos receptores da adenosina (como a cafeina), bem como as a¢des depressoras dos
agonistas da adenosina sobre comportamentos motores (Ferré ef al, 1992; 1997,
Svenningsson et al., 1999).

Estudos in vivo € in vitro sugerem que 0 mecanismo desta interag@o direta entre
os receptores D/A; e Dy/Az5 pode envolver a formagdo de heterodimeros, levando as
alteracOes alostéricas que alteram a afinidade ¢ o acoplamento com a proteina-G,

modulando a efic4cia de ativagdo do receptor. Assim, a estimulagdo dos receptores da
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adenosina diminui a afinidade de ligagfo de agonistas DAérgicos com os receptores da
DA. Ou seja, em geral, os agonistas da adenosina produzem efeitos similares aos
antagonistas da DA, enquanto os efeitos dos antagonistas da adenosina assemelham-se
aqueles induzidos por agonistas DAérgicos (Fuxe ef al., 1998).

Esta interacdo antagbnica entre os receptores DA/adenosina tem sido
comprovada experimentalmente com estudos neuroquimicos € comportamentais. Ferré
e coléboradores (1993) demonstraram, através de um estudo de microdialise em ratos,
que a perfusdo do agonista A, CGS 21680, na regiio somato-dendritica dos
neurdnios GABA¢érgicos estriatais, reverte o efeito do agonista D,, pergolide, de
reduzir a liberagdo de GABA. Na continuidade deste experimento, a perfusdo
combinada de baixas doses do antagonista adenosinérgico teofilina e pergolide levou a
um aumento do efeito do agonista D, a fim de reduzir os niveis extracelulares de
GABA no GPe.

Usando a mesma metodologia, também foi possivel demonstrar que a ativagéo
dos receptores DAérgicos D; no estriado aumentam a neurotransmissdo GABAérgica
da via estriado-GPi/SNr em ratos, enquanto a ativago doé receptores estriatais A; néo
exerce, isoladamente, nenhum efeito sobre esta via. Entretanto, a ativagdo dos
receptores A, antagonizam a liberagdo de GABA, mediada pelos receptores D, (Ferré
et al., 1996).

Evidéncias comportamentais também corroboram com a interagio proposta
entre os receptores DA/adenosina. Porém, neste caso, pelo fato dos receptores A; e

A, se co-locarizarem principalmente nas vias direta e indireta, respectivamente, as
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quais apresentam efeitos opostos sobre a liberagdo de comportamentos motores,
espera-se uma acdo sistémica sinérgica destas duas classes de receptores
adenosinérgicos (Pinna et al., 1996). Coerente com o esperado, foi demonstrado em
roedores que baixas doses do agonista Azs, CGS 21680, podem diminuir a estimulagio
da atividade motora induzida por agonistas D,, mas ndo influenciam no aumento da
atividade motora induzida por agonistas D, (Ferré et al., 1991; Ferré e Fuxe, 1992;
Ferré et al., 1997). Por outro lado, um antagonista do receptor A4 pode aumentar a
ativagdo motora produzida tanto pelos agonistas D, quanto por D;.

Também foi verificado que a administragdo sist€émica de um agonista do
receptor A;, ciclopentiladenosina, reverte de forma seletiva os efeitos
comportamentais produzidos pelo agonista DAérgico D,, SKF 38393, tais como a
ativagdo motora em camundongos tratados com reserpina e a discinesia oral em
coelhos (Ferré et al., 1994). Popoli e colaboradores (1996) mostraram que o
antagonista adenosinérgico A;, o 8-ciclopentil-1,3-dimetilxantina, aumentou
significativamente o efeito motor induzido pelo agonista D;, o SKF 38393, em
camundongos tratados com reserpina € em ratos com lesdo unilateral da substancia
negra induzida pela 6-hidroxi-dopamina (6-OHDA).

Estes resultados confirmam a co-localizag@o dos receptores Di/A; € D2/Aza no
estriado e a existéncia de uma interag8o antagdnica entre os mesmos, enfatizando a
importancia da neuromodulagdo DAérgica através da interagdo com o sistema da
adenosina nos GB, para o tratamento de distirbios motores como a DP (Mally e Stone,

1994; Richardson et al., 1997).
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Apesar da presente nogdo sobre a organiza¢do € o funcionamento dos GB,
existem ainda certas questdes clinicas e experimentais inexplicaveis neste modelo, o
que representa um importante desafio para os neurocientistas. E provavel que os
mecanismos descritos até agora representem processos ainda mais complexos que
envolvam a ativagdo de diferentes mensageiros intracelulares, ressaltando a
necessidade de utilizagdo de novas técnicas que permitam identificar melhor a
natureza das interagbes sinapticas, bem como seu papel sobre o funcionamento do

circuito dos GB.

1.8 — CLASSIFICACAO DOS DIFERENTES TIPOS DE MEMORIAS E
DESCRICAO DOS PREJUIZOS COGNITIVOS OBSERVADOS NA DOENCA DE
PARKINSON

Antes de descrever os déficits de memoria observados na DP, convém incluir
alguns conceitos basicos sobre os diferentes tipos de memorias. E claro que os
conceitos aqui apresentados estdo simplificados e ainda podem apresentar divergéncia
entre alguns autores.

‘A maioria das espécies sdo capazes de se adaptar em fungdo dos diferentes
eventos que ocorrem durante suas vidas. Tais processos de adaptagdo modificam o
sistema nervoso e, como resultado, os animais podem aprender e relembrar as
experiéncias vividas (Squire, 1986). Assim, o processo de aquisigdo de novas

informagdes obtidas através das experié€ncias € chamado de aprendizagem e o processo
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que envolve o armazenamento e a evocagdo destas informagbes € chamado de
memoria (McGaugh, 1988; Izquierdo, 1989; 1992).

As memorias podem ser classificadas por diferentes critérios. Uma classificagio
em uso define memérias de longa duragdo, de curta duragdo € memoéria de trabalho
(McGaugh, 1966; 1968; Gold e McGaugh, 1975). Neste sentido, a formagdo da
memdria inicia-se com a aquisi¢do de informagdes, que chegam ao cérebro através dos
sistemas sensoriais, as quais sdo processadas € armazenadas por circuitos neurais que
envolvem de forma critica o cortex pré-frontal e parte do giro do cingulo, em uma
forma de memoria labil, de capécidade limitada, que perdura apenas enquanto estas
informagdes estiverem em uso durante uma operagdo mental, podendo ser prejudicada
pela apresentagfio de estimulos interferentes ou competitivos (Brown et al., 1997). Esta
memoria denomina-se de memoria de trabalho (do termo em inglés “working
memory””) (Baddeley, 1986; Izquierdo e Medina, 1991) ou meméria operacional €
refere-se ao armazenamento temporario de informagdes necessérias para a realizagdo
de uma determinada tarefa, durante um breve periodo de tempo (Baddeley, 1986;
Izquierdo, 1992).

Em paralelo formam-se memorias de curta durag:éo, usando circuitos neurais
que envolvem, entre outras estruturas cerebrais, o hipocampo e o cortex entorrinal.
Nestes circuitos, diferentes processos celulares (e.g. alteragdo da liberagdo de
neurotransmissores, fosforilagdo de neurorreceptores) resultam na formagdo destas
memorias que variam na sua curta duragdio na escala de minutos a varias horas.

Também em paralelo, estes mesmos circuitos neurais, bem como outros ativados
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posteriormente (p. ex., cortex temporal de associagdo), podem formar memorias de
longa duragdo através da alteragdo destes circuitos por processos de plasticidade
neural. Esses processos envolvem a expressdo de genes mediados pela‘ ativacdo de vias
bioquimicas que se iniciam pela ativagdo de segundos mensageiros (p. ex., a via da
proteina quinase A-CREB ou a via das MAPKs). Podem também envolver a formagéo
(“sprouting”™) ou a destruigdo de sinapses induzidas pela expressdo de proteinas de
adesdo (e.g. N-CAMs, outras) e proteinas do citoesqueleto. Entre os mecanismos
propostos para os fendmenos de plasticidade neural que suportam a formagdo de
memdrias, estdo a potenciagdo de longa duragdo (“long-term potentiation”, LTP) e a
depressdo de longa duragdo (“long term-depression”, LTD) (Bliss ¢ Lomo, 1973;
Bindman et al., 1991; Bliss e CollinGridge, 1993; Izquierdo e McGaugh, 2000).

As memorias também podem ser classificadas de acordo com o seu conteudo
em: declarativa ou explicita e procedural ou implicita (Squire, 1992). As memériés
declarativas ou explicitas sdo aquelas que no homem sdo acessiveis conscientemente,
que podem ser relatadas verbalmente ou que sdo evocadas na forma de imagens.
Incluem, por exemplo, a memoria de um texto, de um evento, de um fato e de um rosto
conhecido. Dependem da integridade de estruturas cerebrais especificas da parte
medial temporal do éérebro que participam de forma critica no seu processo de
armazenamento e/ou evocag¢do, tais como o hipocampo e o cortex entorrinal (Squire,
1986; Squire e Zola-Morgan, 1988; Izquierdo, 1992; Thompson e Kin, 1996).

Por outro lado, as memdrias procedurais ou implicitas sdo aquelas adquiridas e

evocadas de maneira automatica, tais como habitos e habilidades motoras. Referem-se
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a recordagdio inconsciente de informagdes que se expressam somente através de
desempenho de operagles especificas necessarias a uma determinada tarefa. Existem
muitas evidéncias de que as memorias implicitas dependem de forma critica dos
circuitos envolvendo os GB, o cortex pré-frontal e também dos circuitos cerebelares
(Squire, 1986; Squire e Zola-Morgan, 1988; Packard et al., 1989; Squire et al., 1993).
Recentemente, Tulving e Markowitsh (1998) e Nyberg e Tulving (1997)
propuseram uma nova classificagio para as memorias, substituindo a memoria
declarativa por'mem(’)rias episddica e semantica e, a memoria implicita por memoéria
de procedimento e de “priming”. A memoria episddica, ou também denominada auto-
biogréfica, refere-se as memorias de episodios ou experiéncias de vida. A memoria
semantica estd relacionada com mo conhecimento real, ou seja, com 0s conceitos e
interpretagdes dos fatos. A memoria de procedimento, ou de habito, é aquela aprendida
de maneira automatica, enquanto que, a de “priming” necessita de dicas para sua
evocagdo. Esta classificagfo foi feita com base em estudos de neuroimagem funcional,
os quais evidenciaram a existéncia de multiplos sistemas de memoria em humanos.
Uma das maneiras de se aprender sobre a organizagdo neural € as estruturas
cerebrais envolvidas na formagdo dos diferentes tipos de memdria tem sido através do
estudo de pacientes com problemas de memoéria. Varias sdo as causas ’da amnésia,
dentre as quais destacam-se: doenga de Alzheimer, DP, dependéncia crdonica do élcool
ou psicoestimulantes, acidentes vasculares multiplos no cérebro, traumatismo
craniano, entre outras. Alguns pacientes com les@io cerebral ou outra patologia

degenerativa apresentam déficits cognitivos especificos, sem afetar outras habilidades
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intelectuais (Squire, 1987; Milner et al., 1998). Além disso, o desenvolvimento de
modelos animais de amnésia, associado aos estudos bioquimicos e de biologia
molecular, tém contribuido para a identificagdo das estruturas cerebrais associadas aos
problemas cognitivos, bem como para a compreensdo dos mecanismos moleculares
envolvidos neste processo (Squire, 1986; Izquierdo e Medina, 1998). Alguns avangos
também tém sido obtidos com o uso de animais transgénicos que apresentam
expressdo alterada ou ndo expressam receptores especificos ou | subunidades
enzimaticas em todo o animal ou em regides cerebrais pré-determinadas (Grant e
Silva, 1994; Wilson e Tonegawa, 1997).

Neste contexto, os estudos sobre a DP influenciaram bastante as pesquisas sobre
as fungdes dos GB. As observagdes dos sintomas de tremor, rigidez e bradicinesia em
pacientes parkinsonianos fez com que os GB fossem inicialmente considerados como
estruturas envolvidas com os mecanismos motores, especialmente na iniciagdo dos
movimentos (Marsden, 1982; Hiekkila et al, 1989). Além disso, dados recentes
descrevem a ocorréncia de déficits cognitivos em pacientes com DP, o que refor¢a a
teoria do envolvimento dos GB nestes processos (e.g. memorias de habito e
procedural) (Brown et al, 1997). Estas evidéncias sugerem que os GB ndo estdo
envolvidos apenas com o controle dos movimentos, mas também no planejamento das
agdes e nos aspectos emocionais da resposta, fungdes estas que sfo afetadas na DP
(Beiser e Houk, 1998; Middelton e Strick, 2000). Segundo Marsden e Obeso (1994), a

atengdo, a motivagfo e a emog¢fdo podem estar intimamente ligadas a agdo, sugerindo
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que a integragdo destes diferentes aspectos do comportamento representa uma
caracteristica essencial dos GB.

Assim, o envolvimento dos GB em processos cognitivos depende também da
integridade das conexdes subcortico-corticais, as quais sdo afetadas na DP, levando ao
desenvolvimento de déficits especificos da doenga (Taylor ef al, 1986; Middleton ¢
Strick, 1996). Portanto, estes déficits parecem estar relacionados a patologia
subcortical da doenga, pois sdo verificados nos estagios iniciais, antes do aparecimento
dos sintomas motores, quando as lesdes sdo restritas & via DAérgica nigroestriatal
(Dubois e Pillon, 1997; Brown et al., 1997). Eles afetam principalmente fungdes
visoespaciais e de integragdo sensorial, fungdes executivas e alguns tipos de memoria,
tais como as memorias de trabalho e procedural ou implicita citadas acima (Dubois e
Pillon, 1997; Thomas-Ollivier et al., 1999).

O comprometimento das fungdes executivas na DP refere-se ao
comprometimento do processo mental necessdrio para a elaboragdo de um
comportamento adaptativo em resposta a uma nova situagdo ambiental, que inclui o
processamento de informagdes relevantes, geragdo de novos conceitos € habilidade
para planejar uma solugdo para o problema, o que pode incluir as memorias de
trabalho, de longa duragdo e as memorias implicitas (Dubois e Pillon, 1997). Todas
afetam as fungdes executivas, bem como o processo de percepcdo, levando aos
prejuizos cognitivos caracteristicos da doenca (Salmon e Butters, 1995; Dubois e
Pillon, 1997; Thomas-Ollivier et al., 1999). Assim, as tarefas que necessitam do

armazenamento temporario de informagdes, tais como a fluéncia e flexibilidade do
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- raciocinio para a solu¢do de um problema ou tomada de decisdo, bem como o
planejamento e regulagdo de respostas adaptativas, estdo afetadas na DP (Freedman e
Oscar-Berman, 1996; Brown et al., 1997).

