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 RESUMO 

 O  objetivo  deste  trabalho  foi  avaliar  o  efeito  do  antagonista  dos  receptores 

 muscarínicos  M4  de  acetilcolina,  PCS1055  dihydrochloride,  na  catalepsia  e  nas 

 alterações  do  comportamento  locomotor  de  camundongos,  induzidas  pelo 

 haloperidol,  um  antagonista  dos  receptores  de  dopamina,  e  pelo  L-NOARG,  um 

 inibidor  da  sintase  do  óxido  nítrico.  Foram  realizados  dois  experimentos  com  seis 

 grupos,  cada  um  contendo  oito  camundongos  suíços,  machos,  pesando  entre 

 20-30g.  No  Experimento  I,  os  animais  receberam  injeção  intraperitoneal  (I.P.)  de 

 salina  ou  haloperidol  (2  mg/kg),  seguida  pela  administração  I.P.  de  salina  ou  de 

 PCS1055  dihydrochloride  (2,5  e  10mg/kg)  após  30  minutos.  No  Experimento  II,  os 

 animais  receberam  injeção  I.P.  de  salina  ou  L-NOARG  (40mg/kg),  seguida  pela 

 aplicação  I.P.  de  salina  ou  de  PCS1055  dihydrochloride  (2,5  e  10mg/kg)  após  30 

 minutos.  Após  30,  60  e  90  minutos  da  administração  das  drogas,  os  animais  foram 

 submetidos  ao  teste  de  catalepsia  na  barra  e,  após  60  minutos,  ao  teste  de  Campo 

 Aberto.  A  análise  do  efeito  do  grupo,  do  momento  e  da  interação  entre  os  fatores, 

 em  relação  ao  tempo  de  catalepsia,  foi  realizada  por  meio  do  teste  ANOVA  de  duas 

 vias  de  medidas  repetitivas,  seguido  pelo  pós-teste  de  Tukey.  A  comparação  entre 

 os  grupos  experimentais  em  relação  à  quantidade  de  comportamentos  de 

 exploração  horizontal  e  vertical,  foi  realizada  por  meio  do  teste  ANOVA  de  uma  via, 

 seguido  pelo  pós-teste  de  Tukey.  No  Experimento  I,  os  animais  que  receberam 

 haloperidol  apresentaram  maior  tempo  de  catalepsia  em  relação  àqueles  que 

 receberam  salina  como  primeira  droga  (pós-teste  de  Tukey,  p<0,05).  Além  disso,  no 

 tempo  de  90  minutos,  PCS1055  dihydrochloride,  em  ambas  as  doses,  potencializou 

 o  efeito  cataléptico  do  haloperidol.  PCS1055  dihydrochloride  também  intensificou  as 

 alterações  motoras  do  haloperidol,  especificamente  em  relação  à  exploração 

 horizontal  dos  animais  (pós-teste  de  Tukey,  p<0,05).  No  experimento  II,  o  L-NOARG 

 induziu  catalepsia  e  alterações  locomotoras  nos  animais  (pós-teste  de  Tukey, 

 p<0,05),  que  não  foram  revertidas  pela  aplicação  de  PCS1055  dihydrochloride  em 

 nenhum  dos  momentos  analisados  no  teste  de  catalepsia  e  no  teste  do  campo 

 aberto.  Adicionalmente,  PCS1055  dihydrochloride,  na  dose  de  2,5  mg/kg,  por  si  só 

 (Salina+PCS1055  dihydrochloride)  levou  à  hipolocomoção  e  diminuição  da 

 exploração  vertical  dos  animais  no  teste  do  campo  aberto  (pós-teste  de  Tukey, 

 p<0,05).  Dessa  forma,  o  PCS1055  teve  um  efeito  totalmente  oposto  ao  esperado, 



 em  relação  à  reversão  da  catalepsia  e  às  alterações  do  comportamento  exploratório 

 dos  animais  no  Campo  Aberto,  induzidas  tanto  pelo  haloperidol,  como  pelo 

 L-NOARG. 

 Descritores:  Núcleos da Base; Receptores de Acetilcolina;  Catalepsia; Dopamina. 



 ABSTRACT 
 The  objective  of  this  study  was  to  evaluate  the  effect  of  the  muscarinic  M4 

 acetylcholine  receptor  antagonist,  PCS1055  dihydrochloride,  on  catalepsy  and 

 changes  in  locomotor  behavior  in  mice,  induced  by  haloperidol,  a  dopamine  receptor 

 antagonist,  and  by  L-NOARG,  a  nitric  oxide  synthase  inhibitor.  Two  experiments  were 

 conducted  with  six  groups,  each  containing  eight  male  Swiss  mice  weighing  between 

 20-30g.  In  Experiment  I,  the  animals  received  an  intraperitoneal  (i.p.)  injection  of 

 saline  or  haloperidol  (2  mg/kg),  followed  by  i.p.  administration  of  saline  or  PCS1055 

 dihydrochloride  (2.5  and  10  mg/kg)  after  30  minutes.  In  Experiment  II,  the  animals 

 received  an  i.p.  injection  of  saline  or  L-NOARG  (40  mg/kg),  followed  by  i.p. 

 administration  of  saline  or  PCS1055  dihydrochloride  (2.5  and  10  mg/kg)  after  30 

 minutes.  At  30,  60,  and  90  minutes  after  drug  administration,  the  animals  underwent 

 the  bar  catalepsy  test,  and  after  60  minutes,  the  Open  Field  test.  Analysis  of  the 

 effect  of  group,  time,  and  the  interaction  between  factors  on  catalepsy  duration  was 

 performed  using  two-way  repeated-measures  ANOVA,  followed  by  Tukey's  post  hoc 

 test.  Comparison  among  experimental  groups  regarding  the  amount  of  horizontal  and 

 vertical  exploratory  behaviors  was  conducted  using  one-way  ANOVA,  followed  by 

 Tukey's  post  hoc  test.  In  Experiment  I,  animals  that  received  haloperidol  showed  a 

 longer  catalepsy  duration  compared  to  those  that  received  saline  as  the  first  drug 

 (Tukey  post  hoc  test,  p<0.05).  Additionally,  at  the  90-minute  time  point,  PCS1055 

 dihydrochloride,  at  both  doses,  potentiated  the  cataleptic  effect  of  haloperidol. 

 PCS1055  dihydrochloride  also  intensified  the  motor  changes  induced  by  haloperidol, 

 specifically  in  terms  of  the  horizontal  exploration  of  the  animals  (Tukey  post  hoc  test, 

 p<0.05).  In  Experiment  II,  L-NOARG  induced  catalepsy  and  locomotor  changes  in  the 

 animals  (Tukey  post  hoc  test,  p<0.05),  which  were  not  reversed  by  the  administration 

 of  PCS1055  dihydrochloride  at  any  analyzed  time  points  in  the  catalepsy  test  and  the 

 Open  Field  test.  Additionally,  PCS1055  dihydrochloride  at  a  dose  of  2.5  mg/kg  alone 

 (Saline  +  PCS1055  dihydrochloride)  led  to  hypolocomotion  and  reduced  vertical 

 exploration  in  the  Open  Field  test  (Tukey  post  hoc  test,  p<0.05).  Thus,  PCS1055  had 

 an  effect  completely  opposite  to  that  expected  in  terms  of  reversing  catalepsy  and 

 changes  in  exploratory  behavior  in  the  Open  Field  test  induced  by  both  haloperidol 

 and L-NOARG. 

 Descriptors  : basal ganglia, acetylcholine receptors,  catalepsy, dopamine. 
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 1.  INTRODUÇÃO 

 A  Doença  de  Parkinson  (DP),  é  uma  doença  neurodegenerativa,  onde  ocorre 

 perda  progressiva  de  células  nervosas  (neurônios),  predominantemente  as  que 

 estão  localizadas  em  uma  área  específica  do  cérebro  chamada  substância  negra, 

 que  tem  esse  nome  devido  a  coloração  escura  das  células  produtoras  de  dopamina, 

 uma  substância  responsável  pela  comunicação  entre  as  células  nervosas,  e  que 

 participa  de  muitos  processos,  entre  eles  o  planejamento  e  a  coordenação  de 

 movimentos.  (Michael  J  Fox  Foundation,  2020;  Parkinson’s  Foundation,  2020; 

 Organização Pan-Americana da Saúde, 2018). 

 A  DP  é  primariamente  uma  doença  da  função  motora  extrapiramidal,  causada 

 por  degeneração  severa  de  neurônios  dopaminérgicos  da  substância  nigra.  O 

 tratamento  corrente  da  DP  está  baseado  na  terapia  dopaminérgica,  visando  reverter 

 os  efeitos  da  depleção  de  dopamina  estriatal  induzida  pela  destruição  da  via 

 nigro-estriatal (Cerri, 2020; Bougea  et al  ., 2019;  Pontone  et al  ., 2022).  

 O  tratamento  sintomático  da  DP  com  L-dopa  e  drogas  agonistas  de  dopamina 

 predominam  a  terapia  farmacológica  e  são  altamente  efetivos  em  tratar  os  estágios 

 iniciais  da  doença.  Todavia,  com  a  introdução  de  drogas  dopaminérgicas 

 associam-se  efeitos  colaterais  adversos,  tais  como  náusea,  vômito  e  hipotensão, 

 além  de  uma  série  de  complicações  relacionadas  ao  tratamento  a  longo  prazo,  as 

 quais  aumentam  em  severidade  com  a  progressão  da  doença.  Além  disso,  as 

 demais  terapias  utilizadas  atualmente  tratam  os  sintomas  neuromotores  e  não 

 modificam  significativamente  a  progressão  da  doença.  Como  consequência  disso, 

 há  a  necessidade  do  desenvolvimento  de  novas  manipulações  farmacológicas  para 

 o  tratamento  da  DP  com  novas  manipulações  capazes  de  produzir  agentes  com 

 ação  anti-parkinsonianas  em  todas  as  fases  da  doença,  sem  perda  da  eficácia  da 

 droga e que previna o surgimento de discinesias (Kanda; Jenner, 2020).  

  Alguns  estudiosos  defendem  que  a  levodopa  (L-DOPA)  e  outras  drogas 

 antiparkinsonianas  auxiliam  no  desenvolvimento  frequente  de  psicose.  Entretanto 

 esta  fisiopatologia  já  foi  reconhecida  como  inerente  ao  processo  do  desenvolvimento 

 da  DP,  mesmo  antes  da  introdução  terapêutica  de  drogas  antiparkinsonianas 

 (Ferreira-Junior  et  al  .,  2020).  Apesar  de  ter  efeitos  colaterais,  como  a  hipotensão 

 postural,  náuseas  e  vômitos,  a  L-DOPA  é  considerada  uma  droga  antiparkinsoniana 
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 segura  e  eficaz  no  tratamento  dos  sintomas  motores  da  DP.  Isso,  antes  do 

 desenvolvimento  de  complicações  motoras  incapacitantes,  como  a  discinesia 

 induzida e/ou infarto agudo do miocárdio (Anjos  et  al  ., 2021). 

