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A doenca de Parkinson € uma doenca crbnica, degenerativa do sistema nervoso
central, que afeta a funcdo motora extrapiramidal. E causada por degeneracéo severa
de neurdnios dopaminérgicos da substancia negra compacta. Sua ocorréncia se da de
forma lenta e progressiva, sendo caracterizada por sintomas como, bradicinesia, rigidez
muscular, tremor em repouso. Assim, este trabalho testou o efeito da aminofilina,
antagonista ndo seletivo de receptores de adenosina A1 e A2a, na catalepsia induzida
por haloperidol (antagonista dopaminérgico). Além disso, foram analisadas as possiveis
modificacbes no comportamento motor decorrentes da interagcdo destes
neurotransmissores, por meio do teste do Campo Aberto. Para realizacdo do
experimento, foram utilizados 60 camundongos suicos, adultos, machos, que foram
divididos em 6 grupos experimentais. No primeiro dia, os animais foram submetidos a
uma cirurgia estereotaxica para implantacao de canulas guia, na regido do estriado, em
ambos hemisférios cerebrais. Apds sete dias do procedimento cirdrgico, os animais
receberam injecdo intraperitoneal de salina ou haloperidol e ap6s 60 minutos, foi
realizada a infusdo intracerebral de salina ou aminofilina (60nM ou 120nM) antes do
inicio dos testes de catalepsia e do Campo Aberto. Os resultados demonstraram que
0s animais tratados sistemicamente com haloperidol, apresentaram um aumento no
tempo de permanéncia na barra no teste de catalepsia e também apresentaram uma
diminuicdo na locomocao no teste do Campo Aberto, em comparacao com os demais
grupos experimentais. Todavia, a catalepsia foi totalmente revertida nos grupos
tratados com haloperidol+aminofilina nas doses de 60nM e 120nM. A avaliacdo do
comportamento locomotor dos animais, realizada pelo teste do Campo Aberto,
demonstrou que os grupos tratados com haloperidol+aminofilina em ambas doses
(60nM e 120nM), n&o apresentou eficacia na reversao das alteracdes motoras, nos
animais. Nossos resultados demonstraram a forte interacdo dopaminérgica e
adenosinérgica nos nucleos da base, confirmando que o estudo de novas terapia, que
vao além da reposicdo de dopamina, podem ser uma opc¢ado de tratamento

farmacologico viavel para a DP.

Palavras-chave: Receptores dopaminérgicos; Receptores adenosinérgicos; Catalepsia,

Nucleos da Base; Doenca de Parkinson.



ABSTRACT

Parkinson's disease is a chronic degenerative disease of the central nervous system
that affects extrapyramidal motor function. It is caused by severe degeneration of
dopaminergic neurons of the compact substantia nigra. Its occurrence occurs slowly and
progressively, being characterized by symptoms such as bradykinesia, muscle stiffness,
tremor at rest. Thus, this work tested the effect of aminophylline, non-selective
adenosine A1 and Aza receptor antagonist, on haloperidol-induced catalepsy
(dopaminergic antagonist). In addition, possible changes in motor behavior resulting
from the interaction of these neurotransmitters were analyzed through the Open Field
test. For the experiment, 60 adult male Swiss mice were divided into 6 experimental
groups. On the first day, the animals underwent stereotactic surgery for implantation of
guide cannulas in the striatum in both cerebral hemispheres. Seven days after the
surgical procedure, the animals received intraperitoneal saline or haloperidol injection
and after 60 minutes, the intracerebral saline or aminophylline infusion (60nM or 120nM)
was performed before the beginning of the catalepsy and open field tests. The results
showed that the animals treated systemically with haloperidol showed an increase in the
time spent in the bar in the catalepsy test and also showed a decrease in locomotion in
the open field test, compared to the other experimental groups. However, catalepsy was
fully reversed in the haloperidol + aminophylline treated groups at 60nM and 120nM
doses. The evaluation of the locomotor behavior of the animals, performed by the Open
Field test, showed that the groups treated with haloperidol + aminophylline at both doses
(60nM and 120nM) did not show efficacy in reversing motor alterations in animals. Our
results demonstrated the strong dopaminergic and adenosinergic interaction in the base
nuclei, confirming that the study of new therapies, which go beyond dopamine

replacement, may be a viable pharmacological treatment option for PD.

Keywords: Dopaminergic receptors; Adenosinergic receptors; Catalepsy; Basal nuclei;

Parkinson's disease.
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1. INTRODUCAO

A doenca de Parkinson (DP) é uma doenca croénica, degenerativa do sistema
nervoso central (SNC), com evolucéo lenta e progressiva, caracterizada por sintomas
como, bradicinesia, rigidez muscular, tremor em repouso, entre outros sinais motores
e ndo motores (NASROLAHI et al., 2019). A DP € o principal distarbio de movimento
encontrado na populacdo idosa e o segundo transtorno neurodegenerativo mais
comum em todo o mundo, ficando atras apenas da doenca de Alzheimer (POEWE;
MAHLKNECHT, 2009; TAURA et al.,, 2018). Estima-se que esse disturbio pode
acometer cerca de 2% a 3% da populacdo mundial com mais de 65 anos,
representando até 2/3 dos pacientes que frequentam os grandes centros de distlurbios
do movimento em todo o mundo (POEWE et al., 2017). Assim, diante da crescente
ocorréncia da doenca, as estimativas de prevaléncia e incidéncia podem ser
superadas com o aumento do envelhecimento populacional e na elevagcéo da
expectativa média de vida da populagdo mundial (TYSNES; STORSTEIN, 2017,
NASROLAHI et al., 2019). Com isso, a DP esta proxima de superar 0s casos de cancer

como principal causa de morte da populacéo idosa (POEWE et al., 2017).

A literatura tem relatado que a DP € uma doenca que, na maioria dos casos,
tem causa idiopatica, contudo, algumas hipoteses etiolégicas identificam uma origem
genética em 5-10% dos pacientes. Além disso, os riscos ambientais como exposi¢cao
a agrotoxicos, também podem ser associados ao surgimento da doenca em alguns
casos (SAVICA; CANNON-ALBRIGHT; PULST, 2016a). As taxas de mortalidade séo
aproximadamente 3 vezes maiores do que as da populacédo em geral, ressaltando sua
gravidade (LARSSON; TORISSON; LONDOS, 2018).

Fisiopatologicamente, a DP é caracterizada pela degeneragéo progressiva de
vérias estruturas encefalicas, com destaque para os nucleos da base (NB),
especialmente da substancia negra pars compacta (SNc), causando a morte de
neurénios dopaminérgicos e comprometendo as vias dopaminérgicas nigro-estriatais.
Esta degeneracédo, gera déficits na facilitacdo de movimentos voluntarios de forma
cronica e progressiva, determinados pela diminuicAo da neurotransmissao

dopaminérgica no corpo estriado, em especial no putamen (LESS; HARDY; REVESZ,
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2009). Além disso, a DP ¢é fortemente caracterizada como uma disfuncao
monoaminérgica multipla, incluindo, além dos déficits nos sistemas dopaminérgicos,
alteracbes em outros sistemas como 0s colinérgicos, serotoninérgicos,
adenosinérgicos e noradrenérgicos, que além das alteracbes motoras, também
podem estar ligados as perturbacdes cognitivas e a depressdao que também pode
acompanhar a DP ao longo da sua evolucédo. (JENNER, 2014; TEIVE, 2005). Com
isso, torna-se necessario ampliar a compreensao neurofisiolégica, através de estudos
gue visem outras vias, além das dopaminérgicas, ja que estas tém se mostrados

opcoes viaveis de tratamento na DP.

Considerando que a DP é uma doenca de abrangéncia mundial, com alta
incidéncia e prevaléncia e que hd uma escassez de estudos sobre o efeito das terapias
nao dopaminérgica, este estudo propds avaliar o efeito do antagonismo de receptores
de adenosina com aminofilina, sobre as alteragbes motoras, induzidas por haloperidol,

em um modelo farmacoldgico da DP, em camundongos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 NuUcleos da Base

Os NB sdo um grupo de nucleos subcorticais envolvidos no planejamento e
iniciacdo de movimentos, os quais sao organizados de forma anatémica e funcional
em circuitos paralelos que processam diferentes tipos de informacdes. Os NB estéo
situados no cérebro e no mesencéfalo sendo divididos em: (a) nucleos de entrada,
gue recebem informacgdes do cortex e do talamo, constituidos pelos nucleos caudado,
putamen e accumbens; (b) nucleos de saida, que enviam informacdes dos NB para o
talamo, constituindo o globo palido interno (GPi) e a substancia negra parte reticulada
(SNr); e (c) nacleos intrinsecos, conhecidos também como neoestriado, compostos
pela divisdo do globo palido externo (GPe), do nucleo subtalamico (STN) e da SNc
(ARMENTERO et al., 2011). O neoestriado é formado por um nucleo Unico em
roedores, mas em vertebrados superiores, € dividido pela capsula interna nos nucleos
caudado e putamen. O globo pélido (GP), como mencionado, consiste em duas partes
principais, o segmento externo, GPe e o segmento interno GPi. Em roedores, o
segmento externo é simplesmente chamado de GP e o segmento interno é
equivalente (em termos de entradas e saidas) ao nucleo entopeduncular (EP)
(TEPPER; ABERCROMBIE; BOLAM, 2007).

