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“Cantar cangdes que ninguém cantou,
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Andar por caminhos nunca antes palmilhados,
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Levar a todos a paz que ninguém jamais levou,

Abracar os que sdo pelos outros desprezados,

Amar a todos com um amor por ninguém jamais sentido,

E enfrentar a batalha da vida com vigor incontido.”

Paramahansa Yogananda
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RESUMO

A doencga de Parkinson (DP) é uma das doencas neurodegenerativas relacionadas
a idade mais prevalentes na populagao. Ela é caracterizada por uma perda progressiva e
gradual de neurdnios dopaminérgicos da substincia negra, o que resulta em um grande
decréscimo nos niveis de dopamina no estriado, prejudicando, entre outras, as funcdes
olfatdrias, cognitivas e motoras do individuo. O aumento da populagdo idosa prevista
para os préximos anos implicard um aumento na incidéncia da DP na populacio
mundial, fazendo-se cada vez mais necessdria a busca por novas alternativas
farmacoldgicas. Estudos recentes t€ém sugerido um potencial terapéutico da cafeina para
a DP. O objetivo do presente trabalho foi avaliar os possiveis prejuizos motores,
olfatdrios e cognitivos de ratos tratados com reserpina em diferentes doses, utilizada
como um modelo animal para a DP; bem como investigar os efeitos da cafeina em ratos
pré-tratados com reserpina. Para isso, foram realizados testes comportamentais motores
(campo aberto, caixa de atividades e rota-rod), cognitivos (memoria social, esquiva
inibitéria tipo “step-down” e labirinto aquatico de Morris) e olfatdrios (discriminacio
olfatdria). Os resultados demonstraram um significante prejuizo motor dos animais 24 h
apo6s a administracdo intraperitoneal (i.p.) da maior dose testada de reserpina (5 mg/kg).
Embora a menor dose testada de reserpina (1 mg/kg, i.p.) ndo tenha causado alteracdes
motoras significativas, ela causou um prejuizo na discriminag@o olfatéria e memorias
operacional e de procedimento dos animais. Mais importante, a administra¢do aguda de
cafeina (3-10 mg/kg, i.p.) foi capaz de reverter os prejuizos olfatérios e cognitivos
induzidos pela reserpina, sem, todavia, melhorar os déficits motores. Assim sendo, o
presente estudo refor¢ca o modelo da reserpina como um bom modelo preditivo para a

investigacdo de novos farmacos para a DP. Além disso, os resultados encontrados



reforcam o potencial da cafeina como uma alternativa terap€utica para sintomas

cognitivos e olfatorios verificados no modelo experimental da DP.



1. INTRODUCAO

1.1 Histérico

A doenga de Parkinson (DP) € um disturbio neurodegenerativo relacionado a
idade caracterizado principalmente por seus sintomas motores e cognitivos. A descri¢do
original da DP foi feita em 1817 pelo médico inglés James Parkinson. Em sua
monografia, intitulada “Essay on the Shaking Palsy” (“Ensaio da paralisia agitante”),
James Parkinson definiu a enfermidade, determinou os sintomas patognomonicos,
descreveu o diagndstico diferencial e fez consideragdes a respeito da etiologia e do
tratamento desta doenca (Duvoisin, 1991). Posteriormente, em 1875, o neurologista
francés Jean Martin Charcot sugeriu o nome doenca de Parkinson, reconhecendo o
mérito do médico inglés que pioneiramente descreveu a doenca. Charcot também
contribuiu no estudo da doenca, relatando a presenca de outros sintomas, o diagnéstico
diferencial e o tratamento da doenca. Charcot identificou as disfungdes cognitivas
presentes na doenca, acabando com a idéia de que a doenca se tratava apenas de um

distirbio motor (Meneses & Teive, 1996).

1.2 Neuropatologia

A caracteristica neuropatolégica mais marcante da DP é a lesdo dos neurdnios
dopaminérgicos na substincia negra parte compacta (SNc), a qual passa a exibir
macroscopicamente uma despigmentacio na por¢cdo ventrolateral desta estrutura
(Jellinger, 1988; Standaert & Young, 1996). A despigmentacdo da SNc é conseqiiéncia
da degeneracdo dos neurdnios dopaminérgicos que contém a neuromelanina (Gerlach &
Riederer, 1996), o que resulta em uma diminui¢do dos niveis de dopamina (DA) no

estriado (Jellinger, 1988, Lindner et al., 1999). A degeneracdo do sistema



dopaminérgico nos pacientes com a DP pode prejudicar também a integridade funcional
do cortex pré-frontal (Marié et al., 1999). O grau da reducdo dos niveis de DA esta
relacionado com a severidade da doenga. A perda celular na SNc em um individuo
sauddvel € de aproximadamente 5% por década, em funcdo do processo normal de
envelhecimento, enquanto um paciente parkinsoniano tem uma redugdo dristica e
acelerada da perda neural com um padrio de aproximadamente 45% por década
(Hornykiewicz, 1975).

Outra caracteristica neuropatolégica observada em pacientes da DP é o
aparecimento dos corpos de Lewy nos neurdnios remanescentes. Trata-se de inclusdes
eosinofilicas intracelulares de origem protéica que se acumulam em neurdnios em
processo de degeneracdo, especialmente nos neurdnios dopaminérgicos da SNc
(Korczyn, 1995; Hagan et al., 1997; Blandini et al., 2000). A presenca dos corpos de
Lewy tem sido utilizada como marcador da DP, uma vez que estes sdo encontrados em
aproximadamente 85% das autopsias de pacientes diagnosticados como portadores da
DP (Korczyn, 1995; Hagan et al., 1997). Apesar da alta probabilidade de se encontrar
essas inclusdes em parkinsonianos, os corpos de Lewy ndo sdo exclusivos dos
portadores desta doenga, sendo também encontrados no cérebro de idosos normais e
portadores de outras doencas degenerativas, portanto, torna-se necessiria uma andlise

conjunta de outros fatores para a confirmacao da doenca.

1.3 Epidemiologia e etiologia

A prevaléncia da DP ¢ estimada em 0,15% da populacdo mundial, sendo que, a
partir dos 50 anos, esse numero cresce para 0,5% (Stoof et al., 1999). Com a melhora da
qualidade de vida da populagdo mundial nas ultimas décadas, a populacdo idosa

(pessoas com 60 anos ou mais) vem crescendo significativamente. Este fenomeno de



envelhecimento populacional vem ocorrendo também no Brasil, onde ja se contabilizam
14 milhdes de idosos, e, de acordo com o IBGE, esse nimero deve crescer
significativamente nos préximos 20 anos, podendo atingir a faixa de 30 milhdes de
habitantes, o que equivaleria a 13% da populacdo brasileira (IBGE, 2000). Nos
préximos anos, o aumento da populagdo idosa implicard um aumento da prevaléncia da
DP na populacdo mundial, fazendo-se cada vez mais necessério o estudo da doenga para
proporcionar aos seus portadores tratamentos mais adequados e, conseqiientemente,
melhor qualidade de vida.

O desenvolvimento da DP ¢ lento e progressivo, sendo o envelhecimento o
principal fator de risco. A causa primdria da DP ainda nfo estd elucidada, porém estudos
epidemioldgicos t€m identificado fatores externos que podem aumentar a incidéncia da
doenca, tais como: vida rural, exposicdo a herbicidas, pesticidas e algumas toxinas
presentes no ambiente (Hagan et al., 1997). Sendo esses fatores cumulativos, a relacio
entre idade e evolug@o da doenga se torna clara, pois quanto maior a exposi¢cdo a esses
componentes, maiores os prejuizos. Contudo, a exposicdo repetida a esses agentes nio é
o fator determinante para o desenvolvimento da DP, haja vista que existem pessoas que
sdo expostas a esses fatores a vida inteira e ndo desenvolvem a doenga. Além disso,
estudos apontam que traumas no cranio, pescogo ou espinha cervical aumentam as
chances de desenvolver a doenca (Stern et al., 1991). Os fatores internos associados ao
processo neurodegenerativo da DP estdo intimamente relacionados ao envelhecimento
cerebral, anomalias mitocondriais e producdo de radicais livres (Langston, 1996).
Atualmente a etiopatogenia da DP tem sido explicada por uma associacdo de diversos

fatores, combinando-se fatores genéticos a fatores ambientais (Langston, 1996).



1.4 Sintomas

Os sintomas motores cldssicos da DP sdo a bradicinesia, rigidez muscular, tremores
de repouso, anomalias posturais e episodios de paradas motoras (Gerlach & Riederer,
1996; Postle et al., 1997; Lindner et al., 1999; Obeso et al., 2000), sendo que os trés
primeiros sintomas precisam estar presentes no paciente para que se confirme o
diagnéstico clinico da doenga. A bradicinesia corresponde a dificuldade em iniciar o
movimento, a lentiddo e pobreza de movimentos que os parkinsonianos exibem. Os
movimentos voluntirios e automdticos estdo reduzidos em sua velocidade, alcance e
amplitude. As atividades didrias passam a ser realizadas a custa de muito esfor¢o. Os
passos tornam-se lentos, e o equilibrio fica comprometido. E considerado o sintoma que
mais incapacita o paciente (Limongi, 1995).

A rigidez muscular decorre do aumento da resisténcia que os musculos oferecem
quando um segmento do corpo € deslocado passivamente. O resultado é uma
fragmentacdo dos movimentos (sintoma conhecido como movimento de “roda
denteada”), que, ao invés de serem executados de maneira continua, tornam-se
entrecortados (Duvoisin, 1991; Meneses & Teive, 1996; Youdim & Riederer, 1997).

O tremor se apresenta de forma caracteristica: € ritmico, relativamente lento e
ocorre principalmente quando o membro estd em repouso. Quando o paciente
movimenta um membro, o tremor ali presente cessa de imediato para retornar logo apos
o fim do movimento (Meneses & Teive, 1996). Durante o relaxamento ou sono o tremor
desaparece (Korczyn, 1995).

A anomalia postural se caracteriza principalmente pela instabilidade,
conseqiiéncia da perda do reflexo postural. As quedas podem se tornar freqiientes e, em

estagios mais avancados da doenca, o paciente pode apresentar dificuldades em



permanecer de pé (Meneses & Teive, 1996). Outro sintoma bastante observado € a
alteracdo na caligrafia, que se torna menos legivel e de tamanho reduzido, fendmeno
conhecido por micrografia.

