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RESUMO

Amantadina (AMA) € um farmaco com ampla utilizag¢do terap€utica. Seu mecanismo de acao
ainda ndo estd totalmente esclarecido, mas sabe-se que AMA atua promovendo o aumento da
sintese e liberacdo de dopamina e como antagonista de receptores NMDA. Tendo em vista que
ha poucos estudos sobre a acdo genotoxica da AMA, este trabalho pretendeu avaliar seus
possiveis efeitos genotdxicos, utilizando o teste cometa e o teste de micronucleos in vivo. Em
adicdo, foram avaliados os efeitos da AMA sobre a memoéria € o comportamento
estereotipado. As doses de AMA usadas neste estudo foram obtidas a partir da dose maxima
tolerada (DMT 60 mg/kg) em camundongos machos CF-1. Os resultados indicaram que AMA
15 mg/kg ndo afetou a memoria associativa (avaliada na tarefa de esquiva inibitéria), nem a
memoria ndo-associativa (avaliada no teste de habituacdo ao campo aberto). Na dose 30
mg/kg, ndo afetou a locomocao ou exploragcdo dos animais no campo aberto, porém, na sessao
treino da esquiva inibitéria, houve um aumento significativo na laténcia em relagdo ao grupo
que recebeu salina, sem afetar a retencdo das memorias de curta e longa duracao (STM e
LTM). Na dose mais alta (60 mg/kg), AMA prejudicou a locomocao e exploracdo no campo
aberto, além de aumentar a laténcia na sessdo treino na tarefa de esquiva inibitoria,
possivelmente devido a algum efeito neurotéxico. Assim, a performance dos animais na sessao
teste, para avaliar a STM e a LTM pela esquiva inibitdria, e habituagdo no campo aberto, foi
afetada por efeitos neurocomportamentais induzidos por AMA 60 mg/kg, especialmente a
diminui¢do da locomogao e exploragdo, na sessdo treino. Apds trés dias de administracao de
AMA 15 mg/kg houve indu¢do de comportamento estereotipado no ultimo dia de observacao,
possivelmente devido a sensibilizacdo de receptores dopaminérgicos. Contudo, AMA na dose
de 60 mg/kg reduziu o comportamento estereotipado do primeiro ao terceiro dia, sugerindo
melhora neste comportamento, indicando que esta droga pode estar atuando em multiplos
sistemas de neurotransmissio, ou ainda, provocando um possivel aumento da recaptacdo de
dopamina como demonstrado em estudos anteriores. Os resultados do teste cometa em sangue
periférico indicaram que AMA causou danos ao DNA apés a administracdo das doses 30 e 60
mg/kg, porém, 24h ap6s a administragdo, os danos ja haviam sido reparados. No figado,

somente houve aumento significante do DI (indice de dano) e DF (freqiiéncia de dano) na
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concentracdo 60 mg/kg comparados com o grupo salina. No tecido cerebral, AMA na dose de
30 e 60 mg/kg induziu danos ao DNA, indicando possivel atividade neurotéxica. Porém, AMA
ndo aumentou a freqiiéncia de micronicleos em medula éssea e, portanto, ndo foi capaz de
induzir mutacdes cromossdmicas, apos trés dias de tratamento consecutivos. O conjunto dos
resultados indica que AMA na menor dose testada ndo causou danos ao DNA e nem prejuizo
na memoria, locomocgdo, exploracdo e motivacdo, porém nas doses maiores induziu danos ao
DNA, inclusive no tecido cerebral, bem como altera¢cdes neurocomportamentais, sugerindo

efeitos neurotdxicos.
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ABSTRACT

The amantadine (AMA) is a drug of broad clinical utility. Its mechanism of action is
not yet fully clarified, but it is known that AMA promotes the increased synthesis and release
of dopamine and acts as antagonist of NMDA receptor. There are few studies on the genotoxic
effect of amantadine, so the aim of the present study was to investigate the possible genotoxic
effects of amantadine using the comet assay and micronucleus assay in vivo. In addition, were
assessed the effects of AMA on memory and stereotyped behavior. The doses of AMA used in
this study were chosen from the maximum tolerated dose (MTD 60 mg/kg) in male mice CF-
1. The present findings indicated that AMA 15 mg/kg did not affect the associative memory
(inhibitory avoidance task) as well as nonassociative memory (habituation task). At the dose
30 mg/kg did not affect the locomotion or exploration of animals in the open field, but in the
training session of inhibitory avoidance there was a significant increase in latency, when
compared to saline group, however, without affecting the retention of short-term memory
(STM) or long-term memory (LTM). At the highest dose (60 mg/kg), AMA impaired
locomotion and exploration in the open field, besides increasing the latency in the training
session in the inhibitory avoidance task, possibly due to some neurotoxic effect. Thus, the
performance of animals in the test session, to assess the STM and LTM by inhibitory
avoidance task, and habituation in an open field, was affected by neurobehavioral effects
induced by AMA 60 mg/kg, especially the reduction of locomotion and exploration in training
session. There was an induction of stereotyped behavior after the third injection of 15 mg/kg,
possibly due to the sensitization of dopamine receptors. Conversely, AMA at dose 60 mg/kg
reduced the stereotyped behavior of the first to third day, suggesting improvement in this
behavior, indicating that this drug may be acting on multiple systems of neurotransmission, or
causing a possible increase in recapture of dopamine as shown in previous studies. The results
of the comet assay in peripheral blood test indicated that AMA caused DNA damage after
administration of doses 30 and 60 mg/kg, but 24 hours after administration the DNA damage
had been repaired. In the liver, there was only a significant increase in DI (index of damage)
and DF (frequency of damage) at the dose 60 mg/kg compared to the saline group. In the brain
tissue, AMA at dose 30 and 60 mg/kg induced DNA damage, indicating possible neurotoxic
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activity. However, AMA did not increase the frequency of micronuclei in bone marrow and
therefore was unable to induce chromosome mutations, after three consecutive days of
treatment. These findings indicate that AMA at lowest dose tested did not induce DNA
damage as well as it did not impair memory, locomotion, exploration and motivation in mice,
but at higher doses induced DNA damage, including on the brain tissue and neurobehavioral

impairment, suggesting neurotoxic effects.



I- INTRODUCAO

1. Amantadina

A amantadina (AMA - cloridrato de 1-adamantanamina, Figura 1) é um farmaco
originalmente utilizado como agente antiviral, no tratamento e profilaxia da influenza A
(DAVIES et al., 1964; DOLIN et al., 1982), mas que posteriormente comecou a ser também
utilizado em pacientes com doenca de Parkinson (SCHWAB et al., 1969; PINTER et al.,
1999), especialmente como adjuvante, a fim de diminuir os efeitos adversos ocasionados por
outras drogas (BLANCHET et al., 2003). A AMA ¢ utilizada também no tratamento de
doencas cerebrais, deméncia, esclerose multipla, dor cronica e também esta sendo associada a
outros farmacos em pacientes com dependéncia quimica de cocaina, durante o processo de
desintoxicacdo (GUALTIERI et al., 1989; KEMP e GORA, 1993; FISHER er al., 2000;
FLEMING, 2001; MEYTHALER et al., 2002).

Figura 1: Estrutura quimica da amantadina

1.1 Caracteristicas farmacocinéticas

AMA ¢ prontamente absorvida no trato gastrintestinal, sendo que picos de
concentracdo plasmdtica sdo obtidos apds 4 horas e o equilibrio ocorre entre 2 a 3 dias de
administracio (VERHAGEN et al., 2002). AMA apresenta volume de distribui¢do muito

grande sendo que os niveis salivares e da secrecdo nasal aproximam-se daquelas observadas
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no soro. Nos tecidos de animais sdo encontradas concentracdes maiores de AMA que aquelas
encontradas no soro. O farmaco € excretado em grande parte na forma ndo-metabolizada, na
urina por filtracdo glomerular e provavelmente secre¢do tubular, mas pequenas quantidades de
metabodlitos acetilados também podem ser detectadas na urina (DELEU et al., 2002;
GOODMAN e GILMAN, 2003; KORNHUBER er al., 2006). Outras caracteristicas
farmacocinéticas e também fisico-quimicas do farmaco sao descritas na tabela 1.

As concentragdes plasmaticas de AMA (1,0 — 5,0 ug/ml) tém sido associadas a reagcdes
neurotoxicas graves, incluindo delirio, convulsdes, arritmias cardiacas
(MARTINDALE, 1999, GOODMAN e GILMAN, 2003; GIRONELL et al., 2006). As

concentracoes terapéuticas da AMA foram estudadas por KORNHUBER et al. (1995).

coma €

Verificou-se no estudo que a concentragdo de AMA no cérebro € maior que no soro € no

fluido cerebroespinhal, provavelmente pela acumulagao intralisossomal.

Tabela 1. Caracteristicas farmacocinéticas da amantadina.
C,oH»N - HC1
187,71

Formula molecular

Peso molecular

Solubilidade 50 mg/ml (H,0O); Soldvel em etanol e cloroférmio.
Caracteristicas P6 branco e cristalino

Biodisponibilidade  oral e | 50 a90%

excrecdo urindria

Ligacdo a proteinas plasmaéticas | 67%

Volume de distribuicao

4,4 + 0,2 I/kg (pacientes com fungdo renal normal)

5,1 £0,2 I/kg (pacientes com doenga renal)

Tempo de Meia- vida

11 a 15 horas (pacientes com func¢do renal normal -
variacdo: 7 a 37 horas)
24 horas (pacientes com doenca renal; 7 a 10 dias

em pacientes com doenca renal cronica)

Tempo para concentragdes

maximas

1 — 4 horas
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Pico de concentracdo | Aproximadamente 0,3 pg/ml. No equilibrio a

plasmética concentracdo € de 0,2 a 0,9 ug/ml

Concentragdes maximas Média de 0,5 a 0,8 pg/ml, posologia de 100mg
administrados 2 x dia

(AOKI e SITAR, 1988, GOODMAN e GILMAN, 2003).

1.2 Atividades farmacodinamicas

Ha varios estudos destacando o uso de AMA com levodopa (L-DOPA), a fim de
melhorar a a¢do desta, diminuindo os efeitos adversos decorrentes de sua utilizacio (BRAVI
et al., 1994, FREDRIKSSON et al., 2001).

A introducdo da L-DOPA foi um marco importante no tratamento da doenga de
Parkinson. Porém, o uso cronico da L-DOPA ocasiona vdarios problemas ao paciente e limita a
eficiéncia do tratamento (BRAVI, et al., 1994). Foi sugerido que alteracdes no sistema
dopaminérgico, produzidos pelo tratamento cronico com L-DOPA, sao responsdveis, em parte,
pelas respostas de flutuagdes e podem ser inibidas por antagonistas de receptores NMDA (N-
metil-D-aspartato). De fato, BRAVI et al. (1994), usando ratos com lesao unilateral do sistema
nigro-estriatal, mostraram que um antagonista de receptor NMDA, o MK-801, prolonga a
duracdo da L-DOPA. Assim, foi sugerido o uso de AMA com L-DOPA, para diminuir as
flutuagdes que ocorrem durante o tratamento, aumentando a acdo da L-DOPA.

Para KUBICHA ef al. (1998), o tratamento de ratos com lesdo unilateral do sistema
nigro-estriatal com AMA (50 mg/kg), que é um antagonista de receptor NMDA, aumentou a
acdo da L-DOPA (25 mg/kg), sugerindo que AMA pode ter efeitos benéficos sobre flutuacdes
quando ha tratamento cronico com L-DOPA.

Foi sugerido por FISHER er al. (2000) que a habilidade da AMA e memantina em
potencializar as acOes antiparkinsonianas da L-DOPA estd baseada em facilitar a

descarboxilagdao da L-DOPA no cérebro (Figura 2).
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Figura 2. Sintese da dopamina (KOLB, 2002).

A AMA foi avaliada em pacientes esquizofrénicos, a fim de verificar se o seu uso
poderia diminuir os efeitos colaterais extrapiramidais ocasionados por medicamentos
neurolépticos. Apds tratamento de seis semanas, os pacientes que utilizaram AMA tiveram
uma melhora nos teste de aquisicdo de memodria, em comparagdo com aqueles tratados com
benzotropina (anticolinérgico) (MCEVOY et al., 1987).