 Atualmente,  acredita-se  que  os  anticolinérgicos  tenham  mais  efeitos  colaterais 

 do  que  outras  drogas  antiparkinsonianas,  principalmente  com  respeito  a  sintomas 

 cognitivos  e  neuropsiquiátricos.  Também  é  relatado  um  melhor  efeito  terapêutico 

 deste  tipo  de  medicação,  predominantemente,  nas  formas  clínicas  de  tremor.  Como 

 uma  consequência  do  seu  efeito  antimuscarínico  periférico,  a  terapia  anticolinérgica 

 é  contraindicada  em  pacientes  com  glaucoma  de  ângulo  fechado,  taquicardia, 

 hipertrofia  prostática,  obstrução  gastrointestinal  e  megacólon.  Pode  também  causar 

 borramento  visual  com  dificuldade  de  acomodação,  retenção  urinária,  náusea,  etc. 

 Todos  estes  efeitos  são  mais  frequentes  em  idosos  ou  em  pacientes  com  distúrbios 

 cognitivos  associados.  Portanto,  o  uso  de  anticolinérgicos  é  contraindicado  em 

 pacientes com demência associada (Lattanzi  et al  .,  2018). 

 O  estudo  de  novas  terapias  para  a  DP  está  voltado  para  sistemas  não 

 dopaminérgicos  dentro  dos  núcleos  basais  que  vão  além  das  vias  nigro-estriatais 

 lesionadas  (Leta,  2019).  Vários  agentes  apresentando  um  potencial  terapêutico  têm 

 sido  descritos,  incluindo  agentes  que  atuam  em  receptores  glutamatérgicos, 

 canabinóides,  opióides,  〈  2-adrenérgicos  e  receptores  colinérgicos  nicotínicos  e 

 muscarínicos (Kanda; Jenner, 2020).  

 O  estriado,  onde  os  sistemas  dopaminérgicos  e  colinérgicos  interagem,  é  a 

 estrutura  fundamental  dos  núcleos  da  base  do  encéfalo,  envolvido  em  alterações 

 fisiopatológicas  subjacentes  à  DP.  Os  resultados  atuais  mostram  que  a  transmissão 

 colinérgica  alterada  via  M1  e  M4  do  estriado  dorsal  desempenha  um  papel 

 fundamental  na  ocorrência  de  sintomas  motores  na  DP  (Felder,  2018).  O 

 desequilíbrio  da  transmissão  de  acetilcolina  e  dopamina  no  sistema  nigro-estriatal  é 

 a  base  patogênica  das  desordens  extrapiramidais,  como  no  caso  da  DP.  De  acordo 

 com  a  clássica  hipótese  clínica,  a  diminuição  da  atividade  do  sistema  dopaminérgico 

 é paralela à hiperfunção do sistema colinérgico (Dagaev  et al  ., 2004). 

 Atualmente,  está  claro  que  a  liberação  de  acetilcolina  depende  de  um  controle 

 inibitório  contínuo  de  dopamina,  mediante  sua  ação  sobre  os  receptores  de 

 dopamina  do  tipo  D2,  presentes  nos  interneurônios  colinérgicos.  A  diminuição  da 

 atividade  dopaminérgica  resulta  no  aumento  da  liberação  de  acetilcolina  e,  portanto, 
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 no  excesso  de  estimulação  dos  receptores  muscarínicos  do  estriado 

 (Góngora-Alfaro  et al  ., 2005). 

 Os  receptores  muscarínicos  de  acetilcolina  pertencem  à  família  de  receptores 

 acoplados  à  proteína  G.  Cinco  subtipos  de  receptores  muscarínicos  foram  clonados: 

 M1,  M2,  M3,  M4,  M5,  e  estão  subdivididos  em  duas  classes  distintas:  M1,  M3  e  M5 

 estão  ligados  a  via  proteína  G  para  ativar  a  fosfolipase-C  e  mobilizar  o  cálcio 

 intracelular;  M2  e  M4  estão  ligados  à  proteína  G  para  inibir  a  adelilatociclase 

 reduzindo a concentração de cAMP intracelular (Moran; Maksymetz; Conn, 2019). 

 No  SNC,  os  receptores  muscarínicos  subtipo  M1  estão  localizados  no  córtex, 

 hipocampo,  estriado  e  tálamo,  encontrados  nos  axônios  pós-sinápticos,  M2 

 encontram-se  predominantemente  no  tálamo,  córtex,  hipocampo  e  estriado,  nos 

 terminais  sinápticos  colinérgicos,  M3  encontram-se  no  córtex  e  hipocampo,  M5 

 localizam-se  muito  discretamente  na  substância  nigra  (Moran;  Maksymetz;  Conn, 

 2019).  Em  particular,  o  subtipo  M4  tem  sido  encontrado  em  muitas  regiões  do 

 cérebro,  incluindo  córtex  e  hipocampo,  porém,  em  abundância  no  estriado, 

 desempenhando  papel  importante  no  controle  motor  e  no  controle  da  liberação  de 

 dopamina (Moran; Maksymetz; Conn, 2019). 

 Em  um  estudo  de  imunoprecipitação  revelou-se  que  45%  dos  receptores 

 muscarínicos  do  estriado  são  do  subtipo  M4  (Karasawa;  Taketo;  Matsui,  2003). 

 Imunohistoquimicamente  foi  detectado  92%  de  receptores  muscarínicos  M4  nos 

 neurônios  estriatonigral,  demonstrando  que  os  neurônios  estriatonigral 

 co-expressam  receptores  muscarínicos  M4  e  receptores  de  dopamina  D1  (Ince, 

 Cilax; Levey, 1997).    

  Estes  dois  receptores  desempenham  papéis  opostos  no  metabolismo  de 

 cAMP.  A  estimulação  dos  receptores  de  dopamina  D1  ativam  a  adenilatociclase,  via 

 proteína  G,  e  a  estimulação  dos  receptores  muscarínicos  M4  inibem  a  atividade 

 enzimática,  via  proteína  G,  sugerindo  o  equilíbrio  de  acetilcolina-dopamina  que 

 reflete  os  efeitos  neutralizantes  desses  neurotransmissores  a  nível  de  cAMP 

 (Thomsen, Sørensen, Dencker, 2018) 

 Antagonistas  não  seletivos  de  receptores  muscarínicos  de  acetilcolina  são 

 utilizados  há  vários  anos  como  drogas  anti-parkinsonianas  (Pardo  et  al.  ,  2020). 

 Evidências  experimentais  sugerem  as  propriedades  anti-parkinsonianas  de  alguns 

 antagonistas  muscarínicos  de  acetilcolina,  como  a  escopolamina,  antagonista 
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 muscarínico  de  acetilcolina  com  maior  afinidade  com  o  receptor  tipo  M1,  ao  reduzir 

 catalepsia induzida por haloperidol em camundongos (Haraguchi  et al.  , 1997).  

 No  entanto,  com  a  abundância  de  receptores  M4  encontrados  no  estriado,  e 

 por  estar  demonstrado  seu  importante  papel  na  função  motora,  supõe-se  que 

 antagonistas  de  receptores  muscarínicos  M4  poderiam  também  ser  úteis  na 

 restauração  do  equilíbrio  entre  dopamina  e  acetilcolina  e,  portanto,  serem  utilizados 

 como tratamento na DP (Pardo  et al.  , 2020; Moran;  Maksymetz; Conn, 2019). 

 Um  estudo  onde  pilocarpina,  agonista  do  receptor  muscarínico  tipo  M3  de 

 acetilcolina,  gerou  tremores  em  ratos,  sugere  que  a  ação  central  de  antagonistas 

 muscarínicos  M4  poderiam  ser  utilizados  como  tratamento  de  Parkinson  (Mayorga  et 

 al  .,1999).  

 O  receptor  muscarínico  humano  M4  pertence  à  subfamília  classe  A  dos 

 receptores  acoplados  à  proteína  G.  A  M4  emergiu  como  um  alvo  atraente  para  o 

 tratamento  da  doença  de  Alzheimer  e  esquizofrenia,  e  resultados  recentes 

 mostraram  que  a  transmissão  colinérgica  mediada  pelo  M4  está  relacionada  a 

 sintomas motores na DP. (Wang  et al  ., 2020) 

 A  acetilcolina  liberada  de  interneurônios  colinérgicos,  que  atuam  através  de 

 receptores  de  nicotínica  e  muscarínica  no  estriado,  têm  sido  considerada  central 

 para  a  potente  regulação  colinérgica  da  atividade  dos  núcleos  basais  e 

 comportamentos  motores.  A  ativação  da  acetilcolina  através  de  receptores 

 muscarínicos  tem  múltiplas  ações  para  impedir  a  liberação  da  dopamina,  a 

 sinalização  e  aos  comportamentos  motores  relacionados.  Os  antagonistas  de 

 receptores  muscarínicos  possuem  eficácia  na  redução  dos  sintomas  motores  em 

 doenças  onde  a  liberação  ou  sinalização  da  dopamina  é  diminuída,  como  na  DP, 

 mas  a  sua  atividade  é  limitada  por  causa  de  efeitos  adversos  graves.  Avanços 

 recentes  na  compreensão  tanto  dos  locais  anatômicos  de  ação  da  acetilcolina 

 quanto  dos  subtipos  muscarínicos  envolvidos  na  regulação  da  função  dos  núcleos 

 basais,  revelam  que  o  subtipo  M4  desempenha  um  papel  central  na  regulação  da 

 sinalização  e  liberação  da  dopamina  nos  núcleos  basais.  Esses  achados  levantaram 

 a  possibilidade  de  que  fontes  de  acetilcolina  fora  do  estriado  possa  regular  a 

 atividade  motora  e  que  a  atividade  da  M4  é  um  potente  regulador  de  disfunção 

 motora (Moehle; Conn, 2019). 

 Além  disso,  para  investigar  o  papel  dos  receptores  muscarínicos  M4,  foi 

 comparada  a  resposta  cataléptica  induzida  por  haloperidol  em  camundongos  com 
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 vários  tipos  de  receptores  muscarínicos  e  em  camundongos  mutantes,  estes 

 apresentavam  apenas  receptores  muscarínicos  M4.  A  resposta  cataléptica  foi 

 idêntica  para  os  dois  grupos,  porém,  a  resposta  do  antimuscarínico  escopolamina  foi 

 diferente  entre  os  dois  genótipos,  abolindo  catalepsia  induzida  por  haloperidol  nos 

 camundongos  com  tipos  variados  de  receptores.  Em  contraste,  o  efeito 

 anti-cataléptico  da  escopolamina  nos  camundongos  mutantes  foi  fraca,  sugerindo 

 que  o  efeito  anti-cataléptico  de  agentes  antimuscarínicos,  depende  do  bloqueio  do 

 receptor muscarínico M4 (Thomsen, Sørensen, Dencker, 2018).  