Nao obstante, deve ser ressaltado que os sintomas motores na DP (utilizados no
diagnéstico clinico da DP) somente se manifestam quando aproximadamente 60-70%
dos neurdnios da SNc encontram-se degenerados e os niveis estriatais de DA sdo
reduzidos em 70-80% nesta regido (Lindner et al., 1999). O fato mostra a importancia
do desenvolvimento de um teste-diagndstico mais precoce para a DP, permitindo que o
tratamento seja iniciado antes que os sintomas motores se estabelecam. A grande
maioria dos portadores da DP s6 € diagnosticada quando os sintomas motores se
desenvolvem, e come¢am a ser medicados relativamente tarde, o que torna a
farmacoterapia pouco efetiva.

Embora a DP seja definida e caracterizada como uma doenga do movimento, e
contrariando a descri¢do inicial feita por James Parkinson (1817), atualmente é
amplamente aceito que os pacientes parkinsonianos manifestem também prejuizos
cognitivos. A deficiéncia cognitiva € um sintoma comum em pacientes com a DP e tem
sido freqiientemente descrita nos estdgios iniciais da doenga, antes mesmo do
aparecimento dos sintomas motores cldssicos, sendo que, com o avango da doencga, a
magnitude desses sintomas aumenta (Dubois & Pillon, 1997; Faglioni et al., 1997;
Pillon et al., 1998). Por essa razdo, os sintomas cognitivos da DP podem representar um
importante aliado na detec¢do precoce da doenga, j4 que sua manifestacdo ocorre
freqiientemente nos seus estdgios iniciais (Pillon et al., 1998). Alguns dos sintomas
cognitivos da DP sdo: perda das memdrias implicitas e operacionais (Dubois e Pillon,
1997), deméncia e depressdo (Cummings, 1992, Meneses e Teive, 1996; Miguel et al.,

1998).



Antes de apresentar os principais prejuizos cognitivos observados na DP, faz-se
necessdrio uma breve descricdo dos conceitos bdsicos referentes aos processos de
aprendizado e memoria. “Memoria” € a aquisi¢do (adquirir, aprender), consolidacdo
(armazenar, guardar) e a evocagdo (lembrar, recordar, recuperar) de informagdes
(Izquierdo, 2002). Pelo fato das memorias, tanto dos homens quanto dos demais
animais, serem provenientes das suas experiéncias, ¢ mais sensato falar em “memorias”
ou processos de memoria do que simplesmente em “meméria”’, uma vez que podem
existir tantas memorias quanto o ndimero de experiéncias possiveis (Izquierdo, 2002).
Como a natureza das experiéncias vivenciadas é a mais variada possivel, € de se esperar
que existam diferentes tipos de memorias e que as mesmas estejam relacionadas a
diferentes areas cerebrais. Atualmente, existem dezenas de diferentes classificacdes para
os processos de aprendizado e memoria, que sofrem grande variacdo conforme o
enfoque utilizado pelo autor. De maneira geral, os tipos de memdria podem ser
classificados de acordo com o seu tempo de retencio e sua natureza ou conteido.

Memodrias explicitas ou declarativas sdo aquelas que registram fatos, eventos ou
conhecimentos, sendo chamadas declarativas pelo fato de nds, seres humanos,
podermos declard-las e relatd-las como as adquirimos (evocadas conscientemente).
Entre elas, as referentes a eventos datados (na maioria das vezes autobiograficos) sao
denominadas episddicas (ex.: recordacdes do nosso primeiro beijo, do nosso aniversario
de 15 anos); ja as de conhecimentos gerais, ndo relacionadas ao tempo (conhecimentos
de portugués, medicina, etc), sio chamadas semanticas.

Memodrias implicitas (ou ndo-declarativas) se referem a capacidade de aprender
novas habilidades motoras, perceptuais ou cognitivas. Estas ndo s@o descritas através de
palavras e, muitas vezes, somente percebemos que as possuimos quando somos

requisitados a executar determinada ag¢do ou demonstrarmos uma habilidade. Um



subtipo de memodria implicita é a memoria de procedimento (ou procedural) que
corresponde aquelas capacidades ou habilidades motoras ou sensoriais, que sdo
corriqueiramente chamadas de “habitos”. As memorias implicitas sdo dependentes de
areas cerebrais também envolvidas com o controle dos movimentos, como os ganglios
da base (principalmente o estriado) e o cerebelo (Dubbois & Pillon, 1997; Milner et al.,
1998).

Ja as memdrias operacionais (ou de trabalho) consistem no arquivamento
tempordrio da informagdo para o desempenho de uma diversidade de tarefas cognitivas.
A memoéria de trabalho ou operacional é muito breve e fugaz e serve para o
armazenamento tempordrio (segundos ou poucos minutos) de informacdes que serdo
uteis apenas para o raciocinio imediato e resolucdo de problemas, podendo ser
descartadas (esquecidas) logo a seguir (Baddeley, 1986; Izquierdo & Medina, 1991). Ao
contrario dos demais tipos de memdria, a memoria operacional ndo deixa tracos e ndo
produz arquivos. Usamos a memdria operacional, por exemplo, para gravar nimeros de
telefones, realizar contas matematicas, planejar compras etc.

Pelo fato dos pacientes parkinsonianos apresentarem uma deplecdo nos niveis de
DA nos ganglios da base (Gerlach & Riederer, 1996; Barrio et al., 1997; Bezard et al.,
1997; Lindner et al., 1999) e em outras dreas cerebrais, como o cértex pré-frontal
(Marie et al., 1999; Stebbins et al., 1999), seria esperado um prejuizo especifico nas
memdrias implicitas e operacionais, respectivamente. Apesar de existirem divergéncias
na literatura quanto aos tipos de memoria que estariam comprometidos na DP, a
hipdtese mencionada acima parece ser verdadeira. Desta forma, tanto as memorias
implicitas (Bondi & Kaszniak, 1991; Ferraro et al., 1993; Roncacci et al., 1996) quanto
as memorias operacionais (Dubois & Pillon, 1997; Stebbins et al., 1999; Costa et al.,

2003; Crucian & Okun, 2003) mostram-se prejudicadas em pacientes parkinsonianos.



Por outro lado, tem sido demonstrado que as memdrias declarativas, normalmente
associadas ao hipocampo e o cértex entorrinal, encontram-se mais preservadas na DP
(Flowers et al., 1984; Knowlton et al., 1996; Dubois & Pillon, 1997; Riekkinen et al.,
1998).

Os casos de deméncia sdo mais comuns em pacientes nos quais a doenca ja esta
avancada, e esse sintoma ainda ndo estd bem compreendido (Meneses & Teive, 1996;
Miguel et al., 1998). Também, aproximadamente 40% dos pacientes da DP apresentam
depressdo em graus variados (Cummings, 1992; Tandberg et al., 1996). Além de
poderem apresentar desinteresse nas atividades didrias, objetos pessoais ou familiares,
podem desenvolver outros sintomas, como melancolia, perda de apetite, fadiga,
ansiedade e perda da auto-estima (Duvoisin, 1991).

Além dos prejuizos motores e cognitivos apresentados, hd ainda um
comprometimento nas funcdes olfatérias em pacientes com a DP. Ha pelo menos 30
anos tem se observado uma deficiéncia na percepc¢do, discriminac¢io e reconhecimento
de odores, porém esses sintomas foram pouco explorados pelos clinicos especializados
na drea. Hoje j4 se sabe que este sintoma pode ter uma grande importincia na deteccéo
precoce da doenca, por se tratar de um dos primeiros sintomas a ser apresentado, porém
ainda faltam recursos capazes de mensurar esses comprometimentos olfatérios
especificos da DP em humanos. Os estudos cientificos relativos ao assunto sdo pouco
explorados, devido as dificuldades de reproduzir esses sintomas em modelos animais da
DP (Hawkes et al., 1999). Existem vdrias evidéncias patoldgicas, fisiopatoldgicas,
neurofisioldgicas e genéticas que relacionam essas alteracdes olfatérias com outros
sintomas classicos da DP (Doty et al., 1984; Hawkes, et al., 1999). Através de anélises
“post mortem” em pacientes parkinsonianos, ja foram encontradas, por exemplo, uma

significativa quantidade de corpos de Lewy no bulbo olfatério, bem como nas células



mitrais (Daniel & Hawkes, 1992). Posteriormente, observou-se uma correlagao positiva
entre a morte neuronal em 4dreas olfatérias com o tempo que o paciente apresentava a
doenca (Pearce et al., 1995). Ainda hé controvérsias entre os pesquisadores com relacio
a parte qualitativa dos prejuizos olfatérios, ja que estes ndo se referem a somente um
unico odor especifico, e ao contrario dos sintomas motores € cognitivos, ndo progridem
com o avango da doenca (Doty et al., 1984, 1988, 1995; Quin et al., 1987; Hawkes et
al., 1997). Acredita-se que os prejuizos olfatérios sdo causados logo no inicio da
doenca, através da exposi¢cdo do individuo a uma toxina ou agente causador da DP. O
epitélio olfatdrio estd exposto ao meio ambiente, e a cavidade nasal representaria uma
porta de entrada do organismo a esses agentes, que supostamente podem vir a causar a
DP (Doty et al., 1984; Roberts, 1986; Harrison & Person, 1989; Hawkes et al., 1999).
Com esse raciocinio, pode-se entender como as alteragdes olfatdrias precederiam as
cognitivas e motoras, resultadas do comprometimento dos ginglios da base (Hawkes et
al., 1999). As etapas da doencga foram definidas temporal e espacialmente, sendo que as
areas olfatérias e o tronco cerebral sdo as primeiras dreas acometidas, seguidas pelo
comprometimento da SNc e outros niicleos do mesencéfalo, iniciando a fase sintomaética
classica. Mais adiante o processo neurodegenerativo alcanga o cortex estabelecendo-se
assim todas as dimensdes da doenga (Braak et al., 2004). Assim sendo, a criacdo de
técnicas que permitam mensurar o prejuizo olfatério precocemente, pode vir a
representar uma importante ferramenta no diagndstico da doenga logo em seus estagios
iniciais, possibilitando o tratamento no comeco da doenca, antes que O processo
neurodegenerativo se acelere e se distribua para outras dreas cerebrais (Doty et al.,

1984; Daniel & Hawkes, 1992; Becker et al., 2002).
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1.5 Tratamento

Existem atualmente diferentes tratamentos farmacoldgicos para a DP, como
farmacos precursores de dopamina (ex: lovodopa - L-DOPA), inibidores das enzimas de
degradacgio de dopamina (ex: selegelina — inibidor da monoamino-oxidase-B - MAO-B)
e agonistas dopaminérgicos (ex: bromocriptina). Entretanto, esses medicamentos
representam uma alternativa meramente paliativa & DP, uma vez que atuam
restabelecendo temporariamente a fungcdo dopaminérgica no sistema nervoso central
(SNC), sem apresentarem, todavia, uma acdo neuroprotetora comprovada sobre o
processo neurodegenerativo que continua a progredir. A medicacdo disponivel
atualmente para a DP apresenta uma eficicia relativa e tempordria, além de estar
associada a um grande ndmero de efeitos colaterais. Nesse sentido, é evidente o
crescente interesse de pesquisadores e das industrias farmacéuticas para a descoberta de
novos alvos terapéuticos e, conseqilentemente, para o desenvolvimento de novos e
eficazes medicamentos para o tratamento da patologia.