A composicdo dos NB se da através da interconexao de varios nucleos e essas
estruturas nervosas sao responsaveis pelos ajustes das atividades nos tratos
descendentes do SNC. Apesar da inexisténcia de conexdes diretas destes ndcleos
basais com os neurdnios motores inferiores, seu papel € primordial para manutencao
da homeostase da funcdo motora. Em relacdo a motricidade, estes nucleos atuam na
regulacédo da contracao e forca muscular, os movimentos de varias articulacfes e as
sequéncias de movimentos. Alguns desses nucleos sdo anatomicamente préximos e
por isso recebem nomes comuns: o globo palido e o putdmen formam o nucleo
lenticular e o conjunto do caudado e do putamen formam o estriado (KANDEL et al.,
2014).
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2.2 Substancia Negra

A substancia negra (SN) é um ndcleo localizado no mesencéfalo, e
caracterizado macroscopicamente pela coloracdo escura de suas células, onde os
neurbnios sdo pigmentados por neuromelanina (VAN DOMBURG; DONKELAAR,
1991). No encéfalo humano foi demonstrada uma subdivisdo anatdmica do complexo
nigral pautada em estudos que marcaram células dopaminérgicas (DAMIER; HIRSCH,;
GRAYBIEL, 1999). A SN é dividida em dois sub-nucleos: a parte compacta e a parte
reticular. Essas duas partes da SN compartilham entradas semelhantes, mas tém
saidas diferentes e sdo compostas por tipos de neurbnios neuroquimicamente
distintos. Essas divisdes também sdo denominadas de porcao dorsal e ventral dos
NB; a divisdo ventral consiste no nucleo accumbens, no globo pélido ventral (que
provavelmente equivale a parte ventral do GPi) e na porcdo medial do STN e SN. A
divisdo dorsal dos NB estd principalmente associada a funcdes motoras e
associativas, enquanto a divisdo ventral estd mais relacionada a fungbes limbicas
(TEPPER; ABERCROMBIE; BOLAM, 2007).

A grande maioria dos neurbnios nos NB é GABAérgica de projecéo,
(aproximadamente 98,86%) e estes sd0 0s principais componentes dos segmentos
do GP e da SNr. No neoestriado de roedores e primatas, cerca de 95% e de 75-80%
dos neur6bnios, respectivamente, também é GABAérgica de projecdo. Enquanto que o
STN contém neurbnios de projecao glutamatérgicos, a SNc é composta, quase
exclusivamente, de neurbnios de projecao dopaminérgicos. Além disso, o neoestriado
também abrange, quase que majoritariamente (exceto por interneurénios
colinérgicos), populagdes bem definidas de interneurénios GABAérgicos. Com isso, é
natural que cada um desses nlcleos expresse altos niveis de receptores GABAa e
GABABg, pré e pos-sinapticos (TEPPER; ABERCROMBIE; BOLAM, 2007). Assim, as
acOes colinérgicas inibem as células estriatais da via direta e excitam as células
estriatais da via indireta. Portanto, os efeitos da acetilcolina séo opostos aos efeitos

da dopamina nas vias diretas e indiretas, ao inibir a atividade motora.

A parte compacta da SN fornece dopamina essencial para o funcionamento
do estriado. A dopamina atua principalmente como um neuromodulador no

neoestriado e é importante na modulagédo dos canais dependentes de voltagem para
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os ions sédio, potassio e calcio nos neurdnios espinhosos médios e em interneurénios
colinérgicos. Essa neuromodulacdo leva a alteracbes complexas e dependentes do
estado de excitabilidade neuronal na regido neoestriatal (SURMEIER, 2006). A
dopamina também atua para modular a liberagéo pré-sinaptica de acido gama-amino
butirico (GABA) na SN. Com a producdo de dopamina na pars compacta da SN a
atividade do cértex motor aumenta pela ligacdo de dopamina a dois diferentes tipos
de receptores dopaminérgicos, D1 e Dz, no circuito dos NB. A liga¢do da dopamina a
receptores D1 facilita a atividade na via direta, enquanto a ligagdo de dopamina a
receptores D2 inibe a atividade na via indireta. Em outras palavras, a via direta (que
aumenta a atividade motora) é excitada pela dopamina, enquanto a via indireta (que
diminui a atividade motora) € inibida. Ambos os efeitos levam ao aumento da atividade
motora (KANDEL et al., 2014).

2.3 Doenca de Parkinson

O disturbio motor hipocinético mais comum dos NB é a doenca de Parkinson,
gue é sintomaticamente caracterizada por, (1) rigidez muscular, que esta presente em
todos os grupos musculares, tanto flexores quanto extensores e, geralmente, &
acompanhada por movimentos articulares bruscos; (2) marcha festinante devido a
perda de reflexos posturais que resultam em problemas de equilibrio e podem se
manifestar com uma postura instavel, curvada e uma deambulacdo embaralhada
(marcha em tesoura) com pequenos passos, seguida pela necessidade de etapas
mais rapidas para manter o equilibrio; (3) o tremor muscular ritmico dos pacientes com
DP, é um tremor estatico ou em repouso, que se refere a movimentos involuntarios de
4-5 Hz quando o membro é mantido em repouso, mas desaparece durante um
movimento voluntario; (4) hipomimica facial com expresséo facial semelhante a de
uma mascara € ligado a hipocinesia; (5) alteracfes na fala como a disartria, afonia.
Além disso, sintomas nao motores também tém sido descritos, dentre eles a hiposmia,
desordens do sono, sintomas gastrointestinais, incontinéncia urinaria, bradifrenia,
depresséo e declinio cognitivo (NASROLAHI et al., 2019).

A DP é uma patologia bioquimica central, resultando em uma desordem
neuroldgica progressiva da funcdo motora extrapiramidal causada pela degeneracao
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severa de neurbnios dopaminérgicos da SNc. A morte neuronal se d4 em decorréncia
aos danos ao complexo | do sistema de transferéncia de elétrons; a deplecdo de
adenosina trifosfato (ATP) em consequéncia do bloqueio da oxidagdo mitocondrial e;
alteracdes na homeostase do ion calcio. Com a diminuicdo da neurotransmissao
dopaminérgica ocorre a degeneracdo do estriado e a perda de receptores de
dopamina (ROWLAND, 2007)

Os déficits causados pela deplecdo de dopamina incluem mais comumente
sintomas motores (FANG et al., 2006; TORIUMI et al., 2009). Entretanto, um vasto
conjunto de evidéncias sugerem que estes sejam apenas um dos aspectos de um
distarbio multifacetado. O que se observa é que cerca de 60% das pessoas com DP
apresentam também sintomas ndao motores, tais como distarbios psiquiatricos e cerca
de 40% deles apresentam transtornos de ansiedade e/ou depressdo. Com isso, tem
sido realizados numerosos estudos destacando a importancia dos sintomas né&o
motores tanto na fase "pré-motora” da DP quanto no decorrer da doenga
(SAUERBIER et al., 2016).

Normalmente, estes sintomas aparecem ap0s a perda de pelo menos 80%
dos neurénios dopaminérgicos na SNc, prejudicando assim a capacidade do paciente
para executar tarefas diarias. Conforme a doenca progride, comorbidades com
sintomas ndo motores se manifestam (BRANCHI et al., 2010).

Brainstem
- \OtOr
Centers

Direct pathway

Figura 1 - Neurbnios dopaminérgicos da substéncia negra pars compacta, lancando projecdes
axonais para o estriado. Fonte: http://nelsonlab.ucsf.edu/publications/ publications
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2.4 Tratamento farmacolégico da doenca de Parkinson

A DP foi originalmente descrita pelo médico inglés, James Parkinson, em
1817. Desde entdo, ocorreram importantes avancos sobre a compreensdo da
etiologia, fisiopatologia e prognéstico da DP. Tais avancos, propiciaram o
desenvolvimento de terapias farmacologicas altamente eficazes para o tratamento da
doenca (SMITH; ISACSON; DUNNETT, 2012; ELKOUZI et al., 2019).

O amplo, preciso e pioneiro trabalho de Hornykiewicz trouxe a proposta de
terapias farmacolégicas baseadas em levodopa (L-DOPA). A L-DOPA é um precursor
de dopamina que continua sendo uma das principais estratégias terapéuticas para
pacientes com DP, considerada como “padrdao ouro” de tratamento farmacol6gico
(HORNYKIEWICZ, 1973; HORNYKIEWICZ, 2006). Embora o L-DOPA seja um
medicamento altamente efetivo em tratar os estagios iniciais da doenca, complicacfes
motoras (fendmenos on-off, discinesia ou distonia) aparecem em mais de 50% dos
pacientes ap6és 5 a 10 anos de administracdo continua (SCOTTISH
INTERCOLLEGIATE GUIDELINES, 2016). As discinesias induzidas por levodopa
(LID), associadas ao tratamento de longo prazo, podem se manifestar na forma de
movimentos coreiformes, distonia, atetose, tiques e mioclonias. Logo que aparecem,
as discinesias, normalmente, afetam a musculatura orobucolingual e podem nao
apresentar uma relacdo nitida com a administracdo das diversas doses diarias de L-
DOPA. Com a progressao da doenca e do tratamento, as discinesias podem se tornar
mais severas e atingir outras regides do corpo (ZHANG et al., 2013). Além disso, todas
as terapias utilizadas atualmente tratam os sintomas e ndo modificam
significativamente a progressdo da doenca (MUNHOZ et al, 2015). Como
consequéncia disso, h& a necessidade do desenvolvimento de novas manipulagdes
farmacologicas para o tratamento da DP. Do mesmo modo, a introducdo de drogas
dopaminérgicas esta associada com efeitos colaterais agudos, tais como nausea,

vomito, hipotenséao, alucinacéo e insénia (MUNHOZ et al., 2015).

Os agonistas dopaminérgicos (pramipexol, ropinirol e rotigotina) sGo menos
eficazes que a L-DOPA, mas geram menos efeitos motores adversos (TARSY, 2016).
Finalmente, os inibidores da monoamina oxidase B (MAO-B), selegilina e rasagilina,
gue impedem o metabolismo da dopamina no SNC e sdo geralmente usados como
coadjuvantes do tratamento com L-DOPA para melhorar os sintomas motores (INFAC,

2010). Os efeitos colaterais indesejaveis gerados pelos medicamentos atualmente



20

prescritos, mostram que o desenvolvimento de novas terapias é essencial para
melhorar a qualidade de vida das pessoas acometidas pela doenca. Bem como
também é necessario que estes medicamentos apresentem mecanismos de acéo

voltados para a protecao de neurdnios nigrais (MUNHOZ et al., 2015).