Os pacientes parkinsonianos também apresentam defici€éncias em outras
fungBes executivas, como dificuldades no direcionamento € manutengdo da atencgéo,
em alguns testes que usam estimulos visuais e auditivos (Brown € Marsden, 1986;
Freedman e Oscar-Berman, 1996; Brown et al., 1997). Por outro lado, tem sido
demonstrado que as memorias declarativas, normalmente associadas ao hipocampo,

sdo preservadas na DP (Riekkinen, et al., 1998).

1.9 — TRATAMENTOS FARMACOLOGICOS USADOS NA DOENCA DE
PARKINSON

Como mencionado anteriormente, 0S sintomas da DP sdo decorrentes da
degenerac¢do da SNc e da redugio de DA estriatal (Forno e Alvord, 1971; Bernheimer
et al., 1973). Neste sentido, o tratamento da DP visa estimular este sistema deficiente
através da reposi¢do de DA, usando precursores, ou através da utilizagdo de drogas
que mimetizem a agdo da DA, atuando direta ou indiretamente sobre o sistema
DAérgico nigroestriatal.

A grande conquista com relagdo ao tratamento sintomatico da DP foi a
introducéo da levodopa (L-DOPA), um pfecursor da DA, em 1967, quando Cotzias ¢
colaboradores demonstraram sua eficacia sobre as manifesta¢des clinicas da doenga
(Cotzias et al., 1967). A L-DOPA ¢ transformada em DA pela agdo da enzima dopa-

descarboxilase, presente nos neurdnios DAérgicos periféricos e centrais. Assim, parte
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desta reagdo pode ocorrer sistemicamente antes que a droga alcance o SNC. A DA
produzida ndo cruza a barreira hemato-encefalica, sendo responsével pelo
desenvolvimento dos efeitos colaterais da L-DOPA como nauseas, vomitos e arritmias
cardiacas. Além disso, a dissipag8o periférica da L-DOPA leva a necessidade de se
usar doses mais elevadas da droga.

Estudos posteriores demonstraram que a co-administragdo de L-DOPA e
inibidores periféricos da dopa-descarboxilase em pacientes parki'nsonianos promove
aumento na concentragdo cerebral de catecolaminas (Bartholini et al., 1967),
potencializa os efeitos anti-parkinsonianos da L-DOPA (Siegfried et al., 1969; Tissot
et al., 1969) e reduz sua dose terapéutica, atenuando os efeitos colaterais produzidos
pela mesma (Cotzias et al., 1969; Yahr et al., 1971; Calne et al., 1971). Portanto, a
combinagdo de L-DOPA com inibidores da dopa-descarboxilase, como a carbidopa ou
a benserazida, constitui o tratamento farmacoldogico mais efetivo € o mais utilizado
ainda hoje para aliviar os sintomas da DP (Hagan et al., 1997; Dunnett e Bjorklund,
1999; Obeso et al., 2000).

Apesar da eficicia da L-DOPA como uma droga antiparkinsoniana, o
tratamento prolongado com a mesma est4 associado com o desenvolvimento de efeitos
adversos na maioria dos pacientes (Fahn, 1992). Estes incluem flutuagdes motoras,
conhecidas como o fendmeno “on-off’ da L-DOPA, discinesias ou movimentos
involuntarios e problemas psiquiatricos como delirios e alucinagdes (Koller € Hubble,
1990; Cederbaum, 1990; Obeso et al., 2000). O tempo médio para o aparecimento

destes efeitos adversos da L-DOPA ¢ de aproximadamente 3 anos para os pacientes
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com inicio precoce da doenca e de 4 - 6 anos para os pacientes que desenvolvem a
doenga mais tardiamente (Kostic ef al., 1991). De acordo com um estudo feito por
Calne e colaboradores (1994), verificou-se que, ap6s 5 anos de tratamento com
benserazida/L-DOPA, a incidéncia das flutuagdes motoras foi de 59% dos pacientes
estudados e da discinesia foi de 41%.

Acredita-se que estas complica¢des resultem de uma redugdo progressiva da
capacidade dos neur6nios nigroestriatais de sintetizar e armazenar DA, formada a
partir de precursores exodgenos, associada a uma hipersensibilidade dos receptores -
DAérgicos estriatais. Entretanto, o mecanismo neural responsdvel pelo
desenvolvimento destas complicagdes ainda ndo € completamente conhecido e
representa o principal desafio para o tratamento sintomatico da DP (Marsden, 1982;
Spencer e Wooten, 1984). Contudo, existem evidéncias de que o aparecimento destes
efeitos possa estar relacionado com a dose e a duragdo do tratamento com L-DOPA,
sugerindo que uma prorrogag¢do no inicio do tratamento e uma redugio na dose da L-
DOPA pode retardar o aparecimento destes sintomas (Marsden e Parkes, 1977,
Montastruc et al., 1994).

Outro fator a ser considerado quanto ao tratamento prolongado com L-DOPA
consiste no fato de que a sua degradagdo gera radicais livres, os quais podem
promover estresse oxidativo e acelerar o processo de degeneragdo neural da DP.
Entretanto, ndo existem evidéncias definitivas de que a L-DOPA seja prejudicial na
DP (Olanow, 1990; Fahn, 1996). Por outro lado, com a progressdo da doenga, ocorre o

desenvolvimento de novos fatores que ndo respondem a L-DOPA, como instabilidade



32

postural, quedas freqiientes, congelamento ou indiferenga, disfun¢des autondmicas e
deméncia (Koller € Hubble, 1990).

Estas complicagdes clinicas decorrentes do uso prolongado de L-DOPA
incentivaram o desenvolvimento de outros tratamentos farmacoldgicos sintomaticos
para a DP. Dentre estes, estdo incluidos os agonistas dos receptores da DA
(bromocriptina, lisuride, pergolide, apomorfina); os anticolinérgicos (biperideno,
triexifenidil); os bloqueadores das recapfag:ﬁo da.DA (amantadina, anti-depressivos
triciclicos) e oé inibidores das enzimas de degradagdo da DA (L-deprenil ou selegilina,
tolcapone, entacapone).

Os agonistas DAérgicos atuam diretamente nos receptores DAérgicos D, e D,
no estriado e, ao contrario da L-DOPA, ndo dependem de conversdo metabdlica para
gerar um produto ativo que exerga seus efeitos farmacodindmicos. Conseqiientemente,
suas agdes independem da degeneragdo dos neurOnios nigroestriatais. Além disso, esta
classe de drogas apresenta um efeito mais duradouro qhe a L-DOPA e uma menor
propensdo de desenvolver efeitos adversos (Olanow, 1992; Piccoli e Riuggeri, 1995;
Uitti e Ahlskog, 1996).

Existem também evidéncias de que os agonistas DAérgicos sdo neuroprotetores
em fungdo da sua capacidade de diminuir a necessidade de L-DOPA e,
conseqiientemente, de diminuir a formagdo de metabodlitos oxidativos potencialmente
toxicos. Outra possibilidade pode ser a diminuigdo da taxa de renovagdo (“turnover™)
de DA e da formagdo de radicais livres através da estimulagdo direta dos auto-

receptores D, dos neurénios DAérgicos (Carter € Muller, 1991; Piercey et al., 1996).
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Contudo, o tratamento com os agonistas DAérgicos também apresentam
algumas desvantagens, dentre as quais destacam-se: eficicia antiparkinsoniana
limitada, aparecimento de efeitos colaterais (nduseas, vomitos, hipotensdo postural e
manifestagdes psiquidtricas), preven¢do incompleta dos efeitos adversos induzidos
pela L-DOPA e também néo cessa a progressdo da doenga (Rajaput, 1997; Olanow e
William, 1998).

Os antagonistas da acetilcolina tém sido empregados hd mais de um século,
antes do inicio da utilizagdo da L-DOPA. Entretanto, em fungdo de sua baixa eficécia,
passaram a ser associados com a L-DOPA ou a outros agentes, como a selegilina ou
agonistas DAdérgicos (Lang, 1984). Nos GB existe um equilibrio entre a
neurotransmissdo DAérgica e colinérgica. Portanto, na DP a reducgé@o de DA resulta em
um estado de relativa sensibilidade colinérgica. Assim, agonistas colinérgicos podem
exacerbar os sintomas da DP, enquanto os antagonistas.deste sistema produzem uma
melhora. Acredita-se que estas drogas atuem nos receptores localizados nos
interneurdnios colinérgicos do EST (Duvoisin, 1967; Koller, 1986; Olanow e William,
1998).

Os anticolinérgicos sdo utilizados principalmente para a diminui¢do do tremor,
€ em menor proporg¢ido, para a redugdo da rigidez, mas ndo apresentam muita utilidade
para tratar a acinesia ou a instabilidade postural. Normalmente séo recomendados para
pacientes mais novos que apresentam o tremor como sintoma predominante, desde que

as fungBes cognitivas estejam preservadas. J4 para os pacientes mais idosos sem
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tremor ou que apresentam deméncia, esta terapia € raramente indicada (Lang, 1984;
Koller, 1986; Olanow e William, 1998).

Os principais efeitos colaterais dos antagonistas colinérgicos, os quais sdo
capazes de limitar o seu uso, incluem o prejuizo da memoéria, confusdo mental e
alucinagdes, freqiientemente observados em pacientes idosos (Meneses e Teive, 1996).
A discinesia também tem sido observada com este tratamento (Hauser e Olanow,
1993). Além disso, os efeitos colaterais periféricos incluem constipagdo, retengéo
urindria, diminui¢do da acomodagdo visual, boca seca, ndusea e taquicardia (Silver e
Ruggieri, 1998).

A amantadina foi produzida inicialmente como um agente antiviral, mas
posteriormente também passou a ser empregada para o tratamento da DP (Schwab et
al., 1969; Lang, 1984). Apesar das incertezas quanto ao seu mecanismo de agéo, sabe-
se que esta droga pode aumentar a liberagdo ou bloquear a recaptagdo de DA, bem
como estimular os receptores DAérgicos. Pode ainda apresentar propriedades
anticolinérgicas periféricas (Bailey e Stone, 1975; Kulisevsky e Tolosa, 1990).
Recentemente, tem sido sugerido que a amantadina € um antagonista glutamatérgico
dos receptores N-metil-D-aspartado (NMDA). Desta forma, a amantadina poderia
reduzir a hiperatividade da proje¢do glutamatérgica do NST sobre o GPi e diminuir os
sintomas motores da DP (Kornhuber et al., 1994).

A amantadina parece ser mais efetiva que os anticolinérgicos para aliviar os
sintomas de acinesia e rigidez, mas menos efetiva sobre os tremores (Parkes et al.,

1974). Sua indicagédo € recomendada nos estagios iniciais da doenga. Também pode ser
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associada 8 L-DOPA em pacientes que apresentem flutuagdo dos sintomas. Os
principais efeitos colaterais sdo alucinagdes, distirbios do sono, letargia, bem como
nauseas € v6mitos (Lang, 1984).

Com relagdo aos inibores da degradagdo de DA, sabe-se que este
neurotransmissor é degradado pela agdo enzimatica da monoamino-oxidase (MAO),
sendo que a MAO-B € a principal isoforma desta enzima presente no EST, bem como
pela enzima catecol-O-metil-transferase (COMT) (Riederer e Youdim, 1986; Roberts
et al., 1994).

A selegilina (L-deprenil) ¢ um inibidor seletivo da MAO B no SNC, sem
interferir com a metabolizagdo periférica da DA. A inibig¢do seletiva da MAO B resulta
em elevagdo dos niveis de DA, sem interferir com a degradagdo da NA, a qual €
realizada pela enzima MAO A (Riederer e Youdim, 1986). A selegilina também tem
sido estudada em fun¢do de sua agdo neuroprotetora de prevenir ou diminuir a
progresséo da DP. Portanto, ndo se sabe ao certo se os efeitos benéficos desta droga
resultam do aumento da neurotransmissio DAérgica ou da diminuigdo de radicais
livres (Tatton € Greenwood, 1991; Shulzer er al., 1992). Contudo, esta propriedade
neuroprotetora da selegilina ainda € controversa (Hagan et al., 1997).

Apesar disto, tem sido demonstrado clinicamente que a selegilina produz uma
certa melhora nos sintomas dos pacientes parkinsonianos (Shulzer et al., 1992). Além
disso, ela retarda o aparecimento das alteragGes motéras decorrentes do tratamento
com L-DOPA nos estagios iniciais da doenga, pois atua de maneira sinérgica quando

em combina¢do com a L-DOPA, reduzindo a dose diaria da mesma. Entretanto,




quando as doses desta combinagdo ndo sdo ajustadas adequadamente, os efeitos
colaterais da L-DOPA podem ser potencializados (Elizan et al., 1991).

Os inibidores da COMT, como o tolcapone e entacapone, também sdo usados
em combinagfio com a L-DOPA para o tratamento da DP. Eles exercem seus efeitos
terapéuticos através da inibigdo periférica do catabolismo da L-DOPA, pelo bloqueio
da COMT. Conseqiientemente, ocorre um aumento na disponibilidade e na
transferéncia de L-DOPA para o SNC (Routtinen e Rinne, 1996; Olanow e William,
1998). Logo, a administra¢do combinada de inibidores da COMT e L-DOPA pode
prolongar o efeito terapéutico da L-DOPA (Roberts, et al., 1994; Kaakola et al., 1994).
Vale lembrar que ainda nfo se sabe se existem vantagens sobre o tratamento da DP
com esta combinagfo por periodos mais prolongados (Bracco, 1996). Normalmente,
esta classe de drogas é bem tolerada e facilmente administrada. O efeito adverso mais
comum dos inibidores da FCOMT ¢ a discinesia, a qual representa um reflexo do
aumento da atividade DAérgica no SNC. Mas este ¢ um problema que pode ser
facilmente contornado com a redugio da dose de L-DOPA (Olanow e William, 1998).

Em geral, todas estas substincias representam estratégias alternativas para o
tratamento dos sintomas da DP. Mas como pode ser visto, normalmente sdo usadas em
combinag¢do com a L-DOPA com o intuito de diminuir sua dose diaria, prorrogar o
desenvolvimento das complicagdes associadas ao tratamento cronico com L-DOPA e,
conseqiientemente, prolongar a duragdo da resposta induzida pela mesma (Lees, 1990;

Meneses e Teive, 1996).



Estudos mais recentes, baseados na interagdo entre os sistemas DAérgico €
adenosinérgico descritos no item 1.7, tém evidenciado o uso de antagonistas dos
receptores da adenosina também como terapia adjuvante da L-DOPA ou de agonistas
DAérgicos, para aliviar os sintomas motores da DP. Estes dados propSem mais uma
estratégia para o desenvolvimento de novas drogas para o tratamento sintomatico desta

doenga (Fredholm et al., 1983; Fuxe et al., 1998; Casas et al., 1999).

1.10 — OUTROS TRATAMENTOS USADOS NA DOENCA DE
PARKINSON

Em alguns casos em que os pacientes ndo respondem mais a farmacoterapia,. o
tratamento neurocirargico, como a talamotomia ou palidotomia, devem ser
considerados (Tasker, 1990; Dunnett e Bjérkiund, 1999). Outra técnica neurocirtirgica
utilizada é a estimulag¢fo cerebral cronica, aplicada no tadlamo, GP ou NST, com é
vantagem de ser uma técnica reversivel, caso ocorram manifestacbes adversas
(Benabid e al., 1993; Pollak et al., 1997).