Estudos epidemioldgicos t€m demonstrado que o consumo de café pode estar
associado a um menor risco de desenvolvimento futuro da DP, sendo a cafeina o
constituinte responsavel pelo efeito (Hellenbrand et al., 1996; Fall et al., 1999; Ross et
al., 2000; Ascherio et al., 2001; Tan et al., 2003). O mecanismo de acdo da cafeina na
neuroprotecao ainda nio estd bem esclarecido. Porém, sabe-se que a cafeina atua como
um antagonista nao-seletivo dos receptores para a adenosina no cérebro, sendo capaz de
ligar-se nesses receptores, bloqueando-os. A adenosina é um subproduto da degradacdo
do ATP, desempenhando diferentes fungdes na modulacdo da atividade de tecidos
periféricos e centrais (Fredholm, 1995). Virias evidéncias mostram que a adenosina
apresenta efeitos opostos aos da DA no SNC. A ativacdo motora induzida por

antagonistas dos receptores adenosinérgicos (como a cafeina) € inibida pela deple¢éo de
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DA ou pelo bloqueio dos receptores dopaminérgicos. Ademais, agonistas
adenosinérgicos inibem, enquanto antagonistas adenosinérgicos potencializam a
estimulacdo motora induzida por agonistas dopaminérgicos (Ferre et al., 1997, 2001;
Franco et al., 2000). Além disso, o potencial terapéutico da cafeina e de antagonistas
seletivos do receptor A2A para adenosina no tratamento da DP tem sido confirmado em
estudos com modelos animais (Svenningsson et al., 1999; Chen et al., 2001; Prediger et
al., 2005 a, b).

Estudos recentes em ratos tém mostrado que a cafeina pode ser um importante
adjuvante no tratamento da DP. Quando associada ao THS (a droga antagonista
muscarinico triexifenidil), por exemplo, a cafeina potencializa o seu efeito, o que
permite uma menor dosagem da droga e conseqiientemente efeitos colaterais mais

brandos (Moo-Puc et al., 2004).

1.6 Modelos Animais da DP

Deve ser ressaltado que muitos dos avancos obtidos até o momento pelos
cientistas no tratamento e compreensdo da patofisiologia da DP sé foram possiveis
gracas a utilizacdo de modelos animais. Dessa forma, o emprego de modelos
representativos torna-se necessario para a investiga¢do de novos farmacos. Assim como
tantas outras, a DP € uma doenca exclusivamente humana, ainda nao identificada
naturalmente em nenhum outro animal. No entanto, existem algumas caracteristicas da
doenca que podem ser simuladas em roedores através da administracdo de diferentes
compostos:  reserpina, 6-hidroxidopamina (6-OHDA), 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP), paraquat, maneb, rotenona e ferro (para revisdo ver Gerlach

& Riederer, 1996; Beal, 2001; Shimohama et al., 2003).
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Ainda ndo existe um modelo animal ideal da DP, que seja capaz de mimetizar
todas as caracteristicas associadas a condi¢do clinica, como a facil detec¢do das
alteracdes motoras associadas ao parkinsonismo, perda seletiva e gradual dos neuronios
dopaminérgicos, e a produgdo dos corpos de Lewy. Porém, a utilizagdo dos modelos
vigentes, permitiu grandes conquistas na elucidacdo dos mecanismos moleculares
relacionados a neurodegenerag@o, bem como a avaliacdo de novos agentes terapéuticos
(Shimohama et al., 2003). Segundo Willner (1986), a validade de um modelo animal
pode ser avaliada por trés conjuntos de critérios: (I) validade preditiva (“predictive
validity”), que é avaliada com base na sua capacidade de diferenciar entre drogas que
sd0, ou ndo sdo, clinicamente eficazes na patologia humana que estd sendo estudada;
(IT) validade analégica ou por semelhanca (“face validity”), que é avaliada com base
nas qualidades comportamentais e farmacoldgicas cujas semelhancas com o distdrbio
humano podem ser demonstradas; (III) validade teérica ou por homologia (“construct
validity”), onde os mesmos processos psicobioldgicos responsaveis pela etiologia e
fisiopatologia dos sintomas clinicos estejam atuando no modelo.

Por outro lado, grande parte dos estudos realizados até o presente momento
utilizando estes modelos animais da DP tem sido focada em seus efeitos sobre a via
dopaminérgica nigrostriatal e a indu¢do de comprometimentos motores nos animais.
Entretanto, como a DP estd associada com alteracdes em uma variedade de funcdes,
incluindo alteragdes afetivas (Santa Maria et al., 1986; Cummings, 1992); cognitivas
(Owen et al., 1995; Dubois & Pillon, 1997; Goldman et al., 1998) e olfatérias (Doty et
al., 1988, 1995; Hawkes et al., 1997, 1999), torna-se importante avaliar se estes
modelos animais sdo também capazes de reproduzir algumas destas alteracdes.

Niao nos aprofundaremos na descricdo dos diferentes modelos animais da DP,

em virtude deste ndo ser o objetivo do presente trabalho (para revisdo ver Gerlach &
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Riederer, 1996; Beal, 2001, Shimohama et al., 2003). Entretanto, descreveremos o
modelo da administracdo de reserpina, em razdo deste ter sido utilizado ao longo do
presente estudo.

A reserpina é um alcaldide isolado das raizes da planta Rauwolfia serpentina, é
uma droga hipotensora e sedativa do SNC, antigamente prescrita no tratamento da
hipertensdo. Atualmente, a sua utilizacdo clinica estd suspensa e a droga passou a ser
utilizada como um modelo experimental da DP. O inicio da utilizacdo da reserpina
como um modelo experimental da DP se deu em 1957 quando Carlsson e colaboradores
observaram que a administracio sist€émica de reserpina em ratos causava um estado de
acinesia e que esse estado podia ser revertido pela L-DOPA, precursor de DA utilizada
no tratamento da DP. Essa observacio foi o ponto de partida para a descoberta de que a
deplecdo de DA no estriado € responsdvel pelos sintomas motores da DP. A partir dai, a
administracdo sist€émica de reserpina tem se mostrado um bom modelo farmacolégico
para o estudo da DP, podendo simular alguns sintomas motores e cognitivos da doenca.
No caso dos sintomas motores, observa-se a rigidez muscular e a hipolocomocao,
conseqiiéncia da deplecdo tempordria de niveis de monoaminas nas terminacdes
nervosas que a reserpina promove. A reserpina tem alta afinidade pelo transportador
vesicular de monoaminas (VMAT), que tem como funcdo transportar a DA presente no
citoplasma celular para dentro da vesicula. Ao se ligar no VMAT, a reserpina impede a
ligacio DA-VMAT, o que resulta em um acimulo de DA no meio extra-vesicular.
Recentemente, o uso de doses mais baixas de reserpina (1 mg/kg, contra 5 mg/kg para
induzir sintomas motores) tem sido indicado para o estudo de sintomas cognitivos e
depressivos (Alves et al., 2000; Skalisz et al., 2002; Prediger et al., 2005 b). A reserpina
€ capaz de gerar esses sintomas pelo fato da DA, através da atuacdo em diferentes areas

cerebrais, modular as fungdes motoras, cognitivas e olfatérias, sendo que a deplecdo
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tempordria desta monoamina compromete essas funcdes (validade analdgica ou por
semelhanca). Além disso, a reserpina pode ser considerada um bom modelo para a
investigacdo de novas drogas (validade preditiva), uma vez que drogas anti-
parkinsonianas sio capazes de reduzir os prejuizos motores induzidos pela reserpina
(Menzaghi, et al. 1997). Apesar de ser considerada um bom modelo para diversos
estudos, a reserpina apresenta certas limitacdes. Ela falha em simular os mesmos
processos psicobioldgicos responsdveis pela etiologia e fisiopatologia dos sintomas
clinicos (ndo apresenta validade tedrica ou por homologia), pois a administragdo de
reserpina induz uma redug@o nos niveis de monoaminas de maneira inespecifica e ndo
reproduz o avanco gradual do processo neurodegenerativo (Gerlach & Riederer, 1996).
Isso por que a reserpina € rapidamente metabolizada no organismo, sendo seus prejuizos
apenas tempordrios. Apesar dessas limitacdes, a reserpina ¢ amplamente utilizada,
especialmente para a investigacdo de novos farmacos, no caso do presente trabalho, a

cafeina.

2. JUSTIFICATIVA

Considerando a doenga de Parkinson como uma das principais doencas
neurodegenerativas associadas ao avanco da idade e ao possivel aumento no nimero de
pacientes nos proximos anos em razdo do envelhecimento populacional, a procura por

novas alternativas farmacoldgicas para o seu tratamento torna-se imperativa.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerais

Investigar os efeitos da cafeina sobre os prejuizos motores, cognitivos e

olfatérios induzidos pela reserpina em ratos, que foi utilizada como modelo

experimental da doenga de Parkinson.

3.2. Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos da administracdo intraperitoneal (i.p.) de reserpina sobre as
funcdes motoras, cognitivas e olfatérias de ratos.

Investigar os efeitos da administracdo intraperitoneal (i.p.) da cafeina sobre os
prejuizos locomotores induzidos pela administracdo i.p. de reserpina em ratos
avaliados através dos seguintes testes comportamentais: campo aberto, rota-rod e
caixa de atividade.

Investigar os efeitos da administrag@o i.p. da cafeina sobre os prejuizos cognitivos
induzidos pela administrag¢@o i.p. de reserpina em ratos avaliados através dos testes
cognitivos: labirinto aqudtico de Morris, reconhecimento social e esquiva inibitdria
do tipo “step-down”.

Investigar os efeitos da administracdo i.p. da cafeina sobre os prejuizos olfatdrios
induzidos pela administragdo i.p. da reserpina em ratos avaliados através do teste de

discriminacéo olfatdria.

4. MATERIAIS E METODOS
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4.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos com aproximadamente 3 meses de idade
provenientes do biotério central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), que
foram mantidos no Dbiotério do Laboratério Experimental de Doengas
Neurodegenerativas (Depto. Farmacologia, CCB-UFSC) no periodo dos experimentos.
Os animais foram alojados em caixas (42 x 34 x 17 cm), cada qual contendo 5
individuos, forradas com serragem, trocadas a cada dois dias. Os ratos foram mantidos
em condicdes controladas de temperatura (22 + 2 °C), com ciclo claro-escuro de 12
horas (luzes acesas das 7h as 19h), com livre acesso a dgua e comida. Todos os
procedimentos experimentais foram realizados cuidadosamente de acordo com as
normas previstas pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFSC (CEUA/UFSC,

Protocolo PPOO111).