Desta maneira, é importante que as novas manipulacdes farmacolédgicas
produzam agentes com acao anti-parkinsoniana em todas as fases da doenca, sem
perda da eficacia da droga e que previnam o surgimento de efeitos colaterais, como
as discinesias. Diversos agentes que demonstram um potencial terapéutico tém sido
descritos, incluindo agentes que atuam em receptores adenosinérgicos,
glutamatérgicos, canabindides, opiodides, a2-adrenérgicos e receptores colinérgicos
nicotinicos e muscarinicos. Diante do conhecimento de que outras vias também séo
acometidas na DP, €& importante que os estudos de novas drogas foquem nos
sistemas ndo dopaminérgicos nos nucleos basais, indo além das vias nigroestriatais
lesionadas (JENNER, 2003; SMITH et al., 2014).

2.5 Efeitos estimulantes das metilxantinas e seus beneficios em doencas

neurodegenerativas

As metilxantinas (MTXs) séo substancias originadas das purinas, derivadas
de metilados da xantina. As MTXs formam o principal constituinte de vérias bebidas e
alimentos amplamente consumidos mundialmente, preparados artesanalmente ou de
forma industrial, como café, cha, erva mate, bebidas com cola ou guarana,
estimulantes nédo alcoolicos (conhecidos como energéticos) e o cacau. Enquanto a
cafeina esté presente em concentragdes relativamente altas no café e no cha, varios
outros metabdlitos de purina também estdo presentes em quantidades menores
incluindo teobromina, teofilina e paraxantina. Por outro lado, teobromina e teofilina
estdo presentes em altas concentracdes no cacau (CAMANDOLA; PLICK; MATTSON,
2019).

Em 1902, o quimico Emil Fischer recebeu o prémio Nobel por seu trabalho no
metabolismo de purinas e acuUcar, incluindo a descoberta de que a cafeina é um
componente purinérgico. De fato, durante o século seguinte & descoberta de Fischer,

estudos sobre os efeitos da cafeina no SNC, estabeleceram o potencial
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psicoestimulante da cafeina, elucidando seus mecanismos celulares e moleculares de

acao nas células nervosas (KUNZ, 2002).

Durante varios séculos, o cha e o café foram as bebidas de maior consumo
mundial, e as bebidas feitas com cola encontram-se entre 0os primeiros analgésicos
prescritos, quando os tratamentos farmacologicos eram praticamente inexistentes
(FRANCO; ONATIBIA; MARTINEZ, 2013; ONATIBIA; MARTINEZ; FRANCO, 2016).
As primeiras evidencias sobre o consumo de ché e café sao datadas do século XV,
em monastérios, onde os monges faziam uso de café como estimulante com intuito
de permanecerem acordados para realizarem suas oragfes noturnas. As
propriedades revitalizantes da bebida logo ficaram conhecidas em outros paises,
principalmente, nos paises arabes e do Império Otomano, onde 0s comerciantes
venezianos comecaram introduzir a palavra caffe, da palavra turca kahveh, na Italia
por volta de 1570 (DICUM; LUTTINGER, 1999). Atualmente, dados do relatério da
Organizacdo Internacional do Café (OIC), apontaram um consumo mundial de cerca
de 165,18 milhdes sacas de café (aproximadamente 16,518 bilhdes de litros), em
2018. Segundo previsbes da OIC, o Brasil continuard a ser o lider mundial de
producdo, estimando-se que produzira 58,5 milh6es de sacas no ano-safra (abril-
margo) de 2019/20 (OIC, 2018).

No que se refere ao estudo cientifico de substancias do grupo das MTXs,
como a cafeina, teobromina, teofilina e paraxantina, dados epidemioldgicos solidos
mostram que 0 seu consumo pode prevenir doengcas neurodegenerativas graves,
como a DP e a doenca de Alzheimer (DA). Além disso, foi descrito que as MTXs
também podem prevenir a diabetes mellitus tipo Il (DM2), classificando esses
compostos como agentes de prevencdo de doencas (FRANCO; ONATIBIA;
MARTINEZ, 2013; ONATIBIA; MARTINEZ; FRANCO, 2016).

O processo de neurodegeneracdo é caracterizado pelos danos anatémicos,
estruturais, por alterac@es fisioldgicas que levam a disfuncdo das células neurais e
morte neuronal prematura. Em geral, a pratica clinica estabelece que a
neurodegeneracao seja atribuida como origem de qualquer patologia que apresente
sintomas neurolégicos prematuros na auséncia de lesfes ou eventos
cardiovasculares. A neurodegeneracdo pode se dar em nervos periféricos e centrais
e engloba mais de 100 doencas distintas. Apesar da etiologia complexa e da

fisiopatologia diversificada, essas doencas podem ter caracteristicas comuns, por
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exemplo, deposicdo de agregados de proteinas, inflamacéo, deficiéncias motoras e
déficits cognitivos (PRZEDBORSKI; VILA; JACKSON, 2003; KOVACS, 2016).

Estudos realizados em mamiferos concluiram que as MTXs atuam por meio
de uma variedade de mecanismos moleculares diferentes: mobilizagdo de calcio
intracelular, inibicdo de fosfodiesterases, modulacdo de receptores GABAérgicos,
inibicdo de transportadores de nucleotideos ciclicos dependentes de ATP de alta
afinidade e antagonismo dos receptores de adenosina (ARONSEN et al., 2014,
FRANCO; ONATIBIA; MARTINEZ, 2013).
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Figura 2: Estrutura das metilxantinas (Fonte: Sigma Aldrich)
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2.6 Interacao de receptores de adenosina e de dopamina no estriado

No SNC existem varios neurotransmissores responsaveis por agir como
moduladores enddgenos, alterando o funcionamento celular, proporcionando a
regulacdo das atividades fisiologicas em diversos oOrgdos, tecidos e células
(FREDHOLM et al., 2011).

Estudos pioneiros como o de Fuxe e Ungerstedt (1974), demonstraram 0s
efeitos moduladores que a adenosina exerce sobre o sistema dopaminérgico, e isso
continua sendo alvo de investigacfes por sua relevancia em patologias humanas,
como por exemplo, a esquizofrenia e a DP. O estudo evidenciou que héa interacbes
antagoOnicas entre adenosina e dopamina, comprovando que adenosina pode inibir

varios efeitos da dopamina no cortex cerebral e nos NB.

Nesse contexto, sabe-se que a adenosina € um importante metabdlito
intermediario, caracterizado como um componente intracelular essencial, atuando
como elemento basico dos acidos nucléicos e componente da moeda energética
biologica, o ATP (CHEN, ELTZSCHIG, FREDHOLM, 2013). Além disso, a adenosina
funciona como molécula sinalizadora atraveés da ativacao de receptores distintos e que
sdo amplamente expressos. Esses receptores estdo envolvidos em varias funcdes
biolégicas, tanto fisiolégicas quanto patolégicas. Dentre elas, incluem-se o ritmo e a
circulacdo cardiaca, lipdlise, fluxo sanguineo renal, funcdo imune e a angiogénese,
além de doencas inflamatorias, isquemia-reperfuséo e disturbios neurodegenerativos.
Especificamente, no SNC, a adenosina atua na modulacdo do sono, excitacao,
locomocgédo, nocicep¢do, neuroprotecdo e em varios outros processos fisiologicos
vitais (CHEN; ELTZSCHIG; FREDHOLM, 2013; SCHWARZSCHILD et al., 2003; EL
YACOUBI et al., 2000).



24

NH>
~ N
N \
k\t >
N
0 N

O

H

OH OH

Figura 3: Estrutura molecular da adenosina (Fonte: Sigma Aldrich)

Molecularmente, a adenosina € um nucleosideo proveniente do ATP. Sua
acdo se da por meio de receptores purinérgicos do tipo P1, que sao divididos em
quatro subtipos distintos, A1, A2a, A2s e As, 0s quais séo classificados com receptores
do tipo metabotrépicos, isto €, possuem sete dominios transmembrana e sao
acoplados a proteina G. Sendo os receptores A1 e As acoplados a proteina G do tipo
Gilo, enquanto os receptores A2xa e Azs sdo acoplados a proteina G do tipo Gs.
Ademais, eles também podem apresentar-se na forma de monémeros, homodimeros,
heterodimeros e oligdbmeros, com por exemplo, A1-A1, A2a-CB1, A2a-D2 (FREDHOLM
et al., 2011).

As substancias com origem nas metilxantinas atuam principalmente no
sistema adenosinérgico e sdo consideradas uma classe de substancias
psicoestimulantes e neuroprotetoras, por reduzirem o estresse oxidativo e inflamatério
no SNC (GOLEMBIOWSKA et al., 2013; DORE et al., 2011). A cafeina e a teofilina
foram os primeiros alcaloides naturais, com a¢do antagonista sobre o sistema
adenosinérgico descritos na literatura, ao demonstrarem uma grande afinidade por
estes receptores (MULLER; JACOBSON, 2014).

Evidéncias experimentais sugerem que as propriedades estimulantes centrais
desempenhadas pelas metilxantinas, demonstram efeitos terapéuticos benéficos no
tratamento preventivo da DP (CHEN et al., 2007; GOETZ et al., 2005; FREDHOLM et
al., 1999). Tais propriedades anti-parkinsonianas se dao por meio do bloqueio de
receptores estriatais de adenosina (FERRE et al., 2001; SVENNINGSSON et al.,

1999). Com isso, adenosina fornece um tono inibitorio a varias regides cerebrais e a
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estimulacdo de comportamentos motores promovidos pela cafeina e teofilina séao
atribuidos ao antagonismo n&o seletivo dos receptores de adenosina A1 e Aza
(BRUNDEGE; DUNWIDDIE, 1997; ONATIBIA; MARTINEZ; FRANCO, 2016).

Um estudo precursor, realizado em modelo animal com macacos, demonstrou
gue os animais tratados sistemicamente, com doses baixas e intermediarias de 8-
fenilteofilina, teofilina, cafeina, 8-ciclopentena-teofilina e isobutil-I-metilxantina,
apresentaram melhora na atividade locomotora que foi suprimida por altas doses de
5'-N-etilcarboxamida adenosina (NECA), indicando que esta droga pode antagonizar
os efeitos supressores comportamentais de analogos da adenosina, como NECA.
Com isso, sugere-se que os efeitos estimuladores psicomotores das metilxantinas
estéo ligados as suas acOes antagdnicas nos receptores de adenosina (SPEALMAN,
1988).