Com relagdo ao envolvimento de eventos imunolégicos no processo de
neurodegeneracdo, WANDINGER et al. (1999) investigaram a capacidade de producdo de
citocinas como interleucina-2, interferon-y e interleucina-10, utilizando cultura de células de
sangue de pacientes com doenca de Parkinson. Antes do tratamento com AMA, a produc¢do de
interleucina-2 e interferon-y estavam diminuidas em pacientes com doenga de Parkinson,
comparados com pacientes com depressdo maior e pacientes normais (grupo controle). Apds
tratamento, a deficiéncia de secrecdo in vitro de interleucina-2 foi corrigida para
concentracdoes normais em metade dos pacientes com uso de AMA, sendo o aumento de

interleucina-2 relacionado com o aumento da secrecdo do interferon-y. Foi sugerido que
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anormalidades imunoldgicas ocorrem durante a evolucdo da doenca de Parkinson e que o
potencial terapéutico da AMA se deve também aos seus efeitos imunomodulatérios em alterar
a funcdo das células T em pacientes com a enfermidade.

KRAUS et al. (2005) avaliaram a atividade da AMA em doencas traumaticas cerebrais.
A primeira hipétese sugerida foi a de que a AMA melhoraria a funcdo e aumentaria a
atividade do cortex-frontal. A concentracdo utilizada foi de 400 mg/dia, administradas em um
grupo de pacientes e comparadas com o grupo placebo. Pelos resultados obtidos observou-se
uma melhora na fun¢do cerebral e aumento significativo do metabolismo de glicose no cortex
pré-frontal, avaliados por PET (tomografia por emissao de pdsitrons).

NICKELS et al. (1994) também estudaram a atividade da AMA sobre lesdes cerebrais
e verificaram que os pacientes tratados com AMA tiveram melhora na funcido cognitiva e/ou
fisica. Houve melhora na concentracdo, orientacdo, alerta, entre outros, sugerindo que AMA
pode desempenhar um papel importante na recuperacdo da lesdo cerebral generalizada. Efeitos
colaterais foram observados em alguns pacientes, incluindo apreensdo, alucinagdes e
hipomania.

ROGOZ et al. (2002) verificaram se o uso de antidepressivos e antagonistas de
receptores NMDA produzem efeitos sinérgicos, através do teste de nado forcado em ratos. Os
resultados indicaram que antagonistas de receptores NMDA, como AMA, memantina e
neramexana, reduziram o tempo de imobilidade no teste de nado for¢ado, com eficicia
compardvel a antidepressivos triciclicos. AMA aumentou de forma sinérgica o efeito do
antidepressivo imipramina no teste de nado forcado em ratos. A administracio de AMA,
memantina ou neramexana associado com venlafaxina, diminuiu o tempo de imobilidade. Os
efeitos sinérgicos ndo mudaram a atividade locomotora e a atividade exploratdria no teste de
campo aberto (“open-field”). Tais resultados sugerem que a co-administracio de
antidepressivos com antagonistas de receptores NMDA podem aumentar a atividade dos
antidepressivos. Este achado é importante principalmente para pacientes que sdo resistentes a
drogas, podendo obter efeitos antidepressivos com baixos efeitos colaterais, ja4 que ndo seria
necessério o aumento de doses para a obtencéo do resultado desejado (ROGOZ et al., 2002).

ROGOZ et al. (2007) também avaliaram a acio da AMA em pacientes com depressdo

e resisténcia a drogas. No estudo avaliou-se o uso de AMA e imipramina como antidepressivo.
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Observou-se no estudo que os dois farmacos podem ser efetivos no tratamento da depressao
unipolar. Este achado também foi verificado por DZIEDZICKA-WASYLEWSKA et al.
(2004), acrescentando que imipramina e AMA induziram a auto-regulacdo de receptores de
dopamina D2 e D3 no cérebro de ratos, sugerindo possivel beneficio para o tratamento de
pacientes resistentes a drogas com depressdo unipolar.

O efeito da AMA na excitabilidade do cértex motor em humanos foi avaliado por REIS
et al. (2006), utilizando a estimulagdo magnética transcraniana. Foram administrados nos
pacientes 50 ou 100 mg em dose tnica ou em duas vezes. Observou-se que baixa dose de
AMA ¢ suficiente para promover a modulacio da excitabilidade do coértex motor. Ha
modulacdo glutamatérgica ou uma interacdo poli-sindptica de circuitos glutamatérgicos e
gabaérgicos. Embora AMA tenha varios mecanismos de a¢do, o antagonismo dos receptores
NMDA parece ser o mais relevante efeito na excitabilidade cortical.

Estudos in vivo tém mostrado efeitos neurotoxicos induzidos por antagonistas
competitivos e ndo competitivos de receptores NMDA, incluindo MK-801, fenciclidina, entre
outros (McCULLOCH e IVERSEN, 1991, OLNEY et al., 1991). Os efeitos citotdxicos sdo
caracterizados pela formacdo de madaltiplos vactolos citoplasmaticos de tamanhos
heterogéneos. Estas mudancas podem ocasionar danos funcionais e processo de necrose. Os
mecanismos moleculares do potencial neurotéxico dos antagonistas de receptores NMDA
necessitam ser elucidados. Baixas doses de NMDA, antagonista do receptor de glutamato,
induzem alteracdes morfolégicas em neurdnios cerebrais. Altas doses podem provocar a morte
das células neuronais. As possiveis alteracdes morfolégicas como necrose em cérebro humano
posmortem, foi pesquisada através de exames histopatoldgicos em regides cerebrais. Nao
foram observadas altera¢des no cérebro de pacientes que usavam AMA em compara¢do com o

grupo controle (ndo-tratado) (KORNHUBER et al., 1999).

1.3. Mecanismos de acio da amantadina

Com relagdo a acdo anti-viral, AMA age contra a replicagdo dos virus da influenza A

em baixas concentragdes, inibindo uma etapa inicial da replicagdo viral, provavelmente o

desnudamento do virus; para algumas cepas, exerce um efeito sobre uma etapa posterior a
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montagem viral, provavelmente mediada por uma alteracio no processamento da
hemaglutinina (ROIN e WINTERS, 1990; HAY, 1992; GOODMAN e GILMAN, 2003;
INZELBERG et al., 2006).

Na doenca de Parkinson, AMA ¢ utilizada geralmente como terapia inicial. Além
disso, pode ser util como adjuvante em pacientes em uso de L-DOPA devido as flutuagdes
relacionadas com a dose (KORNHUBER et al., 1995; MARTINDALE, 1999; SNOW et al.,
2000; PACI et al., 2001; MORESCO et al., 2002; OWEN e WHITTON, 2006). Porém o
mecanismo de acdo que envolve a atividade antiparkinsoniana ndo estd bem esclarecido. Foi
sugerido que o fairmaco pode atuar no sistema dopaminérgico promovendo a liberagdo ou a
recaptacdo da dopamina. As propriedades anticolinérgicas também podem contribuir para suas
acOes terapéuticas (BROWN e REDFERN, 1976; TOIDE, 1990; MIZOGUCHI et al., 1994;
PEETERS et al., 2002; GOODMAN e GILMAN, 2003; REIS et al., 2006).

1.3.1. Acao dopaminérgica

A dopamina € um neurotransmissor, precursor natural da adrenalina e da
noradrenalina. Tem como fung¢do a atividade estimulante do SNC. A dopamina estd associada
a doenca de Parkinson e a Esquizofrenia. Em termos patoldgicos, a doenca de Parkinson €
definida como um distirbio neurodegenerativo (HIRSCH ef al., 1988), caracterizado por uma
despigmentacdo da substincia negra e pela presenca de corpos de Lewy. Ocorre uma
diminui¢do das concentragcdes de dopamina no nicleo caudado, no putamen e no globo palido,
estruturas estas que formam o sistema dopaminérgico (Figura 3) (DELEU et al, 2002;
GOODMAN e GILMAN, 2003; CARROLL et al., 2006).

TOIDE (1990) investigou o efeito da AMA sobre os neur6nios dopaminérgicos em
cérebro de ratos. AMA mostrou diferentes efeitos em relacdo a concentracdo de dopamina
(DA), 4cido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) e 4cido homovanilico (HVA) em diferentes
regides do cérebro. Na concentracdao de 40 mg/kg, AMA aumentou os niveis de dopamina em
16% e DOPAC em 24 % no cértex frontal. Também aumentou em 44% os niveis de HVA no
cortex frontal, que estd associado com a memdria. Mas no cortex frontal diminuiu 30% a

atividade da tirosina hidroxilase. Estas mudangas foram diferentes quando comparadas ao do
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corpo estriado e nuicleo caudado. No estriado, AMA nas concentra¢des de 10, 20 e 40 mg/kg,
aumentou os niveis de DA e diminuiu em 30% o acimulo de L-DOPA no cértex frontal,
sugerindo um mecanismo de feedback negativo de auto-regulacdo da dopamina. Estes
resultados indicam entdo que AMA pode acelerar a neurotransmissao dopaminérgica por

aumento da dopamina livre no cortex frontal possibilitando melhora na deméncia.

Ciirtes
frontal

Figura 3. O sistema dopaminérgico (KOLB, 2002).

Para PEETERS et al. (2002), os mecanismos bioquimicos envolvidos no efeito de
AMA e nas conseqiiéncias de sua administragdo repetitiva na modulagdo da transmissao
estriatal da dopamina necessitam ainda serem esclarecidos. Apds 4 dias de tratamento com
AMA, foi observado aumento de 40% de dopamina comparando-se aos animais tratados com
veiculo. A administracdo de AMA ndo afetou diretamente o comportamento dos animais.
Porém, os animais tratados por 4 dias com AMA apresentaram atividade locomotora
exacerbada e estereotipismo reduzido, apds administracio de uma dose de apomorfina.
Adicionalmente, o estudo indicou que administracdo repetitiva de AMA induz uma
modificagdo transitéria da func¢do dos receptores de dopamina no estriado, que ¢é
correlacionada com alteracdes de reposta comportamental pela estimulacdo de dopamina.
Como os efeitos da administracio da AMA diferiram daqueles observados com agonistas de

receptor de dopamina ou outros antagonistas de receptores de NMDA, sugeriu-se que
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multiplos mecanismos bioquimicos contribuem para a modulacdo da transmissdo de dopamina
pela AMA.

O transportador dopaminérgico (TDA) modula a concentracio sindptica de dopamina
nos terminais pré-sindpticos dos neurdnios dopaminérgicos através do mecanismo elétrico
acoplado ao Na* e CI' (BOULTON e EISENHOFER, 1998). Na DP, ha reducfo na densidade
de TDA no neoestriado devido a perda dos terminais dopaminérgicos (STORCH et al., 2004,
SHIH et al., 2006).

A atividade da AMA no TDA ¢ controversa. Estudos in vitro mostram que AMA pode
inibir a recaptacdo de dopamina, mas outros pesquisadores relatam que altas concentragdes de
AMA podem diminuir esta atividade (BALDESSARINI et al., 1972, HERBIN, 1972;
BROWN e REDFERN, 1976, GIANUTSOS et al., 1985). Nas doses clinicas, é aparentemente
pouco provavel que a estimulag@o central causada por AMA possa inibir a atividade do TDA
(PAGE et al., 2000).

O efeito do tratamento de curta e longa duracdo com AMA foi investigado por PAGE
et al. (2000) na atividade sobre TDA no estriado de rato. A dopamina foi medida nas sinapses
estriatais ap0ds tratamento com AMA (40mg/kg) por 2, 7 e 14 dias. Apds 7 dias de tratamento,
AMA aumentou a aparente velocidade maxima do TDA em 30% sem modificar a afinidade
aparente, enquanto que ndo houve mudancas no tratamento com 2 e 14 dias. O estudo
demonstrou que o tratamento com AMA em longo prazo aumenta a atividade do TDA,
provavelmente um mecanismo compensatério para aumentar a dopamina livre na fenda
sindptica.

Outro mecanismo pelo qual se pode aumentar a concentragdo extracelular de dopamina
€ o bloqueio neuronal do transportador de dopamina (TDA). A atividade do TDA € regulada
por fosforilacdo e pode-se propor que receptores idnicos de glutamato presentes no terminal
pré-sindptico diretamente modulam esta fosforilacao. Também, indiretamente os receptores de
dopamina pré-sindpticos controlam a atividade do TDA em resposta ao aumento de
concentracdo de dopamina na fenda sindptica. A existéncia do controle glutamatérgico em
neuronios dopaminérgicos no estriado é bem documentada (CEPEDA e LIVINE, 1998) e,

portanto, pode-se propor o controle direto da fosforilagdio de TDA por receptores de
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glutamato. Por causa do antagonismo de receptores glutamatérgicos ionotrépicos, AMA pode
interferir com glutamato endégeno mediante fosforilacdo de TDA.