4.2. Drogas

A reserpina foi utilizada na dose de 5 mg/kg de peso corporal, para induzir
sintomas motores, e 1 mg/kg para a indugo de sintomas cognitivos e olfatérios. A dose
de Img/kg também foi testada para as tarefas motoras, a fim de verificar se nesta dose,
haveria algum prejuizo motor dos animais que comprometeria a interpretacdo dos
resultados obtidos nos testes olfatdrio e cognitivos. Ambas as doses foram diluidas em
salina (NaCl 0,9%) e em 50ul de dcido acético glacial. A droga foi administrada pela
via intraperitoneal (i.p.) (1 ml/kg), 24 horas antes do inicio de cada teste
comportamental. O tratamento foi agudo, sendo apenas uma administracdo necessdria
para a inducdo dos sintomas desejados. A solugdo-controle consiste em salina (NaCl

0,9%) e 50 ul de acido acético glacial.
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A cafeina foi testada nas doses de 3 e 10 mg/kg de massa corporea, diluidas em
salina. A administracdo foi feita 15 minutos antes dos testes comportamentais por via
i.p. (1 ml/kg). A solucdo-controle para este grupo foi somente salina 0,9%. A selecdo
das doses de reserpina e cafeina foram baseadas em trabalhos prévios da literatura

(Breysse et al., 2002; Prediger et al., 2005a)

4.3. Desenho Experimental

A primeira etapa dos testes consistiu em uma seqiiéncia de experimentos,
buscando padronizar o modelo da reserpina nas condi¢des do nosso laboratério,
selecionados a fim de detectar possiveis prejuizos olfatdrios, cognitivos € motores
induzidos pela reserpina (1 ou 5 mg/kg, i.p.). Os experimentos que revelaram resultados
estatisticamente significantes foram selecionados para a segunda etapa dos testes, que
incluiu a administragdo sist€émica da cafeina. Os animais foram divididos em seis
grupos, baseados nos diferentes pré-tratamentos (controle ou reserpina) e tratamentos
(controle ou cafeina): (1) controle/controle; (2) controle/cafeina 3 mg/kg; (3)
controle/cafeina 10 mg/kg; (4) reserpina/controle; (5) reserpina/cafeina 3 mg/kg; (6)
reserpina/cafeina 10 mg/kg. Cada grupo consistia de 8 a 10 animais, sendo utilizados
grupos independentes de animais para os testes olfatdrios, cognitivos e motores,

totalizando 183 animais utilizados no presente estudo.

4.4. Testes Comportamentais
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4.4.1 Campo Aberto

O teste do campo aberto ¢ um dos testes comportamentais mais utilizados no
mundo, e foi desenvolvido em 1934 por Calvin Hall. O aparato € feito de madeira
impermeavel, o chio € branco divido em 25 quadrantes de 20 x 20 cm cada, totalizando
uma superficie de 100 x 100 cm. Em volta de cada lado do quadrado h4d uma parede
branca de 40 cm de altura. A sala onde o teste foi realizado possuia uma iluminacio
vermelha e uma camera que filmava o desempenho dos ratos. O observador se
localizava fora da sala onde a caixa estava, para que sua presenca nao fosse percebida
pelo animal. Uma televisio mostrava as imagens do campo aberto para que o
observador fizesse suas anotacdes. O inicio do teste se dd quando o rato é colocado no
centro do campo aberto, e a partir deste momento comeca a contagem do tempo
estabelecido: 5 minutos. Durante este tempo foram contabilizados o nimero de
quadrantes cruzados e o nimero de vezes que o animal se levantou (“rearing”). Estes

dados permitiram a avaliacdo das possiveis alteragdes locomotoras dos seis grupos.

4.4.2. Caixa de Atividade

A avaliagdo da atividade locomotora dos ratos foi também realizada em uma
caixa de madeira medindo 70 x 30 x 22 cm durante um periodo de 30 minutos. Esta
apresenta trés células fotoelétricas instaladas a 3 cm de altura do chao em grade,
espacadas igualmente ao longo de sua extensdo e acopladas a um contador digital que
registra o nimero de vezes que o animal interrompe os feixes de luz (cada interrupcéo
do feixe de luz consiste em uma medida de atividade). Assim, somente 0s movimentos

horizontais dos animais foram detectados pelas fotocélulas.
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4.4.3. Rota-Rod

A coordena¢@o motora dos animais foi avaliada no teste do rota-rod. O aparelho
consiste de uma barra rotacional, que pode girar com velocidade constante ou com
aceleracdo reguldvel de 1 rpm/s. A barra é dividida em quatro compartimentos, porém
apenas um animal foi avaliado por vez. O animal foi posicionado na barra e assim que
comecou a caminhar, o tempo foi marcado. A medida que o tempo passa, a velocidade
da barra aumentava. O tempo em que o animal permaneceu caminhando na barra foi
registrado, sendo que o tempo maximo de permanéncia no aparelho era de 2 minutos. A

velocidade em que a barra se encontrava no momento da queda também foi verificada.

4.4.4. Teste do Labirinto Aquatico de Morris

O labirinto aquético consiste em um tanque circular de cor preta (1,7 m de
diametro e 80 cm de altura), baseado no modelo proposto por Morris e colaboradores
(1982) e localizado no interior de uma sala com vdrias pistas visuais fixadas nas
paredes. O tanque foi preenchido com dgua até a altura de 60 cm, sendo a temperatura
da dgua mantida a temperatura constante (25 + 2°C). Foram estabelecidas quatro
posicdes de partida (Norte, Sul, Leste e Oeste), que dividiram a superficie do labirinto
em quatro quadrantes (Nordeste, Noroeste, Sudeste e Sudoeste). A plataforma utilizada
foi de acrilico transparente (10x10cm) e foi submersa 1 cm da superficie da dgua.

- Versao memoria de procedimento (com pista visual): uma bola de cor branca
(7 cm de diametro) foi fixada sobre a superficie superior da plataforma submersa,
permitindo que a bola permanecesse visivel sobre a superficie da dgua. Os animais
foram submetidos a quatro treinos por dia, durante quatro dias, no labirinto aquatico.
Em cada treino os animais foram liberados dos quatro pontos de partida diferentes

(Norte, Sul, Leste, Oeste) e a plataforma visivel foi sendo trocada de posicdo em cada
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treino entre os quatro diferentes quadrantes (Nordeste, Noroeste, Sudeste, Sudoeste). O
animal foi liberado para nadar até encontrar a plataforma ou até um tempo méaximo de
60 segundos. Caso o animal ndo encontrasse a plataforma nesse tempo, ele era levado
manualmente até a plataforma onde permanecia por 10 segundos. Os tempos de laténcia
até o animal encontrar a plataforma foram registrados. Apds os 10 segundos, o animal
era retirado da plataforma e colocado em uma caixa fora do labirinto aquético por 20
segundos. Nesse intervalo era efetuada a troca de posi¢do da plataforma para o treino
seguinte. A posi¢do de partida e a posicdo da plataforma foram arranjadas de modo que
as distancias (proximal e distal) fossem contrabalancadas entre os treinos. A reserpina
(1 mg/kg, i.p.) foi administrada 24 horas antes dos experimentos, € a cafeina (3 ou 10

mg/kg, i.p.) 15 min antes do inicio dos treinamentos.

4.4.5. Teste da Esquiva Inibitéria do tipo “step-down”

A memoria aversiva foi avaliada através do modelo de esquiva inibitéria (EI). Na
tarefa de EI do tipo “step-down”, o animal aprende a relacionar a descida de uma
plataforma com um leve choque aplicado nas patas. Com isso, numa segunda exposicao
a caixa de esquiva, 0 mesmo evita um comportamento inato de descer da plataforma
para explorar a caixa. O aprendizado de EI envolve vdrios estimulos, incluindo
percepgdo espacial e visual, sensibilidade a dor etc., acompanhados de um componente
emocional amplamente modulado por hormdnios relacionados ao estresse.

O aparelho € constituido por uma caixa medindo 50 cm de comprimento 25 cm
de largura e 25 cm de altura. A parte do chdo é formada por barras paralelas de metal (1
mm de didmetro). Os espacos entre as barras medem 1 cm e possui uma plataforma com
7 cm de largura e 2,5 cm de comprimento colocada junto a parede esquerda do aparelho

(Izquierdo & Medina, 1991). O animal foi colocado sobre a plataforma e sua laténcia



21

para descer sobre a grade (com as quatro patas) foi registrada. Na sessdo de treino,
imediatamente apds o animal descer sobre a grade, ele foi estimulado com um leve
choque nas patas (0.4 mA) durante 1 segundo. Cada animal foi re-exposto duas vezes:
1h 30min apds o treino para verificar aquisicdo de memodria de curta duracdo, e 24h
apds o treino para avaliacio de memdria de longa duragdo, realizando-se o mesmo
procedimento, mas omitindo-se o choque, sendo registrada a laténcia para a descida da
plataforma. O aprendizado consiste em o animal ndo descer da plataforma, ou fazé-lo
ap6s um periodo de tempo maior que o observado quando desce a plataforma pela
primeira vez (Walz et al., 1999). A reserpina (1 mg/kg, i.p.) foi administrada 24 horas

antes dos experimentos, e a cafeina (3 ou 10 mg/kg, i.p.) 15 min antes do treinamento.