A neuroprotecdo e a ativagdo motora sao efeitos caracteristicos das
substancias do grupo das metilxantinas, demostrando seu importante potencial
terapéutico em doencas neurodegenerativas, além de ajudar no entendimento
fisiologico de cada uma dessas vias. Estudos também demonstraram que o estimulo
da atividade motora exercida por antagonistas de adenosina é inibida pelo bloqueio
dos receptores de dopamina ou através da deplecdo desse neurotransmissor. Bem
como, a estimulagdo motora que € induzida pelos agonistas dopaminérgicos séo
inibidas por agonistas adenosinérgicos e potencializadas pelos antagonistas de
adenosina (FERRE et al., 1997; FRANCO et al., 2000).

A ativacédo de receptores adenosinérgicos A1 e Aza, pode modular o sistema
dopaminérgico (DUNWIDDIE; MASINO, 2001; FISONE; BORGKVIST; USIELLO,
2004). Os receptores do tipo A1 séo vastamente distribuidos em todas as partes do
cérebro (hipocampo, cértex cerebral, tdlamo e cerebelo), onde eles regulam a
liberacdo de neurotransmissores e 0s disparos neuronais. Atuando em receptores do
tipo A1 localizados na regido pré-sinaptica, adenosina suprime a liberagédo de varios
neurotransmissores (incluindo glutamato e dopamina), enquanto que a ativacao pos-
sinptica destes receptores induz hiperpolarizacdo neuronal. Esta atividade inibitoria
aumenta sob condicbes neurotOxicas e assim, coloca a adenosina como um
importante agente em mecanismos de neuroprotecdo (BRUNDEGE; DUNWIDDIE,
1997; RALEVIC; BURNSTOCK, 1998).
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Os receptores Aza sd@o particularmente expressados em regifes ricas em
receptores de dopamina, onde se co-localizam com receptores do tipo D2 (FERRE et
al., 2016; FERRE et al., 2018). A ativacdo de receptores A2a de adenosina reduz a
atividade de receptores D2 a agonistas dopaminérgicos, incluindo o ligante endégeno
dopamina (FERRE et al., 1997; FERRE et al., 1991b). Nos NB, a neuromodulacg&o
pela adenosina desempenha um papel crucial no controle motor (FERRE et al., 1997).
Varios estudos sobre comportamento indicam que ativacéo ou bloqueio de receptores
A2a de adenosina inibe ou estimula, respectivamente, efeitos mediados por receptores
D2 de dopamina, provavelmente por meio de interagéo direta entre os receptores Aza
de adenosina e D> de dopamina (BARRACO et al., 1993; FERRE et al., 1992;
MORELLI et al., 1994; ONGINI; FREDHOLM, 1996).

No estriado, que é a estrutura de maior entrada dos NB, receptores Aza sao
seletivamente expressos e co-localizados com receptores D2 de dopamina, em uma
sub-populacéo de neurdnios projetados para o GP (FINK et al., 1992; SCHIFFMANN
etal., 1991; FERRE et al., 2016; FERRE et al., 2018). Estes neurdnios estriato-palidais
constituem a via indireta, uma das duas maiores vias de saida do estriado que controla

a atividade dos nucleos de saida dos NB, SNr e o nucleo entopeduncular.
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Figura 4: Esquema ilustrativo demonstrando a existéncia de complexos de receptores
formando heterodimeros Aza-D», co-localizados no estriado.
Fonte:http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/fS0028390815002099?via%3Dihub.
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Em contraste, neurbnios estriato-nigrais e estriato-entopedunculares,
regulados por receptores A1 e D1 (FERRE et al., 1997), constituem a via direta dos
NB. As vias direta e indireta tém efeitos opostos na atividade motora (ALBIN; YOUNG,;
PENNEY, 1989).

Estudos que realizaram o bloqueio sistémico de receptores Aza estimularam
rotacdes contralaterais dependentes de receptores D1 e D2 em ratos lesados com 6-
hidroxidopamina (FENU et al., 1997; PINNA et al.,, 1996; POLLACK; FINK, 1996).
Além disso, administracdo sistémica de antagonistas de receptores Aza reverteu
catalepsia induzida por bloqueio de receptores ou deplecdo de dopamina e
potencializou os efeitos anti-catalépticos da L-DOPA (HAUBER et al., 1998; HAUBER
et al., 2001; KANDA et al., 1994; KANDA et al., 1998; SHIOZAKI et al., 1999).

Os efeitos motores sinérgicos ou antagbnicos mediados por ligantes de
receptores Aza e D2 poderia ser explicado por interagdes diretas entre receptores Aza-
D2 nos neurdnios estriato-palidais (FERRE et al., 1997). Em contraste, interacdes
entre a via direta e a via indireta pode explicar os efeitos motores sinérgicos e
antagonicos dos ligantes de receptores A2a e D1 (FERRE et al., 1997; PINNA et al.,
1996), ja que os respectivos receptores estdo localizados em popula¢cdes separadas
de neurbnios estriatais. Dados de comportamento sugerem que interacdes entre
receptores Aza-Di1 (POPOLI; REGGIO; PEZZOLA, 2000) podem nao ser téao fortes
como as interagdes entre os receptores Aza-D2 (FENU et al., 1997; STROMBERG et
al., 2000).

Por outro lado, tem sido demonstrado que agonistas de receptores de
adenosina produzem hipomobilidade (DURCAN; MORGAN, 1989) e tém efeito
ansiolitico em camundongos, sendo o efeito motor atribuido a receptores do Aza € 0
efeito ansiolitico a receptores A1 (JAIN et al.,, 1995). Todavia, alguns agonistas
induzem modificacbes no comportamento de forma bifasica, como por exemplo,
NECA, um agonista ndo seletivo de receptores de adenosina e 2-cloro-N6-
ciclopentiladenosina (CCPA) agonista seletivo A1, em doses baixas estimulam e em
doses altas inibem locomocéo (FLORIO et al.,, 1997). Agonistas de receptores de
adenosina podem ainda induzir catalepsia (FERRE et al., 1991a; ZARRINDAST;
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MODABBER; SABETKASAI, 1993) ou potencializar catalepsia induzida por
antagonistas de dopamina (KHISTI; CHOPDE; ABRAHAM, 2000).

Normalmente, os estudos optam por utilizar varios modelos experimentais da
DP, como por exemplo, a inducdo dos sintomas por neurotoxinas como MPTP, 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) e farmacos que bloqueiam os receptores dopaminérgicos
centrais no corpo estriado, como o haloperidol, que é amplamente utilizado para
induzir a DP em modelos farmacoldgicos da DP em animais. Esses modelos animais
sdo bastante eficazes em induzir certos aspectos da doenca, como catalepsia,
desequilibrio motor e lentiddo de movimento que podem ser reproduzidos
experimentalmente (FERRE et al., 2001; WANG et al., 2009).

O teste de catalepsia na barra é um teste simples e bastante utilizado para
avaliar o estado cataléptico em roedores. A catalepsia, que é caracterizada como um
estado de imobilidade muito semelhante ao observado na doenca de Parkinson, é
marcada pela incapacidade de um animal de se corrigir de uma postura imposta
anormalmente. Embora, tal caracteristica ndo estéd diretamente associada a DP, a
catalepsia pode ser comparada a incapacidade dos pacientes de iniciar novos
movimentos voluntarios e, portanto, pode ser considerada como uma medida viavel

para experimentos em animais (MORELLI; DI CHIARA, 1985).

Outro teste bastante empregado para avaliar o desempenho locomotor em
animais é o teste do Campo Aberto. Este teste baseia-se na avaliagdo do
comportamento apresentado apos a introdu¢do do animal em um ambiente novo e
aberto. Com isso, observa-se o0 padrdo comportamental por meio da analise do
namero de cruzamentos e erguimentos do animal durante o teste (WALSH;

CUMMINS, 1976).

2.7 Acao das metilxantinas no cérebro

As substancias derivadas das MTXs sao rapidamente absorvidas no sistema
gastrointestinal e sédo distribuidas no sangue e nos tecidos do corpo cerca de 45
minutos apés a ingestdo (ARNAUD, 2011). E importante ressaltar que a cafeina pode

atravessar a barreira hematoencefélica e entrar no cérebro por difusdo simples ou
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facilitada, da mesma maneira, a teofilina e a teobromina também podem penetrar no
SNC (LIU et al., 2005).

No SNC, o antagonismo de receptores de adenosina pelas MTXs parece ser
o principal meio de atuacdo dessas substancias, resultando em efeitos
psicoestimulantes e anti-inflamatérios neurais pela antagonizacdo de receptores
adenosinérgicos (GOLEMBIOWSKA et al., 2013). Nessa perspectiva, as MTXs podem
regular a acdo das células microgliais e, consequentemente, suprimir a liberacédo de
mediadores pro-inflamatoérios e espécies reativas de oxigénio (ERO) resultantes da
estimulacdo das células da glia (GAO et al., 2002; QIN et al., 2002). O estudo de Matos
e colaboradores (2012), demonstrou que a exposicdo aguda ao agonista de
receptores de adenosina Az2a, 0 CGS 21680, inibiu a recaptacdo sinaptica de glutamato
nos astrocitos, um efeito evitado pelo antagonista de receptores de adenosina Aza,
SCH 58261 (MATOS et al., 2012).

Na ultima década, outras potencialidades apresentadas pelas MTXs foram
descritas (RIVERA; DIAZ, 2014), como por exemplo, foi relatado que os antagonistas
dos receptores Azxa impedem a peroxidacdo lipidica e aumentam a atividade de
enzimas antioxidantes nas regides cerebrais de diferentes modelos de toxicidade
neural e neurodegeneracédo (NOBRE et al., 2010; NOSCHANG et al., 2009).