 Como  os  anticolinérgicos  utilizados  clinicamente  não  possuem  seletividade 

 particular  pelos  subtipos  de  receptores  muscarínicos,  aliado  às  fortes  evidências  do 

 importante  papel  na  função  motora  dos  receptores  muscarínicos  M4,  é  necessário 

 investigar  a  possível  utilidade  terapêutica  de  antagonistas  muscarínicos  seletivos  a 

 esse  subtipo  de  receptores  e  seus  efeitos  em  modelos  animais  (Betz  et  al  .,  2007). 

 Em  contrapartida,  o  estudo  recente  tem  mostrado  que  antagonistas  não  seletivos  da 

 adenosina  podem  ser  úteis  para  o  tratamento  de  sintomas  motores  e  motivacionais. 

 Evidências  consideráveis  indicam  que  os  sistemas  de  adenosina  e  dopamina 

 interagem  na  regulação  da  função  dos  gânglios  da  base.  Os  antagonistas 

 demonstraram  produzir  efeitos  antiparkinsonianos  e  antidepressivos  em  modelos 

 animais. (Pardo  et al.  , 2020) 

 Estudos  têm  demonstrado  forte  afinidade  de  PCS1055  dihydrochloride  por 

 receptores  muscarínicos  M4.  A  PCS1055  dihydrochloride,  antagonista  de  receptores 

 muscarínicos  que  penetra  facilmente  na  barreira  hemato-encefálica,  é  um  potente  e 

 seletivo  antagonista  competitivo  do  receptor  muscarínico  M4  da  acetilcolina,  que 

 exibe  uma  seletividade  100  vezes  sobre  os  receptores  M1,  M3  e  M5  e  uma 

 seletividade 30 vezes no receptor M2.  

 A  identificação  de  ligantes  sintéticos  seletivos  para  subtipos  de  receptores 

 muscarínicos  tem  sido  um  desafio  por  meio  da  alta  identidade  de  sequência  e 

 homologia  estrutural  entre  os  cinco  receptores  muscarínicos  de  acetilcolina.  Estudos 

 relatam  a  caracterização  farmacológica  da  PCS1055,  como  um  novo  antagonista  do 

 receptor  M4  muscarínico.  Embora  a  potência  de  PCS1055  seja  inferior  à  do 

 antagonista  pan-muscarínico  atropina,  ela  tem  melhor  seletividade  de  subtipo  em 

 relação  aos  reagentes  seletivos  de  M4,  como  as  toxinas  de  peptídeo  muscarínico 

 (Santiago;  Potter,  2001).  Além  disso,  a  análise  de  Schild  indica  que  o  PCS1055  atua 

 como  um  antagonista  competitivo  para  o  receptor  muscarínico  M4  e  confirma  que  a 
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 afinidade  do  ligante  é  nanomolar  baixa.  Portanto,  a  PCS1055  representa  um  novo 

 antagonista  preferindo  M4  que  pode  ser  útil  na  elucidação  dos  papéis  da  sinalização 

 do receptor M4. 

 No  entanto,  outros  neurotransmissores,  além  de  acetilcolina  e  dopamina,  estão 

 presentes  nos  núcleos  da  base  e  participam  da  modulação  do  comportamento.  Entre 

 eles,  pode-se  citar  o  óxido  nítrico  (NO),  o  qual  tem  de  forma  crescente  sido 

 reconhecido  como  um  mensageiro  inter  e  extracelular  (Nowaczyk  et  al.,  2021).  O  NO 

 tem  efeitos  neuronais  como  neurotransmissor  e/ou  neuromodulador  tanto  no  sistema 

 nervoso  central  como  no  periférico  por  mecanismos  dependentes  de  cGMP  (Bredt; 

 Snyder,  1994;  Nowaczyk  et  al  .,  2021;  Blom;  Blute;  Eldred,  2009).  Os  níveis  mais 

 elevados  de  NO  em  todo  o  organismo  foram  encontrados  nos  neurônios  (Bredt, 

 1994). 

 O  óxido  nítrico  é  sintetizado  a  partir  de  duas  vias,  umas  dessas  sendo  o  NO  é 

 produzido  a  partir  de  L-arginina  e  do  oxigênio  em  uma  reação  catalisada  pelas  NO 

 sintases  e  é,  subsequentemente,  oxidado  em  nitrito  e  nitrato  (Jones,  2021;  Loureiro; 

 Santos,  2017).  A  L-arginina  é  o  único  substrato  para  a  produção  de  NO  via  NOS, 

 sendo  que  esta  produção  ocorre  através  de  complexas  reações  que  envolvem 

 co-substratos  e  cofatores  além  do  oxigênio  molecular  (Szlas;  Kurek;  Krejpcio,  2022). 

 Quando  há  redução  de  nitrato  em  nitrito,  este  é  formado  em  óxido  nítrico,  ocorre 

 aumento  da  sua  concentração  no  sangue  e  nos  tecidos,  consequentemente  assim 

 sendo  utilizado  pelo  organismo  para  diversas  funções  (Kapil  et  al  .,  2020).  Sendo 

 estas,  vasodilatação,  angiogênese,  respiração  mitocondrial,  biogênese  mitocondrial, 

 captação  de  glicose  e  manipulação  do  Ca²+  do  retículo  sarcoplasmático  (Jones, 

 2021) 

 Ativação  de  receptores  NMDA  é  um  estímulo  pivô  para  a  produção  de  NO  em 

 neurônios,  em  um  processo  dependente  de  Ca2+-Calmodulina  (Kiss;  Vizi,  2001; 

 Granzotto  et  al  .,  2022;  Nowaczyk  et  al.,  2021).  Esse  processo  dependente  se  dá 

 atividade  do  NO-sintase  endotelial,  regulada  pela  formação  do  complexo 

 Cálcio-Calmodulina  nas  células  endoteliais,  que  é  facilitada  pelo  aumento  da  Ca2+ 

 na  célula  (Nowaczyk  et  al.,  2021),  sendo  assim,  este  aumento  pode  se  dar  pela  ação 

 de  agonistas,  como  a  Acetilcolina  (ACh),  a  histamina,  além  de  estímulos  físicos, 

 como  estresse  (Valeev  et  al  .,  2016).  Além  disso,  o  NO  pode  se  difundir  por 

 distâncias  relativamente  grandes  no  tecido  cerebral,  é  também  hábil  para  regular  a 

 atividade  sináptica  (Kiss;  Vizi,  2001;  Granzotto  et  al  .,  2022;  Nowaczyk  et  al.,  2021. 
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 Entre  seus  papéis  extra-celulares,  o  NO  tem  sido  mostrado  regular  a  liberação  de 

 vários  neurotransmissores,  tais  como  aminoácidos,  dopamina,  acetilcolina  e 

 serotonina  (Nowaczyk  et  al.,  2021).  Na  análise  do  comportamento,  moduladores  de 

 NO  exercem  resultados  incongruentes,  como  mostrado  pelos  efeitos  similares 

 produzidos  tanto  por  aumento  como  por  diminuição  dos  níveis  de  NO,  observados 

 em  hiperlocomoção  induzida  por  antagonistas  de  receptores  NMDA 

 (Bujas-Bobanovic  et  al  .,  2000;  Pitsikas,  2016),  epilepsia,  sono  (Faradji  et  al  .,  2000)  e 

 lesão cerebral (Liu  et al  ., 2023). 

 Tem  sido  demonstrado  que  inibidores  da  sintase  do  óxido  nítrico  (NOS) 

 produzem  catalepsia  em  camundongos  (Del  Bel,  2010)  e  em  ratos  (Cilic  et  al  .,  2021; 

 Iacopucci  et  al  .,  2012),  a  qual  é  potencializada  pela  co-administração  de  haloperidol 

 (Cavas; Navarro, 2002; Cilic  et al  ., 2021).  

 A  interferência  com  a  formação  do  NO  também  pode  produzir  déficits  em 

 outros  testes  motores.  Inibidores  da  NOS  diminuem  a  locomoção  e  exploração 

 vertical  de  camundongos  no  teste  do  campo  aberto  (Del  Bel  et  al  .,  2002)  e  a 

 atividade  motora  espontânea  de  ratos  (Halcak  et  al  .,  2000).  Os  inibidores  da  NOS, 

 L-NOARG  e  7-NI  suprimem  a  atividade  locomotora  induzida  por  agonistas  de 

 receptores  dopaminérgicos  D1  e  D2  (Starr;  Starr,  1995).  Estes  autores  levantaram  a 

 hipótese  que  a  atividade  contínua  ou  tônica  da  NOS  constitutiva  seria  necessária 

 para  ocorrerem  movimentos  normais  do  corpo.  A  administração  sistêmica  de 

 antagonistas  de  receptores  da  dopamina  do  tipo  D1  diminui  a  atividade  da  NADPH-d 

 em  neurônios  estriatais,  enquanto  que  antagonistas  de  receptores  do  tipo  D2 

 produzem o efeito oposto (Hoque; West, 2012). 

 Doadores  de  NO  estimulam  a  liberação  de  acetilcolina  em  “slices”  estriatais,  ao 

 passo  que  inibidores  da  sintase  do  óxido  nítrico  (NOS)  diminuem  os  níveis  de 

 acetilcolina  estriatal  (Hanania;  Johnson,  1998).  Todavia,  a  interação  entre  NO  e 

 acetilcolina não está bem esclarecida ao nível do comportamento. 

 Assim,  neste  trabalho  foi  feita  a  proposta  de  avaliar  o  efeito  de  um  antagonista 

 de  receptores  muscarínicos  de  acetilcolina  M4,  na  catalepsia  induzida  por  inibidores 

 de  dopamina  e  de  óxido  nítrico.  Além  disso,  estudamos  as  possíveis  modificações 

 no  comportamento  motor  decorrentes  da  interação  destes  neurotransmissores,  por 

 meio do teste do Campo Aberto. 
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 2.  OBJETIVOS 

 2.1 Objetivo geral 

 Avaliar  a  interação  entre  os  neurotransmissores  acetilcolina,  dopamina  e 

 óxido nítrico nos núcleos basais de camundongos. 

 2.2 Objetivos específicos 

 a)  Avaliar  o  efeito  de  um  antagonista  de  receptores  muscarínicos  de 

 acetilcolina,  PCS1055  dihydrochloride  (mais  seletivo  para  receptores  tipo  M4),  no 

 comportamento  de  catalepsia  em  camundongos,  induzida  por  inibição  de  receptores 

 de dopamina; 

 b)  Avaliar  o  efeito  de  do  PCS1055  dihydrochloride,  no  comportamento  de 

 catalepsia em camundongos, induzida por inibição da sintase do óxido nítrico; 

 c)  Compreender  a  interação  entre  os  neurotransmissores  acetilcolina  e 

 dopamina  e  entre  os  neurotransmissores  acetilcolina  e  óxido  nítrico,  sobre  o 

 comportamento  motor  de  camundongos,  especificamente  em  relação  à  exploração 

 horizontal e vertical, por meio do teste do Campo Aberto. 
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 3.  JUSTIFICATIVA 

 A  DP  é  o  principal  distúrbio  da  postura  e  do  movimento  encontrado  na 

 população  idosa,  perdendo  apenas  para  os  acidentes  vasculares  encefálicos. 