Alternativamente, o aumento de dopamina nao recapturada apds tratamento com AMA
constitui um mecanismo compensatério para preservar a concentracdo da dopamina sindptica
fisiolégica. Esta hipétese foi sugerida por GORDON et al., (1996) que demonstrou que o
tratamento com AMA por 21 dias aumenta a expressdo do TDA em membranas estriatais dos
ratos. Sabe-se que auto-receptores de dopamina fornecem um importante mecanismo de
feedback inibitério por neurdnios de dopamina em resposta a mudancas de niveis
extracelulares de dopamina. Sugere-se que aumento de dopamina nio recapturada, observada
apos tratamento com AMA, resulta pela indireta modulagdo da atividade de TDA por receptor

de dopamina D2 em resposta o aumento de dopamina livre.

1.3.2. Acao sobre receptores NMDA

O glutamato € o maior transmissor excitatério no SNC, muito importante no controle
da atividade locomotora. Muitos estudos tém demonstrado interagdes entre sistemas
glutamatérgicos e dopaminérgicos no cérebro (PEETERS er al., 2002). Os receptores
glutamatérgicos sdo divididos em dois grupos: ionotrépicos e metabotropicos (GASIC e
HOLMANN, 1994). Os receptores NMDA (Figura 4) existem normalmente em vdrias regioes
do cérebro, incluindo os ganglios de base, e respondem a determinados neurotransmissores
excitatérios como o glutamato. Em determinadas situacdes, essa transmissao excitatéria torna-
se exagerada, podendo levar a dano celular em um processo denominado excitotoxicidade
(DANYSZ et al., 2000).

AMA atua como antagonista ndo-competitivo de receptores excitatérios N-metil-D-
aspartato (NMDA), um dos tipos de receptor para glutamato (KORNHUBER et al., 1991,
LUPP et al., 1992; BLANPIED et al., 1997). Portanto, AMA poderia atuar reduzindo a
hiperatividade de projecdo glutamatérgica do niicleo subtalamico sobre o segmento interno do
globo palido, aspecto crucial na fisiopatologia da DP. O bloqueio dos receptores NMDA ¢é

capaz de facilitar a transmissdo de dopamina no estriado (FERRAZ, 1999).
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Terminal pré-sinaptico

<“+—  Neurdnio pés-sinaptico

Figura 4. Sinapse glutamatérgica, adaptado de SEGOVIA et al. (2001). Existem trés
principais subtipos de receptores de glutamato, cada um dos quais liga glutamato e é

ativado seletivamente por agonistas diferentes (BEAR et al., 2002).

Antagonistas de NMDA e derivados da AMA tém mostrado proteger os neurdnios
dopaminérgicos e prevenir perda neuronal em modelos experimentais de excitotoxicidade
(BORMANN, 1989, GREENAMYRE e O’BRIEN, 1991). Estudos indicam que antagonistas
de NMDA podem modular o sistema dopaminérgico através da modificacao de receptores D2
observados em animais tratados com antagonistas de receptores NMDA, incluindo AMA e
MK-801 (MICHELETTI et al., 1993; LANNES e MICHELETTI, 1997; MORESCO et al.,
2002).

E variada a afinidade dos antagonistas de receptores NMDA pelo receptor.

Bloqueadores de alta afinidade como fenciclidinas (PCP), dizocilpina (MK-801), piperidina
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(TCP) e metazocina (SKF), ttm melhor eficdcia terapéutica, porém os efeitos adversos estdo
presentes nas doses terapéuticas (DOUGLASS e WITKIN, 1999).

Alguns estudos em humanos mostraram que os efeitos adversos produzidos pela
administracdo de bloqueadores de alta afinidade dos receptores NMDA foram: efeitos
psicomiméticos, efeitos semelhantes a esquizofrenia, incluindo alucinagdo, parandia, emog¢ao
retraida e retardo motor, observados apds administracdo de fenciclidinas. Assim, propde-se
que o uso de antagonistas de NMDA de baixa afinidade, podem ter melhor efeito terapéutico
do que aqueles de alta afinidade. Baseado na sua rdpida cinética no canal i6nico, antagonistas
de baixa afinidade podem impedir menos a transmissao fisioldgica excitatéria de aminoécidos
do que antagonistas de alta afinidade, contudo, com menos efeitos adversos nas doses
terapéuticas (ROGAWSKI, 1993; CHEN et al., 1996, DOUGLASS e WITKIN, 1999).

AMA e memantina apresentam um baixo risco de induzir sintomas psicotomiméticos e
efeitos neurotoxicos comparados com antagonistas de receptores de NMDA de alta afinidade
(KORNHUBER et al., 1994; KORNHUBER et al., 1995; KORNHUBER e QUACK, 1995).

Em relacdo a atividade neuroprotetora, é proposto o beneficio do antagonismo dos
receptores NMDA em pacientes parkinsonianos, quando hd um desequilibro
dopamina/glutamato. Estas drogas aumentam a sintese e a liberacdo de dopamina (PEETERS
et al., 2002). Em estudos pré-clinicos, antagonistas de NMDA tem demonstrado ser eficaz
como ansioliticos, antidepressivos, antiepilépticos, anti-isquémicos e moduladores de

aprendizado e memoéria (ROGAWSKI, 1993; PARSONS et al., 1998).

2. Avaliacao de atividades neurocomportamentais

2.1. Memoria

A memoria é um processo dinamico que pode ser dividido em trés etapas principais:
(1) aquisi¢do da informacao, (2) consolidacido e armazenamento, que € o processo de filtracao
e fixacdo progressiva da informacdo inicialmente adquirida, (3) evocacdo, que € o processo de
resgate ou expressio dos eventos consolidados (IZQUIERDO, 1989; IZQUIERDO e
MEDINA, 1997; IZQUIERDO et al., 1998a; CAHILL et al, 2001).
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A conseqiiéncia dos trés processos envolvidos na memoria seria a aprendizagem
(aquisicdo de novas memorias) e formacdo de um novo comportamento, ou modificagdo de
um pré-existente. Os individuos apresentam capacidade de adaptacdo e modificacdo de seu
comportamento quando expostos as novas experiéncias e a capacidade de aprender e recordar
eventos depende de modifica¢des induzidas no sistema nervoso pela percepcao desses eventos
(IZQUIERDO, 1989; THOMPSON e KIM, 1996; MARKOWITSCH, 1997; IZQUIERDO et
al., 1998b).

A memoria pode ser classificada de acordo com o tempo de armazenagem: (1)
memoria de curta duracdo (STM- Short-term memory) e, (2) memoéria de longa duracio
(LTM- Long-term memory). As STM sdo aquelas retidas dentro de alguns segundos até
algumas horas ap6s o aprendizado e as LTM sdo aquelas cuja consolidag¢do € mais demorada e
persiste por dias, anos ou mesmo uma vida inteira (IZQUIERDO et al., 1999; IZQUIERDO e
MCGAUGH, 2000; PICADA et al., 2003b).

Acredita-se que o substrato neural das memorias, tanto de curta quanto de longa
duracdo, resida em alteracdes nas conexdes sindpticas entre neurOnios de regides cerebrais
especificas e a natureza de tais modificacdes induzidas pela aquisicdo de novas memorias tem
atraido muita atencdo nas ultimas décadas (IZQUIERDO e MEDINA, 1997; ROESLER et al.,
2000). Estudos dos mecanismos neurais das LTM demonstram que sua formacdo € um
processo gradual que envolve substratos neuroanatdomicos, celulares e moleculares especificos.

As memorias de longa duracdo ndo ficam estabelecidas em sua forma estdvel ou
permanente imediatamente depois de sua aquisicdo. O processo que leva a sua fixacdo
definitiva da maneira em que mais tarde poderdo ser evocadas nos dias ou anos seguintes
denomina-se consolidacdo. O periodo que ocorre a consolidagdo das memorias de longa
duracdo é, portanto, 1abil e suscetivel a numerosas influéncias, muitas das quais podem ser
negativas (IZQUIERDO, 2002).

As memorias de longa duracdo podem ser divididas em associativas e ndo associativas,
dependendo do mecanismo requerido para a sua formagdo. As memorias associativas sao
baseadas na aquisicdo prévia de uma associagc@o entre um evento especifico e um estimulo. A
tarefa de esquiva inibitéria € um exemplo de aprendizado associativo (IZQUIERDO e

MEDINA, 1997). J4 as memodrias ndo associativas (habituacdo) sdo adquiridas quando a
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exposicao repetida ou continua a um novo estimulo modifica o comportamento inicial
(VIANNA et al, 2000).

A memoria de curta duracdo € bastante resistente a muitos dos agentes que afetam os
mecanismos da consolidacao da memdria de longa duracao (IZQUIERDO, 2002).

Estudos em modelos animais tém mostrado que a forma¢do da memoéria envolve uma
série de alteracOes bioquimicas em vdérias dreas do SNC, entre as quais destaca-se o
hipocampo. Os eventos bioquimicos envolvidos na formagdo da memdria incluem,
inicialmente, a ativacdo de receptores glutamatérgicos dos tipos NMDA e metabotrépico
(mGluRs), e a ativacdo de cascatas bioquimicas nos neurdnios. Entre as proteinas cerebrais
envolvidas nessas cascatas, destacam-se a proteina quinase A (PKA), a proteina quinase C
(PKC), a proteina quinase dependente de GMPc (PKG) e a célcio-calmodulina quinase II
(CaMKID), (IZQUIERDO E MEDINA, 1997).

No estudo proposto por TAHAR ef al. (2004) foi investigada a contribuicdo da
neurotransmissdo glutamatérgica na capacidade da aquisi¢do de aprendizado, adaptacio-
motora em humanos, sendo que um grupo recebeu AMA (200mg/dia) e outro placebo.
Observou-se que o grupo de individuos que utilizaram AMA teve um nivel menor de
adaptacdo motora, comparado com o grupo controle, mas a diferenca ndo foi significante. Por
fim, o estudo indica que a fun¢do normal dos receptores NMDA € necessdria para a aquisi¢ao
da adaptagdo motora.

As habilidades motoras, uma vez aprendidas, precisam de um tempo para ser
consolidadas e tornarem-se resistentes a interferéncias. Evidéncias clinicas e comportamentais
sugerem que receptores NMDA sdo requeridos para a aquisicdo do aprendizado motor e
comportamental. Contudo, o envolvimento de receptores NMDA na consolidagdo motora,
importante para a estabilizacdo da forma recente de memdria motora, ainda nido estd bem
definida em humanos. TAHAR et al. (2005) estudaram o efeito da AMA na consolidagao da
memoria motora em humanos. Foram testados dois grupos de individuos, sendo um grupo
tratado com 200 mg/dia de AMA e outro grupo placebo Observou-se que AMA ndo
prejudicou a consolidagdo do aprendizado motor nos individuos que ja tinham aprendido.

Assim, embora requerido em alguns estigios (por exemplo: aquisicdo) de processos de



27

memoria motora, os resultados sugeriram que a ativagdo do receptor NMDA ndo pode ser

essencial para a consolida¢do da adaptacao motora em humanos.

2.1.1. Tarefa de esquiva inibitéria

A tarefa de esquiva inibitéria (EI) envolve a formagdao de uma memoria declarativa na
qual o animal aprende a inibir uma resposta (descer de uma plataforma, entrar em outro
compartimento) para ndo receber um estimulo de aversao (um choque elétrico, por exemplo).
Esta memoria corresponde aquela que é observada em humanos, quando evitam colocar os
dedos na tomada ou entrar em uma rua perigosa. A esquiva inibitéria é uma memoria
episddica (lembra-se do episddio que gerou a aprendizagem: por exemplo, o dia em que 0s
dedos foram colocados na tomada) e também semantica (aprende-se a evitar todas ou, pelo
menos, a maioria das circunstiancias perigosas: um conhecimento episddico adquire valor
semantico) (IZQUIERDO, 1989).