Para pacientes parkinsonianos gravemente deprimidos que ndo apresentam
melhora com o tratamento farmacoldgico ou que ndo toleram os agentes anti-
depressivos, devido aos seus efeitos colaterais, a eletroconvulsoterapia pode ser
indicada (Faber e Trimble, 1991).

Outras estratégias de tratamento da DP incluem as terapias neuroprotetoras, as
quais visam preservar os neurdnios nigroestriatais remanescentes, através de meios

farmacoldgicos (antioxidantes, fatores de crescimento neurais) ou substituir os
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neurdnios que sucumbiram ao processo degenerativo da doenga, através de implantes
com neurdnios DAérgicos embrionarios. Além disso, 0 uso da terapia génica para a
reposi¢do dos niveis estriatais de DA, ou para o bloqueio do processo degenerativo ou
-ainda para a regeneragdo e recuperagdo funcional do sistema nigroestriatal afetado na
DP, também representa uma estratégia neuroprotetora utilizada na DP. Entretanto, os
progressos nesta area sdo imprecisos e requerem ainda mais estudos para uma melhor
compreensdo dos mecanismos envolvidos no processo degenerativo da DP (Dunnett e

Bjorklund, 1999).

1.11 .- LESOES NIGROESTRIATAIS INDUZIDAS POR MPTP: UM
MODELO ANIMAL DA DOENCA DE PARKINSON

Um importante avango nas pesquisas da Di’ foi a introdugdo de modelos
animais. Em 1976, um evento casual, além de dar uma nova lui sobre a possivel
etiologia da DP, também favoreceu o desenvolvimento de um modelo animal para o
estudo da DP. Neste ano, na Califérnia, um grupo de jovens dependentes de drogas
desenvolveu subitamente os sinais e sintomas da DP, alguns dias ap6s o uso de uma
heroina sintética, contendo na sua formula o contaminante 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP). Quando o MPTP foi injetado em animais de laboratorio,
estes também desenvolveram altera¢des similares. Portanto, a descoberta de que o
MPTP, quando auto-administrado acidentalmente por humanos ou quando injetado
experimentalmente em animais, pode induzir efeitos semelhantes aos sintomas
observados na DP, incentivou consideravelmente o estudo dos mecanismos envolvidos

nos seus efeitos neurotdxicos e sua relagdo com a DP. Além disso, auxiliou na
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compreensdo da patofisiologia da doenga, bem como na busca de novos tratamentos
(Davis et al., 1979; Langston et al., 1983).

O MPTP ¢é uma impureza formada a partir da sintese de 1-metil-4-fenil-4-
propionoxipiperidina (MPPP), um potente analgésico derivado da meperidina.
Apresenta efeito neurotoxico, destruindo seletivamente os neurdnios DAérgicos da
SN¢, reduzindo a concentragdo de DA estriatal (Davis et al., 1979; Langston et al.,
1983). O mecanismo da neurotoxicidade induzida pelo MPTP envolve sua conversdo
no ion 1-metil-4-fenil piperidinio (MPP") pela agdo da enzima MAO-B, presente na
glia. O MPP' é entdo captado pelo sistema de transporte da DA dos terminais
DAérgicos nigroestriatais onde se acumula nas mitocondrias. Como conseqiiéncia,
ocorre uma interrup¢do no processo de fosforilagdo oxidativa por inibigdo do
complexo-1 da cadeia respiratoria, acarretando uma redugdo na produgdo de ATP,
formag¢do de radicais livres, alteragdo na homeostasia do cdlcio, levando a morte

celular (Langston et al., 1984; Gerlach et al., 1991).

Apesar de algumas diferengas entre a sindrome parkinsoniana induzida pelo
MPTP e a DP idiopatica em humanos, este modelo é considerado o mais apropriado
para o estudo da DP (Gerlach ef al., 1991). O uso do MPTP como modelo animal da
DP tem sido realizado principalmente com macacos, espécie na qual ocorre a
reproducdo de praticamente todas as alteragBes comportamentais, cognitivas,
bioquimicas e histologicas classicas da doenga (Langston et al., 1984; Bezard et al.,
1997). Por outro lado, o tratamento com MPTP em ratos e camundongos também tem
demonstrado a perda de células DAérgicas na SNc e redugdo dos niveis estriatais de

DA e seus metabolitos, apesar destes serem menos sensiveis a toxicidade do MPTP.
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Entretanto, os roedores ndo reproduzem todos os sintomas caracteristicos da doenga,
como os macacos (Heikkila e Sonsalla, 1987; Heikkila et al., 1989).

A diferenga na suscetibilidade aos efeitos neurotéxicos do MPTP entre as
espécies animais ndo € totalmente compreendida. Contudo, alguns estudos afirmam
que diferengas no metabolismo do MPTP (Johannssen et al., 1985) e na retengdo ou
distribuicdo do seu metabolito, MPP" (Langston, 1985), podem ser fatores que
contribuam para a explicagdo da variabilidade entre as espécies. Existem também
especulagdes a respeito da concentragdo cerebral de melanina (D’ Amato et al., 1986),
da atividade da enzima MAO-B nos capilares cerebrais (Kalaria e Harik, 1987), de
variagdes na diferenciagdo e localizagdo da MAO (Riederer € Youdim, 1987), de
diferengas na taxa de renovagdo da DA e da concentragdo de antioxidantes no estriado
(Briicke e Riederer, 1986). Alguns destes fatores podem também contribuir para uma
maior ou menor suscetibilidade aos efeitos neurotéxicos do MPTP, mas nenhum
isoladamente constitui uma explicagédo adequada.

O fato dos roedores, mais especificamente os ratos, serem menos sensiveis a
neurotoxicidade do MPTP, e ndo reproduzirem todos os sintomas da DP, ndo descarta
a utilizagdo desta espécie em modelos animais da DP. Neste sentido, Carlton (1978)
descreveu que a utilizagdo de um modelo animal, para melhor compreensdo de uma
determinada doenga, ndo depende de uma reprodugdo completa de todos os seus
sintomas em uma menor propor¢do, sugerindo assim, a possibilidade de se usar um
modelo que enfatize pelo menos um dos sintomas em particular. Além disso, o fato da
necessidade de um numero significativo de animais para estudos farmacologicos faz
com que os roedores sejam também uma espécie apropriada para ser usada como

modelo animal da DP.
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2 - OBJETIVOS

Diante das evidéncias sobre as alteragdes cognitivas da DP e sobre os efeitos
neurotoxicos do MPTP em roedores, reproduzindo os aspectos histologicos e
neuroquimicos da DP, bem como, diante da necessidade de um nimero elevado de
animais em estudos farmacoldgicos, o objetivo inicial do presente estudo foi propor
um modelo animal de amnésia associada a DP, usando para tal ratos lesados na SNc
com MPTP e avaliados na tarefa de esquiva ativa de duas vias.

Em seguida, com base nas descrigdes de que a amnésia associada a DP ¢é
decorrente de uma disfungdo do sistema DAérgico nigroestriatal e no conhecimento de
que o tratamento farmacolégico dos sintomas motores desta doenca consiste
principalmente na administragdo de L-DOPA, associada a um inibidor da dopa-
descarboxilase, este estudo também fez uma avaliagdo dos efeitos comportamentais e
- neuroquimicos do tratamento com a associagdo de L-DOPA e benserazida em ratos
lesados com MPTP e submetidos ao teste de esquiva ativa de duas vias.

Finalmente, considerando a interagdo antagdnica enfre os sistemas DAérgico e
adenosinérgico no estriado como um possivel alvo para o tratamento dos sintomas
motores da DP, investigou-se a possibilidade de se reverter os prejuizos cognitivos da
lesdo induzida pelo MPTP com um antagonista dos receptores da adenosina. Para tal, o
presente estudo avaliou os efeitos de diferentes doses de cafeina, antagonista

adenosinérgico néo-seletivo, em nosso modelo animal de amnésia na DP.



3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando entre 250-300 g no inicio dos
experimentos, provenientes do Biotério do Setor de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal do Parana (UFPR). Os animais foram alojados em grupos
compostos de 5 animais por gaiola, mantidos em condi¢des controladas de umidade e
temperatura (22 + 2°C), com ciclo claro/escuro de 12 horas (7:00 - 19:00 h), e com
livre acesso a agua e & comida. Todos os procedimentos cirﬁrgicbs e avaliagdes
comportamentais utilizados foram conduzidos cuidadosamente de acordo com as

normas previstas para o uso de animais em estudos experimentais.

3.2 - DROGAS

MPTP (Sigma Chemical Co., USA), dissolvido em solugdo salina (NaCl 0.9%)
na concentragio de 1umol/2.1 pl.

Benserazida (Sigma Chemical Co., USA), dissolvida em solugdo salina e
administrada na dose de 50 mg/kg.

L-DOPA (Sigma Chemical Co., USA), dissolvida em uma solugdo de Alkamus
20% (Rhone-Poulenc, USA) e administrada na dose de 200mg/kg.

Cafeina (RBI, USA), dissolvida em solugdo salina e administrada nas doses de
0.1, 0.3 e 1.0 mg/kg.

As solugdes controle utilizadas foram salina 0.9% ou Alkamus 20%.



O MPTP foi infundido bilateralmente na SNc através de cirurgia estereotaxica.
As demais drogas foram administradas por via intraperitoneal (i.p.) em volumes fixos
de 0.1 ml/100 g, exceto a L-DOPA cujo volume foi de 0.2 ml/100 g. As doses das
drogas utilizadas foram escolhidas com base em dados da literatura (Harik et al., 1987,

Menzaghi et al., 1997, Angelucci et al., 1999)

3.3 - EQUIPAMENTOS E PROCEDIMENTOS

3.3.1 - Cirurgia Estereotaxica € Microinfusdo de MPTP

Os animais submetidos a cirurgia estereotaxica foram inicialmente anestesiados
com tiopental sédico (40 mg/kg, i.p.), seguido p¢la administragdo de sulfato de
atropina (0.4 mg/kg, i.p) e penicilina G-procaina (20.000 U/ 0.05 ml, i.m.). Em

seguida, os animais foram colocados em um estereotaxico (David Kopf, modelo 957L)
e receberam a microinfusfo bilateral de MPTP-HCI (RBI, 1 pmol em 2.1ul de salina,
0.35 pl/min) na SNc, usando as seguintes coordenadaé: antero-posterior (AP) -5.0 mm
a partir do bregma, médio-lateral (ML) + 2.1 mm a partir da linha média e dorso-
ventral (DV) -7.7 mm a partir da calota craniana, segundo Paxinos e Watson (1986).

A microinfusdo de MPTP foi realizada com o auxilio de uma agulha (30 gauge)
conectada a um tubo de polietileno adaptado a uma micro-seringa de 10 pl (Hamilton,
USA) que, por sua vez, foi encaixada em uma bomba de infusdo (Havard Apparatus,

USA). Apés o término da microinfusdo de MPTP (6 min), a agulha foi mantida no

local por mais 2 min para evitar refluxo. Retirada a agulha, o escalpo foi suturado. Os
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animais controle falsamente operados (SHAM) foram submetidos aos mesmos
procedimentos cirurgicos, mas sem a microinfusdo de MPTP.

Apods a cirurgia, os animais foram colocados em gaiolas individuais com
ambiente aquecido, para recuperagdo da anestesia e posteriormente encaminhados ao
biotério para recuperagdo da cirurgia. Durante 5 dias consecutivos ap0s a cirurgia, a
dieta sdlida (ra¢do) de todos os animais (inclusive dos animais controle ndo operados)
foi suprimida e eles receberam uma dieta liquida diaria feita com leite em p6 NAN-2
(40g) e agucar (10g) dissolvidos em 200 ml de 4gua. Em seguida, os animais voltaram
a receber dieta solida normal e foram re-agrupados (os mesmos 5 animais por gaiola),
onde permaneceram por mais 16 dias no biotério, quando entdo foram submetidos aos
experimentos  comportamentais. Durante este periodo de recuperagdo,
aproximadamente 40% dQs animais do grupo MPTP e 5% dos animais do grupo
SHAM morreram. Conseqiientemente, o namero inicial de animais no grupo MPTP
era sempre maior que nos grupos SHAM e controle.

Aproximadamente 30 dias apds a cirurgia, cada animal foi 5acriﬁcado e seu
cérebro removido. Uma parte dos cérebros de cada grupo foi usada para posterior
analise histologica, com objetivo de definir a extensdo da 4rea lesada. Outra parte dos
cérebros foi separada para dissecagdo de algumas estruturas cerebrais (cortex frontal,
amigdala, estriado, nlicleo accumbens e hipocampo) e posterior dosagem dos niveis de
monoaminas € seus metabolitos. Foram considerados somente os dados dos animais
que apresentaram confirmagdo da lesdo através da histologia e/ou das dosagens

neuroquimicas.
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3.3.2 - Esquiva Ativa de Duas Vias

Para a realizagdo dos experimentos comportamentais, foi efetuado o teste de
esquiva ativa de duas vias, utilizando-se uma caixa automatizada (Gemini Avoidance
System, San Diego Instruments, USA) revestida de acrilico de cor preta, com face
frontal de acrilico transparente. A caixa de esquiva com 23 x 50 x 23 cm era dividida
em 2 compartimentos iguais, os quais estavam separados por uma porta, que
permaneceu aberta durante todo o experimento. As grades do assoalho eram formadas
por uma série de barras de agb inoxidavel, espagadas de 15 em 15 mm. No teto havia
uma campainha que emitia um som (estimulo condicionado - EC) de 1.5 kHz, 60 dB,
durante 5 s, o qual foi subseqiientemente pareado com choque nas patas (estimulo
incondicionado - EI) de 0.5 mA, com duragio maxima de 5 s ou até que o animal
cruzasse para o compartimento oposto da caixa. O intervalo entre cada pareamento
som/choque ou EC/EI foi aleatério, variando entre 10 e 50 s.

Neste procedimento de esquiva ativa de duas vias, o animal foi inicialmente
treinado a mudar de compartimento na caixa (resposta condicionada ou, neste caso
especifico, comportamento de esquiva), para evitar uma puni¢do, neste caso um
choque nas patas (EI), o qual era liberado depois da apresentagdo de um EC. A
resposta de cruzar de um compartimento a outro durante a liberagio EC ou do EI
interrompe ambos os estimulos, respectivamente.