 Estima-se  de  85  a  187  casos  por  100.000  pessoas,  e  sua  incidência  e  prevalência 

 aumenta  nas  faixas  etárias  mais  avançadas.  O  início  do  quadro  clínico  ocorre 

 geralmente  entre  50  e  70  anos  de  idade,  contudo,  pode-se  encontrar  pacientes  com 

 início da doença em idades mais precoces. (Meneses  et al.  , 2003). 

 A  DP  é  uma  doença  crônica,  causada  pela  perda  seletiva  de  neurônios 

 dopaminérgicos  localizados  na  pars  compacta  da  substância  nigra,  determinando 

 uma  diminuição  da  neurotransmissão  dopaminérgica  no  corpo  estriado,  em  especial 

 no  putâmen.  Seus  sintomas  característicos  são  o  tremor  de  repouso,  a  rigidez 

 muscular e a acinesia ou bradicinesia. (Shih  et al.  ,  2006). 

 Teive  (2005)  destaca  que  pesquisas  recentes  têm  demonstrado  que  a  DP 

 deve  ser  considerada  como  uma  enfermidade  neurodegenerativa,  progressiva,  com 

 hipóteses  etiológicas  de  origem  genética  e  ambiental  caracterizada  pela  presença  de 

 disfunção  monoaminérgica  múltipla,  incluindo  o  déficit  de  sistemas  dopaminérgicos, 

 colinérgicos, serotoninérgicos e noradrenérgicos. 

 O  tratamento  corrente  da  DP  está  baseado  na  terapia  dopaminérgica,  visando 

 reverter  os  efeitos  da  depleção  de  dopamina  estriatal  induzida  pela  destruição  da  via 

 nigro-estriatal (Jankovic, 2002; Obeso  Et Al.  , 2000;  Quinn, 1998). 

 Seu  principal  tratamento  é  a  levodopa  (L-dopa),  considerado  o  agente 

 farmacológico  sintomático  mais  eficaz.  No  entanto  seu  uso  contínuo  apresenta 

 declínio  da  eficácia  terapêutica  e  surgem  efeitos  colaterais  a  longo  prazo,  como  as 

 flutuações  motoras,  as  discinesias  e  os  distúrbios  neuro-psiquiátricos.  (Júri,  Chaná, 

 2006; Mattos, Mattos, 1999). 

 Com  o  objetivo  principal  de  superar  ou  controlar  as  limitações  do  uso  da 

 L-dopa,  foram  introduzidos  os  agonistas  dopaminérgicos,  altamente  efetivos  em 

 tratar  os  estágios  iniciais  da  doença,  mas  não  modificando  significativamente  a 

 progressão  da  doença.  Mas  novas  manipulações  farmacológicas  para  o  tratamento 

 da  DP  devem  produzir  agentes  com  ação  anti-parkinsoniana  em  todas  as  fases  da 

 doença,  sem  perda  da  eficácia  da  droga  e  que  previna  o  surgimento  de 

 complicações. (Jenner, 2003; Júri, Chaná, 2006; Mattos, Mattos, 1999). 
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 O  estudo  de  novas  terapias  para  a  DP  está  voltado  para  sistemas  não 

 dopaminérgicos  dentro  dos  núcleos  da  base  que  vão  além  das  vias  nigroestriatais 

 lesionadas  (Brotchie,  1998;  Jenner,  2000).  Vários  agentes  apresentando  um 

 potencial  terapêutico  têm  sido  descritos,  incluindo  agentes  que  atuam  em  receptores 

 glutamatérgicos,  canabinóides,  opióides,  a2-adrenérgicos  e  receptores  colinérgicos 

 nicotínicos e muscarínicos. 

 Conhecendo  a  importância  do  assunto,  e  os  resultados  dos  estudos 

 anteriormente  citados,  julga-se  relevante  a  realização  desta  pesquisa.  O  melhor 

 conhecimento  da  fisiologia  dos  núcleos  da  base  e  da  fisiopatologia  da  DP,  a  alta 

 incidência  e  prevalência  da  DP  e  o  surgimento  dos  efeitos  colaterais  relacionados  ao 

 uso  contínuo  da  terapia  dopaminérgica  justificam  a  realização  desse  estudo.  Em  um 

 modelo  animal,  buscamos  refletir  ações  anti-parkinsonianas  de  novos  agentes,  para 

 que  assim,  possam  ser  produzidas  novas  manipulações  farmacológicas  capazes  de 

 apresentar  um  potencial  terapêutico  em  todas  as  fases  da  doença,  sem  o  declínio  da 

 eficiência e que possam também prevenir o surgimento de complicações. 
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 4.  METODOLOGIA 

 4.1 Tipo, local e período da pesquisa 

 Trata-se  de  uma  pesquisa  quantitativa,  experimental,  com  coleta  de  dados 

 primários,  realizada  no  município  de  Campo  Grande  Mato  Grosso  do  Sul, 

 considerando  o  comportamento  dos  camundongos  laboratoriais  da  raça  SWISS 

 oriundos do Biotério da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul em 2022/2023. 

 4.2 Amostra e critérios de inclusão 

 A  amostragem  dos  animais  foi  aleatória,  com  96  animais.  Neste  experimento, 

 foram  utilizados  camundongos  suíços,  machos,  provenientes  do  biotério  da 

 Universidade  Federal  de  Mato  Grosso  do  Sul,  pesando  entre  20-30  g.  No  laboratório, 

 os  animais  foram  alojados  em  grupo  de  até  quatro  animais  e  mantidos  com  água  e 

 comida  à  vontade  até  o  início  dos  testes.  O  ciclo  de  luz  (12/12  h,  luzes  ligadas  às 

 6:00  h)  e  a  temperatura  ambiente  (23,1°C)  foram  controlados.  Todos  os 

 experimentos  foram  realizados  conforme  preconizados  pela  Lei  nº  11794  de  08  de 

 outubro  de  2008  e  pela  Resolução  normativa  nº  52  de  19  de  maio  de  2021,  do 

 CONCEA,  sendo  os  protocolos  experimentais  aprovados  pelo  CEUA  da  UFMS,  sob 

 o nº 525/2021. 

 4.3 Organização e análise dos dados 

 4.3.1 Drogas 

 Antagonista  de  receptores  de  dopamina:  haloperidol  1mg 

 (Haldol-Janssen-Cilag);  antagonista  de  receptores  de  acetilcolina  M4:  PCS1055 

 dihydrochloride.  Inibidor  da  sintase  do  óxido  nítrico:  NG-nitro-L-arginine  (L-NOARG  - 

 Sigma) Todas as drogas foram dissolvidas em solução salina a 0,9%. 

 4.3.2 Experimentos e grupos experimentais 

 Foram  realizados  2  experimentos,  com  6  grupos  em  cada  um  deles,  como 

 descritos  a  seguir,  sendo  cada  grupo  constituído  de  8  camundongos.  Cada  animal  foi 

 utilizado somente em um dos grupos experimentais. 
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 4.3.2.1  Experimento  I:   Efeito  da  PCS1055  dihydrochloride  nas  alterações  do 
 comportamento motor induzidas pelo haloperidol 

 Neste  experimento  os  animais  receberam  injeção  intraperitoneal  (I.P.)  de 

 salina  ou  haloperidol  (2  mg/kg),  seguida  pela  aplicação  I.P.  salina  ou  de  PCS1055 

 dihydrochloride  (2,5  e  10mg/kg),  após  30  minutos.  Foram  realizados  os  seguintes 

 grupos experimentais: 

 Grupo  1  (n=8):  os  animais  receberam  injeção  I.P.  de  salina  e  após  30  minutos, 

 outra injeção I.P. de salina; 

 Grupo  2  (n=8):  os  animais  receberam  injeção  I.P.  de  salina  e  após  30  minutos, 

 injeção I.P. de PCS1055 dihydrochloride (2,5 mg/kg); 

 Grupo  3  (n=8):  os  animais  receberam  injeção  I.P.  de  salina  e  após  30  minutos, 

 injeção I.P. de PCS1055 dihydrochloride(10mg/kg); 

 Grupo  4  (n=8):  os  animais  receberam  injeção  I.P.  de  haloperidol  (2mg/kg)  e 

 após 30 minutos, injeção I.P. de salina; 

 Grupo  5  (n=8):  os  animais  receberam  injeção  I.P.  de  haloperidol  (2mg/kg)  e 

 após 30 minutos, injeção I.P. de PCS1055 dihydrochloride (2,5 mg/kg); 

 Grupo  6  (n=8):  os  animais  receberam  injeção  I.P.  de  haloperidol  (2mg/kg)  e 

 após 30 minutos, injeção I.P. de PCS1055 dihydrochloride (10mg/kg). 

 4.3.2.2  Experimento  II:  Efeito  da  PCS1055  dihydrochloride  nas  alterações  do 
 comportamento motor induzidas pelo L-NOARG 

 Neste  experimento  os  animais  receberam  injeção  intraperitoneal  (I.P.)  de 

 salina  ou  L-NOARG  (40mg/kg),  seguida  pela  aplicação  I.P.  salina  ou  de  PCS1055 

 dihydrochloride  (2,5  e  10mg/kg)  após  30  minutos.  Foram  realizados  os  seguintes 

 grupos experimentais: 

 Grupo  1  (n=8):  os  animais  receberam  injeção  I.P.  de  salina  e  após  30  minutos, 

 outra injeção I.P. de salina; 

 Grupo  2  (n=8):  os  animais  receberam  injeção  I.P.  de  salina  e  após  30  minutos, 

 injeção I.P. de PCS1055 dihydrochloride (2,5 mg/kg); 

 Grupo  3  (n=8):  os  animais  receberam  injeção  I.P.  de  salina  e  após  30  minutos, 

 injeção I.P. de PCS1055 dihydrochloride (10mg/kg); 

 Grupo  4  (n=8):  os  animais  receberam  injeção  I.P.  de  L-NOARG  (40mg/kg)  e 

 após 30 minutos, injeção I.P. de salina; 



 20 

 Grupo  5  (n=8):  os  animais  receberam  injeção  I.P.  de  L-NOARG  (40mg/kg)  e 

 após 30 minutos, injeção I.P. de PCS1055 dihydrochloride (2,5 mg/kg); 

 Grupo  6  (n=8):  os  animais  receberam  injeção  I.P.  de  L-NOARG  (40mg/kg)  e 

 após 30 minutos, injeção I.P. de PCS1055 dihydrochloride (10mg/kg). 