4.4.6. Teste de reconhecimento social

O experimento foi realizado utilizando o procedimento descrito por Dantzer e
colaboradores (1987) e padronizado em nosso laboratério (Prediger & Takahashi, 2003;
Prediger et al., 2004). Para o experimento foram utilizados ratos adultos de 3 meses que
foram isolados em caixas de plastico individuais por 7 dias antes do experimento e ratos
jovens de 1 més de idade. O teste de reconhecimento social consiste de duas
apresentacdes sucessivas de 5 minutos cada, sendo que a segunda apresentagdo ¢ feita
depois de um intervalo de tempo de 30 minutos. O animal adulto em sua caixa é
apresentado a um animal jovem no dia do experimento, e observou-se o tempo que o
animal adulto passou investigando o rato jovem, durante 5 minutos. Por investigar
entendem-se os atos de cheirar, lamber, se aproximar, etc., que foram medidos em
segundos. Apds os 5 minutos, o animal jovem € retirado da caixa, e entdo o rato adulto
fica isolado por 30 minutos, até que é reapresentado ao rato jovem por mais 5 minutos,

onde o tempo de investigacdo é novamente registrado. A diminui¢do do tempo de
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investigacdo na segunda apresentagdo demonstra o reconhecimento social, j4 que
reconhecendo o animal jovem, o rato adulto perde o interesse em investiga-lo
novamente. Essa diminui¢do no tempo de investigacdo ndo € decorrente da habituacdo
por parte do rato adulto, e sim do reconhecimento, uma vez que quando um rato jovem
diferente do que o foi apresentado na primeira exposicido € introduzido na caixa, o
tempo de investigacdo ndo diminui. Além disso, se o intervalo de tempo entre as duas
apresentacdes € estendido por duas horas, o rato adulto perde a capacidade de
reconhecer o rato jovem a qual foi primeiramente exposto, ndo sendo observada uma
diferenca significativa no comportamento investigatorio entre as duas apresentacdes.
(Dantzer et al., 1987; Prediger & Takahashi, 2003; Prediger et al., 2004). Por esta razao,
o teste de reconhecimento social vem sendo utilizado como um modelo vélido para o
estudo da memdria olfatéria de curta duracdo, sendo que um intervalo reduzido (30
minutos) entre as duas apresentacdes ao rato jovem € utilizado para demonstrar
possiveis efeitos “amnésicos” de diferentes drogas e procedimentos (Dantzer et al.,
1987; Prediger & Takahashi, 2003; Prediger et al., 2004). A reserpina (1 mg/kg, i.p.) foi

administrada 24 horas antes dos experimentos, e a cafeina (3 ou 10 mg/kg, i.p.) 15 min

antes da primeira apresentacdo do rato jovem.

4.4.7. Teste de discriminaciao olfatoria

A capacidade de discriminar odores foi avaliada através do teste de
discriminacdo olfatéria, previamente descrito por Soffi€é e Lamberty (1988) e
recentemente adaptado por Prediger e colaboradores (2005a,b). Os animais foram
isolados em caixas de plastico contendo serragem, 48 horas antes do inicio dos testes,
para que seu odor pudesse impregna-la. A caixa utilizada para a tarefa de discriminacgio

olfatdria consiste de dois compartimentos iguais (30 x 30 x 20) separados por uma porta
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aberta que permite a circulagdo dos animais em ambos os compartimentos. No dia do
teste, cada compartimento € preenchido com serragem, um deles com a serragem
pertencente a caixa do animal contendo o seu cheiro, e a outra com serragem limpa e
inodora. Entdo, o animal era colocado nesta caixa, onde era observado por 5 minutos. O
tempo que o animal gastou investigando cada um dos compartimentos foi mensurado
(em segundos). O teste se baseia na preferéncia inata do rato por locais impregnados por
seu préprio cheiro, como mostraram estudos prévios (Carr et al., 1976; Prediger et al.,
2005a, b). A reserpina (1 mg/kg, i.p.) foi administrada 24 antes dos experimentos, € a
cafeina (3 ou 10 mg/kg, i.p.) 15 min antes da exposicdo a caixa de discriminacdo

olfatoria.

4.5. Analise Estatistica

Os dados foram expressos como a média + erro padrdo da média (e.p.m.). As
comparagdes estatisticas dos resultados foram realizadas por andlise de variancia
(ANOVA), em uma (fase de padronizacdo) ou duas vias (tratamento e fator de repeti¢do
como varidveis independentes) adequadas ao protocolo experimental. Posteriormente,
os grupos foram comparados entre si, empregando-se o teste post-hoc de Newman-
Keuls. A probabilidade aceita como indicativo da existéncia de diferenca
estatisticamente significante foi de P<0.05. Todas as comparagdes estatisticas foram
efetuadas utilizando-se o pacote estatistico Statistic 5.0.

O tempo de laténcia no teste de esquiva inibitdria do tipo step-down nao obedece
a uma distribuicio normal e ndo preenche completamente a suposicdo de
homocedasticidade com a imposicdo de um teto de 180 segundos para o tempo de
laténcia de retencdo. Dessa forma, para andlise dos dados continuos de distribui¢do ndo

normal realizamos uma andlise ndo paramétrica onde sdo demonstradas as medianas
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(intervalo interquartis) das laténcias de descida da plataforma e analisados através do
teste Kruskal-Walis seguido do teste post hoc de Dunn, dependendo no ndmero de
grupos estudados através do Graph Pad Prism 4® GraphPad Software Inc. Para
comparagdo dos tempos de laténcia de descida da sessdo treino versos o teste (medidas
dependentes) envolvendo o mesmo animal, foram analisadas pelo teste da soma de

postos de Wilcoxon, um teste ndo paramétrico equivalente ao teste T pareado.
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5. RESULTADOS

5.1. Efeitos da reserpina sobre a funcio motora dos animais

Como pode ser observado na Figura 1, os ratos tratados com reserpina na dose
de 1 mg/kg (i.p ) ndo apresentaram prejuizos motores nos testes campo aberto (Fig.
1A,B) ou caixa de atividade (Fig. 1C.). Por outro lado, na dose de 5 mg/kg (i.p.), foi
observada uma reducdo significativa (P<0.05) no nimero de cruzamentos e atos de
lavantar no campo aberto (Fig. 1A e Fig. 1B, respectivamente), € no nimero de

cruzamentos na caixa de atividade (Fig. 1C).

Os resultados obtidos no teste do rota-rod sdo ilustrados na Figura. 2. Como
pode ser observado, ndo foram verificadas diferengas significativas no desempenho dos
animais tratados com a solugdo controle em comparagdo aos animais tratados com a
maior dose testada de reserpina (5 mg/kg i.p), indicando que a reserpina na presente
dose, ndo foi capaz de causar prejuizos na realizacio desta tarefa (Fig. 2).

A partir destes resultados, foram selecionados a dose de 5 mg/kg (i.p.) de
reserpina e o teste do campo aberto para posterior avaliagdo dos efeitos da
administracio da cafeina sobre os prejuizos motores induzidos pela reserpina em ratos.
Além disso, a menor dose de reserpina testada (1 mg/kg, i.p.) foi selecionada para
investigar possiveis alteracdes nas funcgdes olfatoria e cognitivas, uma vez que esta dose

ndo interferiu com a fung@o motora dos animais.
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Figura 1. Efeito do tratamento com reserpina (1 ou 5 mg/kg, i.p.) ou solucdo controle
(i.p.) (24 horas antes dos experimentos) nos parametros comportamentais de ratos
testados no campo aberto (A-cruzamentos. B-atos de levanta) (5 min) e caixa de
atividade (C-cruzamentos) (30 min). Os valores sdo expressos pela média + E.P.M. de
8-10 animais por grupo. *P<0.05 comparado ao grupo controle (Teste de Newman-

Keuls).
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Figura 2. Efeito do tratamento com reserpina (5 mg/kg, i.p.) ou solucdo controle (i.p.)
(24 horas antes dos experimentos) nos parametros comportamentais de ratos testados no

rota-rod. Os valores sdo expressos pela média + E.P.M. da laténcia (A) e velocidade

(RPM) de queda (n=8-10 animais por grupo).
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5.2. Efeitos da reserpina sobre a funcao olfatéria dos animais

A Figura 3 mostra os resultados dos efeitos da administracdo de reserpina (1
mg/kg, i.p.) sobre a discriminagéo olfatéria de ratos adultos. Como esperado, os animais
tratados com a solucdo controle (i.p.) apresentaram um bom desempenho nessa tarefa,
sendo capazes de discriminar o ambiente familiar do ambiente ndo-familiar, passando
um tempo significativamente maior no compartimento familiar (impregnado com o seu
préprio odor). Entretanto, os ratos que receberam reserpina (1 mg/kg i.p) apresentaram
um prejuizo na discriminagdo olfatéria, ndo sendo capazes de distinguir os dois

compartimentos, passando tempos semelhantes nos dois ambientes.

1 compartimento familiar
1 compartimento n&o-familiar

—_1

controle reserpina

Figura 3. Efeito do tratamento com reserpina (1 mg/kg, i.p.) ou solugdo controle (i.p.)
(24 horas antes dos experimentos) na discriminagio olfatéria de ratos. As barras
representam a porcentagem do tempo (média + E.P.M.) gasto em cada um dos
compartimentos (n= 8 animais por grupo). *P<0.05 comparado a % do tempo gasto no

compartimento familiar (Teste de Newman-Keuls).
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5.3. Efeitos da reserpina sobre a funcio cognitiva dos animais

No teste de memoria social, utilizado como um modelo vélido para o estudo da
memoria operacional de roedores, os resultados obtidos demonstram que os animais
tratados com reserpina (1 mg/kg i.p.) ndo foram capazes de reconhecer os animais
jovens a que foram previamente apresentados (30 min antes). Como pode ser observado
na Figura 4A,B, os animais tratados com a solucio controle ou reserpina apresentaram
tempos de investigacdo semelhantes durante a primeira apresentacio dos animais
jovens.

Na segunda exposicdo, o tempo de investigacdo dos animais controle diminuiu
significativamente quando o mesmo animal jovem foi reapresentado, enquanto os ratos
tratados com reserpina investigaram o rato jovem de maneira semelhante a primeira
exposicdo (Fig.4A). Estes resultados parecem estar associados a um prejuizo especifico
na memoria social dos animais tratados com reserpina, uma vez que quando um animal
jovem diferente do utilizado na primeira exposi¢do foi apresentado ao rato adulto, ndo
foi observada uma reducdo significativa no tempo de investigacdo, independente do

tratamento (Fig. 4B).
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Figura 4. Efeito do tratamento com reserpina (1 mg/kg, i.p.) ou solucéo controle (i.p.)
(24 horas antes dos experimentos) no tempo de investigacdo quando o mesmo rato
jovem (A) ou um rato jovem diferente (B) daquele utilizado durante a 1* apresentagio
foi exposto ao rato adulto apds um intervalo de 30 min. As barras representam o tempo
de investigacdo (média + E.P.M.) de 8 animais por grupo.*P<0.05 comparado ao tempo
de investigacdo gasto durante a 1° apresenta¢do do rato jovem do mesmo grupo (Teste

de Newman-Keuls).
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A Figura 5 ilustra os resultados do efeito da administragdo de reserpina (1
mg/kg, i.p.) sobre a memoria de procedimento dos animais avaliada através do teste do
labirinto aquético de Morris. Os resultados obtidos indicam que ambos os grupos
apresentaram curvas caracteristicas de aprendizagem ao longo dos quatro dias de treino,
verificando-se uma redug@o progressiva nas laténcias para encontrar a plataforma.
Entretanto, o0s animais que receberam reserpina apresentaram laténcias
significativamente maiores (2* — 4" sessdes) para encontrar a plataforma, indicando que
a reserpina causou um prejuizo no desempenho da tarefa de memoria de procedimento
(Fig. 5).