Na EI o animal aprende a relacionar a decida de uma plataforma com um leve choque
aplicado nas patas (IZQUIERDO, 1989; ROESLER et al., 1998, 2000). Com isso, numa
segunda exposi¢cdo a caixa de esquiva inibitdria ele evita um comportamento inato de descer
da plataforma para explorar a caixa. O aprendizado da EI envolve vérios estimulos, incluindo
percepg¢ao espacial e visual, sensibilidade a dor, acompanhados de um componente emocional
amplamente modulado pela amidala e por hormdnios relacionados ao estresse. A EI € uma
tarefa ideal para estudar processos de memdrias iniciados durante e apds o treino, pois em
geral, (1) pode ser aprendida com uma tnica sessdo de treino; (2) ndo € um aprendizado inato;
(3) a farmacologia envolvida na sua modulacio é bastante conhecida (PICADA et al, 2002,
2003Db).

O método principal de estudo consiste em administrar uma substancia minutos antes ou
logo apds a sessdo treino. O animal é colocado sobre uma plataforma e o tempo de
permanéncia (laténcia) € contado até que ele desca com todas as 4 patas a uma grade onde ele
recebe um choque. Nas sessdes de teste, o animal é recolocado na plataforma, porém nao
recebe choque, sendo que o tempo de laténcia em que o animal permanece na plataforma é

cronometrado e usado como medida de reten¢do. A primeira sessdo teste ocorre 1,5h apds o
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treino, a fim de medir a STM, e a segunda 24 h apds o treino, para medir a LTM. A retencao
(memdria) de curta e de longa duragdo da tarefa de EI pode ser prejudicada ou melhorada pela
substancia administrada; os efeitos observados nos dois tipos de memdria sao independentes,
portanto, uma substancia pode bloquear uma das memorias sem afetar a outra ou ainda
apresentar efeitos de melhora numa e de prejuizo na outra (IZQUIERDO et al., 1999;
IZQUIERDO e MCGAUGH, 2000, PEREIRA et al., 2001).

2.1.2. Campo aberto

Na exploragdo ao campo aberto, os animais sdo colocados em um campo aberto, um
compartimento que € semelhante a uma caixa de madeira (50 X 50 X 30 cm), com uma parede
de vidro frontal, e o piso marrom dividido com linhas pretas em 12 quadrados iguais. O animal
€ observado durante 5 minutos nos quais ele pode explorar livremente a caixa. Sao contados o
nimero de cruzamentos das linhas pretas (“crossings”), o nimero de vezes em que o animal
levanta as duas patas dianteiras (‘“rearings”), o tempo de laténcia para o inicio da locomogao e
o ndmero de bolos fecais, durante 5 minutos, e estas contagens sao utilizadas como medida de
locomocgdo, exploracdo, motivacdo e ansiedade, respectivamente (ROESLER et al., 1998,
2000; PEREIRA et al., 2005; MACHADO et al., 2006).

A reacdo de orientacdo compreende um certo grau de alerta e o direcionamento da
cabeca, dos olhos ou (se for um cachorro, por exemplo) do nariz e das orelhas em dire¢do a
fonte do estimulo. Se o estimulo for um ambiente novo, o animal reage com respostas
exploratdrias e de orientacdo geral. A repeticdo do estimulo leva a supressao gradual da reacdo
de orientacio; isto é chamado habituacdo. E a forma mais simples de aprendizado e deixa
memoria; esta se revela justamente pela diminui¢do gradual da resposta com a repeticao do
estimulo (IZQUIERDO, 2002).

A habituacdo a um novo ambiente é uma das mais elementares tarefas de
aprendizagem ndo associativa e ndo aversiva (ROESLER et al., 1998, 2000), ou seja, resulta

da simples repeti¢cao de um estimulo, sem associd-lo com nenhum outro.
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A habituacdo no campo aberto é medida pela diminui¢do da atitude exploratéria que
estd associada ao nimero de ‘“‘crossings” e “rearings” numa sessdo teste realizada 24 horas

apds a primeira exposi¢cdo ao campo aberto (sessao treino) (VIANNA et al., 2000).

2.2. Comportamento estereotipado

O comportamento estereotipado € descrito como um comportamento no qual um
individuo exibe atividade motora repetitiva, ritmica e invaridvel, e sem uma finalidade ou
proposito real. Geralmente as informacdes sobre a base neurobioldgica do comportamento
estereotipado sdo obtidas pelo estudo em modelos animais do comportamento induzido por
farmacos ou associado a um determinado ambiente (POWELL ef al., 1999; PRESTI et al.,
2002).

Este comportamento pode ser induzido em diversas espécies de mamiferos pela
administracdo de agonistas dopaminérgicos, como apomorfina (APO), e farmacos que
indiretamente afetam a transmissdo dopaminérgica, como anfetaminas (PICADA et al., 2003b;
DEUTSCHLANDER, 2006).

Uma injecdo direta de dopamina ou de agonista dopaminérgico no estriado induz
comportamento estereotipado em ratos. Este comportamento pode ser inibido por antagonistas
dopaminérgicos, como haloperidol, ou pela inibi¢do da sintese de dopamina, usando a a-metil-
p-tirosina, ou ainda pela destruicao de neur6nios que contém dopamina com a neurotoxina 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) (POWELL et al., 1999; PRESTI et al., 2002).

A apomorfina, sendo um agonista dopaminérgico, é freqlientemente utilizada em
estudos do comportamento associados ao sistema dopaminérgico. O comportamento
estereotipado induzido por APO j4 esta bem estabelecido. Dois dos diferentes comportamentos
estereotipados induzidos por APO descritos em ratos, um caracterizado pela acdo repetitiva do
animal de farejar e o outro de lamber e/ou roer, estdo sendo atribuidos ao polimorfismo dos
receptores e transportadores dopaminérgicos, além de fatores ambientais (DAVIES ez al.,
1974; DALLEY et al., 2002; GERMEJER et al., 2002).

A sensibilizacdo do comportamento estereotipado ocorre quando hd uma intensificacao

deste comportamento devido a administracdo de uma dose alta ou de doses repetidas de uma
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droga psico-estimulante. Este aumento da resposta parece estar relacionado a alteragdes na via
dopaminérgica, possivelmente associadas a ativagdo do receptor glutamatérgico NMDA, no
desenvolvimento da sensibilizagdo. Antagonistas do receptor NMDA parecem modular
indiretamente a transmissdo dopaminérgica e bloquear a expressdo de sensibilizacdo
dependente de contexto (ambiente) induzida por APO e anfetaminas (BATTISTI er al., 2000;
PEETERS et al., 2002). Contudo ndo estd clara a importancia da ativagdo dos receptores
NMDA na expressao de aumento de respostas de sensibilizacdo nos animais (BATTISTI et
al., 2000). Em vérios estudos avaliando atividade locomotora ou respostas de estereotipismo,
antagonistas de receptores NMDA ndo bloquearam a expressdao de sensibilizacdo de
anfetamina e cocaina (KARLER et al., 1990; WOLF et al., 1998).

Em humanos, o comportamento estereotipado ocorre em desordens neuroldgicas e
psiquidtricas como na esquizofrenia € na compulsdo-obsessiva, na doenca de Parkinson, no
autismo, entre outras, € estd tipicamente associado com um aumento na atividade
dopaminérgica (PEETERS et al., 2002).

Algumas linhas indicam que o comportamento estereotipado € expresso como
conseqiiéncia do aumento da atividade neuronal ganglio cortico-basal, circuito feedback
cortical. Estudos mostram que a manipulacdo farmacoldgica do estriado, pode induzir
exacerbacdo ou atenuacdo do comportamento estereotipado (BEDINGFIELD et al., 1997,
PRESTI et al., 2003, 2004). Tém-se focado primeiramente o sistema de glutamato e dopamina
na mediagdo do estereotipismo, e tem-se demonstrado que ambos agonistas de receptores de
glutamato (ionotrépicos ou metabotrépicos) e de agonistas dos receptores de dopamina
(D1/D2 ou Dl-seletivo) induzem ou exacerbam a expressao do comportamento estereotipado
(CANALES e GRAYBIEL, 2000).

Efeitos comportamentais da AMA, especialmente comportamentos anormais em
camundongos e ratos, foram avaliados e comparados com aqueles produzidos por
antidepressivos triciclicos, metanfetamina e L-DOPA (FUJIWARA ef al., 1985). AMA
(50mg/kg) tende a diminuir a locomogao e “rearings” (acao de levantar as patas dianteiras) de
ratos e camundongos. Nesta concentracdo had piloere¢do e hiperirritabilidade, e na dose de

80mg/kg ha prejuizo na atividade de coordenacdo motora em ratos. AMA inibe a
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metanfetamina, indutora de hiperatividade, mas o efeito da apomorfina (indutora de
comportamento estereotipado) nio foi afetado em ratos.

No estudo realizado por STARR e STARR (1995), AMA nas concentragdes de 5 a 40
mg/kg produziu uma moderada sedacdo nos animais, com reducdo na locomocdo e outras
espécies do comportamento nato (ex.: cheirar), porém com poucos sinais de hiperatividade,
estereotipismo, ataxia ou perda do tonus muscular.

O comportamento estereotipado pode ser estudado em modelos que utilizam
camundongos, no qual € definido por movimentos rdpidos e repetitivos da cabeca e/ou
membros dianteiros, dentro do periodo de um minuto de observagdo. Geralmente, o animal é
colocado numa caixa, apds administracdo de uma substancia, e observado durante 1 minuto,
com intervalos de 10 minutos entre cada observacdo por 1 hora. O nimero de animais por
caixa pode ser escolhido para otimizar o padrido especifico do comportamento identificado

como estereotipado (BATTISTI et al., 2000, PICADA et al., 2002).

3. Avaliacao da atividade genotoxica

Os testes regulatdrios de genética toxicoldgica se constituem em uma série de testes de
mutageneicidade, bem definidos, selecionados para detectar agentes quimicos e fisicos
capazes de induzir mutacdes. Uma mutagdo € definida como uma mudanca na seqiiéncia do
DNA, que leva a uma alteracdo herddvel da funcdo gé€nica. Uma vez que as mutagdes sio
freqiientemente associadas com o desenvolvimento de cancer e defeitos ao nascimento,
informacdes sobre o potencial mutagénico de um agente quimico industrializado ou
naturalmente presente no ambiente sdo essenciais para as agéncias regulatérias, no que se
refere ao estabelecimento de risco para o homem. Os testes de mutageneicidade mais
utilizados s@o aqueles que detectam mutacdes em células germinativas ou somdticas, por
exemplo, mutacdo génica, associada as alteracdes na seqiiéncia de nucleotideos do DNA, ou
ao nivel cromossdmico, como aberragcdes e micronicleos (WATERS er al., 1999;

MACGREGOR et al., 2000; DEARFIELD et al., 2002; MEDINA, 2006).

Uma vez lesado seu DNA, as células respondem utilizando diferentes estratégicas de

acdo, tais como morte por necrose ou apoptose, modulacdo da expressao génica controlando o



32

ciclo celular, e reparacdo do material genético por via livre ou sujeita a erro, sendo a segunda
responsavel pela fixacdo das mutacdes. Normalmente € a combinacdo destes fatores que
compdem a resposta a danos genéticos. Os ensaios em células de mamiferos sao
frequentemente citados como sendo os mais relevantes para a andlise do potencial genotoxico
de agentes quimicos e fisicos (TICE et al., 1994; MULLER e SOFUNI, 2000). Os organismos

preferidos para a andlise in vivo da atividade genotdxica sdo os roedores (TICE et al., 2000).

3.1 Teste Cometa

O teste cometa (ou SCGE - single cell gel electrophoresis) ¢ uma técnica rdpida e
sensivel para mensurar e analisar lesdes e detectar efeitos de reparo no DNA de células
expostas a agentes genotoxicos (FAIRBAIRN et al., 1995; LIU et al., 2001; SMITH et al.,
2008); nao € utilizado para detectar mutacdes, mas sim lesdes gendmicas que, apds serem
processadas, podem resultar em mutagdo. Diferente das mutacdes, as lesdes detectadas pelo
teste cometa sdo passiveis de corre¢do. Assim sendo, o teste pode ser também utilizado para
estudos de reparo do DNA, trazendo informag¢des importantes sobre a cinética e o tipo de lesao

reparada, embora ndo possibilite inferir no processo de reparo (RIBEIRO et al., 2003).