 4.3.3 Avaliação funcional dos animais 

 A  avaliação  funcional  dos  animais  após  a  aplicação  das  drogas  foi  realizada 

 por  meio  do  teste  de  catalepsia  (Zarrindast;  Modabber;  Sabetkasai,  1993),  e  do  teste 

 do  campo  aberto  (Walsh,  1976;  Whimbey,  1967).  Os  testes  de  comportamento  foram 

 realizados sempre no mesmo horário e local, como descritos a seguir:  

 4.3.3.1 Teste de catalepsia na barra 

 A  catalepsia  foi  avaliada  de  acordo  com  método  da  barra,  onde  o  camundongo 

 é  colocado  com  ambas  as  patas  anteriores  sobre  uma  barra  de  vidro  horizontal 

 (diâmetro  de  0,5  cm),  elevada  4,5  cm  do  solo  (Sanberg  et  al.,  1988).  O  tempo  em 

 segundos,  durante  o  qual  o  animal  permanece  nesta  posição  foi  registrado,  até  um 

 tempo  máximo  de  300  segundos  (Zarrindast,  Modabber  &  Sabetkasai,  1993), 

 permitindo  três  tentativas  de  colocação  do  animal  em  posição  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 

 30, 60 e 90 minutos após a administração das drogas. 

 4.3.3.2 Teste do campo aberto 

 Este  teste  foi  utilizado  para  avaliar  o  estado  motor  e  a  emocionalidade  do 

 animal.  Este  teste  foi  inicialmente  descrito  e  utilizado  por  Calvin  S.  Hall  na  década  de 

 1930,  sendo  o  seu  uso  estendido  e  modificado  por  P.  L.  Broaderhurst  na  década  de 

 1960,  em  estudos  sobre  o  medo  e  a  herança  do  comportamento,  onde  ficou 

 demonstrado  que  a  quantidade  de  bolos  fecais  expelidos  pelo  rato  era  relacionada 

 positivamente  com  o  medo.  Através  dos  estudos  de  Whimbey  e  Denenberg  (1967), 

 ficou  demonstrado  que  no  teste  de  campo  aberto,  havia  uma  forte  correlação 

 positiva  entre  o  comportamento  de  ambulação  e  o  comportamento  exploratório  do 

 rato  (exceto  no  primeiro  dia  de  teste  no  campo  aberto),  e  negativamente 
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 relacionados  com  o  medo  e  a  quantidade  de  bolos  fecais  expelidos  durante  o  teste 

 (Gray,  1987).  Outros  parâmetros  de  avaliação  foram  sendo  gradativamente 

 acrescentados  ao  teste,  sendo  que  atualmente,  mais  de  30  itens  são  listados  neste 

 teste (Walsh, 1976). 

 Em  nosso  laboratório,  os  parâmetros  avaliados  durante  a  realização  do  teste 

 do  campo  aberto  foram:  a  frequência  dos  comportamentos  de  exploração  horizontal 

 e  vertical,  em  uma  arena  cilíndrica,  de  40  cm  de  diâmetro,  com  paredes  de  acrílico 

 translúcido,  de  30  cm  de  altura,  colocada  sobre  uma  base  de  madeira  recoberta  de 

 fórmica de cor branca, a qual era subdividida em 12 quadrantes de 104,7 cm  2  cada. 

 4.3.4 Análise estatística 

 A  avaliação  do  efeito  do  grupo  experimental,  do  momento  de  análise  e  da 

 interação  entre  esses  fatores,  em  relação  ao  tempo  de  catalepsia  apresentado  pelos 

 animais,  tanto  no  experimento  I,  quanto  no  experimento  II,  foi  realizada  por  meio  do 

 teste  ANOVA  de  duas  vias  de  medidas  repetitivas,  seguido  pelo  pós-teste  de  Tukey. 

 Já  a  comparação  entre  os  grupos  experimentais,  em  relação  à  quantidade  de 

 comportamentos  de  exploração  horizontal  (quadrantes  percorridos)  e  exploração 

 vertical  (erguimentos)  apresentados  pelos  animais,  tanto  no  experimento  I,  quanto 

 no  experimento  II,  foi  realizada  por  meio  do  teste  ANOVA  de  uma  via,  seguido  pelo 

 pós-teste  de  Tukey.  Os  demais  resultados  deste  estudo  foram  apresentados  na 

 forma  de  estatística  descritiva  na  forma  de  tabelas  e  gráficos.  A  análise  estatística  foi 

 realizada  utilizando-se  o  programa  estatístico  SigmaPlot,  versão  12.5,  considerando 

 um nível de significância de 5%. 

 4.4 Aspectos éticos 

 A  coleta  de  dados  teve  início  após  cadastro  no  sistema  SigProj  e  aprovação 

 pelo  Comitê  de  Ética  no  Uso  de  Animais  da  Universidade  Federal  do  Mato  Grosso 

 do Sul. 

 Reiterou-se  que  a  pesquisa  não  traria  riscos  imediatos  ou  futuros  aos 

 animais,  e  os  benefícios  seriam  indiretos,  considerando  que  a  utilização  dos  dados 

 ocorreria  em  momento  subsequente  à  finalização  da  pesquisa,  para  a  análise  do 

 comportamento por meio de tabelas, por se tratar de dados estatísticos analíticos. 
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 Os  dados  coletados  ficaram  sob  a  guarda  e  responsabilidade  do  pesquisador, 

 e  os  resultados  decorrentes  do  estudo,  foram  apresentados  em  forma  de  relatório 

 final  e  em  eventos  científicos  pertinentes,  estando  prevista,  ainda,  a  elaboração  de 

 artigos  científicos  a  serem  submetidos  para  a  apreciação  de  periódicos  científicos 

 com Qualis A-B. 
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 5.  RESULTADOS 

 Os  resultados  da  avaliação  do  efeito  do  grupo  experimental,  do  momento  de 

 análise  e  da  interação  entre  esses  fatores,  em  relação  ao  tempo  de  catalepsia 

 apresentado  pelos  animais,  tanto  no  experimento  I,  quanto  no  experimento  II,  estão 

 apresentados na Tabela 1 e ilustrados nas Figuras 1 e 2. 

 No  Experimento  I  houve  efeito  do  grupo  experimental,  do  momento  de  análise 

 e  interação  entre  esses  dois  fatores,  em  relação  ao  tempo  de  catalepsia 

 apresentado  pelos  animais  (teste  ANOVA  de  duas  vias,  Efeito  do  grupo:  p<0,001; 

 Efeito  do  momento:  p<0,001;  Interação  entre  grupo  e  momento:  p<0,001).  Nos 

 momentos  de  30,  60  e  90  minutos  após  a  aplicação  das  drogas,  o  tempo  de 

 catalepsia  nos  animais  que  receberam  haloperidol  (Haloperidol+Salina, 

 Haloperidol+PCS1055  na  dose  de  2,5  mg/kg  e  Haloperidol+PCS1055  na  dose  de 

 10,0  mg/kg)  foi  significativamente  maior  do  que  aquele  observado  entre  os  animais 

 dos  grupos  Salina+Salina,  Salina+PCS1055  na  dose  de  2,5  mg/kg  e 

 Salina+PCS1055  na  dose  de  10,0  mg/kg  (pós-teste  de  Tukey,  p<0,05).  Além  disso, 

 no  momento  de  90  minutos,  o  tempo  de  catalepsia  dos  animais  que  receberam 

 haloperidol  e  PCS1055,  em  ambas  as  doses  avaliadas  (2,5  e  10,0  mg/kg)  foi  maior 

 do  que  entre  os  animais  que  receberam  haloperidol  mais  salina  (pós-teste  de  Tukey, 

 p<0,05),  indicando  uma  potencialização  do  efeito  cataléptico  do  haloperidol,  com  o 

 uso do PCS1055. 

 Na  comparação  entre  os  momentos  30,  60  e  90  minutos,  em  relação  ao  tempo 

 de  catalepsia  dos  animais,  em  todos  os  grupos  experimentais  foi  observado 

 diferença  significativa  entre  os  momentos  (pós-teste  de  Tukey,  p<0,05),  sendo  que 

 com  exceção  do  grupo  Haloperidol+Salina,  todos  os  demais  grupos  apresentaram 

 um  perfil  de  aumento  da  catalepsia  no  decorrer  do  tempo,  enquanto  que  no  grupo 

 Haloperidol+Salina  houve  uma  diminuição  do  tempo  de  catalepsia  no  decorrer  do 

 tempo. Esses resultados podem ser melhores visualizados na Figura 1. 
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 Tabela  1:  Resultados  da  avaliação  do  efeito  do  grupo  experimental,  do  momento  de 
 análise  e  da  interação  entre  esses  fatores,  em  relação  ao  tempo  de  catalepsia 
 apresentado pelos animais, tanto no experimento I, quanto no experimento II. 

 Grupo experimental 
 Tempo de catalepsia (s) 

 30 min.  60 min.  90 min. 
 Experimento I 

 Salina+Salina  4,13±0,61Bb  11,63±2,16Ba  12,00±3,31Ca 
 Salina+PCS1055 (2,5 mg/kg)  5,88±0,72Bb  13,63±2,31Ba  18,25±3,85Ca 
 Salina+PCS1055 (10,0 mg/kg)  5,63±1,00Bb  9,25±1,44Bab  12,63±2,42Ca 
 Haloperidol+Salina  139,00±31,41Aa  96,88±22,01Aab  84,63±20,62Bb 
 Haloperidol+PCS1055 (2,5 mg/kg)  140,75±38,48Ab  171,38±40,45Ab  255,00±24,71Aa 
 Haloperidol+PCS1055 (10,0 mg/kg)  82,25±24,17Ab  188,38±40,71Aa  217,50±37,50Aa 

 Valores de p 
 Efeito do grupo: p<0,001 

 Efeito do momento: p<0,001 
 Interação entre grupo e momento: p<0,001 

 Experimento II 
 Salina+Salina  4,50±0,53Bc  9,75±2,40Bb  15,75±5,09Ba 
 Salina+PCS1055 (2,5 mg/kg)  14,88±5,07Bc  28,63±13,35Bb  39,00±20,50Ba 
 Salina+PCS1055 (10,0 mg/kg)  6,63±0,50Bc  11,13±2,45Bb  19,13±2,63Ba 
 L-Noarg+Salina  173,25±37,58Ac  226,75±33,83Ab  285,00±15,00Aa 
 L-Noarg+PCS1055 (2,5 mg/kg)  64,75±36,07Ac  157,50±35,74Ab  195,50±42,91Aa 
 L-Noarg+PCS1055 (10,0 mg/kg)  171,25±50,14Ac  242,63±35,23Ab  270,00±22,68Aa 

 Valores de p 
 Efeito do grupo: p<0,001 

 Efeito do momento: p<0,001 
 Interação entre grupo e momento: p=0,285 

 Os  resultados  estão  apresentados  em  média±erro  padrão  da  média.  Valores  de  p  no 
 teste  ANOVA  de  duas  vias  de  medidas  repetitivas.  Letras  maiúsculas  diferentes  na 
 coluna,  indicam  diferença  significativa  entre  os  grupos  experimentais  (pós-teste  de 
 Tukey,  p<0,05).  Letras  minúsculas  diferentes  na  linha,  indicam  diferença  significativa 
 entre os momentos de avaliação da catalepsia (pós-teste de Tukey, p<0,05). 
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 Figura  1:  Gráfico  apresentando  o  tempo  de  catalepsia,  entre  os  animais  de 
 cada  grupo  experimental  do  Experimento  I,  30,  60  e  90  minutos  após  a 
 aplicação  das  drogas.  Cada  símbolo  representa  a  média  e  a  barra  o  erro 
 padrão da média. 