As MTXs sédo substancias com semelhancas quimicas e que se diferenciam
por seu grau de poténcia em estimular o SNC, seguindo uma ordem de poténcia:
teofilina > cafeina > teobromina (ALTIMARI et al., 2001; GOODMAN; GILMAN, 2006).
No que se refere a drogas compostas por teofilina, destaca-se a aminofilina que é um
farmaco aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) para aliviar os sintomas
de obstrucédo reversivel das vias aéreas devido a asma ou outras doengas pulmonares
cronicas, como bronquite crénica e enfisema (GONDAL; ZULFIQAR, 2019), mas que
também apresenta outras caracteristicas consideraveis como seu efeito excitatério
sobre 0 SNC.
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2.8 Mecanismo de acédo da Aminofilina

A aminofilina € uma droga do grupo das MTXs e sua a¢éo farmacologica ainda
nédo estd completamente compreendida. Sua constituicdo se da por uma combinagéo
medicamentosa de aproximadamente 80% de teofilina e etilenodiamina, compondo
assim, um sal de etilenodiamina da teofilina. A aminofilina, um complexo da teofilina
com etilenodiamina, libera prontamente a teofilina no organismo. Isso ocorre pelo fato
das xantinas, especificamente a teofilina, apresentarem uma solubilidade muito baixa
a qual € melhorada pela formacdo de complexos salinicos (GOODMAN; GILMAN,
2006; BUENO, 2003).
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Figura 5: Estrutura molecular da aminofilina. (Fonte: Sigma Aldrich)

A estrutura quimica basica da teofilina consiste de um anel xantina com
metilacdes nas posicées um e trés, fazendo assim parte do grupo das xantinas (ou
metilxantinas) (KATZUNG, 2010). A teofilina age de trés formas distintas como

descrito a seguir.

(1) A teofilina causa inibicdo néo seletiva das isoenzimas do tipo Il e tipo IV
da fosfodiesterase, 0 que leva ao aumento tecidual da adenina monofosfato ciclica
(cAMP) e as concentrac6es de monofosfato ciclico de guanosina 3', 5', resultando em
relaxamento da musculatura lisa nos pulmdes e vasos pulmonares, diurese e
estimulagdo do SNC e cardiaco (GONDAL; ZULFIQAR, 2019). (2) Além disso, em
condi¢des inflamatoérias, a acao da enzima histona desacetilase (modula a inflamacé&o)

diminui por conta do estresse oxidativo, através da ativacdo da fosfoinositida-3-
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guinase-delta (PI3K-delta) (RANJANI; VINOTHA, 2017). A teofilina aumenta a
atividade e o recrutamento da enzima histona desacetilase para o local da inflamacé&o
em concentracdes terapéuticas (TO et al., 2010). Tal atuacéo diminui a transcricéo de
genes inflamatérios que requerem acetilagdo das histonas para ativar sua transcri¢cao

e também diminui a resisténcia aos esterdides nos macréfagos (COSIO et al., 2004).

(3) Em relacdo ao mecanismo de acdo no sistema adenosinérgico, a teofilina
antagoniza fortemente o receptor de adenosina A1, A2a € com menor intensidade,
antagoniza os receptores As. A teofilina também eleva a captacdo de calcio através
dos canais de calcio mediados por adenosina no diafragma, levando a maior
contracao e reversao da fadiga do diafragma (POLOSA; BLACKBURN, 2009).

2.9 Acao da teofilina em modelos animais da doenca de Parkinson

As evidéncias de que a teofilina fornece neuroprotecdo em pacientes com DP
sao limitadas, e os ensaios clinicos fornecem resultados positivos (MALLY; STONE,
1994) e negativos (KULISEVSKY et al., 2002). Portanto, sdo necessarios mais
estudos em humanos. Ja os beneficios neuroprotetores do consumo de teofilina
demonstrados em modelos animais de DP foram atribuidos principalmente as
propriedades antioxidantes de seus constituintes polifendlicos (WEINREB; MANDEL;
AMIT, 2004; GUO et al., 2007). No entanto, Xu et al. (2010) relataram que a teofilina,
como antagonista dos receptores da adenosina A1 e Aza, atenuou significativamente
a perda de dopamina estriatal em camundongos modelo de DP com 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP), semelhante ao que a cafeina faz (XU et. al., 2010).

De maneira geral, a literatura mostra que o antagonismo exercido pelas MTXs
tem se destacado pelo seu potencial terapéutico, ndo apenas por seus efeitos anti-
parkinsonianos, mas também pelos interessantes conceitos que emergem desses
estudos que é a capacidade do receptor A2a de modular as fungdes neuronais e gliais
para produzir efeitos neuroprotetores. Embora os dados apresentados por esses

estudos destaquem claramente a complexidade envolvida na utilizacao terapéutica de
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agentes adenosinérgicos na DP e em outros disturbios neurodegenerativos, faz com

gue o tema necessite de investigacao adicional (CHEN et al., 2007).

Assim sendo, nosso estudo propds testar o efeito de um antagonista nao
seletivo A1 e A2a de adenosina, a aminofilina, como tratamento farmacolégico
administrado para reverter catalepsia induzida por inibidor seletivo de receptor de
dopamina D2, haloperidol. A catalepsia foi avaliada pelo teste de catalepsia na barra.
Além disso, foram estudadas as possiveis modificacbes no comportamento motor
decorrentes da interacdo destes neurotransmissores, por meio do teste do Campo
Aberto.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da inibicdo intracerebral de receptores de adenosina com
aminofilina, antagonista de adenosina A1 e Aza, nas alteragées motoras induzidas em

um modelo farmacolégico da doenca de Parkinson.

3.2 Objetivos especificos

a) - Avaliar o efeito do antagonista de receptores de adenosina nao seletivo A1 e A2a
aminofilina, aplicado por via intracerebral (i.c.), no comportamento de catalepsia em

camundongos, induzida por inibicdo de receptores de dopamina por haloperidol;

b) - Estudar a interacdo entre os neurotransmissores adenosina e dopamina, sobre o

comportamento motor em camundongos, por meio do teste do Campo Aberto.
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4 METODOLOGIA

Este estudo caracteriza-se como um estudo experimental com animais,
realizado no Laboratério de Biofisiofarmacologia do Instituto de Biociéncia -
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS).

4.1 Animais

Neste experimento foram utilizados 60 camundongos Suicos, machos,
oriundos do Biotério Central da UFMS, pesando entre 30-40g. Os animais foram
mantidos, no biotério, com agua e comida ad libitum até o inicio dos testes. O ciclo de
luz (12/12hs, luzes ligadas as 6:00h e desligadas as 18:00h) e a temperatura ambiente
(23+1°C) foram controlados. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da UFMS, sob n° 1.079/2019 (Anexo 1).

4.2 Drogas

Antagonista de receptores D2 de dopamina: Haloperidol (Haldol-Janssen-
Cilag) foi administrado por via intraperitoneal; antagonista néo seletivo de receptor de
adenosina A1 e A2a: Aminofilina (Aminophylline-Research Biochemicals International),
nas doses de 60nM e 120nM. Como né&o foram encontrados artigos que utilizassem
esta droga por via intracerebral, as doses de aplicacao da aminofilina foram calculadas
a partir da utilizacdo da mesma proporcdo de conversdao entre uma dose
intraperitoneal e uma dose intracerebral, usando como base outras drogas que foram
usadas pelas duas vias de administracdo (DEL BEL et al., 2004). Todas as drogas

foram dissolvidas em solucéo salina a 0,9%.
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4.3 Via de administracao das drogas

As drogas foram administradas por via intraperitoneal (i.p.) ou por via

intracerebral (i.c.), conforme técnica descrita a seguir.

4.3.1 Cirurgia estereotaxica e aplicacao via intracerebral das drogas

Os animais foram submetidos a uma cirurgia estereotaxica, sete dias antes da
realizacdo dos testes, para implantagéo bilateral de canulas guia de aco inoxidavel.
Para isso, os animais foram anestesiados, via i.p., com cetamina (100mg/kg) e
xylasina (10mg/kg), em volume de aplicacdo de 10mL/kg para cada animal. Em
seguida, realizou-se a tricotomia na cabeca do animal para facilitar a cirurgia e evitar
possiveis infec¢cdes. Os camundongos foram adaptados a um aparelho estereotaxico
(Insight Equipamentos, Pesquisa e Ensino. Ribeirdo Preto, Brasil) e com o auxilio de
duas barras auriculares, a cabeca do animal foi colocada em posicao fixa. Apos a
assepsia da pele da cabeca com solucdo de alcool iodado, foi feita uma incisao
longitudinal para exposi¢ao da calota craniana, expondo a linha do bregma que foi
utilizada como parametro para que o estriado fosse localizado. A introdugcéo das
canulas guia foi realizada segundo as coordenadas obtidas do Atlas de Paxinos e
Watson (1986): anterior 0,5 mm, lateral 2,5mm e, vertical 2,7mm do bregma. As
canulas guias (10 mm) foram confeccionadas a partir de agulhas hipodérmicas
(25x0,6 mm) e fixadas ao cranio do animal com resina acrilica de uso odontol6gico
(Figura 8), ancorada por pequenos parafusos de aco inox, previamente introduzidos
no 0sso. Nestes pontos, foi feita uma trepanacédo do osso do cranio com uma broca
odontoldgica esférica acoplada a um motor de baixa rotacdo, abrindo um orificio de
aproximadamente 1,5 mm de diametro. Apos a completa secagem e fixacdo da
canula, a torre do estereotaxico foi removida e, para impedir a obstrucao da canula
guia até a realizacdo dos experimentos, foi introduzida na mesma um mandril (10 mm)
também de aco inoxidavel. Terminada a cirurgia cerebral, cada animal foi devolvido

em sua gaiola individual.
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Logo apOs a cirurgia e até o terceiro dia subsequente a ela, os animais
receberam terapia analgésica, via i.p., por meio de inje¢cdes de buprenorfina, na dose
de 0,05mg/kg, a cada 8 horas. No sétimo dia apds a cirurgia, com o animal acordado,
a injecao da droga ou salina foi administrada e para isso, 0s obturadores foram
retirados e uma cénula de injecéo, ligada a uma bomba de microinfuséo, foi baixada
pela canula guia até o estriado. Aminofilina ou salina foi infundida bilateralmente no
estriado (1ul por hemisfério), com uma taxa de infusdo de 0,5ul/minuto (Figura 10).
Apo6s o término da infusdo da droga, foi realizada uma pausa de 1 minuto para retirada
canula de injecdo. Na sequéncia, o animal seguiu para realizacdo dos testes

comportamentais.
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Apés 60 min. da
injegdo i.p., é realizado
a aplicagéo da injegéo
- intracerebral (i.c.) de
salina ou aminofilina

60nM e 120nM

Apés 5 min.

da aplicagdo da
injecdo i.c. foi
realizado o teste
da catalepsia
na barra. (cat 1)

(........n.o.o-.- Apés 30 min.
da aplicagdo da

injegdo i.c. foi

realizado o este

do Campo Aberto.