Na sessdo de treino, o animal era colocado na caixa de esquiva e apds um
periodo de habituagdo de 3 min, o animal era submetido a uma sessdo de 30

parcamentos EC/EL. Apds os primeiros 5 s de EC, era emitido o EI por até 5 s
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(acompanhado do EC) ou até que o animal cruzasse para o outro lado da caixa. O
nimero de esquivas ativas, a laténcia para cruzar para o compartimento oposto da
caixa apos o inicio do EC (laténcia de esquiva) ou apds a apresentagdo do EI (laténcia
de fuga) e o nimero de cruzamentos inter-provas (cruzamentos entre os 2
compartimentos nos intervalos de cada pareamento EC/EI), foram registrados
automaticamente. Na sess@o de teste, realizada 24 h depois do treino, o procedimento
foi 0 mesmo, exceto que o tempo de habituagdo foi reduzido para 1 min.

O desempenho dos animais (nimero de esquivas) na sessdo de treino foi
tomado como medida de aquisi¢do € o desempenho dos animais na sessdo de teste, em
comparagdo com o treino, foi tomado como medida de retengfo. O ntmero de
cruzamentos inter-provas, o tempo de reagdo ao choque (considerado como a laténcia
para fugir do mesmo nos 5 primeiros pareamentos na sessdo de treino, exceto naqueles
em que o animal fez uma esquiva ativa), bem como o tempo de reagdo ao estimulo
sonoro (considerado como a laténcia média para desempenhar uma resposta de esquiva
ativa na sessdo de teste) foram usados para descartar a interferéncia de eventuais

problemas sensorio-motores na execugdo desta tarefa comportamental.

3.3.3 - Andlise Histologica

Para a realizagdo da anélise histologica da lesdo induzida pela microinfusdo de
MPTP na SNc, os animais foram inicialmente anestesiados com uma superdosagem de
tiopental (200 mg/kg, i.p.) e em seguida submetidos a perfusdo intracardiaca com

solu¢do salina 0.9%, seguida de solugdo de formalina 10%. Posteriormente, os animais
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foram decapitados para remogdo dos cérebros, os quais foram fixados em solugéo de
formalina 10% com sacarose 20%. Apos fixagdo, os cérebros foram congelados e a
seguir foram obtidos cortes frontais seriados, com 30 um de espessura, utilizando-se
um micrétomo de congelagdo (Reicher-Young).. Os cortes foram colhidos
seqiiencialmente em 5 compartimentos, de forma que a distdncia entre os cortes num
mesmo compartimento era de 150 pm.

Uma destas séries de cortes foi submetida a coloragdo imunohistoquimica para
tirosina hidroxilase (TH), usando um anticorpo monoclonal para TH proveniente de
camundongos (1:5000, Incstar). O complexo antigeno/anti-corpo foi identificado
usando um "kit" comercialmente disponivel (ABC Elite Kit, Vector Laboratories). As
laminas foram entdo desidratadas e cobertas com DPX. Outra série de laminas foi
corada com tionina (coloragdo de Nissl) e serviu comb referéncia para o estudo
citoarquitetdnico da regido.

A area dos grupamentos DAérgicos mesencefalicos foi determinada a partir dos
cortes corados pelo método da tionina, com uma cdmara licida dirigida a tela plana no
monitor Zenith (modelo 1492), usando-se o programa Auto-Cad (versdo 12).
Inicialmente, foi determinada a area total dos grupamentos DAérgicos nos animais
controles, que foi comparada & area integra destes grupamentos nos animais tratados
com MPTP.

Para ambos os grupos experimentais, as células imunoreativas a TH de cada

grupamento DAérgico do mesencéfalo foram desenhadas e contadas, a partir de uma
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série completa de cortes colhidos a um intervalo de 150 pm, usando-se um

microscopio Nikon Optiphot-2 equipado com camera liicida.

3.3.4 - Determinagdo dos Niveis Cerebrais de Monoaminas
Cromatografia Liquida de Alta Pressdo (HPLC)

Os niveis endégenos de dopamina (DA), noradrenalina (NA), serotonina (5-
HT) e seus metabolitos acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC), 4cido homovanilico
(HVA) e acido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA) foram dosados pela técnica de HPLC
de fase reversa com detecgfio eletroquimica, descrita por Hallman e Jonsson (1984).
Este sistema era composto por um aparelho de cromatografia liquida CLASS-LC10
(Shimadzu), com uma bomba de fluxo constante, uma coluna de fase reversa C18
(Shim-pack, CLC-ODS 150 x 1.6 mm, Shimadzu) e um detector eletroquimico
(Shimadzu, L-ECD-6A). Foi utilizado um sistema isocratico (fluxo de 0.9 ml/min),
com a fase mével constituida de acido citrico (15.7g), dgua bi-destilada (471.5 ml),
octil sulfato de s6dio (78 mg), acetonitrila (20 ml) e tetrahidroflurano (10 ml). O pH
foi ajustado para 3.0 com hidréxido de s6dio (NaOH 12N). A sensibilidade do detector
foi de 2 nA e seu potencial de oxidagdo foi mantido em +0.85 V no eletrodo de
trabalho. Este sistema cromatografico foi ainda acoplado a um programa de
computador que fornecia os cromatogramas, possibilitando a identificagdo das
amostras pela comparagdo dos seus tempos de retengdo, com os tempos de retengdo

dos padrdes.
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Para este fim, os animais foram individualmente sacrificados por decapitagdo e
seus cérebros removidos para dissecagdo das seguintes estruturas: estriado (EST),
cortex frontal (CX), amigdala (AMI), hipocampo (HIP) e nicleo accumbens (NAc).
Todos os procedimentos de dissecagdo foram conduzidos rapidamente em uma placa
sobre gelo seco. As amostras cerebrais obtidas foram- pesadas e em seguida
armazenadas em freezer -70°C até a determinag¢do dos niveis de monoaminas. Os
demais procedimentos de manuseio e preparagdo das amostras foram conduzidos em
banho de gelo-agua (4°C). As amostras foram homogeneizadas em acido perclorico
0.2M e centrifugadas (12000 g, 15 min), sendo o sobrenadante (20 ul) utilizado para
analise.

Q) aparelho de HPLC foi inicialmente estabilizado com a fase mével através do
sistema cromatografico por aproximadamente 2 h. Em seguida, foram injetados os
padrdes individuais para DA, NA, 5-HT, DOPAC, HVA e 5-HIAA. Na seqiiéncia,
foram injetadas as amostras cerebrais em estudo de maneira intercalada. A area sob a
curva dos padrdes foi usada para quantificar as amostras. Os valores obtidos foram

expressos em ng/g de tecido imido (Hallman e Jonsson, 1984).



3.3.5 - Representagdo Esquematica do Protocolo Experimental Utilizado

Dia 1:
Cirurgia Estereotéxica

!

Dias 2-6:
Recuperagdo Cirurgia
(gaiolas individuais
com dieta liauida)

!

Dias 7-22:
Recuperagio Cirurgia
(animais agrupados €

dieta normal)

!

Dias 23 e 24:

Treino € Teste
Esquiva ativa
de duas vias

!

Dia 30:
Sacrificio dos animais

Y o\

Andlise Dosagem
Histologica Monoaminas
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3.4 - ANALISE ESTATISTICA

A anilise histologica da lesdo induzida pela microinfusdo de MPTP foi feita
comparandq-se a extensdio de células DAérgicas ou, o nimero de células
imunoreativas & TH, entre os animais controle e lesados com MPTP, utilizando-se do
teste “t” de Student. A correlagdo entre o percentual de lesdo induzida pela
microinfusdo de MPTP e os escores de esquiva foi calculado por regressdo linear pelo
método dos minimos quadrados. As diferengas nos niveis estriatais de monoaminas,
apds a lesdo com MPTP, foram analisadas pelo teste “t” de Student (comparagdes
entre duas amostras — controles e lesados). As diferengas entre niveis de monoaminas
cerebrais apds a lesdo e o tratamento com L-DOPA foram avaliadas por analise de
varidncia (ANOVA) de 2 vias, seguida pelo teste de Duncan. Os resultados
comportamentais foram analisados inicialmente através da ANOVA, adequada ao
protocolo experimental, com excegdo da analise dos escores de esquiva apos
tratamento com cafeina, a qual foi feita por uma analise de covaridncia (ANCOVA) de
3 vias, utilizando o numero de vcruzamentos inter-provas como covariavel.
Posteriormente, os grupos passaram a ser comparados entre si através do teste de
Duncan.

Os dados foram expressos como a média + erro padrdo da média (e.p.m.) e a
probabilidade aceita como indicativa da existéncia de diferengas estatisticamente

significativas foi P < 0.05.
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4 - RESULTADOS

4.1- EXPERIMENTO 1: AVALIACAO DOS EFEITOS DA MICROINFUSAO
DE lpMOL DE MPTP NA SNc DE RATOS SUBMETIDOS A TAREFA DE
ESQUIVA ATIVA DE DUAS VIAS

Neste experimento foram utilizados 40 animais, divididos em 3 grupos:

Grupo 1- controle (16 animais ndo operados);

Grupo 2- SHAM (16 animais falsamente operados);

Grupo 3- MPTP (8 animais lesados).

Aproximadamente 21 dias apos a cirurgia, todos os animais foram submetidos
ao teste de esquiva ativa de duas vias, conforme metodologia descrita anteriormente.
Ap0s 1 semana do teste comportamental, os animais foram sacrificados para o controle
histolégico da lesdo. Dois grhpos adicionais de 8 animais controle ¢ 8 animais lesados
com MPTP foram usados para dosagem dos niveis estriatais d¢ monoaminas €

metabolitos, aproximadamente 30 dias ap0s a cirurgia.

4.1.1 - Analise Histologica da Lesdo Induzida pela Microinfusédo de 1umol de
MPTP na SNc de Ratos

Como ja descrito, as analises histologicas da lesdo induzida pelo MPTP na SNc
foram realizadas através da coloragdo de Nissl e da técnica de imunohistoquimica para
TH. Os resultados obtidos estdo demonstrados nas Figuras 3 e 4, as quais ilustram um

caso representativo de cada grupo de animais, € nas Tabelas 1 e 2.
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A partir da compétrag:ﬁo da area dos grupamentos DAérgicos enire os animais
controle e lesados com MPTP, bem como da contagem do numero de células
DAérgicas mesencefalicas de ambos os grupos, verificou-se que o tratamento com
MPTP produziu uma perda neuronal significativa na SNc € uma redugéo nas células
imunoreativas a TH (t = 2.30, P < 0.05), afetando muito pouco a 4rea tegmental
ventral (t = 1.69, P > 0.2) (Fig. 3 e Tabelas 1 € 2). Matematicamente, estes pardmetros
descritos indicam uma lesdo da SNc que inclui 57 + 6% do lado direito e 67 = 7% do
lado esquerdo do cérebro. A lesdo induzida pela administragdo de MPTP também
afetou, em menor extensfo, a area tegmental ventral (VTA), com uma perda neuronal
de 17 + 8% do lado direito € 40 = 8% do lado esquerdo do cérebro. Contudo, ndo
houve diferenga significativa no tamanho da lesdo observada entre os lados direito e
| esquerdo (SNc: t=-0.64, P > 0.2; VT'A: t =-1.73, P = 0.1, teste t de Student).

‘A Fig. 4 ilustra uma caso representativo do grupo SHAM, corado pela técnica
de Nissl, evidenciando a integridade das células DAérgicas mesencefalicas similar

aquela observada nos animais controle.
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Tabela 1: Percentual de lesdo das células DAérgicas mesencefélicas, induzida

pela microinfusdo de 1 umol de MPTP na SNc de ratos.

% LESAO CORRELACAO'
SNc (direito) 57+6 -0.53
SNc (esquerdo) | v 67 +7 -0.63
VTA (direito) ' 17+ 8 -0.26
VTA (esquerdo) 40 + 8 -0.22

O percentual de lesdo das células DAérgicas mesencefalicas foi-obtido através da comparagéo
da érea total dos grupamentos DAérgicos entre os animais controle e lesados com MPTP. Os
valores representam a média £ e.p.m.. SNc = substdncia negra compacta;, VTA = érea
tegmental ventral. 'Correlagio entre o percentual de lesdo e os escores de esquivas na sessdo

de treino da tarefa de esquiva ativa de duas vias.

Tabela 2: Média do numero de células imunoreativas & TH nos grupamentos

DA¢érgicos mesencefalicos dos animais controle e lesados com MPTP.

Controle _ MPTP
SNc (A9) 4378.7 + 2479 | 1875.9 + 1057.4 *
VTA (A10) 3692.4 +154.2 2746.2 + 538.4

Os valores representam a média + e.p.m.. SNc = substincia negra compacta, VTA = 4rea

tegmental ventral. * P < 0.05, comparado ao grupo controle, teste t de Student.
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Figura 3: Fotomicrografia ilustrativa das sessdes cerebrais submetidas a analise

histoldgica pelas técnicas de Nissl (lado esquerdo) e de TH (lado direito) dos animais
controle (A e A’) e MPTP (B e B’). SNc = substancia negra compacta; SNr =

substancia negra reticulada; VTA = area tegmental ventral.
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Figura 4: Fotomicrografia ilustrativa de uma sessdo cerebral submetida a analise

histolégica pela técnica de Nissl dos animais SHAM. SNc¢ = substdncia negra

compacta, SNr = substancia negra reticulada; VT A = area tegmental ventral.
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4.1.2 - Analise Neuroquimica da Lesdo Induzida pela Microinfusdo de 1umol de
MPTP na SNc de Ratos

Os efeitos do MPTP sobre os niveis estriatais de monoaminas e metabdlitos,
dosados pela técnica de HPLC com detecgdo eletroquimica, estéo ilustradoé na Fig.5.
Os resultados analisados pelo teste t de Student demonstraram que o MPTP causou
uma redugfo significativa em tornb de 41% nos niveis de DA (t = 4,45; P < 0,001),
31% nos niveis de DOPAC (t = 3,08; P <0,01) e 26% nos niveis de HVA (t = 2,57; P
< 0,05) em comparagdo com o0s animais controle. Por outro lado, a lesdo ndo alterou os

niveis estriatais de 5-HT, 5-HIAA ou NA (P > 0,1).
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Figura 5: Efeito da administragdo de MPTP (1 umol/ 2.1ul) na SNc de
ratos sobre os niveis estriatais de monoaminas e metabdlitos. Os valores
representam a média + e.p.m. de 8 ratos. * P < 0.05, comparado ao grupo
controle, teste t de Student.
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4.1.3 — Efeitos Comportamentais Decorrentes da Lesdo na SNc Induzida pelo
MPTP em Ratos Submetidos a Tarefa de Esquiva Ativa de Duas Vias

O desempenho dos animais na tarefa de esquiva ativa de duaS vias, avaliado
através dos escores de esquivas, estd representado na Fig. 6. A andlise estatistica
efetuada pela ANOVA de 2 vias com medidas repetidas (sessdes treino e teste) revelou
diferenca significante entre os grupos (F(;37) = 3,66; P < 0,05) e entre as sessdes (F(; 37
= 17,68; P < 0,01). Na seqiiéncia, os resultados foram analisados através do teste de
Duncan, que demonstrou um aumento significativo nos escores de esquivas dos grupos
controle € SHAM na sessdo teste em comparagdo com a sessdo treino (P < 0,01). O
mesmo resultado ndo foi observado no grupo MPTP (P = 0,15). Esta andlise também
mostrou que, na sessdo treino, os ratos lesados com MPTP apresentaram.reduc;ﬁo nos
escores de esquivas em comparagdo aos grupos controle (P < 0,01) e SHAM (P <
0,05).