O teste cometa apresenta algumas vantagens sobre os testes bioquimicos e
citogenéticos, como: (a) versatilidade em relac@o ao tipo de célula a ser analisada, sendo que o
método ja foi adaptado a qualquer tipo de célula, além de ser aplicado a diversos organismos;
(b) necessidade de somente um pequeno nimero de células; (c) ndo ser necessario células em
divisdao (COLLINS et al., 1997; TICE et al., 2000; SEKIHASHI et al., 2002; VALVERDE et
al., 2002).

Os danos que sdao mais facilmente mensurados pelo teste sao quebras no DNA (simples
e duplas), danos élcali-labeis, ligacdes cruzadas e quebras resultantes de reparo por excisoes
nao concluidas (SINGH et al., 1988; FAIRBAIRN ef al., 1995; HARTMANN e SPEIT, 1997,
TICE et al., 2000). Em testes utilizando animais, € possivel avaliar o potencial genotdxico de
uma substancia em células de 6rgaos e/ou tecidos alvos especificos (SASAKI et al., 1998,

1999, 2002), como por exemplo, a atividade genotdéxica de uma neurotoxina no cérebro
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(MORRIS et al., 1999; SHEN er al., 2001; MARTIN e LIU, 2002; HARTMANN et al.,
2003).

Existem basicamente dois tipos de protocolos para este teste: (a) versao neutra, que
detecta quebra dupla no DNA; e (b) versao alcalina, que detecta quebras simples e duplas de
cadeia, diretas ou induzidas por lesdes nas bases do DNA (como oxidagdo, metilacdo, etc),
cujo procedimento transforma essas anomalias em lesdes dlcali-ldbeis (FAIRBAIRN et al.,
1995). Esta técnica tem sido modificada também para detectar adutos no DNA (dimeros de
timina, danos oxidativos), usando anticorpos especificos (SAUVAIGO et al., 1998) ou

enzimas de reparo do DNA (COLLINS et al., 1995; SPEIT e HARTMANN, 1999).

A técnica consiste em submeter as c€lulas, embebidas em gel de agarose sobre uma
lamina, a uma eletroforese que faz migrar pela corrente elétrica os segmentos de DNA livres,
resultantes de quebras, para fora do nicleo. Apds a eletroforese, as células que apresentam um
nucleo redondo sao identificadas como normais, sem dano reconhecivel ao DNA. As células
lesadas sdo identificadas visualmente por uma espécie de cauda, como de um cometa, formada
pelos fragmentos de DNA (Figura 5). Estes fragmentos podem se apresentar em diferentes
tamanhos e ainda estar associados ao nucleo por uma cadeia simples (FAIRBAIRN et al.,

1995).

A identificacdo do dano pode ser feita por diferentes maneiras, uma forma é medir o
comprimento do DNA migrante com a ajuda de uma ocular micrométrica, outra € classificar
visualmente as células com dano em diferentes classes (0-4), podendo obter um valor
arbitrario, que expresse o dano geral que uma populagdo de células sofreu (COLLINS et al.,

1997; SILVA et al., 2000; BOEIRA et al., 2001).
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Classe 0 Classe 1 Classe 2
Classe 3 Classe 4

Figura 5. Imagens representativas de células cometa, das classes 0 a 4.

As principais limitagdes deste teste sdo: 1) ndo € um teste de mutagénese, pois o dano
pode ser reparado; 2) por ser muito sensivel, deve se ter cautela, além de um bom controle
para a andlise das conclusdes; 3) o tempo decorrido entre exposicio ao mutidgeno e a
preparacdo das laminas, até a lise, deve ser curto (24 h no maximo), pois o reparo comega
imediatamente (SILVA et al., 2003).

Por sua simplicidade e relativo baixo custo o teste cometa € promissor para a avaliacao
de produtos quimicos em larga escala. Além disso, o teste pode ser utilizado para distinguir
entre danos genotdxicos ou citotdxicos, in vitro, ou entre cancerigenos de acdo genotdxica ou

nao genotodxica, in vivo (TICE et al., 2000).

3.2 Teste de Micronucleos

O teste de microndcleos em medula 6ssea de roedores in vivo é amplamente aceito
pelas agéncias internacionais e instituicdes governamentais, como parte da bateria de testes
recomendada para se estabelecer a avaliacdo e o registro de novos produtos quimicos e
farmaceéuticos que entram anualmente no mercado mundial (HAYASHI ez al., 1994; SASAKI

etal., 1999).
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O teste de micronicleo € um bioensaio que analisa a presenca de fragmentos
cromossdmicos ou de cromossomos inteiros (Figura 6) que ndo se integraram ao conjunto de
cromossomos de uma célula, formando, deste modo, um pequeno nicleo em separado
chamado de micronicleo (MN). A observacdo de MNs no interior das células € utilizada para
a deteccdo de agentes clastogénicos (que quebram cromossomos) e agentes aneugeénicos (que
induzem aneuploidia ou segregacdo cromossOmica anormal). Esses agentes aumentam a
freqiiéncia de micronicleos (MN) em eritrocitos policromaticos (EPC) na medula éssea de

roedores tratados (HAYASHI ez al., 1994; SALAMONE, 1994).

Figura 6. Origem do micronucleo, a partir de um fragmento cromossomico acéntrico

ou de um cromossomo inteiro (FENECH, 2000).

Os microntcleos aparecem nas células filhas, em decorréncia de danos induzidos nas
células parenterais. Os fragmentos cromossdmicos que resultam de quebras, podem ndo ser
incorporados no nucleo principal das células filhas apos a mitose. Uma membrana nuclear se
formara em volta do fragmento, o qual serd visivel como um pequeno (micro) nicleo separado
do nucleo principal da célula. Os micronicleos podem, também, ser formados a partir de um
cromossomo inteiro, quando ocorre dano no aparelho mitético da célula, ou no préprio
cromossomo. Nesta situacdo, o microntcleo ird conter o centrdmero do cromossomo, o qual
pode ser detectado utilizando-se sondas especificas. Durante a diferenciacdo, o nicleo
principal é expelido do eritrécito nucleado, enquanto os microntcleos ficam retidos (RIBEIRO
et al., 2003).

Os eritrdcitos, células abundantes na medula 6ssea e sangue periférico de mamiferos,

sdo particularmente apropriados para este teste por sua alta rotatividade, auséncia de nucleo e
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possibilidade de diferenciar eritrécitos jovens pela presenga de RNA. O eritrécito recém
formado contém RNA ribossomal, responsidvel pela sintese das hemoglobinas
(MACGREGOR et al., 1987; HEDDLE et al., 1991). Devido a isso ele pode ser corado
diferencialmente com corante para dcidos nucléicos, como por exemplo o Giemsa, sendo dessa
forma denominados de eritrdcitos policromdticos (EPC) (Figura 7). Este tipo celular jovem
pode permanecer estdvel por mais ou menos 24 horas apds a expulsdo do nicleo nas células
dos mamiferos. Ja os eritrocitos maduros sdo denominados de normocromaticos (ENC), por
apresentarem quase apenas hemoglobina. As caracteristicas bésicas do teste sdo: 1) o efeito do
agente quimico € observado em eritrécitos policromaticos anucleados, 2) o eritrdcito
policromético tem um tempo de vida relativamente curto, de modo que qualquer micronucleo
que ele contenha deve ter sido gerado como resultado de danos cromossdmicos induzidos
recentemente, 3) os microndcleos sdo facilmente identificados e a sua distribuicio € bem
definida, e 4) a freqiiéncia de microntcleo induzida em eritrécito policromatico é dependente

do tempo de amostragem.

(e)

Figura 7. Eritrocito policromético (EPC) micronucleado (a), sem microntucleo (b) e

eritrécito normocromatico (ENC) sem micronticleo (c) (RIBEIRO, 2003).

Resultados positivos no teste de micronicleos indicam que a substancia em estudo

induz dano cromossdmico estrutural e/ou numérico nos eritroblastos da espécie em estudo e
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fornecem fortes evidéncias de genotoxicidade sist€émica da substdncia quimica avaliada
(SPEIT e HARTMANN, 1999; SINGH, 2000; NADIN et al., 2001; PICADA et al., 2003a).

Os resultados negativos suportam a conclusdo de que a substincia teste nao é
genotoxica in vivo, avaliando-se o sistema testado (MACGREGOR et al., 1987;
MAVOURNIN et al, 1990; HEDDLE et al., 1991; HAYASHI et al, 1994; SALAMONE et al,
1994).



II - OBJETIVOS

A amantadina € um farmaco com uma ampla utilizacdo terapéutica, apresentando ac¢oes
antivirais, no tratamento da doenga de Parkinson, no tratamento de dor crOnica, entre outras.
Porém, seus efeitos sobre pardmetros neurocomportamentais, mutagénicos e genotoxicos

ainda nao foram totalmente esclarecidos, o que motivou o estudo deste fairmaco.

1. Objetivo geral

Avaliar as atividades genotéxicas e neurocomportamentais da amantadina em

camundongos.

2. Objetivos especificos

Detectar os possiveis efeitos mutagénicos e genotéxicos da amantadina, pela avaliagdo
de indugdo de mutagdes cromossdmicas, através do teste de micronticleos em medula dssea, e
de danos ao DNA no sangue, figado e tecido cerebral, através do teste cometa.

Verificar o efeito da amantadina através do teste do comportamento estereotipado.

Avaliar a modulagao pela amantadina da atividade locomotora, exploratéria, e da
motivacdo e ansiedade, através do teste do campo aberto; o efeito sobre a aprendizagem nao
associativa, através do teste de habituacdo no campo aberto e o efeito sobre a memdria de

curta e de longa duracdo, através do teste de esquiva inibitoria.
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III - CAPITULO I

EFFECTS OF AMANTADINE ON NEUROBEHAVIOR AND GENOTOXIC

PARAMETERS IN MICE

Artigo que serd submetido a revista cientifica Life Science.
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ABSTRACT

Amantadine (AMA) is a drug of broad clinical application. Initially it was used for
treatment and prophylaxis of influenza A, but later some beneficial effects were observed on
Parkinson’s disease, multiple sclerosis, among others activities. The aim of the present study
was to investigate the neurobehavioral effects of AMA as stereotyped behavior, the effects on
memory and its possible genotoxic activities. Adult male CF-1 mice were treated with a
systemic injection of AMA (15, 30 or 60 mg/kg) 20 min before behavioral testing. The present
findings indicate that AMA can induce impaired neurobehavioral effects depending on the
tested dose. At higher doses (30 and 60 mg/kg) AMA increased the latency time in the training
session by the inhibitory avoidance task. At 60 mg/kg AMA induced impairing effects in
locomotion and exploration in the open field and hence AMA impaired habituation. A
stereotyped behavior after each administration of the dose 60 mg/kg by 3-day trial reduced
from first to third day. AMA (30 and 60 mg/kg) increased DNA damage in brain, assessed by
comet assay, suggesting possible neurotoxic activity, however it was not able to induce
chromosomal mutagenesis, as evaluated by micronucleus assay in bone marrow from treated
mice. Furthermore, at a lower dose (15 mg/kg) AMA did not induce DNA damage and was

not able to impair memory, locomotion, exploration, or motivation in mice.

Keywords: amantadine, stereotyped behavior, comet assay, genotoxic effect
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1. INTRODUCTION

Amantadine (AMA - hydrochloride-1-adamantanamine, Fig. 1) is a drug of broad
clinical usefulness. Originally it was used in the treatment and prophylaxis of influenza A
(1976) as antiviral agent (Davies et al., 1964; Dolin et al., 1982), but later some beneficial
effects were observed on Parkinson's disease (Pinter et al., 1999), dementia, multiple sclerosis,
chronic pain, and cocaine withdrawal (Fisher et al., 2000; Fleming, 2001; Meythaler et al.,
2002).

A complete understanding of the neurochemical process involved in the
antiparkinsonian activity of AMA was not achieved yet and different hypotheses have been
proposed. Possible mechanisms include increased synthesis and release of dopamine, reduced
synaptic reuptake or anticholinergic effects (Kornhuber et al., 1995; Gordon et al., 1996; Page
et al., 2000). AMA is a non-competitive antagonist of the N-methyl-D-aspartate (NMDA)
receptor and is suggested to modulate indirectly dopamine transmission (Peeters et al., 2002).
It is usually proposed that AMA enhances the dopaminergic neurotransmission through
antagonism of glutamatergic inhibitory inputs on presynaptic dopaminergic neurons
(Takahashi et al., 1996; Page et al., 2000).