Apés 35 min.

foi realizado o
teste da catalepsia
na barra. (cat 2)

€-covvees

Apés 65 min.
foi realizado o
teste da catalepsia

na barra. (cat 3)

Figura 7 — Esquema ilustrativo do experimento. Testes comportamentais. Arte: Lucas Santos.
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Figura 8: Cirurgia estereotaxica para implantacao bilateral
de canulas, mostrando, capacete de resina acrilica fixando
uma canula em cada hemisfério cerebral. Fonte: Prépria.

.

Figura 9: Bomba de microinfuséo, utilizada injecao intracerebral de substancias.

Programada para aplicacéo de 1 pl. (Fonte: Propria)
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Figura 10: Animal com a cénula de injecdo inserida no
hemisfério esquerdo, durante infusdo de aminofilina na dose
120nM. Fonte: Propria

4.4 Experimentos e grupos experimentais

O protocolo experimental foi realizado com 6 grupos, como descritos a seguir,
sendo cada grupo constituido de 10 camundongos, que foram distribuidos
randomicamente em cada um dos grupos experimentais. Cada animal foi utilizado
somente em um dos grupos experimentais.



41

4.4.1 Experimento: Efeito da aminofilina na catalepsia e nas alteracdes do

comportamento motor induzidas pelo haloperidol

Neste experimento os animais receberam injecdo i.p. de solucao salina, ou
haloperidol (1mg/kg), seguida pela aplicagéo i.c. de solugéo salina ou de aminofilina
(60 e 120nM). As aplicacbes i.c. foram sempre no volume de 1 pl por hemisfério.

Foram realizados 0s seguintes grupos experimentais.

Grupo 1 — Sal/sal (n=10): os animais receberam injecao i.p. de solucéo salina e apds

60 minutos, outra injecéo i.c. de solucgéo salina;

Grupo 2 — Sal/lamino 60nM (n=10): os animais receberam injecdo i.p. de

solucédo salina e ap6s 60 minutos, injecao i.c. de aminofilina na dose de 60nM;

Grupo 3 - Sal/amino 120nM (n=10): os animais receberam injecao i.p. de solucao

salina e apds 60 minutos, injecado i.c. de aminofilina na dose de 120nM,;

Grupo 4 — Hal/sal (n=10): os animais receberam injecao i.p. de haloperidol (1mg/kg) e

apos 60 minutos, injecdo i.c. de solucao salina;

Grupo 5 — Hal/amino 60nM (n=10): os animais receberam injecédo i.p. de haloperidol

(Img/kg) e apos 60 minutos, injecdo i.c. de aminofilina na dose de 60nM;

Grupo 6 - Hal/amino 120nM (n=10): os animais receberam inje¢éo i.p. de haloperidol
(Img/kg) e apds 60 minutos, injecdo i.c. de aminofilina na dose de 120nM.

Injecéo intraperitoneal Injecdo intracerebral
Salina (G1)
Salina Aminofilina 60nM (G2)
Aminofilina 120nM (G3)
Salina (G4)
Haloperidol Aminofilina 60nM (G5)

Aminofilina 120nM (G6)

Figura 11 — Quadro ilustrativo demonstrando os grupos experimentais.
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4.5 Avaliagéo funcional dos animais

A avaliacdo funcional dos animais apos a aplicacdo da droga ou de solucao
salina, foi realizada por meio do teste de catalepsia (ZARRINDAST; MODABBER;
SABETKASAI, 1993) e do teste do Campo Aberto (WALSH; CUMMINS, 1976;
WHIMBEY; DENENBERG, 1967). Os testes de comportamento foram realizados no
Laboratério de Biofisiofarmacologia Inbio/UFMS, sempre no mesmo periodo do dia e
horario (das 13h as 16h), na mesma sala de testes e pelo mesmo avaliador treinado,

como descritos a seguir.

45.1 Teste de catalepsia na barra

A catalepsia foi avaliada de acordo com método da barra (Figura 12), no qual
o camundongo foi posicionado com ambas as patas anteriores sobre uma barra de
metal, horizontal (diametro de 0,5 cm), elevada 4,5 cm do solo (SANBERG et al.,
1988). O tempo em segundos, durante o qual o animal permaneceu nesta posicao foi
registrado, até um tempo maximo de 300 segundos (ZARRINDAST; MODABBER,;
SABETKASAI, 1993), permitindo trés tentativas de colocagéo do animal em posicao
cataléptica. O tempo de catalepsia foi considerado finalizado quando as patas
anteriores tocaram o solo ou quando o camundongo subiu na barra. As medidas foram
realizadas depois de 5, 35 e 65 minutos apos a administracdo i.c. de salina ou

aminofilina.
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Figura 12: Avaliacdo funcional pelo teste da catalepsia na barra. Fonte: Propria

4.5.2 Teste do Campo Aberto

Este teste foi utilizado para avaliar o estado motor do animal e foi realizado
apos 35 minutos da retirada da canula de injecéo i.c. da droga ou solugéo salina. Este
teste foi inicialmente descrito e utilizado por Calvin S. Hall na década de 1930, sendo
0 seu uso estendido e modificado por P. L. Broaderhurst na década de 1960, em
estudos sobre o medo e a heranca do comportamento, demonstrou que a quantidade
de bolos fecais expelidos pelo animal eram relacionados positivamente com o medo.
Através dos estudos de Whimbey e Denenberg (1967), ficou demonstrado que no
teste de Campo Aberto, havia uma forte correlacdo positiva entre 0 comportamento
de deambulacdo e o comportamento exploratério do animal, e negativamente
relacionados com o medo e a quantidade de bolos fecais expelidos durante o teste
(GRAY, 1987). Outros parametros de avaliacdo foram sendo gradativamente
acrescentados ao teste, sendo que atualmente, mais de 30 itens séo listados neste
teste (WALSH; CUMMINS 1976).
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Em nosso laboratério, os parametros avaliados durante a realizacdo do teste
do Campo Aberto foram: (1) a frequéncia dos comportamentos de exploracdo
horizontal — nimero de quadrantes percorridos — (Figura 13) e (2) a exploracéo vertical
— numero de erguimentos — (Figura 14), com duracdo de 300 segundos. O teste foi
realizado apds 30 minutos da aplicacdo i.c. da droga ou de solugéo salina. Para o
inicio do teste, os animais avaliados foram posicionados na regido central de uma
arena cilindrica, de 40 cm de diametro, com paredes de acrilico transltcido, de 30 cm
de altura, colocada sobre uma base de madeira recoberta de férmica de cor branca,
a qual é subdividida em 12 quadrantes de 104,7 cm? cada.

Figura 13: Teste do Campo Aberto. Exploragéo horizontal. (Fonte: Propria)
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Figura 14: Teste do Campo Aberto. Exploracgédo vertical. (Fonte: Propria)

4.6 Descarte dos animais

Apds os procedimentos experimentais, 0s animais foram anestesiados, via
i.p., com cetamina (100mg/kg) e xilasina (10mg/kg), em volume de aplicacdo de
10mL/kg para cada animal. Entdo, os animais foram eutanasiados por deslocamento
cervical e em seguida encaminhado para incineragcdo, que foi realizada pela equipe
responsavel pelo lixo biolégico da UFMS.

4.7 Analise estatistica

A avaliacao do efeito do grupo experimental (salina ou haloperidol), o efeito
do momento de andlise (5, 35 e 65 minutos) e a interacdo entre estes fatores, em
relacdo ao tempo de catalepsia na barra, foi realizada por meio do teste ANOVA de
duas vias de medidas repetitivas, seguido pelo pés-teste de Tukey. Ja a comparagao
entre 0s grupos experimentais, em relacdo aos comportamentos de exploragao

horizontal (quadrantes percorridos) e de exploracdo vertical (erguimentos), no teste
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do Campo Aberto, foi realizada por meio do teste ANOVA de uma via, seguido pelo
pos-teste de Tukey. Os demais resultados deste estudo foram apresentados na
forma de estatistica descritiva ou na forma de tabelas e graficos. A analise estatistica
foi realizada utilizando-se o programa SigmaPlot, versdo 12.5, considerando um
nivel de significancia de 5% (NORMAN, 1994; SHOTT, 1990).
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5 RESULTADOS

Os resultados referentes ao tempo de catalepsia em cada momento apoés a
aplicacao das drogas e em cada grupo experimental, estdo apresentados na Tabela
1.

Tabela 1: Resultados referentes ao tempo de catalepsia em cada momento apos a
aplicacao das drogas e em cada grupo experimental.

Momento apds a aplicacéo das drogas

Grupo Difer.
5 35’ 65’
Sal.+sal. 5,50+2,30 6,20+2,10 15,80+8,89 b
Sal.+aminof. 60nM 0,30+0,21 0,00+0,00 0,90+0,60 b
Sal.+aminof. 120nM 1,6040,79 0,9040,48 6,90+4,67 b
Halop.+sal. 70,40+£21,63 149,50+27,51 172,90+27,69 A
Halop.+aminof. 60nM 28,90+23,63 22,00+12,81 36,10+22,06 b
Halop.+aminof. 120nM 13,0048,11 13,30+7,34 23,50+13,60 B

Os resultados estdo apresentados em médiaterro padrdo da média. Letras minUsculas
diferentes na coluna indicam diferenca significativa entre os grupos experimentais, em todos
0s momentos de analise (pds-teste de Tukey, p<0,05).