 No  Experimento  II  também  houve  efeito  do  grupo  experimental  e  do 

 momento  de  análise,  em  relação  ao  tempo  de  catalepsia  apresentado  pelos 

 animais  (teste  ANOVA  de  duas  vias,  Efeito  do  grupo:  p<0,001;  Efeito  do 

 momento:  p<0,001),  porém,  sem  interação  significativa  entre  esses  dois  fatores 

 (Interação  entre  grupo  e  momento:  p=0,285).  Nos  momentos  de  30,  60  e  90 

 minutos  após  a  aplicação  das  drogas,  o  tempo  de  catalepsia  nos  animais  que 

 receberam  L-Noarg  (L-Noarg+Salina,  L-Noarg+PCS1055  na  dose  de  2,5  mg/kg 

 e  L-Noarg+PCS1055  na  dose  de  10,0  mg/kg)  foi  significativamente  maior  do 

 que  aquele  observado  entre  os  animais  dos  grupos  Salina+Salina, 

 Salina+PCS1055  na  dose  de  2,5  mg/kg  e  Salina+PCS1055  na  dose  de  10,0 

 mg/kg (pós-teste de Tukey, p<0,05). 

 Na  comparação  entre  os  momentos  30,  60  e  90  minutos,  em  relação  ao 

 tempo  de  catalepsia  dos  animais,  como  houve  efeito  significativo  do  momento, 

 mas  sem  interação  entre  momento  e  grupo,  a  análise  do  pós-teste  foi  feita  em 
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 bloco  e  evidenciou  que,  no  Experimento  II,  todos  os  grupos  apresentaram  um 

 perfil  de  aumento  da  catalepsia  no  decorrer  do  tempo.  Esses  resultados  podem 

 ser melhores visualizados na Figura 2. 

 Figura  2:  Gráfico  apresentando  o  tempo  de  catalepsia,  entre  os  animais  de 
 cada  grupo  experimental  do  Experimento  II,  30,  60  e  90  minutos  após  a 
 aplicação  das  drogas.  Cada  símbolo  representa  a  média  e  a  barra  o  erro 
 padrão da média. 

 Na  tabela  2  estão  apresentados  os  resultados  da  comparação  entre  os 

 grupos  experimentais,  em  relação  à  quantidade  de  comportamentos  de 

 exploração  horizontal  (quadrantes  percorridos)  e  exploração  vertical 

 (erguimentos)  apresentados  pelos  animais,  tanto  no  experimento  I,  quanto  no 

 experimento II. 

 Em  ambos  os  experimentos  (I  e  II),  houve  diferença  entre  os  grupos 

 experimentais,  em  relação  ao  número  de  quadrantes  percorridos  e  ao  número 

 de  erguimentos  expressos  pelos  animais  (teste  ANOVA  de  uma  via,  p<0,001 

 para todas as comparações). 
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 Tabela  2:  Resultados  da  comparação  entre  os  grupos  experimentais,  em 
 relação  à  quantidade  de  comportamentos  de  exploração  horizontal  (quadrantes 
 percorridos)  e  exploração  vertical  (erguimentos)  apresentados  pelos  animais, 
 tanto no experimento I, quanto no experimento II. 

 Grupo experimental 
 Exploração no Campo Aberto 

 Quadrantes 
 percorridos  Erguimentos 

 Experimento I 

 Salina+salina  90,50±8,50A  31,25±3,77AB 

 Salina+PCS1055 (2,5 mg/kg)  85,63±10,43A  20,13±6,17B 

 Salina+PCS1055 (10,0 mg/kg)  92,38±9,27A  33,25±2,62A 

 Haloperidol+salina  46,75±5,96B  4,88±1,56C 

 Haloperidol+PCS1055 (2,5 mg/kg)  5,25±2,61C  0,25±0,25C 

 Haloperidol+PCS1055 (10,0 mg/kg)  7,13±5,87C  1,00±1,00C 

 Valor de p  <0,001  <0,001 

 Experimento II 

 Salina+salina  112,25±6,35A  39,38±3,72A 

 Salina+PCS1055 (2,5 mg/kg)  70,00±13,19BC  24,25±4,50B 

 Salina+PCS1055 (10,0 mg/kg)  82,13±10,07AB  26,13±5,21AB 

 L-Noarg+salina  19,13±10,05D  0,25±0,25C 

 L-Noarg+PCS1055 (2,5 mg/kg)  41,88±8,34CD  4,63±3,54C 

 L-Noarg+PCS1055 (10,0 mg/kg)  7,63±5,03D  0,50±0,33C 

 Valor de p  <0,001  <0,001 

 Os  resultados  estão  apresentados  em  média±erro  padrão  da  média.  Valor  de  p 
 no  teste  ANOVA  de  uma  via.  Letras  maiúsculas  diferentes  na  coluna,  indicam 
 diferença  significativa  entre  os  grupos  experimentais  (pós-teste  de  Tukey, 
 p<0,05). 

 No  Experimento  I,  a  quantidade  de  quadrantes  percorridos  pelos  animais 

 que  receberam  haloperidol  (Haloperidol+Salina,  Haloperidol+PCS1055  na  dose 

 de  2,5  mg/kg  e  Haloperidol+PCS1055  na  dose  de  10,0  mg/kg)  foi 

 significativamente  menor  do  que  aquela  observada  entre  os  animais  dos 

 grupos  Salina+Salina,  Salina+PCS1055  na  dose  de  2,5  mg/kg  e 
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 Salina+PCS1055  na  dose  de  10,0  mg/kg  (pós-teste  de  Tukey,  p<0,05).  Além 

 disso,  a  quantidade  de  quadrantes  percorridos  pelos  animais  dos  grupos 

 Haloperidol+  PCS1055  dose  de  2,5  mg/kg  e  Haloperidol+  PCS1055  dose  de 

 10,0  mg/kg,  foi  significativamente  menor  do  que  aquela  observada  entre  os 

 animais  do  grupo  Haloperidol+Salina,  indicando  uma  potencialização  do  efeito 

 do haloperidol na locomoção dos animais, com o uso do PCS1055. 

 Em  relação  aos  erguimentos,  a  expressão  desse  comportamento  também 

 foi  menor  nos  animais  dos  grupos  que  receberam  haloperidol 

 (Haloperidol+Salina,  Haloperidol+PCS1055  na  dose  de  2,5  mg/kg  e 

 Haloperidol+PCS1055  na  dose  de  10,0  mg/kg),  quando  comparados  com 

 aqueles  que  receberam  salina  como  primeira  droga  (Salina+Salina, 

 Salina+PCS1055  na  dose  de  2,5  mg/kg  e  Salina+PCS1055  na  dose  de  10,0 

 mg/kg)  (pós-teste  de  Tukey,  p<0,05).  Além  disso,  os  animais  dos  grupos 

 Salina+Salina  e  Salina+PCS1055  na  dose  de  2,5  mg/kg,  apresentaram  uma 

 menor  quantidade  de  erguimentos,  quando  comparados  com  aqueles  do  grupo 

 Salina+PCS1055  na  dose  de  10,0  mg/kg  (pós-teste  de  Tukey,  p<0,05).  Esses 

 resultados estão ilustrados na Figura 3. 

 No  Experimento  II,  a  quantidade  de  quadrantes  percorridos  pelos  animais 

 que  receberam  L-Noarg  (L-Noarg+Salina,  L-Noarg+PCS1055  na  dose  de  2,5 

 mg/kg  e  L-Noarg+PCS1055  na  dose  de  10,0  mg/kg)  foi  também 

 significativamente  menor  do  que  aquela  observada  entre  os  animais  dos 

 grupos  Salina+Salina,  Salina+PCS1055  na  dose  de  2,5  mg/kg  e 

 Salina+PCS1055  na  dose  de  10,0  mg/kg  (pós-teste  de  Tukey,  p<0,05).  Além 

 disso,  a  quantidade  de  quadrantes  percorridos  pelos  animais  do  grupo 

 Salina+PCS1055,  na  dose  de  2,5  mg/kg,  foi  menor  do  que  entre  aqueles  do 

 grupo Salina+Salina, (pós-teste de Tukey, p<0,05). 
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 Figura  3:  Gráfico  de  duplo  eixo  Y  apresentando  a  quantidade  de 
 comportamentos  de  exploração  horizontal  (quadrantes  percorridos)  e 
 exploração  vertical  (erguimentos)  apresentados  pelos  animais  de  cada  grupo 
 experimental  do  Experimento  I.  Cada  coluna  representa  a  média  e  a  barra  o 
 erro padrão da média. 

 Em  relação  aos  erguimentos,  no  Experimento  II,  a  expressão  desse 

 comportamento  também  foi  menor  nos  animais  dos  grupos  que  receberam 

 L-Noarg  (L-Noarg+Salina,  L-Noarg+PCS1055  na  dose  de  2,5  mg/kg  e 

 L-Noarg+PCS1055  na  dose  de  10,0  mg/kg),  quando  comparados  com  aqueles 

 que  receberam  salina  como  primeira  droga  (Salina+Salina,  Salina+PCS1055  na 

 dose  de  2,5  mg/kg  e  Salina+PCS1055  na  dose  de  10,0  mg/kg)  (pós-teste  de 

 Tukey,  p<0,05).  Além  disso,  os  animais  dos  grupos  Salina+PCS1055  na  dose 

 de  2,5  mg/kg,  apresentaram  uma  menor  quantidade  de  erguimentos,  quando 
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 comparados  com  aqueles  do  grupo  Salina+Salina  (pós-teste  de  Tukey,  p<0,05). 

 Esses resultados estão ilustrados na Figura 4. 