Studies in vivo have described neurotoxic effects induced by competitive and
uncompetitive NMDA receptor antagonists including MK-801, phencyclidine (PCP), ketamine
and nitrous oxide (Olney et al., 1991). Low doses of NMDA induce morphological alterations
in neurons of the cingulated gyrus and retrosplenial cortex of the rat. Neuronal cell death may

result at higher doses (Kornhuber et al., 1999).
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Several studies show that drugs acting on CNS may have genotoxic target-tissue
activity. For example, apomorphine (a dopamine receptor agonist) showed genotoxic effect on
brain tissue more pronounced than in blood (Picada et al., 2003b). Similarly, gamma-
decanolactone induced DNA damage on brain tissue as measure in comet assay and
impairment of nonassociative, nonaversive learning performed on open field (Pereira et al.,
2007). Given the pharmacological properties and clinical relevance of AMA as NMDA
receptor antagonist, it is important to investigate the neurobehavioral and possible neurotoxic
properties of AMA in vivo. The aim of the present study was to evaluate the effects of the
systemic administration of AMA on associative memory, habituation, stereotypy, locomotion,
exploration, motivation and anxiety in mice, besides the possible genotoxic effects, using the
comet assay in blood, liver and brain tissues. In addiction, the mutagenic activity was

investigated by bone marrow micronucleus assay in the same animals.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Animals

Male CF-1 mice (2-3 months of age; 33- 40 g) were obtained from the Lutheran
University of Brazil (ULBRA). Mice were housed in plastic cages, with “ad libitum” access to
water and food, under a 12-h light/dark interval, and at a constant temperature of 23°C. All
experimental procedures were performed in accordance with the NIH Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals and the Brazilian Society for Neuroscience and Behavior (SBNeC)
recommendations for animal care. Behavioral procedures were conducted during the light

phase of the cycle between 9:00 and 18:00h.
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2.2 Drug

Amantadine hydrochloride (CAS Registry Number [768-94-5]) was purchased from
Acros Organics (Belgium) (Fig 1). An analysis by capillary electrophoresis was performed to
verify the purity of the sample, as following: an amount of 0.60 mg of sample was dissolved in
500 uL of ethanol, followed by the addition of 250 uL of distillated water and then 250 uL. of
sodium tetraborate 100 mM with pH 9.2. An aliquot of this standard was then derivatized with
fluorescamine 20 mM in acetone. Separation buffer was sodium tetraborate 20 mM with pH
9.2. The separation was done on a capillary electrophoresis equipment model PNASssc (ISB,
Porto Alegre, RS, Brazil) operated at room temperature (25 °C), using 15kV and with a fused
silica capillary 60 cm long, 50 um internal diameter, and 375um external diameter.
Hydrodynamic injection was used for 20 s at a 10 cm level difference. Detection was made
with a LED induced fluorescence detector with excitation at 385 nm. There are no other
primary amines present, as contaminants or as degradation products carrying primary amine

groups (Fig. 2).

2.3 Animal treatment

The used doses of AMA were defined after the determination of the maximum
tolerated dose (DMT) in mice, being 60 mg/kg (DMT), 30 mg/kg (50% of DMT) and 15
mg/kg (25% of DMT). Animals were given an intraperitoneal (i.p) injection of vehicle (NaCl
0.9% saline solution) or AMA (15, 30 or 60 mg/kg), in a volume of 1.0 ml/kg body weight.
All solutions were prepared immediately prior to administration.

For the behavioral procedures, 80 male mice were divided in 4 groups with N=20

animals. The group 1 was treated with saline, the groups 2, 3 and 4 were treated with AMA
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dissolved in saline, in the dose of 15, 30 and 60 mg/kg, respectively. For the stereotyped
behavior, fifty-four male mice were used, 9 mice for each test group: saline, apomorphine (20
mg/kg) or AMA (15, 30 or 60 mg/kg) for three days. For the genotoxic and mutagenic
activities these animals were divided in 4 groups with N = 6 - 7 (saline, AMA: 15, 30 or 60
mg/kg) and a group cyclophosphamide (N = 5; treated: 2 x 25 mg/kg) was included as a

positive control for mutagenic activity.

2.4 Behavioral procedures

2.4.1 Inhibitory avoidance

The procedures were the following as described in Picada et al. (2002). AMA was
administered through intraperitoneal 20 minutes before the session training. The animal was
put on a platform (10 x 10 cm) inside of a box of inhibitory avoidance and the time of
permanence (latency) was timed until that the animal went down with all the 4 paws in a grid
where received a shock (0.4 mA) for 2 seconds. A ceiling of 180 s was imposed on this
measure (Pereira et al., 2001). In the test sessions, the animal was put back in the platform 1,5
h after the training, in order to measure the STM (short — term memory), and 24h after the
training, to measure LTM (long — term memory) (Izquierdo et al., 1999; Izquierdo and
Mcgaugh, 2000). This experimental protocol allowed determining the interference of the

amantadine about the acquisition of the memory.
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2.4.2 Open field behavior

AMA was administered through intraperitoneal injection 20 minutes before the session
training. The mice were put in an open field, in other words, a compartment that is similar to a
wood box (50 x 50 x 30 cm), with a frontal glass wall, and the brown floor with a pattern of
twelve squares marked by black lines (arrays of 3 x 4). Animals were placed in the rear lefts
square, and allowed to freely explore the field for 5 min. They number of crossings of the
black lines, rearings performed, latency to start locomotion and bolus were counted and used
as measures of locomotion, exploration, motivation and anxiety (Roesler et al., 2000; Pereira

et al., 2005; Machado et al., 2006).

2.4.3 Habituation

Long-term retention of habituation to a novel environment can be considered a
nonassociative, nonaversive type of learning, which can be measured by the decrease in the
exploratory activity as assessed by the number of rearings performed in a test session carried
out 24 h after the first exploration session (Vianna et al., 2000; Picada et al., 2002). The
animals used in the evaluation of open field behavior were re-exposed (test session) for 5 min
to the open field 24 h after the first exposure (training session), and the number of rearings
performed was recorded. The decrease in the number of rearings performed between the first

and second exploration sessions was considered as a measure of habituation.

2.5 Stereotyped behaviors
Twenty minutes after the administration of saline, AMA or apomorphine, mice were

placed three per cage and evaluated for stereotyped behavior by an experimenter blind to the
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treatment group as described in a previous report (Picada et al., 2003b). The treatment was
repetitive by three consecutive days. Animals were observed for 1 min at 10 min intervals
during 1 h. Stereotypy was defined as rapid, repetitive head and forelimb movements.
Behaviors scored were sniffing, grooming, head-bobbing, nail biting, and circling (Machado et

al., 2006).

2.6 Genotoxic/ mutagenic activities
The sampling-time schedule used to evaluate the induction of genotoxicity by comet

assay and mutagenicity by micronucleus assay is showed in Fig 3.

2.6.1 Comet assay

It the alkaline version of the comet assay was used, as described in Tice et al. (2000)
with minor modifications (Picada et al., 2003a). Each piece of brain and liver were placed in
0.5 ml of cold phosphate-buffered saline (PBS) and minced into fine pieces in order to obtain
a cellular suspension; blood samples were placed in 15 puL anti coagulant (heparin sodium
25.000 UI- Liquemine®). These cells from brain, liver and from the peripheral blood (5-10uL)
were embedded in 95 pL of 0.75% low melting point agarose (Gibco BRL). The mixture (cell/
agarose) was added to a fully frosted microscope slide coated with a layer of 300 uL of normal
melting agarose (1%) (Gibco BRL). After solidification, the slides were placed in lysis buffer
(2.5 M NaCl, 100mM EDTA and 10mM Tris, pH 10.0, with freshly added 1% Triton X-100
(Sigma) and 10% DMSO) for 48 h at 4 °C. Subsequently, the slides were incubated in freshly

made alkaline buffer (300 mM NaOH and 1mM EDTA, pH > 13) for 20 min, at 4 °C. An
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electric current of 300 mA and 25 V (0.90 V/cm) was applied for 15 min to induce DNA
electrophoresis. The slides were then neutralized (0.4 M Tris, pH 7.5), stained with silver as

described by Nadin et al. (2001), and analyzed using a microscope.

Images of 100 randomly selected cells (50 cells from each of two replicate slides) were
analyzed from each animal. Cells were also scored visually according to tail size into five
classes ranging from undamaged (0), to maximally damaged (4), resulting in a single DNA
damage score for each animal, and consequently each studied group. Therefore, the damage
index (DI) can range from O (completely undamaged, 100 cells x 0) to 400 (with maximum
damage, 100 x 4). The damage frequency (%) was calculated based on number of cells with

tail versus those with no tails (Hartmann et al., 2003; Vercelino et al., 2008).

2.6.2 Micronucleus assay

The micronucleus assay was performed according to the US Environmental Protection
Agency Gene-Tox Program (Mavournin et al., 1990). Bone marrow from both femurs was
suspended in fetal calf serum and smears on clean glass slides were made according to Picada
et al. (1997). Slides were air-dried, fixed in methanol, stained in 10% Giemsa and coded for a
“blind” analysis. To avoid false negative results and as a measure of toxicity on bone marrow,
the polychromatic erythrocytes: normochromatic erythrocytes (PCE/NCE) ratio was scored in
1000 cells. The incidence of micronuclei (MN) was observed in 2000 PCE for each animal

(Picada et al., 1997; Krishna and Hayashi, 2000).
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2.7 Statistics

Data from open field are expressed as mean + S.E.M. These data were examined by
One-Way Analysis of Variance (ANOVA) followed by Duncan’s test. The habituation test are
expressed as mean + S.E.M. Comparisons between the number of rearings performed in
training and test sessions within the same group in the habituation experiment were done with
a paired t-test. The analyses of the step-down inhibitory avoidance task were non-parametric,
because this procedure involved a cutoff score. The data were expressed as medians
(interquartile ranges) and analyzed by Kruskal-Wallis test, followed by the Mann-Whitney test
when necessary. The statistical evaluation of data from stereotypy behavior, comet assay and
micronucleus assay was carried out using the Dunnett’s test. In all comparisons, p< 0.05 was

considered as indicating statistical significance.

3. RESULTS

The results of mice behavior for a 5 min exploration time in an open field are shown in
Fig. 4. There were no significant differences among groups regarding the latency to start
locomotion, suggesting that AMA did not affect motivation of the animals in this task.
However, AMA at the dose 60 mg/kg, but not 15 or 30 mg/kg, decreased the number of
crossings performed (mean + S.EM = 25.5 = 7.19; *p< 0.05), decreased the rearings (mean +
S.EM =4.15 £ 1.73; *p< 0.05) and decreased the number of bolus (mean + S EM =0.7 £0.2;
*p< 0.05).

The group saline showed a significantly lower number of rearings, during the test

session in the open field to evaluate habituation (Fig. 5), 24 h later the training session
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(training: mean + S.E.M = 34.15 + 5.0; test: mean + S.E.M = 24.25 + 4.61; *p< 0.05). The
group treated with amantadine 60 mg/kg showed a significantly higher number of rearings
during the test session as compared to the training session (training: mean + S.EM = 4.15 +
1.73; test: mean £ S.E.M = 29.75 £ 4.58; **p< 0.01). There were no significant differences
among groups at the dose 15 and 30 mg/kg (comparisons between training and test sessions
within each group by paired t-tests).

Short- and long-term retention of inhibitory avoidance was evaluated in different
animals. Fig. 6 shows the short-term (1.5 h) and long-term (24 h) retention of inhibitory
avoidance in mice given an i.p. injection of saline or AMA (15, 30 or 60 mg/kg) 20 min before
the training. There were significant differences among groups in training performed at the
dose 30 and 60 mg/kg, showing a significant increase in latency to the step-down (¥p< 0.01),
when compared with saline. Thus, alterations in the short and long-term retention test
performance were observed, however without significant differences. Animals treated with
AMA at the dose of 15 mg/kg showed normal inhibitory avoidance learning ability.