Na analise dos dados, houve efeito do grupo experimental (teste ANOVA de
duas vias de medidas repetitivas, efeito do grupo: p<0,001), porém, sem efeito
significativo do momento de analise (p=0,209) e sem interacdo significativa entre
grupo e momento de andlise (p=0,831). De forma geral, o tempo de catalepsia nos
animais que receberam haloperidol+salina foi maior do que aquele observado nos
animais dos demais grupos experimentais, incluindo os animais dos grupos
haloperidol+aminofilina, tanto na dose de 60nM, como na dose de 120nM. Estes
resultados indicam assim, uma reversao total da catalepsia induzida por haloperidol,
nos trés momentos avaliados (5, 35 e 65 minutos). Estes resultados estao ilustrados
na Figura 15.
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Figura 15: Gréfico ilustrando o tempo de catalepsia para 0s grupos experimentais,
mensurados em 5, 35 e 65 minutos apos a aplicacdo das drogas. Cada simbolo representa
a média e a barra o erro padréo da média.
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Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados referentes a quantidade de

guadrantes percorridos e erguimentos, em cada grupo experimental.

Tabela 2: Resultados referentes a quantidade de quadrantes percorridos e
erguimentos, em cada grupo experimental.

Grupo experimental Comportamento :
Quadrantes percorridos Erguimentos
Sal.+sal. 113,40+11,88b 41,50+6,68a
Sal.+aminof. 60nM 154,20+6,87a 51,90+8,09a
Sal.+aminof. 120nM 92,70+7,39b 14,40+3,10b
Halop.+sal. 18,40+3,53c 6,80+2,53b
Halop.+aminof. 60nM 38,50+11,38c 10,50+3,73b
Halop.+aminof. 120nM 36,10+4,15c 4,60+0,86b
Valor p <0,001 <0,001

Os resultados estdo apresentados em médiaterro padrdo da média. Valor de p no teste
ANOVA de uma via. Letras minuscula diferentes na coluna indicam diferenga significativa
entre 0s grupos experimentais, no mesmo comportamento (pds-teste de Tukey, p<0,05).

Houve diferenca significativa entre os grupos experimentais, em relacado ao
namero de quadrantes percorridos pelos animais (teste ANOVA de uma via,
p<0,001), sendo que os animais do grupo salina+aminofilina, na dose de 60nM
percorreram mais quadrantes que 0s animais dos demais grupos experimentais (pos-
teste de Tukey, p<0,05). Além disso, os animais dos grupos haloperidol+salina,
haloperidol+aminofilina 60nM e haloperidol+aminofilina 120nM, percorreram menos
guadrantes que os animais dos grupos salina+salina e salina+aminofilina, na dose
de 120nM (p<0,05). Estes resultados indicam um efeito estimulante da aminofilina
na dose de 60nM e que ambas as doses de aminofilina ndo foram capazes de
reverter os efeitos motores induzidos pelo haloperidol.

Em relacdo ao numero de erguimentos no campo aberto, também houve
diferenca entre os grupos experimentais (teste ANOVA de uma via, p<0,001), sendo
gque os animais dos grupos salinataminofilina 120nM, haloperidol+salina,

haloperidol+aminofilina 60nM e haloperidol+aminofilina 120nM, realizaram menos
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erguimentos que aqueles dos grupos salina+salina e salina+aminofilina 60nM (pés-
teste de Tukey, p<0,05) (Figura 16). Estes resultados indicam que ambas as doses
de aminofilina ndo foram capazes de reverter os efeitos motores induzidos pelo
haloperidol, além do que aminofilina sozinha diminuiu 0 nimero de erguimentos na
dose de 120nM.

160 a OQuadrantes percorridos
I @ Erguimentos - 120
140 -
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20 - - b
Sal.+sal. Sal.+aminof. Sal.+aminof. = Halop.+sal. Halop.+aminof. Halop.+aminof.
60nM 120nM 60nM 120nM

Grupo experimental

Figura 16: Gréfico ilustrando o numero de quadrantes percorridos (exploracao
horizontal) e erguimentos (exploracdo vertical) para 0Ss gQrupos experimentais,
mensurados 30 minutos apos a aplicacao das drogas.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo, o antagonista seletivo de receptores dopaminérgicos Do,
haloperidol, causou catalepsia e outras alteragcbes motoras nos animais. A
catalepsia, que foi avaliada pelo teste de catalepsia na barra, foi totalmente revertida
por aminofilina, um antagonista nédo seletivo de receptores adenosinérgicos dos
subtipos A1 e Aza, nas dose de 60nM e 120nM. Entretanto, o teste do Campo Aberto
evidenciou que as alteracfes motoras, apresentadas pelos animais, em decorréncia
ao tratamento com haloperidol, ndo foram revertidas apds a aplicagdo i. c. de
aminofilina, em ambas as doses testadas (60nM e 120nM).

A DP é uma doenca da funcdo motora extrapiramidal, causada por
degeneracdo severa e morte de neurdnios dopaminérgicos da substancia negra.
Essa perda neuronal dopaminérgica e o acumulo intraneuronal de proteinas alfa-
sinucleina (a-Syn) desempenham um papel primordial na fisiopatologia da DP. Esta
condi¢cao neurodegenerativa cronica afeta cerca de 1% de todos os individuos com
idade superior a 60 anos (NASROLAHI et al., 2019) e apresenta um conjunto de
desordens motoras e ndo motoras, cujos sintomas podem incluir a bradicinesia,
rigidez, tremor em repouso (sinais cardinais), instabilidade postural, hiposmia,
desordens no sono, sintomas gastrointestinais e depressédo (SALAMONE, 2010;
NASROLAHI et al., 2019).

Apesar de se passarem 200 anos desde a primeira descricao da DP, sua
etiologia e o mecanismo de perda neuronal na doenca ainda ndo estdo bem
esclarecidos. Bem como, os tratamentos capazes de retardar ou interromper a
progressdo da doenca ainda ndo foram desenvolvidos. Além disso, o diagnéstico
preciso em individuos com a DP é dificil, especialmente em pacientes que estdo em
estagios iniciais, pois, cerca de 60-80% dos neurdnios dopaminérgicos
mesencefalicos sdo perdidos antes da aparicdo de sintomas motores da DP
(SVEINBJORNSDOTTIR, 2016).

A terapia de reposi¢cao de dopamina com L-DOPA permanece como o mais
efetivo tratamento para a DP (FAHN, 2008; OLANOW, 2008; LIN; LAURENO, 2019).
Entretanto, novos avancos para o tratamento das desordens de movimentos,

baseados em manipulacdes de sistemas nédo dopaminérgicos, tém sido propostos,
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dentre o0s quais destacam-se 0s sistemas glutamatérgicos, canabindides,
adenosinérgicos, adrenérgicos, histaminérgicos, opidides e colinérgicos nicotinicos
e muscarinicos. (BROTCHIE, 2005; JENNER, 2008; CACCIATORE et al., 2018).
Com isso, 0 desenvolvimento de novas terapias medicamentosas tem foco em
farmacos que sejam capazes de prevenir os efeitos adversos apresentados pelo uso
prolongado de L-DOPA, que sejam neuroprotetores e que interrompam ou retardem
a progressao da DP (MUNHOZ et al., 2015).

Na presente investigacdo, foi observado que o emprego do antagonista
dopaminérgico haloperidol causou catalepsia e hipolocomog¢&o, com diminuicdo da
exploracdo horizontal e da exploracao vertical apresentadas pelos animais do grupo
haloperidol+salina. Assim, como observado em nossos resultados, o estudo de
Gonzalez et al. (2010) e de Sharma et al. (2018), também demonstraram que
0S grupos tratados com haloperidol, por via i.p., apresentaram um aumento no tempo
do teste de catalepsia na barra, em comparacdo com o grupo de controle. Os
achados hipocinéticos observados em nosso estudo também s&o coerentes com
experimentos anteriores, 0s quais constataram que a inibicdo de receptores de
dopamina dos nucleos basais do encéfalo produz catalepsia e hipocinesia em
animais (HAUBER et al.,, 2001; DEL BEL et al., 2002). Estes sintomas sao

semelhantes aqueles observados em pacientes com DP (WANG et al., 2009).

Um estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa utilizou haloperidol por
via i. p. para induzir catalepsia em camundongos e administrou aminofilina, também
por via i. p., nas doses (6 e 12mg/kg), para reversdo dos sintomas. Com isso, 0s
resultados obtidos demonstraram que a inibicao de receptores de dopamina produziu
catalepsia nos animais, a qual foi totalmente revertida pela aplicagcdo de aminofilina
(6 e 12mg/kg) no tempo de 30 minutos e parcialmente revertida nos tempos de 60 e
90 minutos apds a aplicacdo das drogas. O que sugeriu a potencialidade desse
farmaco em tratar os sintomas da DP em modelos animais (Dados nao publicados).

No presente estudo a aminofilina mostrou-se eficaz na reversao da catalepsia
induzida por haloperidol, sendo que esta reversao foi total em ambas as doses
utilizadas (60nM e 120nM) para os grupos haloperidol+aminofilina, néo
apresentando diferenca entre os tempos avaliados, demonstrando que o efeito da
aplicacéo i.c. de aminofilina se manteve estavel nos trés momentos avaliados (5, 35

e 65 min.).
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Diferentemente, os resultados obtidos com o teste do Campo Aberto,
referentes a quantidade de quadrantes percorridos e erguimentos, constatou que
houve diferenca entre 0s grupos experimentais, com um aumento no niumero de
guadrantes percorridos pelos animais do grupo salina+aminofilina, na dose de 60nM
em relacdo aos demais grupos experimentais. Além disso, os animais dos grupos
gue foram tratados sistemicamente com haloperidol, percorreram um nimero menor
de quadrantes e realizaram menos erguimentos do que 0s animais que nao
receberam haloperidol, mesmo os grupos que receberam inje¢do i.c. com aminofilina
nas doses de 60nM e 120nM. Assim, estes resultados indicam o efeito obtido em
ambas as doses de aminofilina ndo foi capaz de reverter os efeitos motores induzidos

pelo haloperidol avaliados pelo teste do Campo Aberto.