Por outro lado, como ilustrado na Figura 6, a reserpina (1 mg/kg,i.p.) ndo
prejudicou a memodria espacial dos animais, avaliada através da esquiva inibitéria do
tipo “step-down”. Nao houve diferencas significativas entre os tratamentos no tempo de
laténcia para descer da plataforma. Ambos os grupos aprenderam a tarefa, apresentando
um aumento significativo na laténcia de descida durante os testes em relagdo ao dia do
treino (Fig. 6).

Em conjunto, os resultados obtidos indicam que o tratamento com reserpina (1
mg/kg, i.p.) promoveu um prejuizo nas memorias operacional e de procedimento dos

animais, sem alterar a memoria espacial destes.
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Figura 5. Efeito do tratamento com reserpina (1 mg/kg, i.p.) ou solucdo controle (i.p.)
(24 horas antes dos experimentos) sobre o desempenho dos animais na versdo de
memoria de procedimento do labirinto aquatico. Os valores sdo expressos pela laténcia
para encontrar a plataforma (média + E.P.M.) de 7-8 animais por grupo. *P<0.05

comparado ao grupo controle (Teste de Newman-Keuls).
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Figura 6. Efeito do tratamento com reserpina (1 mg/kg, i.p.) ou solucéo controle (i.p.)
(24 horas antes dos experimentos) sobre a retencdo de memoria de curto (1.5 h) e longo
prazo (24 h) no teste de esquiva inibitéria do tipo step-down. Os dados sdo
demonstrados como mediana (intervalos interquartis) dos tempos de laténcia para
descida da plataforma nas sec¢des de treino (branco) e teste (cinza) (n= minimo de 9
animais por grupo). As comparagdes estatisticas foram analisadas através do teste de
Kruskal-Wallis seguidas pelo teste de Wilcoxon. *P<0.05 comparado as sessdes de

treino e teste no mesmo grupo.



34

5.4. Efeitos da administracdo aguda de cafeina sobre os prejuizos da funcao
olfatéria induzida pela reserpina em ratos

A Figura 7 ilustra os efeitos da administracdo aguda de cafeina (3 ou 10 mg/kg,
i.p.) sobre a discriminacdo olfatdria de ratos previamente tratados com reserpina (1
mg/kg i.p.). Reforcando os resultados obtidos durante a fase de padronizagdo, o grupo
previamente tratado com reserpina (24 h antes) e que recebeu a injecdo i.p. da solucdo
controle 15 min antes dos experimentos ndo foi capaz de discriminar o ambiente
familiar do ambiente ndo-familiar, permanecendo tempos semelhantes nos
compartimentos durante os 5 minutos de teste. De maneira semelhante, os animais
tratados com reserpina e cafeina (3 mg/kg, i.p.), também nao foram capazes de
discriminar os compartimentos, indicando que a cafeina nesta dose ndo foi capaz de
reverter os prejuizos olfatérios causados pela reserpina. Entretanto, quando
administrada na dose de 10 mg/kg (i.p.), a cafeina reverteu os prejuizos olfatérios
induzidos pela reserpina, sendo que o0s animais permaneceram um tempo

significativamente maior no compartimento familiar (impregnado com o seu odor) (Fig.

7.
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Figura 7. Efeito do tratamento (15 min antes dos experimentos) com cafeina (3 ou 10
mg/kg, i.p.) na discriminacio olfatdria de ratos previamente tratados com reserpina (1
mg/kg, i.p.) 24 horas antes dos experimentos. As barras representam a porcentagem do
tempo (média + E.P.M.) gasto em cada um dos compartimentos (n=7-8 animais por
grupo). *P<0.05 comparado a % do tempo gasto no compartimento familiar do

respectivo grupo (Teste de Newman-Keuls).
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5.5. Efeitos da administracdo aguda de cafeina sobre os prejuizos da funcio
cognitiva induzida pela reserpina em ratos

Na Figura 8 € possivel observar os efeitos do tratamento agudo com a cafeina (3
ou 10 mg/kg, i.p.) sobre o tempo de investigacdo social de ratos adultos previamente
tratados (24 h antes) com reserpina (1 mg/kg, i.p.). Novamente confirmando os
resultados obtidos durante a fase de padronizagdo, os animais que receberam reserpina e
solugdo controle apresentaram um significativo déficit na memoria social, ndo sendo
capazes de reconhecer o animal jovem durante a segunda apresentacdo. De maneira
interessante, o tratamento agudo com cafeina (nas duas doses testadas) promoveu uma
reducdo significativa no tempo de investigagcdo durante a 2* apresentacdo do rato jovem
familiar (Fig. 8A). Estes resultados da cafeina parecem ser especificos sobre a memoria
social de ratos, uma vez que a reducdo no tempo de investigacdo ndo foi observada
quando um rato jovem diferente daquele utilizado durante o 1° encontro foi apresentado

na 2° exposi¢do (Fig. 8B).
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Figura 8. Efeito do tratamento agudo (15 min antes dos experimentos) com cafeina (3
ou 10 mg/kg, i.p.) no tempo de investigacao de ratos adultos previamente (24 h) tratados
com reserpina (I mg/kg, i.p.) quando o mesmo rato jovem (A) ou um rato jovem
diferente (B) foi apresentado ao rato adulto apés um intervalo de 30 min. As barras
representam o tempo de investigacdo (média + E.P.M.) de 7-9 animais por
grupo.*P<0.05 comparado ao tempo de investigagdo gasto durante a 1" apresentag¢do do
rato jovem do mesmo grupo. #P<0.05 comparado ao tempo de investigacdo gasto

durante a 2 apresentagdo do rato jovem do grupo controle (Teste de Newman-Keuls).
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A Figura 9 mostra os resultados obtidos no teste do labirinto aquético, versao
memoria de procedimento. Os valores do grafico sdo expressos pelo tempo (em
segundos) que o animal demora a encontrar a plataforma (laténcia). E possivel
visualizar a curva de aprendizagem em todos os 6 grupos, indicando que os animais
aprenderam a tarefa, independente do tratamento. Porém, a andlise estatistica efetuada
pela ANOVA de duas vias (tratamento x fator de repeticdo) mostra que ha uma
diferenca significativa na laténcia dos animais tratados somente com reserpina (1 mg/kg
i.p.). O teste post-hoc de Newman-Keuls indicou que o grupo tratado com reserpina e
solug@o controle apresentou laténcias significativamente maiores (3% e 4* sessdes) para
encontrar a plataforma em comparacdo aos demais grupos (Fig. 9). Estes resultados
indicam que a administracdo aguda de cafeina (das duas doses testadas) foi capaz de

reverter os prejuizos na memoria de procedimento induzidas pela reserpina em ratos.
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Figura 9. Efeito do tratamento agudo (15 min antes dos experimentos) com cafeina (3
ou 10 mg/kg, i.p.) sobre o desempenho de ratos previamente (24 h) tratados com
reserpina (1 mg/kg, i.p.) na versdo de memoria de procedimento do labirinto aquatico de
Morris. Os valores sdo expressos pela laténcia para encontrar a plataforma (média +
E.P.M.) de 7-8 animais por grupo. *P<0.05 comparado ao grupo veiculo + veiculo.

#P<0.05 comparado ao grupo reserpina + veiculo (Teste de Newman-Keuls).
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5.6. Efeitos da administracdo aguda de cafeina sobre os prejuizos da funcao
motora induzida pela reserpina em ratos

Os resultados dos efeitos da administracdo aguda de cafeina (3 ou 10 mg/kg,
i.p.) sobre os prejuizos motores induzidos pelo pré-tratamento com reserpina (5 mg/kg,
i.p.) avaliados no teste do campo aberto sdo ilustrados na Figura 10. Replicando os
resultados da etapa de padronizagdo, os animais que receberam reserpina e solucdo
controle apresentaram uma reducdo significativa no nimero de cruzamentos no campo
aberto. Nenhuma das doses testadas de cafeina foi capaz de reverter este prejuizo motor
induzido pela reserpina (Fig. 10A). Por outro lado, contrastando dos resultados obtidos
durante a etapa de padronizacdo, a reserpina ndo alterou o nimero de atos de levantar
(“rearing”) no teste do campo aberto, sendo que a administracdo de cafeina também

ndo alterou este parametro (Fig. 10B).
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Figura 10. Efeito do tratamento (30 min antes dos experimentos) com cafeina (3 ou 10
mg/kg, i.p.) sobre o desempenho de ratos previamente (24 h) tratados com reserpina (5
mg/kg, i.p.) avaliados no teste do campo aberto (5 min). Os valores sdo expressos pela
média + E.P.M. do nimero de cruzamentos (A) e atos de levantar (B) de 8-10 animais

por grupo. *P<0.05 comparado ao grupo controle (Teste de Newman-Keuls).
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6. DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo indicam que administragdo i.p. de
reserpina na dose de 5 mg/kg é capaz de promover prejuizos motores, sendo estes
verificados pela redugdo dos pardmetros do teste do campo aberto e caixa de atividades.
Embora na menor dose testada (1 mg/kg, i.p.), a reserpina ndo altere a fungdo motora
dos animais, ela é capaz de causar danos cognitivos especificos, relacionados as
memorias do tipo procedural e operacional, como examinado nos testes labirinto
aqudtico de Morris e memdria social, respectivamente. Nesta mesma dose, observou-se
um efeito prejudicial da reserpina sobre a discriminagdo olfatéria em ratos. De maneira
interessante, os resultados do presente estudo indicam ainda a propriedade da cafeina
em reverter os danos cognitivos e olfatérios induzidos pela reserpina em ratos, ndo
interagindo em contrapartida com os sintomas motores.