Systemic administration of amantadine induced stereotypy in mice. Fig.7 shows the
stereotypy in percentage of time on mice treated with saline (negative control), apomorphine
(positive control), or amantadine (15, 30 or 60 mg/kg) for three days. The mean + S.D showed
significant difference between the group treated with apomorphine, the group AMA at 60
mg/kg (all days) and the group AMA at 15 mg/kg (last day) in comparison with saline group.
Similar as apomorphine, AMA at 60 mg/kg reduced the stereotyped behavior through the
days. Conversely, at 15 mg/kg there was an increase of stereotyped behavior on the third day.

Table 1 shows the effects of AMA on damage index (DI) and damage frequency (DF),

as measured by DNA damage in peripheral blood after 5 h or 24 h from the first dose. There



51

were induction of DNA damage in blood from animals treated with AMA 30 and 60 mg/kg
sampling 5 h, however after 24 h there were no significant increase in DF or DI in comparison
to saline group.

The genotoxic effects after three consecutive doses of AMA are showed in table 2.
Only in the group 60 mg/kg was observed an increase on DI (*p< 0.05) in the blood 53 h after
the first administration of AMA. At 72 h the animals were sacrificed and samples of blood,
brain and liver were collected. In blood there was no increase in DI or DF in all treated groups
in relation to saline group. However, in brain was observed a significant increase on DI and
DF in both 30 and 60 mg/kg treated-groups (**p< 0.01), while in the liver only the 60 mg/kg
group showed significant increase in DI (**p< 0.01) and DF (*p< 0.05) as compared to the
saline group.

As shown in Table 3, a similar PCE/NCE ratio was detected in all groups, indicating
no toxicity in bone marrow of the mice treated with amantadine. There was no significant
difference in frequency of micronucleus in all groups, suggesting that AMA did not induce
mutagenic activity. As expected cyclophosphamide (*p< 0.05) positive control group

increased the frequency of micronucleus.

4. DISCUSSION

This study employed animal models for locomotor activity and associative and non-
associative memories to assess the effects of AMA on behavior in mice in an open field and
inhibitory avoidance task, besides stereotyped behavior and genotoxic effects. The inhibitory

avoidance task is a behavioral test widely used for studying the effects of drugs on associative



52

memory (Izquierdo e Medina, 1997). In this task the animals treated with 60 mg/kg of AMA
and put on the platform 20 min after the injections showed a high time of latency, suggesting
some toxicity, probably leading to no learning in this task (Fig 6). Clearly the animals showed
impaired neurobehavioral performance, and consequently the responses on short and long-
term retention of inhibitory avoidance performed 1.5 h and 24 h after training session were
inconclusive. Fujiwara et al. (1985) investigated the behavioral effects of AMA 50 and 80
mg/kg in rats and mice. In this study, they found out that animals treated with amantadine 50
mg/kg i.p., tended to decrease ambulation and rearings. The drug at 50 mg/kg caused
piloerection and hyperirritability and impaired coordinated motor activity in rats at doses over
80 mg/kg. Here, AMA at 60 mg/kg decreased rearings and crossings in open field, suggesting
an impairing effects in exploration and locomotion in mice. However, at 15 mg/kg the
responses were similar as saline group, suggesting no prejudice in memory. Memantine is also
a NMDA receptor antagonist similar to amantadine. In the tasks to assess the memory,
memantine at lower doses (2 and 5 mg/kg) did not affect memory formation in normal rats
(Réus et al., 2008).

Habituation to a novel environment is believed to be one of the most elementary forms
of non-associative and non-aversive learning. The repeated exposure to the same environment
induces a reduction in the exploratory behavior, which can be taken as an index of habituation
(Vianna et al., 2000). AMA at all doses did not decrease the number of rearings performed in a
test session carried out 24 h after the first exploration session on a open field, suggesting some
impairment in the habituation to a novel environment. The animals treated with AMA at 60
mg/kg poorly explored the environment in the open field in the training session, as observed

by low number of rearings (Fig 4C and 5), possibly due to some toxic effect at this dose. In the
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habituation test, there was a significant increase in rearings, probably because the impaired
exploratory behavior in the training session.

In a similar evaluation using open field, Starr and Starr (1995) have shown AMA (5 -
40 mg/kg) reduced locomotion and other species-typical behaviors (e.g. rearing and grooming)
in mice. Studies show that NMDA receptor antagonists, as AMA, may impair retention of
many tasks (Morris et al., 1986; Miserendino et al., 1990; Izquierdo et al., 1997).

It should be noted that the animals used in this study were not treated to mimic
neurodegenerative diseases related to changes in the glutamatergic system. The cognitive
damage observed in this study is consistent with previous studies which have been verified
cognitive deficits after administration of high doses of AMA (Fujiwara et al., 1985; Starr and
Starr 1995).

Abnormal repetitive behaviors are often associated with specific developmental,
genetic, and neuropsychiatric disorders such as schizophrenia and Parkinson’s disease, which
can affect the dopamine system (Ridley, 1994, Peeters et al., 2002) and can be induced by
some drugs such as amphetamine and apomorphine (Grunblatt et al., 2001). In our study,
AMA caused stereotyped behavior significant at the dose 15 and 60 mg/kg, compared to saline
group. Apomorphine was used as positive control since it has already been well established its
stereotyped behavior (Picada et al., 2002).

At the dose of 15 mg/kg there was an increase in this behavior in the comparison
between the first and third days. These results possibly were due to the actions of AMA on the
dopamine system by sensitization of receptors or by increasing synthesis and release of
dopamine (Ridley, 1994; Kornhuber et al., 1995; Gordon et al., 1996; Page et al., 2000).

Previous research indicates that nearly all dopamine agonists produce behavioral sensitization
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with repeated treatments, as cocaine and apomorphine (1 and 5 mg/kg), which produced
behavioral sensitization with repeated treatment (Mattingly et al., 1988).

However, AMA at the dose 60 mg/kg reduced the stereotyped behavior from the first
to third day, indicating that this drug may be acting on multiple systems of neurotransmission,
or causing a possible increase in recapture of dopamine as shown in previous studies (Page et
al., 2000). Peeters et al. (2002) indicates that repetitive administration of AMA (40 mg/kg)
induces a transient modification of dopamine receptor function in the striatum that is
correlated with altered behavioral responses to dopamine stimulation, suggesting that these
behavioral changes may be linked to the activation of multiple biochemical systems. At the 30
mg/kg middle dose there was no significant increase or reduction in the stereotyped behavior
among the three days, possibly by the influence of the multiple effects. Thus, further studies
are needed to clarify the actions of AMA on the dopamine system associated to stereotyped
behavior.

The comet assay evaluates compounds for their ability to cause DNA strand breaks and
alkali-labile sites an has been used for the detection of DNA damage in cells exposed to
chemical and physical agents under in vitro and in vivo conditions (Singh et al., 1988, 1991).
The measure of DNA damage on brain tissue by drugs acting on CNS has shown to be very
appropriate to indicate neurotoxicity which can be associated to (impairment) abnormal
neurobehavioral effects (Pereira et al., 2005). In the brain tissue was observed increase in
DNA damage, from animals treated with AMA at 30 and 60 mg/kg (Table 2), suggesting
neurotoxic effects. However, in peripheral blood DNA damage was not significantly different

of the saline group, suggesting a clear DNA repair response in this tissue. In the liver, there
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was a significant increase in DI and DF only in the group treated with the highest dose (60
mg/kg), suggesting a possible direct hepatotoxic effect of AMA.

The purpose of the micronucleus assay is to identify substances that cause cytogenetic
damage which results in the formation of micronuclei containing lagging chromosome
fragments or whole chromosomes by analysis of erythrocytes in bone marrow of animals,
usually rodents (Hayashi et al., 1994; Hayashi and Honma, 2007; Van Miert et al., 2008).
AMA was not able to increase the frequency of micronuclei, suggesting no mutagenic effect at
chromosomal level (Table 3), after treatment of mice by three-days consecutive. In addition,
AMA did not affect the normal PCE/NCE ratio in bone marrow, indicating no toxicity to this

tissue.

5. CONCLUSION

The present findings show that at the same dose which AMA induced neurobehavioral
deficit, there was an increase in DNA damage on brain tissue. This finding should be taken
into account when considering the possible neurotoxic effects of AMA. Furthermore, at lower
dose (15 mg/kg) AMA was not able to impair memory, locomotion, exploration or motivation
in mice or induce DNA damage in any of tissues evaluated by comet assay. Thus, further
experiments could be carried out to investigate the possible neurotoxic and neurobehavioral

effects in clinical doses used in humans in the acute and chronic treatments.
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Legend for figures

Fig 1. Chemical structure of amantadine

Fig 2. Capillary Electrophoresis of the amantadine sample used in the experiments.

Fig 3. Schedule for treatment of animals treated with amantadine or saline for
genotoxic and mutagenic activities. The animals were treated with AMA at 15, 30 or 60mg/kg
or saline for three consecutive days and sacrificed on the fourth day. The blood samples were
collected 5h after the 1° and 3° administration of AMA. In order to evaluate possible DNA
repair, blood samples were collected 24 hours after the 1° administration and then the animals
received the 2° dose of amantadine. On the last day, blood, liver and brain samples were taken
from each animal for comet assay. For the micronucleus assay samples of the bone marrow

were collected from the femurs.

Fig 4. Effect of administration with saline or AMA (15, 30 or 60mg/kg) in open field:
(a) latency to start locomotion; (b) number of crossings performed; (c) number of rearings
performed; (d) number of bolus, during a 5 min exploration of an open field. Animals received
an i.p. injection of vehicle or AMA 20 min prior to being exposed to the locomotors behavior
in the open field. Data are expressed as means + S.E.M. N = 20 animals per group. *p< 0.05

compared to the vehicle group; ANOVA/ Duncan’s test.



66

Fig S. Effect of habituation on mice 24h after training (open field). Animals received
an i.p. injection of saline or AMA (15, 30 or 60 mg/kg) 20 min prior to training. White
columns: training; gray columns: test. Data are expressed as means £ S.E.M. N = 20 animals

per group. *p< 0,05, **p<0.01; ANOVA/ t- test.

Fig 6. Effect of pretraining administration (i.p) of vehicle or AMA (15, 30 or 60
mg/kg) on STM (1.5 h after training) and LTM (24 h after training) of inhibitory avoidance.
White columns: training, gray columns: STM, black columns: LTM. The analyses of the step-
down inhibitory avoidance task were non-parametric, because this procedure involved a cutoff
score. The data were expressed as medians (interquartile ranges) and analyzed by Kruskal-
Wallis test, followed by the Mann-Whitney test when necessary. N = 20 animals per group.

Significant: *p< 0,01 compared to the vehicle group.

Fig 7. Evaluation of stereotyped behavior after administration of AMA (15, 30 or 60
mg/kg), saline (control negative), or apomorphine (control positive) by three days. Black
columns: negative control (saline); square columns: apomorphine; white columns: AMA 15
mg/kg; gray columns: AMA 30 mg/kg; striped columns: AMA 60 mg/kg. Data are expressed
as means + S.D. N = 9 animals per group. Significant difference: *p< 0.01 (ANOVA, Dunnett’
test).

* Different from the saline group.

‘Difference among days into each treatment.



H.-".'.

Fig 1.

NH, HCI

’JJH

67



68

Fig 2.

15 20

10

Time (min)

150 4

T
o
o)

100

(‘n"e) @ousosaion|4




Fig 3.

Ok 24k
o o 72k
I | | |
1°dose  Collect  Collectblood 3 dose  Colect Sacrificed
blood 5h  4nd blood 3
afterthe  administration Hours affer
aplication 20 goge 3" dose

69



(A)

(B)

latency (s)

number of crossings

60 -

50 -

40 -

30 ~

20 ~

Fig 4.

120 +

100 -

80 -

60

40

20 -

saline

15 30
AMA (mg/kg)

60

saline

15 30
AMA (mg/kg)

60

70



45
40
35
30
25 +
20
15 4
10

number of rearings

(&)

Bolus

saline

‘ *
30 60

AMA (mg/kg)

15

D)

saline

I . |
15 30 60

AMA (mg/kg)

71



rearings

50
45 -
40 -
35
30 -
25
20
15
10

Fig 5.

*%

saline

15
AMA (mg/kg)

30

60

72



latency (s)

180 -

150

120 -

90 ~

60 -

30 -

|

Fig 6.

| %

saline

15 30
AMA (mg/kg)

60




74

Fig 7.