Este padrdo de redugdo da resposta do grupo MPTP, em relagdo aos grupos
controle e SHAM, repetiu- se na sessdo de teste (P < 0,001). Além disso, foi verificado
que o fatér interagdo entre as sessdes € os tratamentos ndo foi estatisticamente
significante (F, 37y = 0,59; P = 0,55), indicando que o desempenho prejudicado dos
animais lesados na sess#o treino ndo influenciou o seu desempenho na sesséo teste.

Estes dados demonstram que a les@o induzida pelo MPTP prejudicou tanto a
aquisi¢do quanto a retengdo desta tarefa comportamental. Vale ressaltar ainda que a

redugdo nos escores de esquivas do grupo MPTP apresentou uma melhor correlagdo
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com a lesdo do lado esquerdo da SNc¢ (P = 0,06) e nédo foi correlacionada com a lesdo

observada na VTA (Tabela 1).
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Figura 6: Efeito da administragdo de MPTP (1 pumol/ 2.1 ul) na SNc de
ratos sobre o nimero de esquivas avaliado na tarefa de esquiva ativa de duas
vias, nas sessdes de treino e teste (intervalo de 24 h). Os valores
representam a média + e.p.m.. * P < 0.05, comparado aos grupos controle e
SHAM na mesma sess@o; # P < 0.05, comparado ao respectivo grupo na
sessdo de treino, ANOVA de 2 vias com medidas repetidas, seguida pelo
teste de Duncan.

Entretanto, o desempenho dos ratos lesados com MPTP na tarefa de esquiva
ativa pode ter sido prejudicado em fungdo de algum problema fnotor ou sensorial
necessdario para a execugdo das respostas de esquiva. Para descartar a influéncia destes
problemas neste estudo, o nimero de cruzamentos inter-provas foi utilizado cbmo
indice de locomog@o dos animais (Fig. 7), e o tempo de reagio ao som e ao choque foi
utilizado como medida de sensibilidade dos animais a estes estimulos (Fig. 8).

Apesar de se saber que lesdes nigroestriatais podem induzir hipoatividade, a

andlise estatistica feita pela ANOVA de 1 via ndo demonstrou nenhuma diferenga
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significativa entre os grupos com relagdo ao numero de cruzamentos inter-provas,
tanto na sessdo treino (F(y 35 = 1,16; P > 0,2) quanto na sesséo teste (F 33 = 0,58; P 2
0,2), Fig. 7. Adicionalmente, de acordo com os dados apresentados na Fig. 8, também
ndo houve diferenga significativa entre os grupos com relagdo as laténcias de esquiva
(tempo de reagdo ao som) (Fip417) = ‘0,15; P > 0,2) e de fuga do choque (tempo de
reagdo ao choque) (F( 125y = 1,83; P = 0,16). A partir destes dados, pode-se sugerir que
o prejuizo cognitivo dos ratos lesados com MPTP na tarefa de esquiva ativa ndo foi
decorrente de problemas motores ou sensoriais.

Em suma, baseado nas caracteristicas histologicas, neuroquimicas e
comportamentais dos ratos lesados com MPTP, parece que o uso destes animais
submetidos a tarefa de esquiva ativa de duas vias pode constituir um modelo de déficit

cognitivo associado a DP.
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Figura 7: Efeito da administragdo de MPTP (1 pmol/ 2.1 pul) na SNc de ratos
sobre o comportamento locomotor, avaliado pelo nimero de cruzamentos
inter-provas, nas sessbes de treino e teste (intervalo de 24 h) da tarefa de
esquiva ativa de duas vias. Os valores representam a média + e.p.m.,
ANOVA de 2-vias com medidas repetidas, seguida pelo teste de Duncan.
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Figura 8: Efeito da administragdo de MPTP (1 umol/ 2.1 pl) na SNc de ratos
sobre o tempo de reagdo ao choque (sessdo treino) e ao som (sessdo teste),
na tarefa de esquiva ativa de duas vias. Os valores representam a média +
e.p.m., ANOVA de 1-via, seguida pelo teste de Duncan.
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4.2 - EXPERIMENTO 2: AVALIACAO DOS EFEITOS DO TRATAMENTO
COM BENSERAZIDA/L-DOPA EM RATOS COM LESAO DA SN¢ INDUZIDA
PELO MPTP E SUBMETIDOS A TAREFA DE ESQUIVA ATIVA DE DUAS VIAS

Neste protocolo experimental foram utilizados 47 ratos, sendo 24 animais
controle € 23 lesados com MPTP. Posteriormente, os animais de ambos os grupos
foram divididos conforme o tratamento: veiculo ou benserazida/L-DOPA (denominado
a partir de agora somente como L-DOPA). Portanto, foram formados os seguintes
subgrupos:

Grupo 1- controle/veiculo (12 animais);

Grupo 2- controle/L-DOPA (12 animais);

Grupo3- MPTP/veiculo (11 animais);

Grupo 4- MPTP/L-DOPA (12 animais).

Os tratamentos com benserazida (50 mg/kg, i.p.) e L-DOPA (200 mg/kg, i.p.)
ou seus veiculos foram administrados 45 e 30 minutos antes da sessdo treino,
" respectivamente. Conforme procedimento descrito, 1 semana ap0s a tarefa de esquiva
ativa de duas vias, 8§ animais de cada grupo receberam o mesmo esquema de
tratamento com veiculo ou L-DOPA e foram sacrificados para dosagem dos niveis de
monoaminas € seus metabdlitos no EST, CX, AMI, HIP e NAc, através da técnica de
HPLC com detecg¢do eletroquimica. Os demais animais foram sacrificados e seus
cérebros usados para analise histologica da lesdo pela coloragdo de Nissl. Tanto as
dosagens neuroquimicas quanto as andlises histoldgicas foram realizadas usando o

mesmo procedimento do experimento anterior.
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Neste experimento ndo utilizamos os animais SHAM, pois os dados anteriores
demonstraram que ndo houve diferenga nas avaliagdes histoldgicas e comportamentais

entre este grupo e os animais controle ndo-operados.

4.2.1 - Analise Histologica da Lesdo induzida pela Microinfusdo de 1pumol de
MPTP na SNc de Ratos

Confirmando resultados anteriores, a lesdo com MPTP causou uma perda
neuronal de aproximadamente 62% na SNc. Mais uma vez observou-se uma pequena

expansdo da lesdo, em torno de 28%, para a VTA.

4.2.2 — Analise Neuroquimica do Tratamento com L-DOPA em Ratos com
Lesdo da SNc Induzida pelo MPTP

O efeito da lesio com MPTP e do tratamento com L-DOPA sobre os niveis
cerebrais de DA, 5-HT, NA e seu metabolitos DOPAC, HVA e 5-HIAA estdo
apresentados na Tabela 3. Apos a analise estatistica dos dados, feita pela ANOVA de 2
vias, seguida. pelo teste de Duncén, pode ser visto que a les@o induzida pelo MPTP
mais uma vez causou uma redugfo significativa nos niveis estriatais de DA (F25) =
163,44; P < 0,01), DOPAC (F(125) = 111,33; P < 0,05) e HVA (F122) = 68,75, P <
0,05), sem alterar os niveis de 5-HT, 5-HIAA ou NA (P > 0,05), em relagdo aos
animais controle/veiculo. Nas demais estruturas estudadas, o tratamento com. MPTP
ndo alterou os niveis de DA, 5-HT, NA e seus metabdlitos, quando comparados com o

grupo controle/veiculo (P > 0,05), exceto na AMI, onde houve uma redugdo dos niveis
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de 5-HT (P < 0,05). Estes dados reforcam a especificidade da lesdio induzida por esta
neurotox&na ao sistema DAérgico nigroestriatal.

O tratamento com L-DOPA nos animais lesados (grupo MPTP/L-DOPA)
promoveu a reposi¢do dos niveis estriatais de DA para valores préximos do grupo
controle/veiculo, ndo havendo diferenga significativa entre estes 2 grupos com relagio
ao nivel de DA no EST (F( 25y = 165,33; P > 0,05) (Tabela 3). Os niveis estriatais de
DOPAC (F 29y = 111,83; P < 0,001) e HVA (F(122) = 68,.75;’P < 0,001) aumentaram
no grupo MPTP/L-DOPA comparado ao grupo controle/veiculo, provavelmente em
funcdio da metabolizagcdo da L-DOPA. O grupo MPTP/L-DOPA também apresentou
alteragdo nos niveis de monoaminas nas demais estruturas cerebrais eStudadas, em
comparagdo aos animais controle/veiculo (Tabela 3). No EST, além do aumento dos
niveis de DOPAC e HV A descritos acima, observou-se um aumento nos niveis de NA
(F(1.19) = 443,36; P < 0,001) € uma diminui¢éo nos niveis de 5-HT (F(j 24 = 42,25; P <
0,001). O conteudo de DA (F,19) = 75,08; P < 0,001), DOPAC (F 51y = 147,62; P <
0,001) e HVA (Fg 20y = 32,41; P < 0,01) foi aumentado no CTX. Na AMI houve um
aumento significativo nos niveis de DA (F;,17) = 175,70; P < 0,001), DOPAC (Fy 15) =
108,33; P < 0,001), HVA (F1,16) = 118,58; P < 0,001) e uma redugéo de 5-HT (F( 15, =
17,74; P < 0,01). No HIP, os niveis de DA (F1,15) = 244,86; P < 0,001), DOPAC (F(1,16)
= 204,48, P < 0,001) e HVA (Fq.5 = 764,85; P < 0,001) também foram
significativamente aumentados enquanto que, os niveis de 5-HT foram reduzidos

(Fg,18) = 15,05; P < 0,01). Um aumento nos niveis de DA (F( 25 = 69,23; P < 0,001),
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DOPAC (F(j24) = 179,26; P < 0,001), HVA (F125) = 51,97, P < 0,01) € NA (F(124y =
289,73; P < 0,001) foi também observado NAc.

Entretanto, a administragdo de L-DOPA por si s6 (grupo controle/L-DOPA),
alterou também os niveis de monoaminas em todas as estruturas analisadas, quando
comparada aos animais controle tratados com veiculo (Tabela 3). No EST houve um
aumento nos niveis de DA (P < 0,001), DOPAC (P <0,001), HVA (P < 0,05) e NA (P
< 0,001). Foi observado um aumento significativo nos niveis 'de DA (P < 0,001),
DOPAC (P £0,001) e HVA (P < 0,01) no CTX. Na AMI, os niveis de DA (P < 0,001),
DOPAC (P < 0,001), HVA (P < 0,001) também aumentaram, ¢ os niveis de 5-HT
reduziram (P < 0,01). Um aumento nos niveis de DA (P < 0,001), DOPAC (P < 0,001),
HVA (P <0,001) e 5-HIAA (P < 0,05), ¢ uma redugdo nos niveis de 5-HT (P < 0,05)
foi observado no HIP. No NAc houve um aumento significativo nos niveis de DA (P <

0,001), DOPAC (P < 0,001), HVA (P < 0,001) e NA (P < 0,001), (Tabela 3).
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4.2.3 - Efeitos do Tratamento com L-DOPA sobre os Déficits Cognitivos

Induzidos pela Lesdo com MPTP na SNc de Ratos Submetidos a Tarefa de Esquiva

Ativa de Duas Vias

O efeito do tratamento com L-DOPA aos grupos controle ¢ MPTP, sobre o
numero de esquivas avaliados na tarefa de esquiva ativa de duas vias, estd apresentado
na Fig. 9. A anélise estatistica efetuada pela ANOVA de 3 vias com medidas repetidas
(sessdes treino e teste) revelou efeito significativo da lesdo (F(; 43y = 11,75; P < 0,001),
do tratamento com L-DOPA (F(; 43y = 9,88; P-< 0,01) e das sessdes (F 43y = 24,52; P <
0,001). Similar ao experimento anterior, também ndo foi verificada diferenca
estatistica no fator intera¢fo entre as sessdes e os tratamentos com MPTP e L-DOPA
(F.43 = 2,26; P = 0,13). Em seguida, os resultados foram avaliados pelo teste de
Duncan, o qual mostrou um aumento significativo no namero de esquivas na sessé@o
teste, em comparagdo a sessdo treino nos grupos controle/veiculo (P ‘s 0,001) e
controle/L-DOPA (P < 0,05). Este resultado demonstra que os animais n&o-lesados
aprenderam a evitar o choque nas patas e lembraram desta tarefa 24 h depois da sessdo
treino. Por outro lado, néio houve diferenga significativa nos escores de esquivas entre
as sessdes treino e teste nos grupos MPTP/veiculo (P > 0,2) e MPTP/ L-DOPA (P =
0,10).

Na sessdo treino, o nimero de esquivas dos animais MPTP/veiculo foi 50%
menor que dos animais controle/veiculo (P < 0,05). O tratamento com L-DOPA néo
- reverteu este déficit, uma vez que os escores de esquivas do grupo MPTP/L-DOPA foi

78% menor que os escores do grupo controle/veiculo (P < 0,001). Ndo houve diferenga
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significativa entre os animais lesados com MPTP e tratados com veiculo ou L-DOPA
(P > 0,2). Ainda na sessdio treino, o tratamento com L-DOPA por si sé (grupo
controle/L-DOPA) diminuiu em 56% os escores de esquivas em comparagdo com O
grupo controle/veiculo (P < 0,001).

Na sessdo teste, o nimero de esquivas dos animais MPTP/veiculo foi 62%
menor que os animais controle/veiculo (P < 0,001). Mais uma vez, o tratamento com
L-DOPA ndo reverteu este déficit, pois os escores de esquivas do grupo MPTP/L-
DOPA foi 68% menor que os escores do grupo controle/veiculo (P < 0,001). Também,
ndo foi observada diferenga signiﬁcativa com relagdo ao numero de esquivas entre os
grupos MPTP/veiculo e MPTP/L-DOPA na sessédo teste (P > 0,2). Continuando a
analise da sessdo teste, os animais controle/L-DOPA apresentaram uma redugdo de
46% nos escores de esquivas quando comparados aos animais controle/veiculo (P <
0,01). Estes resultados mostraram que o tratamento com L-DOPA, além de ndo ter ‘
revertido o déficit cognitivo induzido pelo MPTP na tarefa de’esquviva ativa de duas
vias causou prejuizo na aquisi¢do e retengdo desta tarefa comportamental nos animais

controle.
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Figura 9: Efeito da administragdo de benserazida (50 mg/kg) e L-DOPA (200 mg/kg)
em ratos controle ou lesados com MPTP, sobre o nimero de esquivas avaliado na
tarefa de esquiva ativa de duas vias, nas sessdes de treino e teste (intervalo de 24 h).
Os valores representam a média = e.p.m.. * P < 0.05, comparado ao grupo
controle/veiculo na mesma sessdo; # P < 0.05, comparado ao respectivo grupo na
sessdo de treino, ANOVA de 3-vias com medidas repetidas, seguida pelo teste de
Duncan.