 Figura  4:  Gráfico  de  duplo  eixo  Y  apresentando  a  quantidade  de 
 comportamentos  de  exploração  horizontal  (quadrantes  percorridos)  e 
 exploração  vertical  (erguimentos)  apresentados  pelos  animais  de  cada  grupo 
 experimental  do  Experimento  II.  Cada  coluna  representa  a  média  e  a  barra  o 
 erro padrão da média. 
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 6.  DISCUSSÃO 

 A  DP  é  uma  condição  que  se  manifesta,  principalmente,  por  distúrbios  de 

 movimento,  causados  pela  morte  significativa  dos  neurônios  dopaminérgicos 

 na  substância  negra  compacta.  O  tratamento  atual  baseia-se  na  terapia  de 

 reposição  dopaminérgica,  com  o  objetivo  de  reverter  os  efeitos  da  depleção 

 dopaminérgica  estriatal,  resultante  da  degeneração  da  via  nigro-estriatal  (Cerri, 

 2020;  Bougea  et  al  .,  2019;  Pontone  et  al  .  ,  2022).  Entretanto,  novos  avanços 

 para  o  tratamento  das  desordens  dos  movimentos  baseadas  na  manipulação 

 de  sistemas  não  dopaminérgicos  tais  como  glutamato,  5-hidroxitriptamine 

 (5-HT),  canabinóides,  adenosina,  adrenérgicos,  histaminérgicos,  opióides  e 

 receptores  colinérgicos  nicotínicos  e  muscarínicos  têm  sido  propostos  (Chase 

 et al  ., 2000; Silverdale  et al  ., 2003; Brotchie, 2005;  Jenner, 2008). 

 Em  estudos  com  animais,  modelos  farmacológicos  para  a  DP  são 

 amplamente  utilizados  para  gerar  catalepsia  e  alterações  motoras.  O 

 haloperidol,  um  antagonista  do  receptor  dopaminérgico  do  tipo  D2,  é 

 comumente  empregado  nesses  modelos,  e  os  sintomas  observados  nos 

 animais  mimetizam  aqueles  encontrados  em  pacientes  com  a  doença  (Clark  et 

 al  ., 2009; Ossowska  et al  ., 1996; Trevitt  et al  .,  2009; Wadenberg  et al  ., 2001). 

 Neste  estudo,  a  antagonização  dos  receptores  de  dopamina,  com 

 haloperidol,  causou  catalepsia  nos  animais,  como  esperado.  Também  foi 

 observada  a  diminuição  da  exploração  horizontal  e  vertical,  no  teste  de  campo 

 aberto  nos  animais  analisados.  Estes  achados  hipocinéticos  são  coerentes  com 

 experimentos  anteriores,  os  quais  constataram  que  a  inibição  de  receptores  de 

 dopamina  dos  núcleos  basais  do  encéfalo  produz  catalepsia  e  hipocinesia, 

 sintomas  semelhantes  àqueles  observados  em  pacientes  com  DP  (Del  Bel  et 

 al  ., 2002; Hauber  et al  ., 2001). 

 A  acetilcolina  e  dopamina  interagem  fortemente  no  estriado  e 

 desempenham  um  papel  importante  no  controle  motor  normal.  O  desequilíbrio 

 da  transmissão  de  acetilcolina  e  dopamina  no  sistema  nigro-estriatal  é  a  base 

 patogênica  das  desordens  extrapiramidais,  como  no  caso  da  DP.  A  diminuição 

 da  atividade  do  sistema  dopaminérgico  é  paralela  ao  aumento  da  atividade  do 

 sistema colinérgico (Threlfell  et al  ., 2010). 
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 Evidências  experimentais  sugerem  as  propriedades  anti-parkinsonianas 

 de  alguns  antagonistas  muscarínicos  de  acetilcolina,  como  a  escopolamina, 

 antagonista  muscarínico  de  acetilcolina  com  maior  afinidade  com  o  receptor 

 tipo  M1,  ao  reduzir  catalepsia  induzida  por  haloperidol  em  camundongos 

 (Haraguchi  et  al  .,  1997).  A  administração  de  biperideno,  anticolinérgico  central, 

 também  com  afinidade  para  o  receptor  tipo  M1,  foi  investigada  após  indução  de 

 catalepsia  por  amoxapina,  cinarizina  e  ciclosfamida  em  camundongos,  onde  a 

 catalepsia foi significantemente revertida (Nasu  et  al  ., 2000). 

 Estes  eventos  reforçam  o  fato  de  antagonistas  não  seletivos  de 

 receptores  muscarínicos  de  acetilcolina  já  serem  utilizados  como  drogas 

 anti-parkinsonianas.  No  entanto,  estudos  têm  demonstrado  a  abundância  de 

 receptores  M4  encontrados  no  estriado.  Por  desempenharem  um  importante 

 papel  na  função  motora,  supõe-se  que  antagonistas  de  receptores 

 muscarínicos  M4  poderiam  também  ser  úteis  na  restauração  do  equilíbrio  entre 

 dopamina e acetilcolina (Guo  et al  ., 2010). 

 Foi  revelado  em  um  estudo  de  imunoprecipitação  que  45%  dos  receptores 

 muscarínicos  do  estriado  são  do  subtipo  M4  (Karasawa;  Taketo;  Matsui,  2003). 

 Imunohistoquimicamente  foi  detectado  92%  de  receptores  muscarínicos  M4 

 nos  neurônios  estriatonigrais,  demonstrando  que  os  neurônios  estriatonigrais 

 co-expressam  receptores  muscarínicos  M4  e  receptores  de  dopamina  D1  (Ince, 

 Cilax; Levey, 1997). 

 Estes  dois  receptores  desempenham  papéis  opostos  no  metabolismo  de 

 cAMP.  A  estimulação  dos  receptores  de  dopamina  D1  ativam  a 

 adenilatociclase,  via  proteína  G,  e  a  estimulação  dos  receptores  muscarínicos 

 M4  inibem  a  atividade  enzimática,  via  proteína  G,  sugerindo  o  equilíbrio  de 

 acetilcolina-dopamina  que  reflete  os  efeitos  neutralizantes  desses 

 neurotransmissores à nível de cAMP (Thomsen, Sørensen, Dencker, 2018). 

 Em  humanos,  o  receptor  muscarínico  do  tipo  M4,  pertencente  à 

 subfamília  classe  A  dos  receptores  acoplados  à  proteína  G,  tem  se  destacado 

 como  um  alvo  promissor  para  o  tratamento  de  doenças  como  Alzheimer  e 

 esquizofrenia.  Estudos,  como  o  de  Wang  et  al  .  (2020),  indicam  que  a 

 transmissão  colinérgica  mediada  pelo  M4  também  está  associada  aos  sintomas 

 motores  na  DP.  O  estriado,  onde  os  sistemas  dopaminérgicos  e  colinérgicos 

 interagem,  é  uma  estrutura  fundamental  dos  NB  envolvida  nas  alterações 



 33 

 fisiopatológicas  subjacentes  à  DP.  Resultados  recentes  mostram  que  a 

 transmissão  colinérgica  alterada  via  M1  e  M4  no  estriado  dorsal  desempenha 

 um papel crucial na manifestação dos sintomas motores da DP (Felder, 2018). 

 Este  estudo  utilizou  os  testes  de  catalepsia  na  barra  e  do  Campo  Aberto 

 para  avaliar  a  eficácia  da  droga  PCS1055  dihydrochloride,  um  antagonista 

 muscarínico  seletivo  para  os  receptores  do  tipo  M4,  na  reversão  da  catalepsia 

 e  das  alterações  motoras  causadas  por  dois  modelos  farmacológicos  da  DP, 

 nos núcleos basais de camundongos. 

 A  droga  PCS1055  dihydrochloride,  um  antagonista  de  receptores 

 muscarínicos,  atravessa  facilmente  a  barreira  hematoencefálica  e  é  um  potente 

 e  seletivo  antagonista  competitivo  do  receptor  muscarínico  M4.  Ela  exibe  uma 

 seletividade  100  vezes  maior  pelos  receptores  M4  em  comparação  com  os 

 receptores  M1,  M3  e  M5,  e  uma  seletividade  30  vezes  maior  em  relação  ao 

 receptor  M2.  Estudos  indicam  que  a  PCS1055  dihydrochloride  tem  uma  forte 

 afinidade  pelos  receptores  M4,  tornando-a  um  candidato  promissor  para 

 pesquisas  sobre  doenças  neuropsiquiátricas,  como  Alzheimer  e  esquizofrenia. 

 Além  disso,  a  alta  seletividade  da  PCS1055  contribui  para  minimizar  potenciais 

 efeitos  colaterais  associados  à  ativação  de  outros  subtipos  de  receptores 

 muscarínicos (Croy  et al  ., 2016). 

 No  entanto,  em  nosso  estudo  o  antagonista  de  receptores  M4  de 

 acetilcolina  PCS1055  não  só  não  reverteu  a  catalepsia  induzida  por 

 haloperidol,  como  potencializou  o  seu  efeito,  aumentando  o  tempo  de 

 catalepsia  dos  animais,  em  ambas  as  doses  utilizadas  da  droga 

 (Haloperidol+PCS1055  2,5  mg/kg  e  Haloperidol+PCS1055  10,0  mg/kg),  no 

 momento  de  90  minutos  após  a  aplicação  das  drogas.  O  PCS1055  também 

 potencializou  os  efeitos  do  haloperidol  no  comportamento  de  exploração 

 horizontal (quadrantes percorridos), em ambas as doses utilizadas da droga. 

 Tais  resultados  divergem  daqueles  esperados,  visto  que,  em  outro  estudo 

 o  antagonista  seletivo  para  receptores  M1/M4,  pirenzepina,  causou  uma 

 reversão da catalepsia de forma dose dependente (Erosa-Rivero  et al  ., 2014). 

 Outro  neurotransmissor  que  pode  estar  envolvido  na  prevenção  de 

 discinesias induzidas pela administração repetida de L-DOPA é o óxido nítrico. 

 Assim  como  o  bloqueio  de  receptores  dopaminérgicos,  modelos  que 

 utilizam  a  inibição  da  enzima  óxido  nítrico  sintase  (NOS)  têm  demonstrado 
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 resultados  significativos  na  geração  de  catalepsia  e  outras  alterações  motoras 

 em  experimentos  com  animais.  A  interferência  na  formação  de  óxido  nítrico 

 (NO)  pode  causar  déficits  em  diversos  testes  motores.  Inibidores  da  NOS 

 reduzem  a  locomoção  e  a  exploração  vertical  de  camundongos  no  teste  do 

 Campo  Aberto  (Del  Bel  et  al  .,  2002;  Corrêa;  Souza,  2019)  e  a  atividade  motora 

 espontânea  de  ratos  (Halcak  et  al  .,  2000).  Além  disso,  os  inibidores  da  NOS, 

 como  L-NOARG  e  7-NI,  suprimem  a  atividade  locomotora  induzida  por 

 agonistas  dos  receptores  dopaminérgicos  D1  e  D2  (Starr;  Starr,  1995).  Esses 

 autores  sugerem  que  a  atividade  contínua  ou  tônica  da  NOS  constitutiva  é 

 necessária para a manutenção de movimentos corporais normais. 

 Estes  eventos  permitem  correlacionar  interferências  na  formação  do  NO 

 com  a  produção  de  déficits  motores  encontrados  no  comportamento  motor  de 

 animais  com  Parkinson.  Corroboram  com  esses  dados,  estudos  anteriores  que 

 constataram  que  os  inibidores  da  NOS  diminuem  a  locomoção  e  exploração 

 vertical  de  camundongos  no  teste  do  campo  aberto  (Del  Bel  et  al  .,  2002)  e  a 

 atividade motora espontânea de ratos (Halcak  et al  .,  2000). 