A administracdo de reserpina em roedores tem sido proposta como um modelo
experimental para o estudo dos sintomas motores (Carlsson, 1975; Colpaert, 1987),
cognitivos (Alves et al, 2000; Prediger et al., 2005 b) e depressivos (Skalisz et al, 2002)
associados a DP. A alta afinidade da reserpina pelos transportadores vesiculares de
monoaminas (VMAT) faz com que haja o acoplamento desta droga ao VMAT
impedindo a ligagdo de outras monoaminas a este sitio. Isso impossibilita a liberagdo
das monoaminas da célula para as sinapses, pelo processo de exocitose, prejudicando
entdo as atividades dependentes dessas substancias. No caso deste modelo, a interrupg¢ao
da transmissdo dopaminérgica, acaba por danificar as fungdes motoras, cognitivas e
olfatdrias, dependendo da concentragcdo da droga (Colpaert 1987; Gerlach & Riederer,

1996).
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Para os testes motores, foram utilizadas duas doses de reserpina (1 e 5 mg/kg,
i.p.). A dose de 1 mg/kg foi utilizada para verificar sua capacidade de induzir algum tipo
de prejuizo motor, ja que esta dose foi posteriormente utilizada em testes cognitivos que
exigem um desempenho motor satisfatério. Corroborando com resultados prévios da
literatura (Prediger et al., 2005 b), os resultados obtidos no presente estudo no teste
campo aberto demonstraram que ndo ha redugdo significativa na locomog¢do dos animais
que receberam a dose de 1 mg/kg, confirmando a inexisténcia de dano motor.
Entretanto, quando a dose de 5 mg/kg foi avaliada neste mesmo teste, os resultados
demonstraram uma diminui¢do significativa do niimero de cruzamentos e atos de
levantar no campo aberto em relacdo ao grupo controle e ao grupo reserpina 1 mg/kg,
indicando o prejuizo motor nesta dose de 5 mg/kg. Utilizou-se entdo a caixa de
atividades para confirmar essa hip6tese. Durante os 30 minutos que o animal
permaneceu dentro da caixa, sua locomog¢do foi mensurada e os resultados mostraram
diminuicdo da atividade locomotora na dose de 5 mg/kg, enquanto a dose de 1 mg/kg
ndo prejudicou a atividade dos animais. Assumindo-se que a DA € um neurotransmissor
muito importante para o bom funcionamento das fun¢des motoras do animal € possivel
que o prejuizo motor observado neste estudo seja conseqiiéncia da deplecdo de
dopamina nos ganglios da base (Marsden, 2006). Nao foi observado prejuizo motor da
dose de 1 mg/kg nos testes da caixa de atividades e campo aberto, provavelmente pela
quantidade de monoaminas depletada por esta baixa dose de reserpina ndo ter sido
suficiente para causar os mesmos danos observados na dose de 5 mg/kg. Esses
resultados estdo de acordo com o observado em humanos, pois na DP, os danos motores
s0 se manifestam quando aproximadamente 60-70% dos neurdnios da substincia negra
encontram-se degenerados e os niveis de DA sdo reduzidos em 70-80% nessa mesma

regido (Lindner et al. 1999). O ultimo teste motor realizado foi o do rota-rod, e nele a
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reserpina parece ndo ter causado nenhuma altera¢do, uma vez que os animais tratados
com reserpina na dose de 5 mg/kg ndo mostraram uma diferenca significativa na
laténcia para cair da roda em relacdo aos animais controle. Neste teste ndo foi utilizada a
dose de 1 mg/kg, devido seu uso nos testes locomotores prévios, que nos permitiram
concluir que a reserpina em baixas concentracdes ndo causa danos motores. Esses
resultados contrastam com os resultados até entdo obtidos, que mostraram um prejuizo
motor causado pela reserpina na dose de 5 mg/kg. Neste sentido, € importante ser
ressaltado que embora os trés testes serem considerados motores, os testes do campo
aberto e da caixa de atividades exigem uma locomog¢do simples e horizontal, a qual o
rato estd acostumado a realizar. A tarefa envolvida no teste do rota-rod associa a
coordenacdo motora, que estd bastante associada com outras areas do cérebro, como o
cerebelo, com fatores cognitivos, visto que o animal é exposto duas vezes ao mesmo
paradigma (Gasbarri et al., 2003). Como o cerebelo ndo € uma drea tdo acometida na DP
em humanos, talvez a reserpina nio tenha conseguido danificar suas func¢des, sendo essa
uma hipotese para explicar o sucesso de ratos tratados com reserpina ao executar essa
atividade.

Na segunda etapa dos testes, utilizou-se somente o teste do campo aberto para
avaliar o efeito da cafeina nos prejuizos motores observados. Esse teste foi escolhido
devido a sua ampla utilizacdo como teste motor, além de sua capacidade de mensurar a
atividade vertical do animal, o que n@o ocorre na caixa de atividades, onde sé a
locomocao horizontal é detectada. A cafeina foi utilizada nas doses de 3 e 10 mg/kg, 15
minutos antes do inicio dos testes. Os resultados obtidos demonstraram que nenhuma
das doses foi capaz de reverter os danos motores induzidos pela reserpina, ja que os
grupos tratados com ela ndo aumentaram significativamente o niimero de cruzamentos,

comparados aos animais tratados somente com a reserpina. A locomogdo vertical
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exploratdria, ndo sofreu nenhum prejuizo. A impossibilidade de reverter os prejuizos
motores utilizando a cafeina pode ter ocorrido pelo fato da cafeina ndo possuir
qualidades terapéuticas suficientes para recuperar os danos causados pelo efeito da alta
dose de reserpina utilizada. A dose de 5 mg/kg deve provocar uma deplecdo drastica de
dopamina nos génglios da base, o que prejudica o sistema motor, altamente dependente
deste neurotransmissor. Apesar de ndo ter melhorado significativamente os prejuizos, é
possivel observar um leve aumento do nimero de cruzamentos dos ratos tratados com a
cafeina, sugerindo haver alguma propriedade terapéutica, e se associada a outras drogas
talvez a cafefna sinergicamente possibilitasse uma melhora significativa na locomogéao
dos animais. Estudos prévios reforcam essa hipdtese, mostrando que quando associada a
drogas especificas, a cafeina restaura as atividades motoras e exploratérias em ratos
tratados com reserpina (Moo-Puc et al., 2004) Contrastando com nossos resultados,
alguns trabalhos da literatura haviam mostrado uma melhora nas atividades motoras de
animais submetidos a diferentes modelos animais de DP, quando tratados com a
cafeina. Chen e colaboradores (2001) mostraram um efeito neuroprotetor da cafeina em
ratos tratados com MPTP, uma vez que animais pré-tratados com cafeina que
posteriormente receberam MPTP apresentaram melhor desempenho motor em relagio
aos ratos que s6 receberam MPTP. A cafeina também parece melhorar as fungdes
motoras de animais tratados com 6-OHDA (Aguiar et al.,, 2006). Uma possivel
explicacdo para esta discrepancia com resultados prévios da literatura é que, ao
contrario dos outros trabalhos em que a cafeina foi administrada antes da injecdo das
toxinas (MPTO ou 6-OHDA), no presente estudo buscamos avaliar o efeito terapéutico
(e ndo preventivo) da cafeina sobre a fungdo motora dos animais injetados com

reserpina. Além disso, sdo necessdrios experimentos adicionais com outros regimes de
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tratamentos (doses, tempos, etc) para descartarmos completamente um efeito da cafeina
sobre a atividade motora de animais reserpinizados.

Além dos prejuizos motores apresentados pelos individuos acometidos pela DP,
ha também um comprometimento nas funcdes olfatérias. Ha pelo menos 30 anos tem se
observado uma deficiéncia na percepg¢do, discriminagio e reconhecimento de odores,
porém esses sintomas foram pouco explorados pelos clinicos especializados na &rea.
Hoje ja se sabe que este sintoma pode ter uma grande importincia na detec¢io precoce
da doenca, ja que € um dos primeiros sintomas a ser apresentado, porém ainda faltam
recursos capazes de mensurar especificamente esse comprometimento olfatério em
pacientes parkinsonianos, visto que a olfagcdo pode ser prejudicada por diversos fatores,
como o envelhecimento, tabagismo, etc. O bulbo olfatério de mamiferos contém um
grande nimero de interneurdnios dopaminérgicos que sdo muito importantes no
processamento de odores (Halasz et al., 1977; Halasz & Shepherd, 1983; Doty & Risser,
1989; Davila et al., 2003).

O teste de discriminacdo olfatéria utilizado, adaptado das descrigdes prévias
feitas por Soffié e Lamberty (1988) e recentemente modificado em nosso laboratdrio
(Prediger et al., 2005a,b), baseia-se na preferéncia de ratos adultos em permanecer em
ambientes impregnados com seu cheiro (ambiente familiar) em detrimento de ambientes
inodoros ou com cheiros desconhecidos (ambiente nao-familiar) (Carr et al., 1976). A
administracio aguda de reserpina (1 mg/kg, i.p.) induziu um prejuizo significativo na
discriminacdo olfatéria dos animais, uma vez que eles ndo conseguiram reconhecer o
ambiente familiar, pois exploraram ambos os ambientes de maneira semelhante.
Reforgando estes resultados, estudos prévios em roedores t€m demonstrado um prejuizo
nas fungdes olfatérias em conseqiiéncia de tratamentos que reduzem a neurotransmissao

dopaminérgica, como MPTP (Dluzen & Kreutzberg, 1993, Prediger et al., 2006) e
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reserpina (Prediger et al., 2004). A DA parece ser também importante para os processos
de aprendizado e memdria olfatéria, uma vez que seus niveis cerebrais aumentam
durante o aprendizado olfatério (Kendrick et al., 1988; Coopersmith et al., 1991;
Keverne et al., 1993), sendo que a deple¢do de DA ou a administracio de antagonistas
dopaminérgicos prejudicam a memoria olfatéria (Weldon et al., 1991; Dluzen e
Kreutzberg, 1993; Prediger et al., 2004).

No presente estudo, foram realizados trés testes cognitivos, o teste de
reconhecimento social, labirinto aqudtico e esquiva inibitéria do tipo “step-down”,
abordando trés tipos diferentes de memoria, a memoria operacional, procedural e
espacial, respectivamente. No teste de memoria social, os resultados mostram que ratos
adultos tratados com reserpina (1 mg/kg, i.p.) apresentaram um prejuizo na capacidade
de reconhecer um rato jovem, quando este foi re-apresentado apés um curto intervalo de
tempo (30 minutos), sugerindo um prejuizo na memoria social. O teste de
reconhecimento social ¢ um modelo de memdria olfatéria de curta duracio que pode ser
facilitada por drogas que melhoram os processos de aprendizado e memoria (Perio et
al., 1989; Terranova et al., 1996; Prediger et al., 2005b), e prejudicada por processos
fisiopatoldgicos (como isquemia, envelhecimento, etc) que sabidamente interferem com
os processos de aprendizado e memoria (Terranova et al., 1994, Prediger et al., 2005a).
Os presentes resultados estdo de acordo com trabalhos prévios da literatura, indicando a
importancia das monoaminas na memoria social de ratos, ja que existem evidéncias que
areas do cérebro envolvidas nos mecanismos de alguns tipos de memorias sdo bastante
inervadas por neurdnios dopaminérgicos (Baulac et al., 1986; Seamans et al., 1998). A
memoria operacional ou de trabalho cumpre o papel de gerenciadora de nosso contato
com a realidade, mantendo as informagdes por alguns segundos, no maximo de um a

dois minutos, variando de instante a instante. Este tipo de memoria utiliza poucas vias



48

nervosas, ndo deixa tracos neuroquimicos ou comportamentais € ndo produz arquivos de
registro (Izquierdo, 2002). Vdrios trabalhos sugerem que a principal drea funcional
cerebral relacionada a memoria operacional € o cértex pré-frontal (Baddeley, 1986;
Goldmann-Rakic et al, 1990). Segundo Williams (1995), déficits de memoria
operacional sdo encontrados em pacientes com a DP e estes t€m sido relacionados a
uma deficiéncia na fungdo do cortex pré-frontal acompanhada de reducdo de DA nesta
regido. A reducgfo da atividade dopaminérgica no estriado e no lobo frontal na DP pode
provocar prejuizo na memoria operacional (Stebbins et al., 1999). Os receptores
dopaminégicos D1 contribuem na func¢do cognitiva por atuagdo direta em dreas da
memoria em neurdnios pré-frontais, tendo participagdo na memoria operacional
(Williams, 1995). E interessante ressaltar, que o prejuizo observado neste teste pode ter
sido causado por danos no sistema olfatério do animal. Como mostrado anteriormente,
no teste de discriminagfo olfatéria, a reserpina na mesma dose utilizada neste teste (1
mg/kg) prejudicou a capacidade do animal de discernir o ambiente familiar, o que revela
o déficit olfatério. O teste de memoria social é altamente dependente da olfagdo, ja que
o animal depende dela para reconhecer ou ndo o animal mais jovem. Tendo isto em
mente, ndo € possivel inferir se 0 comprometimento na atividade de memédria social
induzido pela reserpina foi causado por danos olfatérios, cognitivos ou por uma
associacdo de danos nos dois sistemas.