O efeito do tratamento com L-DOPA sobre o comportamento locomotor dos
animais controle ¢ MPTP durante a sessfo treino da tarefa de esquiva ativa de duas
vias, avaliado pelo numero de cruzamentos inter-provas, esta representado na Fig. 10.
A andlise estatistica efetuada através da ANOVA de 2 vias revelou que ndo houve
diférenga significativa quanto ao fator lesdo (F(; 43 = 0,03; P > 0,2), confirmando os
resultados anteriores de auséncia de diferenga significativa entre os grupos
controle/veiculo e MPTP/veiculo. Por outro lado, o tratamento com L-DOPA
apresentou significincia estatistica (F) 43y = 4,91; P < 0,05) ap6s a ANOVA de 2 vias.

Na seqii€ncia, o teste de Duncan evidenciou um aumento significativo no nimero de
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cruzamentos inter-provas nos grupos controle ¢ MPTP tratados com L-DOPA (P <
0,05). Estes dados reforgam a auséncia de prejuizo motor nos animais lesados com
MPTP, para execugdo da tarefa de esquiva ativa de duas vias e evidenciam o efeito

estimulante da L-DOPA sobre este pardmetro comportamental.
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Figura 10: Efeito da administracdo de benserazida (50 mg/kg) e L-DOPA (200
mg/kg) em ratos controle ou lesados com MPTP, sobre o comportamento
locomotor avaliado pelo nimero de cruzamentos inter-provas, na sessdo treino
da tarefa de esquiva ativa de duas vias. Os valores representam a média *
e.p.m.. * P < 0.05, comparado ao grupo controle/veiculo, ANOVA de 2 vias,
seguida pelo teste de Duncan. '

Adicionalmente, como ilustrado na Fig. 11, também ndo houve diferenga
significativa entre os grupos com relag@o ao tempo de reagfio ao som (F( 331 = 2,97, P
= 0,15, ANOVA 2 vias) e ao tempo de reagdio ao choque (F( 110p = 0,31, P > 0,2
ANOVA 2 vias). Estes dados confirmam os resultados prévios demonstrando que o

prejuizo cognitivo dos ratos lesados com MPTP, na tarefa de esquiva ativa, ndo foi
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decorrente de problemas sensoriais, acrescentando ainda que o tratamento com L-
DOPA ndo afetou estes pardmetros comportamentais estudados.

A partir destes resultados, observou-se que o tratamento com L-DOPA, em dose
suficiente para repor os niveis estriatais de DA e estimular o comportamento
locomotor dos animais, ndo reverteu o déficit cognitivo em ratos lesados com MPTP e
avaliados na tarefa de esquiva ativa de duas vias. Além disso, este tratamento

prejudicou o desempenho dos animais controle nesta mesma tarefa.

1 controle/veiculo
—~ 47 - controle/L-DOPA
e | M I MPTP/veiculo
g 3- i MPTP/L-DOPA
3 27
2.
g

0 i

Choque Som

Figura 11: Efeito da administragdo de benserazida (50 mg/kg) e L-DOPA (200
mg/kg) em ratos controle ou lesados com MPTP, sobre o tempo de reagdo ao
choque (sessdo treino) e ao som (sessdo teste), na tarefa de esquiva ativa de duas
vias. Os valores representam a média + e.p.m., ANOVA de 2 vias, seguida pelo
teste de Duncan.
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4.3 - EXPERIMENTO 3: AVALIACAO DOS EFEITOS DO TRATAMENTO
COM DIFERENTES DOSES DE CAFEINA EM RATOS COM LESAO DA SNc
INDUZIDA PELO MPTP E SUBMETIDOS A TAREFA DE ESQUIVA ATIVA DE
DUAS VIAS

Seguindo o procedimento experimental ja descrito, um novo grupo de 46
animais foi submetido a cirurgia estereotéxica para lesdio da SNc com MPTP e
posterior andlise comportamental na tarefa de esquiva ativa de duas vias. O grupo
controle foi composto de 49 animais ndo operados. O grupo SHAM ndo foi incluido
neste experimento, em fungdo de os resultados anteriores ndo demonstrarem diferengas
nas avaliagdes histoldgicas e comportamentais entre este grupo € os animais controle
ndo-operados. Na seqiiéncia, os animais controle e MPTP foram divididos de acordo
com o tratamento recebido no dia da sessdo treino: veiculo, cafeina 0,1 mg/kg, cafeina
0,3 mg/kg ou cafeina 1,0 mg/kg. Foram formados os segﬁintes subgrupos:

Grﬁpo 1- controle/veiculo (13 animais);

Grupo 2- controle/cafeina 0,1 mg/kg (12 animais);

Grupo 3- controle/cafeina 0,3 mg/kg (12 animais);

Grupo 4- controle/ cafeina 1,0 mg/kg (12 animais);

Grupo 5- MPTP/veiculo (10 animais);

Grupo 6- MPTP/cafeina 0,1 mg/kg (10 animais);

Grupo 7- MPTP/cafeina 0,3 mg/kg (13 animais);

Grupo 8- MPTP/cafeina 1,0 mg/kg (13 animais).
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O tratamento com as diferentes doses de cafeina ou seu veiculo foi administrado
via i.p., 45 minutos antes do treino.

Conforme ja descrito, 1 semana apos a tarefa de esquiva ativa de duas vias, os
animais foram sacrificados € seus cérebros usados para analise histolégica da lesdo

pela coloragdo de Nissl.

4.3.1 - Anélise Histologica da Lesdo Induzida pela Microinfusdo de 1umol de
MPTP na SNc de Ratos

As andlises histologicas efetuadas pela coloragdo de Nissl confirmaram os
resultados anteriores, ou seja, a presenga de uma lesdo significativa na SNc

(aproximadamente 60%) induzida pela microinfusdo de MPTP.

4.3.2 — Efeitos do Tratamento com Diferentes Doses de Cafeina Sobre os
Déficits Cognitivos Induzidos pela Lesdo com MPTP na SNc¢ de Ratos Submetidos a
Tarefa de Esquiva Ativa de Duas Vias

O efeito do tratamento com diferentes doses de cafeina em ratos controle e
lesados com MPTP, sobre o nimero de esquiva nas sessdes treino e teste da tarefa de
esquiva ativa de duas vias, estd apresentado na Fig. 12. Estes resultados foram
analisados através da ANCOVA de 3 vias com medidas repetidas, a qual indicou
diferenga significativa nos fatores lesdo (F(; g5 = 68,8; P < 0,01), tratamento com
cafeina (F 36y = 3,37; P < 0,05) e sessdo (F(; g7y = 53,5; P < 0,001). A partir da analise

post-hoc através do teste de Duncan, verificou-se que o grupo controle/veiculo
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aumentou o nimero de esquivas na sessdo teste em comparagdo com a sessdo treino (P
< 0,001), enquanto que o grupo MPTP/veiculo ndo melhorou seus escores de esquivas
entre as 2 sessdes (P > 0,2). Esta analise tamBém revelou que o grupo MPTP/veiculo
apresentou um numero menor de esquivas nas sessdes treino (P < 0,01) e teste (P <
0,001), quando comparado ao grupo controle/veiculo. Por outro lado, foi observado
um aumento significativo no nimero de esquivas na sessdo treino (escores de
aquisig:ﬁb) em fungdo do tratamento com cafeina (P < 0,05, ANCOVA de 3 vias). A
analise através do teste de Duncan mostrou efeito significativo do tratamento com
cafeina somente entre os grupos controle/cafeina 0,1mg/kg e controle/veiculo (P <
0,01). Contudo, a redugdo nos escores de esquivas, na sess@o treino induzida pelo
tratamento com MPTP, pareceu ser parcialmente revertida pela cafeina (0,1 e 0,3
mg/kg), uma vez que ndo houve diferenga significativa entre o nimero de esquivas do
grupo controle/veiculo e dos animais lesados com MPTP tratados éom cafeina 0,1
mg/kg (P 2 0,2) ou cafeina 0,3 mg/kg (P = 0,07).

O tratamento com cafeina 0,3 mg/kg também aumentou o numero de esquivas
na sessdo teste (escores de retengdo) nos animais lesados com MPTP em comparagéo
ao grupo MPTP/veiculo (P < 0,001). Além disso, os escores de esquivas do grupo
MPTP/cafeina 0,3 mg/kg melhoraram na sessdo teste quando comparados com a
sessdo treino (P < 0,001). Entretanto, estes resultados representam apenas uma
reversdo parcial do déficit cognitivo induzido pelo MPTP, uma vez que os escores de

esquivas dos animais lesados com MPTP e tratados com cafeina (0,1; 0,3 ou 1,0
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mg/kg) foram significativamente menores que os escores apresentados pelo grupo
controle/veiculo na sessdo teste (P < 0,05).

Os resultados apresentados na Fig. 12 também revelaram que o tratamento com
cafeina 0,1 mg/kg melhorou os escores de eéquivas dos animais controle na sessdo
treino (P < 0,01), mas ndo na sessdo teste (P = 0,94). Por outro lado, a maior dose de
cafeina utilizada neste estudo (1,0 mg/kg) ndo apresentou efeito sobre os escores de
esquivas dos animais controle na sessdo treino (P = 0,92) e ainda prejudicou os escores
de reten¢do deste mesmo grupo (P < 0,001). Este tratamento com cafeina 1,0 mg/kg
também prejudicou os escores de esquivas nos ratos lesados com MPTP nas sessdes
treino (P < 0,05) e teste (P < 0,001).

Com relagdo ao desempenho motor dos animais neste experimento, a Fig. 13
apresenta a influéncia da lesdo com MPTP e do tratamento com as diferentes doses de
cafeina sobre o numero de cruzamentos vinte'r-provas. A andlise estatistica destes
dados, realizada através da ANOVA de 2 vias, reyelou um efeito signiﬁcativo da lesdo
induzida pela microinfusido de MPTP (Fasn = 10,92; P < 0,01). Por outro lado, o
tratamento com cafeina (0,1 a 1,0 mg/kg) ndo alterou estes escores de forma
significativa (Fi387) = 0,85; P > 0,2). Além disso, ndo foi verificada uma interagdo
significativa entre estes 2 fatores (Fsg7 = 1,85; P = 0,14). Devido ao fato do
tratamento com MPTP ter afetado o nimero de cruzamentos inter-provas, a andlise
estatistica dos escores de esquivas foi feita por uma ANCOVA de 3 vias, utilizando o
numero de cruzamentos inter-provas na sessdo treino como covariavel. Esta andlise

garantiu que os resultados dos escores de esquivas fossem independentes do efeito do
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MPTP sobre a atividade locomotora durante a execucdo da tarefa de esquiva ativa de

duas vias.
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Figura 12: Efeito da administracdo de cafeina em ratos controle ou lesados com
MPTP, sobre o numero de esquivas avaliado na tarefa de esquiva ativa de duas vias,
nas sessoes de treino e teste (intervalo de 24 h). Os valores representam a média +
e.p.m.. * P £0.05, comparado ao grupo controle/veiculo na mesma sessdo; # P < 0.05,
comparado ao respectivo grupo na sessdo de treino; + P < 0.05, comparado ao grupo
MPTP/veiculo na mesma sessdo, ANCOVA de 3-vias com medidas repetidas, seguida
pelo teste de Duncan.
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Outro parametro analisado neste experimento foi o tempo de reagdo ao som e ao
choque, para descartar a influéncia de alteragdo na sensibilidade a estes estimulos
durante a realizagdo da tarefa de esquiva ativa de duas vias. Os resultados obtidos
estdo representados na Fig. 14. A partir da andlise estatistica destes dados, a qual foi
feita pela ANOVA de 2 vias, ndo foi observada nenhuma diferenga significativa entre
0s grupos, tanto no tempo de reagdo ao choque (F(3295) = 0,67; P = 0,56) quanto no
tempo de reagdo ao som (F 3 g902) = 2,44; P = 0,06). Em geral, estes dados demonstraram
que a cafeina em doses baixas melhorou o desempenho dos animais com lesdo da SNc,

induzida pelo MPTP, na execugo da tarefa de esquiva ativa de duas vias.
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Figura 13: Efeito da administragdo de cafeina em ratos controle ou lesados com
MPTP, sobre o comportamento locomotor avaliado pelo nimero de cruzamentos
inter-provas, na sessdo treino da tarefa de esquiva ativa de duas vias. Os valores
representam a média £ e.p.m.. * P < 0.05, comparado ‘a0 respectivo grupo
controle, ANOVA de 2 vias, seguida pelo teste de Duncan.
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Figura 14: Efeito da administragdo de cafeina em ratos controle ou lesados com
MPTP, sobre o tempo de reagfo ao choque (sessdo treino) e ao som (sessdo teste),

na tarefa de esquiva ativa de duas vias. Os valores representam a média + e.p.m.,
ANOVA de 2 vias.
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5-DISCUSSAO

Considerando os resultados histologicos, neuroquimicos € comportamentais dos
ratos lesados com MPTP, parece que o uso destes animais, submetidos a tarefa de
esquiva ativa de duas vias, pode constituir um modelo de déficit cognitivo associado a
DP, contribuindo para uma melhor compreensdo de alguns aspectos da amnésia
observada em pacientes parkinsonianos.

Com relagdo aos dados histoloégicos € neuroquimicos, verificou-se que a
microinfusdo intra-nigral de MPTP, na concentragdo selecionada, causou uma perda
celular parcial dos neurdnio DAérgicos nigroestriatais, bem como uma redugio
significativa dos niveis de DA e seus metabolitos somente no estriado. Além disso, a
lesdo induzida pelo MPTP praticamente ndo afetou os outros sistemas de
neurotransmissio nas demais estruturas estudadas. Estas alteragdes sdo consistentes
com os dados da literatura (Sundstrom e Jonsson, 1985; Markey e Schmuff, 1986;
Heikkila e Soﬁsalla, 1987), confirmando a especificidade do efeito lesivo do MPTP
sobre os neur6nios DAérgicos nigroestriatais, em diferentes espécies.

Em rela¢do aos resultados comportamentais, observou-se que os ratos lesados
com MPTP na SNc¢ apresentaram dificuldades nos processos de aquisi¢do e retengdo
da tarefa de esquiva ativa de duas vias, manifestadas pela redu¢do no nimero de
esquivas observado nas sesses de treino e teste. E importante salientar que este efeito
do MPTP sobre os processos cognitivos avaliados na tarefa de esquiva ativa de duas
vias ndo foi decorrente de prejuizo motor, uma vez que ndo houve diferenga no

nimero de cruzamentos inter-provas entre os grupos. Resultados similares foram
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observados em nossos laboratorios, avaliando o comportamento locomotor de ratos
lesados com MPTP e submetidos ao teste do campo aberto. Estes achados do presente
estudo estdo de acordo com os dados de Schneider € colaboradores (1988), os quais
evidenciaram que macacos tratados com baixas doses de MPTP também apresentam
déficits cognitivos com reduzido ou nenhum prejuizo motor. Além disso, Heikkila e
colaboradores (1989) confirmaram que ratos e camundongos tratados com MPTP ndo
apresentam alteragdes motoras persistentes.