 O  NO  é  uma  molécula  lipossolúvel  de  curta  vida,  gerada  a  partir  do 

 aminoácido  L-Arginina,  que  pertence  a  família  de  enzimas  chamadas  de 

 sintase  do  óxido  nítrico  (NOS).  Embora  a  produção  de  interneurônios 

 componha  apenas  1%  -  2%  da  população  de  neurônios  estriatais,  evidências 

 convincentes  têm  demonstrado  que  o  NO  controla  o  comportamento  motor 

 modulando  a  integração  e  informação  processada  pelos  núcleos  da  base. 

 Mecanismos  nitrérgicos  podem  contribuir  com  a  morte  de  neurônios  de  DA 

 visto  na  DP  (Gomes  et  al  .,  2008).  A  modulação  do  NO  libera  vários 

 neurotransmissores  incluindo  DA,  5-  hidroxitriptamina  (5-HT),  acetilcolina  e 

 GABA  (Nowaczyk  et  al.,  2021).  Inibidores  da  sintase  do  óxido  nítrico  (NOS) 

 diminuem  os  níveis  de  acetilcolina  estriatal  (Hanania,  Johnson,  1998).  Porém,  à 

 nível  de  comportamento  a  interação  entre  NO  e  acetilcolina  não  está  bem 

 esclarecida. 

 Tem  sido  proposto  que  o  NO  desempenha  um  papel  pivô  no  controle 

 homeostático  no  processo  que  fornece  estabilidade  ao  sistema  DA-nigral.  O 

 bombardeio  de  neurônios  dopaminérgicos  causa  a  liberação  de  NO  a  partir  de 

 interneurônios  GABAérgicos  estriatais  (Sammut  et  al  .,  2006)  o  qual  por  sua  vez 

 influencia  a  indução  a  longo  prazo  da  depressão  do  estriado  (Calabresi  et  al  ., 
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 2006).  A  terapia  com  L-DOPA  tem  demonstrado  causar  um  aumento  marcante 

 na produção de NO (Itokawa  et al  ., 2006). 

 Padovan-Neto  et  al  .  (2009)  hipotetizaram  que  a  redução  endógena  tônica 

 de  nitrérgicos  induzida  pelo  tratamento  com  inibidores  da  NOS  poderiam 

 diminuir  os  movimentos  involuntários  anormais  induzidos  pela  L-DOPA,  em 

 ratos  com  lesões  neurotóxicas  da  via  dopaminérgica  nigroestriatal. 

 Observou-se  que  o  inibidor  seletivo  da  sintase  do  NO  (Nnos)7-NI,  aumentou  a 

 performace  motora  de  ratos  com  discinesia.  Diante  destes  resultados, 

 apontando  que  os  inibidores  da  sintase  de  NOS  são  capazes  de  reduzir  as 

 discinesias  induzidas  pela  terapia  com  L-DOPA,  estes  pesquisadores  sugerem 

 que a hiperatividade do sistema nitrérgico está envolvida nesta desordem. 

 West  e  Grace  (2000)  sugeriram  que  o  NO  ocupa  um  papel  modulatório  no 

 estriado,  mudando  sua  relação  “input-output”  (entrada-saída)  e  produzindo  um 

 impacto  funcional  significante  nos  neurônios  alvos.  Também  pela  influência  ao 

 longo  prazo  da  depressão  no  estriado  pela  via  NO/cGMP  tem  sido  proposta  no 

 controle  da  conectividade  corticoestriatal  (Calabresi  et  al  .,  2006).  O  lançamento 

 de  NO  a  partir  de  interneurônios  estriatais  facilitam  concomitantemente  o 

 lançamento  de  DA  (Nowaczyk  et  al.,  2021)  e  a  produção  de  NO  pelos 

 interneurônios  estriatais  que  são  regulados  pela  transmissão  fásica  de  DA 

 (West; Grace, 2000). 

 Nesta  pesquisa,  da  mesma  forma  que  o  haloperidol,  no  experimento  II,  a 

 aplicação  de  L-NOARG,  um  antagonista  da  sintase  do  óxido  nítrico,  causou 

 catalepsia  e  hipolocomoção  nos  animais,  nos  3  momentos  analisados.  Esses 

 resultados  corroboram  com  achados  de  estudos  anteriores,  que  demonstraram 

 que  os  inibidores  da  NOS  reduzem  significativamente  a  locomoção  e  a 

 exploração  vertical  de  camundongos  no  teste  do  campo  aberto  (Corrêa;  Souza, 

 2019;  Del  Bel  et  al  .,  2002),  além  de  diminuírem  a  atividade  motora  espontânea 

 de ratos (Halcak  et al  ., 2000). 

 Além  disso,  o  antagonista  de  receptores  M4  de  acetilcolina  PCS1055 

 também  não  foi  capaz  de  reverter  a  catalepsia  induzida  pelo  L-NOARG,  assim, 

 como  aconteceu  para  o  haloperidol.  No  entanto,  em  nenhum  dos  momentos 

 analisados,  não  foi  observada  uma  potencialização  dos  efeitos  do  L-NOARG, 

 pelo  PCS1055,  como  observado  no  experimento  I,  com  o  haloperidol.  Ainda  no 

 experimento  II,  o  PCS1055  diminuiu,  por  si  só,  o  comportamento  de  exploração 
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 horizontal  e  vertical  nos  animais,  além  de  não  reverter  os  efeitos  do  L-NOARG 

 nesses comportamentos. 

 Considerando  todos  os  resultados  da  nossa  pesquisa,  em  conjunto,  eles 

 mostraram  que  o  PCS1055  teve  um  efeito  totalmente  contrário  àquele 

 esperado,  em  relação  à  reversão  da  catalepsia  e  às  alterações  do 

 comportamento  exploratório  dos  animais  no  campo  aberto,  induzidas  tanto  pelo 

 haloperidol, como pelo L-NOARG. 

 Estes  resultados  podem  favorecer  o  entendimento  da  fisiologia  dos 

 Núcleos  da  Base  e  a  fisiologia  da  DP,  além  de  contribuir  com  a  busca  de  novas 

 manipulações  farmacológicas  para  o  tratamento  da  DP  capazes  de  apresentar 

 um  potencial  terapêutico  em  todas  as  fases  da  doença,  sem  o  declínio  da 

 eficiência  e  que  possam  também  prevenir  o  surgimento  de  complicações.  Em 

 vista  disso,  é  necessário  que  haja  mais  estudos  que  testem  diretamente  a 

 hipótese  de  que  o  antagonismo  de  M4  realmente  possui  eficácia  em  distúrbios 

 do  movimento,  uma  vez  que  há  poucos  registros  de  que  os  inibidores 

 considerados  seletivos  de  receptores  M4  são  verdadeiramente  seletivos  a  esse 

 subtipo de receptor (Moehle  et al  ., 2021). 

 Como  em  qualquer  pesquisa  científica,  nosso  estudo  apresentou  algumas 

 limitações  que  devem  ser  reconhecidas  para  contextualizar  de  forma  adequada 

 os  resultados  obtidos  e  suas  implicações.  Uma  dessas  limitações  foi  o  fato  de  a 

 PCS1055  ser  uma  droga  relativamente  nova  no  mercado.  Como  resultado,  há 

 uma  quantidade  limitada  na  literatura  de  estudos  anteriores  disponíveis  para 

 fomentar  uma  comparação  com  nossos  achados  e  fundamentar  nossas 

 hipóteses.  A  falta  de  estudos  longitudinais  sobre  a  PCS1055  dificulta  a 

 validação  e  a  comparação  dos  nossos  resultados  com  pesquisas  preexistentes, 

 principalmente  em  relação  à  definição  da  dose  ideal  para  se  obter  os 

 resultados  esperados,  bem  como  evitar  possíveis  efeitos  colaterais  dessa 

 substância.  Estudos  futuros  devem  considerar  o  uso  de  uma  faixa  de  dosagens 

 mais  ampla  para  melhor  compreender  a  resposta  dose-dependente  dessa 

 droga. 

 Portanto,  é  necessário  cautela  ao  interpretar  os  resultados  e  observar 

 direções  importantes  para  pesquisas  futuras.  Estudos  adicionais  com  amostras 

 maiores,  maior  duração  e  diferentes  dosagens  da  PCS1055  são  essenciais 
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 para  validar  e  expandir  nossos  achados,  proporcionando  uma  compreensão 

 mais completa sobre a eficácia e segurança desta droga. 
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 7.  CONCLUSÕES 

 O  antagonista  de  dopamina,  haloperidol,  causou  catalepsia  e  diminuição 

 na  exploração  horizontal  e  exploração  vertical.  No  entanto,  de  forma 

 inesperada,  o  antagonista  de  receptores  M4  de  acetilcolina  PCS1055  não  foi 

 capaz  de  reverter  a  catalepsia  induzida  por  haloperidol,  e  além  disso 

 potencializou  o  seu  efeito,  em  ambas  as  doses  utilizadas  da  droga,  no 

 momento  de  90  minutos  após  a  aplicação  das  drogas.  O  PCS1055  também 

 potencializou  os  efeitos  do  haloperidol  no  comportamento  de  exploração 

 horizontal, em ambas as doses utilizadas da droga. 

 O  antagonista  da  sintase  de  óxido  nítrico,  L-NOARG,  assim  como  o 

 haloperidol,  causou  alterações  motoras  nos  animais,  sendo  que  o  PCS1055 

 também  não  foi  capaz  de  reverter  a  catalepsia  induzida  nem  as  alterações 

 locomotoras  causadas  pelo  L-NOARG,  assim,  como  aconteceu  para  o 

 haloperidol.  No  entanto,  em  nenhum  dos  momentos  analisados,  não  foi 

 observada  uma  potencialização  dos  efeitos  do  L-NOARG,  pelo  PCS1055.  O 

 PCS1055  diminuiu,  por  si  só,  o  comportamento  de  exploração  horizontal  e 

 vertical  nos  animais,  além  de  não  reverter  os  efeitos  do  L-NOARG  nesses 

 comportamentos. 

 Estudos  futuros  devem  explorar  outros  antagonistas  muscarínicos,  bem 

 como  diferentes  modelos  experimentais,  sejam  eles  animais  ou  in  vitro,  para 

 investigar  com  maior  precisão  o  papel  do  receptor  muscarínico  M4  na 

 modulação  motora.  Além  disso,  é  fundamental  realizar  testes  com  diferentes 

 dosagens  da  PCS1055  para  aprofundar  a  compreensão  sobre  a  função  dos 

 receptores  M4  na  fisiologia  dos  núcleos  da  base  do  encéfalo,  estrutura 

 intimamente relacionada à fisiopatologia da Doença de Parkinson. 
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