A memoria procedural foi avaliada no teste do labirinto aquitico de Morris.
Nossos resultados mostram que os animais tratados com a reserpina na dose de 1 mg/kg
tiveram mais dificuldade em aprender a tarefa do que os ratos controle. Esses resultados
refletem a importancia da presenga de DA na formacgdo deste tipo de memoria, que
provavelmente foi depletada em quantidades significativas, resultando em uma alteragio

no aprendizado. A memoria procedural ou de procedimento pode ser definida como a
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aquisi¢do gradual de uma habilidade motora ou cognitiva através de regular exposi¢do a
um procedimento especifico. A aquisi¢do € implicita, isto é, ocorre sem a percepg¢ao, € a
memoria é refletida através da reducdo do tempo de resposta e dos erros durante a
execucdo repetida do procedimento (Dujardin & Laurent, 2003). A formacdo da
memoria de procedimento depende da integridade do sistema dopaminérgico da via
nigroestriatal, j& que € uma parte do cérebro bastante inervada por neurdnios
dopaminérgicos. No presente trabalho, o prejuizo observado neste tipo de memoria, estd
de acordo com a literatura, onde vdrios autores jd mostraram um prejuizo na memoria
implicita de animais lesados e submetidos ao teste do labirinto aquético (Packard &
White, 1990; Packard & Teather, 1998).

Por fim, avaliamos o desempenho dos animais no teste da esquiva inibitdria do
tipo “step-down”, a fim de detectar possiveis alteracdes na memdria espacial dos ratos
tratados com reserpina na dose de 1 mg/kg. Os resultados mostraram que os ratos
tratados com reserpina ndo apresentaram dificuldades neste tipo de aprendizado, ja que
seu desempenho foi similar ao dos ratos controle. Ainda existem divergé€ncias com
relacdo aos tipos de memorias prejudicadas na doenca de Parkinson. Vérios estudos tém
demonstrado que tanto as memdrias implicitas (Bondi e Kaszniak, 1991; Ferraro et al.,
1993; Roncacci et al., 1996), quanto as memorias operacionais (Dubois & Pillon, 1997;
Stebbins et al., 1999), encontram-se prejudicadas, enquanto memorias declarativas
estariam mais preservadas na DP (Flowers et al., 1984; Knowlton et al., 1996; Dubois &
Pillon, 1997). Este resultado estd de acordo com trabalhos prévios da literatura que
sugerem ndo haver danos na memoria espacial de ratos submetidos a modelos
experimentais da DP (Packard & White, 1990; Packard & McGaugh, 1992),
provavelmente porque a drea do cérebro responsavel por este tipo de memdria, o

hipocampo, possui pouca inervacio de neurdnios dopaminérgicos.
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A observacdo de alteragdes nas fungdes olfatdrias e cognitivas em ratos tratados
com reserpina na dose de 1 mg/kg parece coerente, j4 que estes sintomas sdao os
primeiros a serem observados em pacientes da DP (Coopersmith et al., 1991; Owen et
al., 1992). Com isso, € possivel inferir que os sintomas cognitivos e olfatdrios aparecem
antes dos niveis de dopamina estarem drasticamente reduzidos, e no caso deste modelo
experimental, uma dose mais baixa de reserpina foi capaz de simular esses sintomas,
enquanto foi necessdria uma dose maior (5 mg/kg) para provocar alteragdes motoras.

Apesar do grande nimero de trabalhos relatando os diferentes efeitos
farmacoldgicos e comportamentais da cafeina, o envolvimento da cafeina e dos
receptores adenosinérgicos em fungdes olfatérias tem sido praticamente ignorado.
Resultados recentes obtidos em nosso laboratério t€ém indicado que a adenosina parece
modular a memdria social em ratos através da ativagdo dos receptores Al e A2A, com
agonistas e antagonistas dos receptores para adenosina, respectivamente, prejudicando e
facilitando a memoria social (Prediger & Takahashi, 2005).

No presente estudo, o teste de discrimina¢do olfatéria mostrou que a
administracdo aguda de cafeina na dose de 10 mg/kg reverteu os prejuizos olfatérios
induzidos pela reserpina, j4 que o grupo que recebeu a cafeina passou mais tempo
investigando o compartimento familiar em comparacio ao o grupo tratado apenas com
reserpina. Porém, quando tratados na dose de 3 mg/kg, os animais ndo conseguiram
reconhecer o ambiente familiar do ndo-familiar, j& que passaram tempos semelhantes
em ambos os compartimentos, o que revela que a cafeina nesta dose ndo pode reverter
os sintomas induzidos pela reserpina. Esses resultados mostram a importincia da
aplicacdo de doses diferentes da mesma droga em um estudo, para que se possa
estabelecer a dose satisfatéria para determinado tratamento. No caso destes resultados

foi preciso uma concentragdo mais alta de cafeina (10 mg/kg) para amenizar os
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prejuizos olfatdérios conseqiientes da administracdo de reserpina. Os mecanismos pela
qual a cafeina ameniza os sintomas olfatérios ainda ndo sdo bem compreendidos,
porém, trabalhos de diferentes grupos de pesquisa tém demonstrado uma elevada
expressdo dos receptores A2A para adenosina (Kaelin-Lang et al., 1999) e D2 para
dopamina (Coronas et al., 1997) no bulbo olfatério de ratos. Além disso, Hadfield
(1997) demonstrou que a cafeina, através do bloqueio dos receptores A2A, € capaz de
modular a liberagdo de diferentes neurotransmissores (incluindo a dopamina) no bulbo
olfatério de roedores. Desta forma, uma possivel co-localizacdo e interagdo antagbnica
entre os receptores A2A/D2 no bulbo olfatério, de maneira semelhante ao observado no
estriado, pode ser responsdvel pelo efeito somatério observado pela administracdo da
cafeina na dose de 10 mg/kg na discriminagdo olfatdria de ratos.

Virios trabalhos tém demonstrado que a cafeina melhora as fungdes cognitivas
avaliadas em diferentes modelos de aprendizagem e memoria em animais (Castellano,
1996; Angelucci et al., 1999) Os resultados dos testes cognitivos aqui observados
reforcam o potencial terapéutico da cafeina na amenizacdo dos sintomas cognitivos
induzidos pela reserpina. Ambas as doses de cafeina administradas foram capazes de
atenuar significativamente os prejuizos na memoria social de ratos tratados com
reserpina (1mg/kg), j4 que os grupos que receberam cafeina conseguiram reconhecer o
rato jovem quando lhes reapresentados. Os efeitos benéficos da cafeina também foram
observados em ratos pré-tratados com reserpina, que melhoraram seu desempenho no
labirinto aquético depois do tratamento. Os grupos tratados com cafeina nas doses de 3
mg/kg e 10 mg/kg apresentaram um desempenho semelhante ao grupo controle e
significativamente melhor que os animais tratados somente com reserpina, ja que estes

tiveram reduzido o tempo de laténcia para encontrar a plataforma.
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O potencial da cafeina e de antagonistas seletivos dos receptores A2A para
adenosina no tratamento da DP tem sido demonstrado em estudos realizados em
humanos (Hellenbrand et al., 1996; Fall et al., 1999; Ross et al., 2000; Ascherio et al.,
2001; Tan et al., 2003) e animais de laboratério (Svenningsson et al., 1999; Hauber et
al., 2001; Chen et al., 2001; Gevaerd et al., 2001). Estes estudos sugerem que a cafeina
pode estar associada a um menor risco no desenvolvimento futuro da DP (Fall et al.,
1999; Tan et all., 2003), bem como redugdo na perda de neurdnios dopaminérgicos da
via nigroestriatal (Chen et al., 2001) em modelos animais da DP. Diversos estudos tém
demonstrado que a adenosina apresenta efeitos opostos aos da DA no SNC. Quando a
cafeina se liga ao receptor adenosinérgico (A2A), ocorre uma atra¢do deste receptor a
um receptor dopaminérgico adjacente, havendo a ligacdo fisica entre eles, o que resulta
em uma estrutura chamada heterodimero. Estudos prévios demonstraram a existéncia
deste fendmeno especificamente nos receptores adenosinérgicos/dopaminérgicos (Fuxe
et al., 1998; Ferre et al., 2007). Esta ligacdo resulta em uma cascata de reacdes que irdo
estimular os receptores dopaminérgicos, modulando as atividades dependentes de DA
(Fuxe et al., 1998; Ferre et al., 2007). Uma descoberta chave neste processo é a co-
localizacdo dos receptores D1/A1 e D2/A2A no estriado, inicialmente observado em
ratos (Ferre et al., 1991), mas posteriormente também descrito em humanos (Diaz-
Cabiale et al., 2001).

Em conclusdo, os resultados do presente estudo confirmam o uso da reserpina
como um bom modelo animal para a doenca de Parkinson, ja que foi possivel observar
prejuizos motores, olfatdrios e prejuizos nas memorias do tipo procedural e operacional.
Nossos resultados também reforgcam o potencial terapéutico da cafeina na DP, uma vez
que sua administracdo aguda foi capaz de reverter os déficits cognitivos e olfatdrios

induzidos pela reserpina em ratos, porém falhou em aliviar os sintomas motores.
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