Adicionalmente, ‘este efeito do MPTP também ndo parece ser decorrente de
problemas sensoriais, pois também ndo foi vériﬁcada diferenga entre os grupos
experimentais e controle com relagdo ao tempo de reagfio ao som e ao choque.

Em conjunto, estes resultados demonstram que os ratos lesados com MPTP nio
apresentam dificuldade em iniciar movimentos voluntdrios que possam afetar seu
desempenho na tarefa de esquiva ativa de duas vias e, ainda, que a lesdo ndo afeta o
processamento sensorial de ambos os estimulos EC e El. Além disso, estes dados estdo
de acordo com outros estudos que demonstram que a tarefa de esquiva ativa.¢ sensivel
as manipulagdes feitas no estriado (Winacur e Mills, 1969; Kirkby e Polgar, 1974;
Guilford et al., 1977; Prado Alcala et al., 1984; El Massioui € Racht Delatour, 1997).

Estes resultados obtidos a partir das avaliagdes histdlégicas, neuroquimicas e
comportamentais de ratos com lesdo na SNc¢ induzida por MPTP assemelham-se as
caracteristicas observadas nos estagios iniciais da DP, quando se pode observar a
ocorréncia de alteragdes cognitivas sem prejuizo motor aparente (Dubois e Pillon,

1997). Este quadro clinico normalmente tem inicio quando a lesdo dos neurOnios
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DAérgicos nigroestriatais ¢ parcial e restrita (Bonnet, 2000) ¢ quando a redugéo dos
niveis estriatais de DA fica em torno de 40-60% (Obeso et al., 2000). No presente
estudo, a lesdo da SNc foi parcial e a redugdo dos niveis estriatais de DA foi de
aproximadamente 40% nos ratos tratados com MPTP, enquanto nenhuma diferenga
significativa com relagdo aos niveis de DA foi observada no CTX, HIP, AMI ou NAc.
Além disso, os sistemas serotonérgico e noradrenérgico ndo foram afetados pelo
tratamento com MPTP em praticamente todas as estruturas cerebrais estudadas. Harik
e colaboradores (1987) também mostraram que a infusdo direta de MPTvP' na regido
perinigral de ratos (na mesma dose do presente trabalho) causa uma lesdo especifica
da SNc e uma redugdo de DA estriatal mais seletiva em comparagdo com outras
neurotoxinas que também afetam as células DAérgicas. Estes dados reforcam a
possibilidade de se estudar os prejuizos cognitivos associados aos estagios iniciais da
DP em ratos lesados com MPTP.

Outra evidéncia que contribui para esta interpretagdo € o fato de que a amnésia
detectada nos estagios iniciais da DP provavelmente envolve uma interrupgdo da via
DAérgica nigroestriatal (Dubois e Pillon, 1997; Goldman et al., 1998; Weder et al.,
1999). Além disso, sabe-se que a neurotransmissdo DAérgica participa de processos de
aprendizagem e memdria (Podgornaya et al., 1997; Beninger ¢ Miller, 1998; Malapani
et al., 1998; Nishii et al., 1998).

A manifestagdo de problemas cognitivos como um sintoma comum da DP foi
descrita recentemente (Dubois e Pillon, 1997). Como ja mencionado na Introdugdo,

existem algumas diferengas entre os modelos animais utilizando MPTP e a DP
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idiopética. Contudo, o tratamento com MPTP tem reproduzido praticamente todos os
sintomas classicos associados ao parkinsonismo em primatas (Burns ef al., 1983;
Langston et al., 1984; Langston, 1985; Bezard et al., 1997). Mais especificamente, tem
sido descrito que macacos tratados com MPTP apresentam dificuldades em
desempenhar diferentes tarefas de memdoria previamente aprendidas, tais como tarefa
de respostas com retardo (“delayed response task™), tarefa de alternancia com retardo
(“delayed alternation task™) e tarefa de reversdo da discriminag@o visual (“visual
discrimination reversal task™) (Roeltgen e Schneider, 1994; Fernandez Ruiz, et al.,
1995; Schneider et al., 1999).

Por outro lado, roedores tratados com MPTP apresentam somente alguns dos
sintomas que ocorrem na DP. Particularmente, as alteragdes motoras observadas em
macacos normalmente ndo sdo vistas em roedores tratados com MPTP (Heikkila et al.,
1989), somente em tarefas motoras mais elaboradas (Rozas ef al., 1998). Contudo, de
acordo com osbdados do presente trabalho, varios estudos tém demonstrado o efeito
neurotoxico do MPTP sobre os neurdnios DAérgicos de roedores (Fuller e Steranka,
1985; Heikkila et al., 1985; Jarvis ¢ Wagner, 1985; Sundstrom e Jonsson, 198S;
Markey e Schmuff, 1986; Heikkila e Sonsalla, 1987).

Além disso, como ja descrito, o emprego de um modelo animal nio requer uma
reprodugd@o de todos os sintomas de uma determinada doenga, sendo possivel utilizar
um modelo com procedimentos padronizados para estudar apenas um sintoma
particular da doenga (Carlton, 1978). Este é o caso do presente trabalho com ratos

tratados com MPTP, proposto como um modelo de amnésia associada & DP.
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Existem muitos estudos evidenciando que os roedores sdo menos sensiveis a
toxicidade do MPTP em comparagdo aos primatas, quando a droga é administrada
sistemicamente (Heikkila e Sonsalla, 1987; Gerlach et al., 1991). Em geral, os
camundongos sdo menos resistentes aos efeitos do MPTP do que os ratos (Heikkila ez
al., 1989). Os camundongos C57-BL sd@o particularmente sensiveis aos efeitos
neurotoxicos do MPTP. Entretanto, esta linhagem apresenta um prejuizo de memoria -
esponténeo, o que dificulta o seu uso em estudos de aprendizagem e memoria de um
modo geral (Mathis et al., 1994; Castelano et al., 1996). Tanila e colaboradores (1998)
estudaram o efeito da administragdo i.p. de MPTP em camundongos submetidos a uma
tarefa de alterndncia com retardo no labirinto em “T” e verificaram um prejuizo de
memoria menos severo que aqueles descritos para os primatas tratados com MPTP.

Outros estudos tém demonstrado que a administragdo sistémica de MPTP em
ratos ndo gera anormalidades nigroestriatais (Boyce et al., 1984; Heikkila et al., 1989).

Por outro lado, estudos prévios (Harik et al., 1987) mostraram que a infusdo de MPTP
diretamente na SNc de ratos destréi seletivamente os neurdnios DAérgicos
nigroestriatajs e reduz os niveis de DA e seus metabolitos no estriado, sem alterar os
niveis de outros neurotransmissores monoaminérgicos. Assim, apesar de descrito que
os roedores, mais especificamente os ratos, sdo menos sensiveis aos efeitos
neurotéxicos do MPTP, esta baixa sensibilidade pode estar relacionada a via de
administragdo do mesmo (Heikkila e Sonsalla, 1987; Heikkila et al., 1989). Por este
motivo, no presente estudo foi utilizada a infusdo intra-nigral de MPTP, reproduzindo

os achados de estudos anteriores.
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A administragdo intra-cerebral de 6-OHDA em ratos também tem sido utilizada
para produzir a lesdo DAérgica nigroestriatal, sefnelhante a observada na DP (Mokry,
1995). Entretanto, a 6-OHDA ndo € toxica somente para as células Daérgicas, mas
também afeta os neur6nios noradrenérgicos (Costall et al., 1977; Ruckert et al., 1997)
e serotonérgicos (Costall et al., 1977, Annett et al., 1992) em varias estruturas
cerebrais importantes. Assim, podemos sugerir que ratos com lesdo da SNc¢ induzida
pelo MPTP sd@o mais apropriados para estudar os prejuizos cognitivos associados a DP,
em comparagéo aos ratos lesados com 6-OHDA.

Conforme descrito na Introducgdo, os déficits cognitivos observados na DP
afetam principalmente o funcionamento visoespacial, fungdes executivas e alguns
tipos de memoria (Appollonio et al., 1994; Brown et al., 1997; Verschueren et al.,
1997; Dubois e Pillon, 1997; Giraudo et al., 1997). Os déficits de memoria podem
incluir: 1) aprendizadd procedural (Pascual-Leone et al., 1993; Allain et al., 1995;
Daum et al., 1995; Roncacci et al., 1996; Thomas et al., 1996; Thomas-Ollivier et al.,
1999), 2) memodria de trabaiho (Owen et al., 1995; Postle et al., 1997, Brown et al.,
1997; Giraudo et al., 1997; Le Bras et al., 1999; Stebbins et al., 1999) e 3) uso
inadequado das memérias armazenadas (Appollonio et al., 1994, Buytenhuijs et al.,
1994; Dubois e Pillon, 1997; Ergis et al., 1997).

Existem poucos relatos sobre o prejuizo de memoria declarativa de longo prazo
na DP (Thomas et al., 1996) e alguns autores correlacionam este problema com uma
atrofia hipocampal (Riekkinen et al., 1998). E importante enfatizar que no presente

estudo, tanto o HIP quanto suas inervagdes foram aparentemente preservadas apds o
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tratamento com MPTP. Além disso, como descrito em Resultados, foi verificada uma
correlagdo melhor entre os escores de esquiva e a lesdo dos neurdnios da SNc que se
projetam para o EST, do que com a lesdo dos neurdnios da VT A que se projetam para
o HIP e outras estruturas limbicas. Estes dados estdo de acordo com os estudos
anatoémicos de Albanese e Bentivoglio (1982) e Gasbarri e colaboradores (1994).

De acordo com a descri¢do feita na Introdugdo sobre o envolvimento dos GB
em processos cognitivos e a respeito dos déficits de memoria observados em pacientes
parkinsonianos, parece que as fungdes cognitivas propostas para os GB s3o necessarias
para os processos de aprendizagem e memoria envolvidos na execugdo da tarefa de
esquiva ativa de duas vias: 1) identificagdo de um estimulo ambiental (EC) o qual
sinaliza a preparagdo para o inicio de uma resposta comportamental (esquiva); 2)
identificagdo de mudangas no estimulo visual (reconhecimento dos 2 compartimentos
da caixa de esquiva); 3) resposta a uma memoria visoespacial de curto prazo
(relembrar qual o ultimo compartimento da caixa que foi visitado). A combinagio
destas exigéncias, supostamente prejudicadas pelo baixo nivel de DA no estriado, pode
explicar o prejuizo observado nos animais lesados com MPTP nesta tarefa
comportamental.

Neste sentido, o tratamento com MPTP reduz a capacidade dos animais de
elaborar um comportamento adaptativo em resposta a um estimulo ambiental, mesmo
que este tenha sido repetido 30 vezes. Ou seja, tentar evitar o choque nas patas durante
a apresentagdo do EC, bem como lembrar desta situagdo experimental a cada

pareamento EC/EI durante as sessdes de treino e de teste.
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O prejuizo cognitivo observado nos ratos lesados com MPTP também pode
estar relacionado a um déficit de memoria associativa (associagdo EC/EI), a qual pode
ser prejudicada por problemas de atengdo ou de memoria de trabalho, habilidades estas
que afetam os pacientes da DP. Neste caso, o animal lesado ndo consegue associar o
EC como um sinal para emitir a resposta de esquiva evitando o choque nas patas. Esta
explicagdo esta de acordo com os estudos de Dunbar e colaboradores (1993), os quais
também mostraram que ratos com lesdo estriatal apresentam prejuizo no desempenho
da tarefa de esquiva ativa.

Por outro lado, Packard e McGaugh (1992) descreveram a importincia do
estriado para a memoria de habito e o papel do.hipocampo nas memoérias declarativas
(McDonald e White, 1993; Packard e Teather, 1998). O fato dos ratos lesados com
MPTP apresentarem um fraco desempenho na tarefa de esquiva ativa de duas vias,
concomitante com uma deplegdo de DA estriatal, corrobora com 6s achados de
Packard e McGaugh (1992), mostrando que este tipo de aprendizagem depende da
integridade do sistema DAérgico nigroestriatal. Estes dados também estdo de acordo
com outros estudos destes mesmos autores, os quais demonstraram que um agonista
DAégirco D, pode melhorar o aprendizado no teste do labirinto aquético com pista
visual intérna (Packard e McGaugh, 1994). Mais recentemente, Setlow ¢ McGaugh
(2000) mostraram que a administragdo sist€émica de sulpiride, um antagonista D,,

prejudicou o desempenho de ratos nesta mesma tarefa comportamental de memoria de

habito.
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A esquiva ativa de duas vias, por si, pode ser explicada como uma tarefa de
memoria de habito, exigindo uma resposta dependente de um estimulo (estimulo
sonoro - resposta de esquiva), sendo consistente com a teoria proposta de que a
formagdo de habito depende da integridade do estriado. Esta teoria ¢ também
consistente com os achados de estudos que utilizam outros tipos de testes de memoria
com resposta dependente de estimulo, como o citado acima do labirinto aquatico com
pista visual interna (Packard e Teather, 1998) e o teste de discriminagdo no labirinto
radial de 8 bragos (Packard e White, 1991). Alternativamente, os déficits observados
nos ratos lesados com MPTP nesta tarefa podem também ser explicados por outras
teorias propostas para o papel do estriado nos processos de aprendizagem € memoria
(Dunbar et al., 1993; Salmon e Butters, 1995; Wise, 1996).

Como pode ser visto, a natureza dos processos de memoria envolvidos na tarefa
de esquiva ativa de duas vias é complexa e os déficits observados nos ratos lesados
com MPTP podem englobar todas estas explicagdes. Portanto, o fato de que a lesdo da
SNc em ratos prejudica o aprendizado desta tarefa comportamental, encoraja estudos
futuros utilizando este tipo de lesdo em outros testes de memoria, a fim de esclarecer
melhor o papel do estriado nas fungSdes de memoria.

Uma série de estudos neuroanatOmicos tem sugerido que o EST apresenta
diferentes dominios de influéncia, afetando d4reas cerebrais relacionadas com o
movimento, podendo assim, controlar o processamento destas informagdes durante os
processos de aprendizagem e memoria (Graybiel, 1984; Alexander ez al., 1986; Rolls,

1994; Kimura, 1995). Estas observagdes apontam o EST como um centro de
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integracdo sensoriomotora no qual a selegdo de varidveis espaciais e temporais é
necessaria para a programagdo dos atos a serem executados (Malapani et al.,, 1994).