Estudos pioneiros sobre as interacdes entre os sistemas adenosinérgico e
dopaminérgico, demonstraram que as alteracfes nessas neurotransmissdes no
sistema nigro-estriatal podem ser umas das bases patogénicas das desordens
extrapiramidais, assim como ocorre na DP (DUNWIDDIE; MASINO, 2001; FISONE;
BORGKVIST; USIELLO, 2004). Nos NB, a adenosina € um importante
neuromodulador, desempenhando um papel crucial no controle motor e promovendo
a atividade locomotora (FERRE et al., 1997). Estudos sobre comportamento indicam
gue ativagéo ou bloqueio de receptores Aza de adenosina pode inibir ou estimular,
respectivamente, efeitos mediados por receptores D2 de dopamina, provavelmente
por meio de interacdo direta entre os receptores Aza de adenosina e D2 de dopamina
(BARRACO et al., 1993; FERRE et al., 1992; MORELLI et al., 1994; ONGINI;
FREDHOLM, 1996).

No SNC, os receptores de adenosina desempenham um papel fundamental
na modulacdo da neurotransmissdo dopaminérgica. Isto ocorre, principalmente, pela
co-localizacao estratégica de diferentes subtipos de receptores de adenosina e
dopamina nas duas populacdes de neurdnios estriatais eferentes, estriatonigral e
estriatopalidal, que d&o origem as vias eferentes diretas e indiretas, respectivamente.
Assim, o0 neurdnio estriatopalidal expressa seletivamente os receptores D2 de
dopamina e os receptores de adenosina Aza, varios experimentos usando multiplas
abordagens genéticas e farmacoldgicas in vitro, in situ e in vivo, demonstram que

receptores Aza e D2 podem formar heterémeros (FERRE et al., 2018).
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O estudo de Mandhane et al. (1997), induziu a catalepsia com haloperidol e
testou os efeitos anti-catalépticos de antagonistas e agonistas de receptores A1 e Az
de adenosina. Os animais foram pré-tratados (i.p.) com o antagonista ndo seletivo
do receptor de adenosina, teofilina ou com o antagonista seletivo do receptor de
adenosina Az, o 3,7-dimetil-1-propargilxantina (DMPX), como resultado desse
tratamento, obteve-se uma reversdo significativa da catalepsia induzida por
haloperidol, o que corrobora com 0s nossos resultados, em que a aminofilina
(farmaco composto por teofilina) apresentou uma reversao total no estado cataléptico

dos animais que receberam haloperidol por via i. p.

Ainda no estudo Mandhane et al. (1997), outro experimento avaliou os efeitos
dos antagonistas seletivos dos receptores de adenosina A1, o 8-feniltheofilina e o 8-
ciclopentil-1,3-dipropilxantina, demonstrou que essas drogas nao produziram efeitos
anti-catalépticos. Ja a administracdo dos agonistas de receptores de adenosina Az,
o 5 '- (N-ciclopropil)-carboxamidoadenosina e o0 5'-N-etilcarboxamidoadenosina
(NECA), potencializaram a catalepsia induzida por haloperidol. Além disso, em doses
mais altas dos agonistas de receptores adenosinérgicos, produziram catalepsia
guando administrados isoladamente. No entanto, a N6-ciclopentiladenosina, um
agonista altamente seletivo do receptor de adenosina Az, foi ineficaz nesse aspecto.
Dessa maneira, tais achados demonstram a diferente influéncia dos receptores de

adenosina A1 e Az na catalepsia induzida por haloperidol (MANDHANE et al., 1997).

O estudo de Trevitt et al. (2009), realizou dois experimentos, 0s quais
compararam os efeitos sistémicos de antagonistas de adenosina em um modelo de
roedores com sintomas parkinsonianos. No primeiro experimento, foram avaliados
os efeitos do antagonista de receptores de dopamina D2, haloperidol, que foi utilizado
para induzir catalepsia nos animais. Assim, o estudo evidenciou que o tratamento
com cafeina, antagonista de receptores de adenosina, reduziu significativamente a
catalepsia. Da mesma maneira, o tratamento com o CPT, antagonista seletivo para
receptores adenosinérgicos A1 e o0 SCH58261, antagonista seletivo para receptores
de adenosina Aza, também produziram uma reducao significativa na catalepsia. Este
mesmo estudo, realizou um segundo experimento, onde o haloperidol foi usado para
suprimir a atividade locomotora avaliada pelo teste do Campo Aberto. O tratamento
com cafeina aumentou significativamente a locomoc¢éo reduzida pelo haloperidol,

mas nado em todas as doses testadas (TREVITT et al., 2009). Tal achado, foi
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diferente do observado em nosso estudo, que demonstrou que a aminofilina,
antagonista de receptores de adenosina do A1 e A2a, que assim como a cafeina,
também derivada das MTXs, ndo foi capaz de reverter as alteragdes motoras

induzidas por haloperidol, avaliadas no teste do Campo Aberto.

Entretanto, oS mesmos autores apontaram que tratamento com SCH58261
nao foi capaz de aumentar significativamente a atividade locomotora em animais
tratados com haloperidol em qualquer dose testada, o que demonstrou resultados
inesperados, pois o padréo geral sugere que os antagonistas de adenosina seriam
terapias Uteis para tratar sintomas parkinsonianos, pois eles parecem aumentar a
atividade locomotora (TREVITT et al., 2009).

Outro estudo que apoia nossos achados foi realizado por Gonzaléz et al.
(2010), realizado em 118 ratos Wistar e demonstrou que a catalepsia induzida por
haloperidol, foi revertida pela administracdo sistémica de altas doses de teofilina
associada a benztropina (antagonista colinérgico), resultando em significativa
reducdo na intensidade da catalepsia (reverséo parcial), nos animais avaliados pelo
teste de catalepsia na barra. J& em nosso estudo, a administragdo de aminofilina, foi
capaz de reverter totalmente a catalepsia mesmo sem a associacdo com droga
anticolinérgica (também apresenta acdo anti-cataléptica), o que pode indicar uma
maior eficacia devido a via de aplicacao i.c.

No ensaio realizado por Ferré et al. (2018) as evidéncias indicaram que as
interacbes adenosinérgicas e dopaminérgicas podem ser explicadas pela
predominante populacdo de receptores heterbmeros estriatais, A2a-D2, formando
complexos com adenilil ciclase, subtipo 5. O heterdmero Aza-D2 possui uma estrutura
tetramérica, com dois homodimeros, o que permite multiplas interacdes alostéricas
entre diferentes ligantes, agonistas e antagonistas. O modelo apresentado no estudo
pode explicar a maioria dos efeitos comportamentais dos ligantes de receptores A2a
e D2, incluindo os efeitos psicoestimulantes da cafeina e da teofilina. (FERRE et al.,
2018).

Atualmente, o conhecimento acumulado sobre propriedades bioquimicas do
complexo de receptores heterotetramero A2a-D2, oferece novas possibilidades
terapéuticas para a doenca de Parkinson e outros disturbios neuropsiquiatricos que
apresentam disfuncdo dos neurdnios estriatopalidais (FERRE et al., 2018). Assim,
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fornecendo dados essenciais para realizacdo de novas pesquisas que aumente a

compreensao neurofisiologia dos NB.
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7 CONCLUSAO

O Haloperidol, como antagonista dopaminérgico, teve efeito cataléptico e
alterou significativamente a exploragao horizontal e vertical dos animais reproduzindo
os sintomas da Doenca de Parkinson nos animais, confirmando esse modelo
farmacoldgico da DP. O efeito cataléptico foi revertido pela aplicagdo de aminofilina
por via intracerebral, no estriado dos animais. Entretanto, a aminofilina ndo mostrou-
se eficaz para reverter os sintomas hipocinéticos, nos animais, avaliados pelo teste
do Campo Aberto, nas doses administradas por este estudo. Tal achado, sugere que
outras doses de aminofilina sejam testadas com intuito de reverter as alteragdes

motoras induzidas por modelo farmacolégico da DP com haloperidol.

Portanto, mais estudos sdo necessarios para demonstrar a efetividade de
antagonistas de receptores de adenosina, assim como a aminofilina, na reversao das
alteracbes motoras em modelos animais da doenca de Parkinson e na melhor
compreensdao dos mecanismos de acdo dessa droga nos nucleos da base do

encéfalo.
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farmacolégico da doenga de Parkinson”, registrada com o n2 1.079/2019, sob a
responsabilidade de Albert Schiaveto de Souza — que envolve a utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica — encontra-
se de acordo com os preceitos da Lei n2 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n2 6.899,
de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacio Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO
DE ANIMAIS/CEUA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO
SUL/UFMS, na 72 reunido ordinaria do dia 26/09/20109.

FINALIDADE ( ) Ensino ( x ) Pesquisa Cientifica
WVigéncia da autorizagdo 25/10/2019 a 25/10/2020
Espécie/Linhagem/Raca Mus musculus /' Swiss

N de animais 48

Peso/Idade 30 g/ Adulto

Sexo Machos

Origem UT-Biotério/UFMS

Fabio José Carvalho Faria
Coordenador da CEUA/UFMS
Campo Grande, 27 de setembro de 2019.

Documento assinado eletronicamente por Fabio Jose Carvalho Faria,
Professor do Magisterio Superior, em 30/09/2019, as 10:35, conforme
horario oficial de Mato Grosso do Sul, com fundamento no art. 62, § 12, do

Decreto n? 8,539, de 8 de outubro de 2015,

.I
sel ;
. * L
assinatura
eletrénica

A autenticidade deste documento pode ser conferida no site

https://sei.ufms.br/sei/controlador externo.php?

file:fiG GerallAlbert 2019/Pas-graduacido/EncalErica Opcdo B/Certificado CEUA Erica Opg3o B.htmi