Além disso, uma interagéo equilibréda entre a DA do CTX pré-frontal e do EST
¢ proposta para mediar fungdes de atengdo ou ekecutivas do lobo frontal (Roberts et
al., 1994, Robbins, 2000). Assim, ndo € surpreendente que alteragdes em mais de um
destes sistemas funcionais dos GB possam induzir prejuizo em fung¢des cognitivas
diferentes observadas na DP, bem como em modelos animais. De acordo com este
ponto de vista, tem sido demonstrado um prejuizo na orientagdo sensoriomotora de
ratos com les@o na por¢do dorsal do estriado (Dunnett e Iversen, 1982-b; Iversen,
1984) enquanto que a lesdo na porgdo ventral do estriado afeta a resposta a alguns
tipos de estimulos refor¢adores (Robbins et al., 1989; Everitt € Robbins, 1992).

Recentemente, muitas informa¢des também tém sido obtidas a respeito das
aferéncias DAérgicas estriatais. Estudos prévios mostraram que tarefas de resposta de
esquiva - condicionada, como a esquiva ativa de duas vias, sdo criticamente
dependentes de aferéncias DAérgicas para o EST.

White and Rebec (1993) mostraram que neurdnios do EST medial respondem a
um estimulb sonoro, em uma tarefa de esquiva condicionada, numa versdo de
pressionar uma barra para evitar o EI, enquanto os neurénios do EST lateral
respondem a atividade neural da resposta emitida. Neste mesmo trabalho, o
haloperidol diminuiu esta atividade neural e prejudicou os escores de associagdo

comportametal. Em um outro estudo, Ogren and Archer (1994) mostraram que o
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haloperidol e outros antagonistas DAérgicos prejudicam os processos de aquisi¢io e
retengdo em ratos avaliados na tarefa de esquiva ativa de duas vias.

Estes estudos sugerem que a integragdo sensoriomotora estriatal ¢ fortemente
influenciada pelas aferéncias DAérgicas, as quais sdo necessdrias para as fungdes de
aprendizagerh ¢ memoria exigidas para a execucdo da tarefa de esquiva ativa de duas
vias.

Baseando-se nas descrigdes feitas de que a amnésia associada 4 DP € decorrente
de uma disfungdo do sistema DAérgico nigroestriatais (Dubois e Pillon, 1997;
Goldman et al., 1998) e no conhecimento de que o tratamento farmacolégico dos
sintomas motores desta doenga consiste principalmente na administragdo de L-DOPA,
associada a um inibidor da dopa-descarboxilase, ¢ de se esperar que este tratamento
também possa reverter os déficits cognitivos em pacientes parkinsonianos.

Entretanto, os resultados disponiveis sdo controversos. Enquanto alguns estudos
demonstram uma methora nas fungbes cognitivas em pacientes tratados com L-DOPA
(Beardsley e Puletti, 1971; Loranger et al., 1972), outros estudos mais recentes
demonstram que este tratamento causa apenas uma pequena melhora (Pillon et al.,
1989; Growdon et al., 1998) ou, ao contrério, agrava os déficits cognitivos observados
na DP (Huber et al., 1989; Poewe et al., 1991; Prasher ¢ Findley, 1991).

Na avaliagdo do efeito da L-DOPA neste modelo animal, os resultados
demonstraram que este tratamento, utilizado em doée suficiente para promover a
reposi¢do dos niveis estriatais de DA, ndo reverteu o déficit cognitivo induzido pelo

MPTP, e ainda prejudicou o desempenho dos animais controle no teste de esquiva
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ativa de duas vias. Em contraste com estes resultados, outros estudos tém indicado que
a reposi¢do de DA melhora o desempenho de macacos tratados com MPTP em tarefas
cognitivas (Fernandez-Ruiz ef al., 1999; Schneider ef al., 1998). Entretanto, um outro
estudo evidenciou um prejuizo cognitivo visoespacial tanto em macacos quanto em
pacientes com a DP, mesmo ap6s o tratamento com L-DOPA (Vila et al., 1996). Estas
diferengas podem ser decorrentes das espécies animais ou das tarefas comportamentais
utilizadas em cada experimento.

Por outro lado, o tratamento com L-DOPA alterou a atividade locomotora dos
animais de ambos os grupos, observado através do aumento do nimero de
cruzamentos inter-provas. A efetividade desta dose de L-DOPA sobre a atividade
motora também foi descrita por Menzaghi e colaboradores (1997), os quais
demonstraram que este tratamento altera o comportamento rotatorio de ratos com leséo
unilateral da SNc induzida pelo MPTP.

Portanto, os resultados do presente estudo estdo de acordo com aqueles
descritos na literatura de que a L-DOPA ndo melhora, podendo até piorar, os déficits
cognitivos observados na DP, mas atenua os problemas motores desta doenga (Huber
et al., 1989; Pillon et al., 1989; Poewe et al., 1991; Prasher e Findley, 1991; Growdon
et al., 1998).

Considerando estes resultados, parece provavel que uma hipdtese ndo-DAérgica
possa justificar o prejuizo cognitivo neste modelo de amnésia associada a DP. Neste
sentido, Growdon et al., (1998) propuseram um mecanismo ndo-DAérgico para

explicar a ineficacia da L-DOPA terapia em reverter os déficits cognitivos em uma
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usado no presente estudo, afetando a via DAérgica nigroestriatal, evidencia a
importéncia desta via sobre os processos de aprendizagem e memoria envolvidos na
execugdo da tarefa de esquiva ativa de duas vias.

Apesar da efetividade da L-DOPA em restaurar os niveis estriatais de DA nos
ratos lesados com MPTP, verificou-se que este tratamento também causou um
aumento significativo nos niveis de DA e seus metabdlitos no CX, AMI, HIP ¢ NAc
neste grupo de animais. Portanto, o presente estudo sugere que a ineficacia do
tratamento com L-DOPA, em reverter o prejuizo cognitivo dos ratos lesados com
MPTP, seja decorrente deste aumento significativo de DA em estruturas extra-
estriatais, as quais também estfio envolvidas na modulagdo de processos de memoria.
Esta situagdo pode ser causada em fungdo da redu¢do do numero de neurdnios
DAérgicos no estriado, capazes de captar a L—_DOPA em comparagdo as outras
estruturas cerebrais, nas quais os neurénios DAérgicos ndo foram lesados. Contudo,
ndo descartamos a influéncia de outros sistemas de neurotransmissdo para explicar a
ineficécia da L-DOPA sobre o déficit cognitivo induzido pelo MPTP.

Esta hipétese do aumento de DA em estruturas extra-estriatais ¢ reforgada pelos
dados dos animais controle utilizados neste experimento, onde se observou que a
administragdo de L-DOPA aumentou os niveis de DA em todas as estruturas cerebrais

estudadas e prejudicou o desempenho destes animais na tarefa de esquiva ativa de duas

vias.
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Dentro deste contexto, existem alguns trabalhos mostrando que muitas
substdncias podem melhorar a memoria em doses baixas e prejudicd-la com doses
elevadas (McGaugh, 1973; Angelucci et al., 1999). Assim, a mesma dose de L-DOPA
necessaria para repor os niveis normais de DA no estriado e melhorar 0 desempenho
motor dos animais eleva a concentragdo de DA em outras areas extra-estriatais, agindo
num limite de concentragdo que prejudica a memdria.

Esta hipotese também estd de acordo com os estudos feitos por Druzin e
colaboradores (2000), os quais mostraram que a microinfusdo de agonista DAérgico
D; no CX frontal de ratos prejudica a memoria executiva € a memoria de trabalho
avaliadas em uma tarefa de labirinto em "U". Por outro lado, como ja descrito
anteriormente, tem sido demonstrado que a administragdo intra-estriatal de agonistas
DAérgicos D, melhora o desempenho de ratos em outras tarefas de aprendizagem e
memoria (Packard e White, 1991; Packard e McGaugh, 1994). Estas evidéncias
reforgam que o prejuizo cognitivo observado na tarefa de eséuiva ativa de duas vias ¢
decorrente da deplegdo de DA estriatal induzida pela lesio com MPTP, sugerindo que
muitos processos mnemonicos dependem de um nivel normal de estimulagdo dos
receptores DAérgicos do estriado.

Além disto, estas consideragdes evidenciam a necessidade de terapias
alternativas para o tratamento dos déficits cognitivos associados 4 DP. Considerando
que. a base neuroquimica da DP estd associada & degeneragdo dos componentes
nigroestriatais pré-sindpticos, levando a um aumento na sensibilidade dos receptores

DAérgicos estriatais (Elsworth et al., 1998; Wenning et al., 1998), é provavel que as
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drogas que ativem estes receptores, direta ou indiretamente, sejam mais efetivas em
melhorar os déficits cognitivos observados nesta doenga. A partir destas evidéncias e
do recente conhecimento sobre a interagdo entre os sistemas DAérgico e
adenosinérgico estriatais, ressalta-se a possibilidade de se tratar os sintomas cognitivos
da DP com antagonistas dos receptores da adenosina.

Neste contexto, varios trabalhos t€ém demonstrado que a cafeina, um antagonista
ndo seletivo da adenosina, melhora as fungBes cognitivas avaliadas em diferentes
modelos de aprendizagem e€ memoéria em animais (Cestari e Castellano, 1996;
Angelucci et al., 1999) e em humanoé (Lieberman et al., 1987; Warburton, 1995). Por
exemplo, tem sido demonstrado que a cafeina em baixas doses melhora os escores de
retengdo em camundongos submetidos ao teste de esquiva inibitéria (Cestari e
Castellano 1996; e Angelucci, et al., 1999). Outros estudos, usando outros modelos de
aprendizagem e memoria, também confirmam que a cafeina melhora o desempenho de
roedores nestes testes (Flood et al., 1978; Molinengo et al., 1995). Este efeito também
tem sido demonstrado com antagonistas seletivos para os receptores A; € Aja
(Normile et al., 1994; Kopf ef al., 1999), sugerindo o envolvimento de ambos os
receptores da adenosina no efeito da cafeina em melhorar a memoria.

Estudos em humanos também t€m descrito um melhor desempenho em testes
psicologicos apds o consumo de cafeina, mesmo com doses muito baixas (32 mg)
(Lieberman et al., 1987). Jarvis (1993) observou uma melhora cognitiva associada ao
consumo diario de cafeina. Outro estudo, usando individuos ndo privados de cafeina,

também mostrou uma melhora em testes de atengdo, solu¢do de problemas em tarefa
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de reconhecimento com retardo ("delay recall task"), mas nfo no teste de memoria de
trabalho apos o tratamento com baixas doses de cafeina (75 ¢ 150mg) (Warburton,
1995).

Estes resultados de melhora cognitiva, com baixas doses de cafeina, sdo
consistentes com os dados de outros pesquisadores (Clubey et al., 1979; Bittig et al.,
1984; Bittig e Buzzi, 1986; Smith er al., 1990), sugerindo que os processos de
aprendizagem | e memoria podem ser melhorados com uma quantidade de cafeina
equivalente aquela obtida a partir de 1-2 xicaras de café, 2-4 xicaras de cha ou 3-6
copos de refrigerante do tipo cola, ou seja, o correspondente é 1-2 mg/kg de cafeina.
Considerando a diferenca entre as espécies (humanos e roedores), estes valores nao
sd0 muito maiores do que as doses de cafeina usadas no presente estudo (0,1 ¢ 0,3
mg/kg) e que melhoraram os escores cognitivos dos ratos lesados com MPTP.

Curiosamente, ndo existem estudos a respeito dos efeitos da cafeina sobre o
prejuizo cognitivo em pacientes da DP. De fato, os resultados demonstraram que o
tratamento com cafeina, nas doses de 0.1 e 0.3 mg/kg, melhorou os escores de
aprendizagem e memoria envolvidos neste modelo animal de amnésia parkinsoniana.
Por outro lado, o tratamento com cafeina 1.0 mg/kg, além de ndo ter melhorado a
performance dos animais controle no treino, reduziu seus escores de retengdo e ainda
prejudicou os escores de esquiva nos ratos lesados com MPTP durante as sessdes
treino e teste. Este efeito pode ser explicado pela curva dose-resposta, na forma de U-
invertido, observada tanto para a cafeina quanto para outras drogas que melhoram a

consolidagdo da memdria (McGaugh, 1973; Angelucci et al., 1999).
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Vale ressaltar aqui, também, que a melhora induzida pelo tratamento com
cafeina sobre os processos de aprendizagem e memoria, envolvidos na tarefa de
esquiva ativa de duas vias, foi independente do efeito estimulatério-motor da cafeina.
Entretanto, ndo se pode descartar a importancia deste efeito para o tratamento dos
sintomas motores da DP, como proposto por inimeros pesquisadores.

Neste sentido, estudos com modelos animais da DP, usando roedores, tém
demonstrado que a combinagdo de L-DOPA, ou agonistas DAérgicos, com
antagonistas  adenosinérgicos  ndo-seletivos, como a cafeina, aumenta
significativamente o efeito destas drogas sobre 0o comportamento rotatério, sugerindo
que a cafeina pode aliviar os sintomas motores da DP como um adjuvante de agonistas
DAérgicos (Fuxe e Ungerstedt, 1974; Fredholm et al., 1976; 1983; Bruns ef al., 1986;
Casas et al., 1999; 2000; Prat et al., 2000). Resultados similares foram encontrados
com um antagonista seletivo para o receptor A,;s, o SCH 58261, confirmando a
existéncia da interagdo A;s/D, no estriado, bem como a possibilidade de se usar
antagonistas adenosinérgicos para o tratamento das alteragdes motoras em pacientes
parkinsonianos (Popoli et al., 2000).

Em geral, os dados do presente estudo estdo de acordo com aqueles descritos
anteriormente, pois mostraram que a cafeina em doses baixas pode melhorar os
processos de aprendizagem e memoria envolvidos na tarefa de esquiva ativa de duas
vias, sugerindé; pela primeira vez, que a mesma pode ser efetiva em melhorar os
déficits cognitivos observados nos estagios iniciais da DP. Além disso, estes dados
confirmam a interagdo DA/adenosina e seu papel em processos cognitivos, enfatizando
a relevéncia clinica do uso de antagonistas adenosinérgicos, como a cafeina, para o

tratamento das alteragdes cognitivas em pacientes parkinsonianos.
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7 - CONCLUSOES

Com base nos resultados do presente estudo, podemos concluir que:

- A utilizagdo de ratos com lesdo parcial da SNc, induzida pela infusdo direta
de MPTP, e submetidos ao teste de esquiva ativa de duas vias, pode constituir um
modelo animal de amnésia observada nos estagios iniciais da DP.

- O aumento dos niveis de DA em estruturas extra-estriatais, causado pelo
tratamento com. L-DOPA, pode ser responsavel pela auséncia de efeito da L-DOPA
sobre os escores de cognitivos observados neste modelo animal, bem como naqueles
observados em humanos.

- Os déficits cognitivos induzidos pelo MPTP em. ratos podem ser revertidos
pelo tratamento com baixas doses de cafeina, sugerindo que este tratamento pode
melhorar o efeito amnésico observado nos estagios iniciais da DP.

- Estes dados podem contribuir para uma melhor compreensio ¢ busca de

novos tratamentos para as alteragdes cognitivas observadas em pacientes com DP.
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