*

120

T T T T I
o O O O O
0 © < «

100 -

(swn o) AdAj0al01Sg

Days



75

Table 1 Comet assay in the blood from mice treated with a single dose of AMA (15, 30 or 60

mg/kg) or saline.

Sampling - time Group DI "DF

5h Saline 2+1 2+1
15 mg/kg 7+2 7+£2
30 mg/kg 8 + 6% 5+3
60 mg/kg 8 + 4% 7 £ 5%
‘PC 152 + 24%%* 55 £ 7**

24 h Saline T+4 5+3
15 mg/kg 6+4 6+4
30 mg/kg 7+4 7+4
60 mg/kg 9+5 9+4
‘PC 143 + 15%* 48 £+ 8 **

N = 6 - 7 animals per group. “DI: Damage index - can range from 0 (completely undamaged,

100 cells x 0) to 400 (with maximum damage 100 x 4); °DF (%): Damage frequency - was

calculated base on number of cells with tail versus those with no tail. “PC: positive control:

cells of the peripheral blood from saline group treated ex vivo with H,O, 0.20 mM. Significant

difference: *p< 0.05; **p<0.01 (ANOVA, Dunnett’s test) in comparisons with saline group.
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Table 2 Comet assay in the blood, brain and liver from mice treated by three days with AMA

(15, 30 or 60 mg/kg) or saline and sacrificed on the fourth day.

Tissue Group DI "DF
Blood/ 53 h Saline 6+4 6+4
15 mg/kg 13+4 11+4
30 mg/kg 11+7 9+6
60 mg/kg 24 £19* 145+9
‘PC 176 £ 26** 49 £ TH*
Blood/ 72 h Saline 4+35 3+£3
15 mg/kg 65 6+4
30 mg/kg 4+£2 4+£2
60 mg/kg 8+3 73
‘PC 163 + 16** 45 £ 5%*
Brain/ 72 h Saline 67 +21 40+9
15 mg/kg 84 £25 50+12
30 mg/kg 115 £ 8*%* 61 £ 7**
60 mg/kg 145 £ 9** 76 + 6**
‘PC 342 + 37%* 89 £ 11**
Liver/ 72 h Saline 104 £ 50 5724
15 mg/kg 109 + 34 62 £22
30 mg/kg 115+45 54+ 14
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60 mg/kg 221 + 29%%* 81 £ 10*

‘PC 324 + 33 #* 94 £ 6%*

N = 6 -7 animals per group. “DI: Damage index - can range from O (completely undamaged,
100 cells x 0) to 400 (with maximum damage 100 x 4); °DF (%): Damage frequency - was
calculated base on number of cells with tail versus those with no tail. “PC: positive control:
cells of the peripheral blood, brain or liver from saline group treated ex vivo with H,O, 0.20
mM. Significant difference: *p< 0.05; **p< 0.01 (ANOVA, Dunnett’s test) in comparisons

with group saline.
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Table 3 Micronucleus test in bone marrow of mice treated by three days with AMA (15, 30 or

60 mg/kg) or saline.

Group Ratio (PCE/NCE)

Individual values Per group (mean + SD)

Saline 3.27 3.38 2.5 3.59 3.13 2.65 1.05 2.79 £0.86
15 mg/kg  3.60 2.82 1.20 1.94 1.77 1.40 2.38 2.16 £0.84
30 mg/kg  2.87 2.60 2.60 5.85 3.43 3.82 3.38 350+1.13
60 mg/kg 1.39 1.89 1.71 2.87 2.97 4.05 3.20 2.58 £0.95

‘PC 0.75 0.79 0.47 1.29 249 - - 1.16 £ 0.80*

Micronucleated polychromatic erythrocytes in 2000 PCE

Saline 1 1 1 1 1 2 1 1.14+0.37
15 mg/kg 2 2 1 1 1 1 1 1.28 +0.48
30 mg/kg 2 2 2 1 1 1 1 1.43 £0.53
60 mg/kg 3 2 1 2 1 2 1 1.71 £0.76
PC 9 14 10 12 13 - - 11.6 + 2.07%*

*PC: positive control, cyclophosphamide group (25 mg/kg treated by two days). N = 7 animals
per group, except group treated with cyclophosphamide N = 5. Significant difference: *p<

0.05 (ANOVA, Dunnett’s test) in comparisons with saline group.



IV - DISCUSSAO

AMA foi utilizada inicialmente como antiviral, mas posteriormente destacou-se no
tratamento da doenga de Parkinson. Sua ac¢do ainda ndo estd bem estabelecida. Sabe-se que
atua como antagonista dos receptores NMDA e age promovendo a sintese e liberacao de
dopamina no estriado, pois facilita a descarboxilagdo da L-Dopa, ou ainda, atua diminuindo a
recaptacdo de dopamina na fenda sindptica, mas esta acao parece ser a menos relevante, ja que
esta interacdo com os receptores ocorreria somente em altas doses (KORNHUBER et al.,
1995; GORDON et al., 1996; FISHER et al., 2000; PAGE et al., 2000; PEETERS et al.,
2002).

Apesar de ser um farmaco com ampla utilizacdo terapéutica, ha poucos relatos sobre
possiveis efeitos genotdxicos, mutagénicos € mesmo o potencial neurotéxico de AMA. Assim,
o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da AMA no SNC, investigando o comportamento
estereotipado, efeitos sobre memoria e atividade genotdxica, incluindo possiveis danos ao
DNA cerebral através do teste cometa.

Trabalhos em modelos animais mostram que a formacdo da memdria envolve uma
série de alteracOes bioquimicas em diversas dreas do SNC, entre as quais se destaca o
hipocampo. Os eventos bioquimicos envolvidos na formacdo da memodria incluem
inicialmente, a ativacdo dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA e metabotrépicos
(mGluRs), e a ativagdo de neurdnios na cascata bioquimica (IZQUIERDO e MEDINA, 1997).

Memoria de longa duragdo pode ser dividida em associativa e ndo-associativa,
dependendo do mecanismo requerido para sua formagdao (IZQUIERDO e MEDINA, 1997). A
retencdo da memoria de curta ou longa duracdo na tarefa de esquiva inibitéria pode melhorar
ou piorar pela administracao de substancias, e os efeitos observados nos dois tipos de memoria
sdo independentes, por isso uma substancia pode bloquear uma das memdrias sem afetar a
outra (IZQUIERDO, 1994, IZQUIERDO et al., 1999; IZQUIERDO e MCGAUGH, 2000).

Alguns trabalhos t€m descrito efeitos neurotoxicos de alguns antagonistas de
receptores NMDA, como MK-801, PCP (fenciclidina) e 6xido nitroso (OLNEY et al., 1991).
Em roedores estas drogas induzem alteracdes morfolégicas e comportamentais dose-

dependentes, como prejuizo no aprendizado, hiperlocomocdo e ataxia (HESSELINK et al.,



80

1999). Estas drogas sdo antagonistas de receptores NMDA de alta afinidade, j4 AMA é um
farmaco de baixa afinidade, por isso teria uma acdo menor, porém com menos efeitos
adversos. Estudos pré-clinicos t€ém mostrado que a administracdo de memantina, um andlogo
da AMA, atua como neuroprotetora contra lesdes induzidas por agentes e prote¢do contra
perda de memoria (NAKAMURA et al., 2000).

A tarefa de esquiva inibitéria ¢ um teste comportamental amplamente usado em
estudos de efeitos de drogas sobre a memoria associativa (IZQUIERDO e MEDINA, 1997).
Neste teste observou-se que na dose de 15 mg/kg ndo houve prejuizo aparente da memoria, o
que sugere que esta concentracdo nao afetou a aquisi¢do da memoria em camundongos. J4 as
doses mais altas de AMA (30 e 60 mg/kg) produziram um aumento no tempo de laténcia na
sessdo de treino indicando que a aprendizagem pode ter sido prejudicada no treino e
consequentemente nao houve aquisicdo de memoria de curta e nem de longa duragdo na dose
de 60 mg/kg. Na dose de 30 mg/kg aparentemente ndo houve prejuizo na STM e LTM
(capitulo I, Fig 6).

FUJIWARA et al. (1985) investigaram o efeito da AMA nas doses de 50 e 80 mg/kg
em ratos e camundongos. Os animais tratados com AMA 50 mg/kg tenderam a diminuir os
movimentos e “rearings”’, ocorrendo piloerecdo e irritabilidade. Na dose de 80 mg/kg houve
prejuizo da coordenacdo motora nos ratos. No presente estudo, a maior dose de AMA utilizada
(60 mg/kg) também causou diminui¢do de “rearings” além de “crossings” e de bolus fecais no
campo aberto, comparados com o grupo salina, sugerindo diminui¢do da exploragdo,
locomocdo e ansiedade nos camundongos tratados com AMA.

No teste de habituacdo, realizado 24 h apds o treino no campo aberto, ndo houve
alteracdo significativa do ndmero de “rearings” nos animais tratados com AMA 15 e 30 mg/kg
(capitulo I, Fig. 5). Habituacdo a um novo ambiente é uma das mais elementares formas de
aprendizagem nao-associativa. A exposi¢ao repetida a um novo ambiente induz a uma redugao
do comportamento exploratério, que pode ser tomado como um indice de habituacio
(VIANNA et al., 2000). Por isso, os animais que receberam apenas salina diminuiram o
nimero de “rearings” na sessdo teste em relacdo a sessdo treino, sugerindo habituacdo. Os

animais tratados com AMA 30 mg/kg aumentaram a atitude exploratéria na sessdo teste,
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porém nao suficiente para ser significativo em relacdo ao treino, o que pode indicar uma
tendéncia ao prejuizo da habituacdo.

Ja os animais que receberam a dose 60mg/kg, exploraram muito pouco o ambiente no
campo aberto na sessdo treino (Capitulo I, Fig. 4C), observados pelo baixo nimero de
“rearings”, provavelmente devido ao prejuizo na locomocdo dos animais provocado pela
elevada dose de AMA. Posteriormente, na sessao teste realizado 24 h apds (habituacdo), houve
aumento significativo do nimero de “rearings” (capitulo I, Fig. 5) o que sugere que o prejuizo
do comportamento exploratério na sessdo treino possa estar levando a um prejuizo na
habituacgdo.

Estudos apontam que antagonistas de receptores NMDA podem prejudicar vdrias
tarefas neurocomportamentais (MORRIS er al., 1986; MISERENDINO et al., 1990;
IZQUIERDO et al., 1997). Estudo similar foi realizado por STARR e STARR (1995), usando
o teste de campo aberto com AMA (5-40 mg/kg), tendo como resultado a reducdo de
locomogdo e exploragdo.

TAHAR et al. (2005) investigaram a acdo da AMA no processo de consolida¢do da
memoria em humanos. No estudo observou-se que receptores NMDA podem ser importantes
no processo de aquisicio da memoria, mas talvez ndo seja essencial no processo de
consolida¢do da memdria.

Ha estudos que mostram que a ativacdo de receptores NMDA € necessdria para a
indu¢do de plasticidade neural e formacdo de memdria, como algumas formas de
potencializacdo de longo prazo sdo induzidas pela ativacao de receptores NMDA. Por outro
lado, longa ativagdo de receptores NMDA foi apontada em desempenhar um papel
significativo nos déficits cognitivos (LIPTON, 2004). Portanto, glutamato em concentracdes
elevadas causa danos relacionados a neurodegeneracdo, como na doenca de Alzheimer e
Parkinson. Assim, o bloqueio de receptores de glutamato tipo NMDA pode ter agdo
neuroprotetora em modelos animais (OLNEY, 1991), diminuindo a neurodegeneracdo e
deterioracdo cognitiva nestas patologias (DANYSZ e PARSONS, 2003; LIPTON, 2004).

Deve-se salientar que os animais utilizados neste estudo ndo foram tratados a fim de
mimetizar doencas neurodegenerativas relacionadas a alteragdes do sistema glutamatérgico.

Os prejuizos cognitivos observados neste estudo estdo de acordo com estudos prévios onde
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foram verificados déficits cognitivos apds administracio de doses elevadas de AMA
(FUJIWARA et al., 1985; STARR e STARR, 1995).

Comportamento  estereotipado € frequentemente associado com doencas
neuropsiquidtricas, como esquizofrenia e Parkinson, e pode ser induzida por algumas drogas
como anfetamina e apomorfina (RIDLEY, 1994; GRUNBLATT et al., 2001; PEETERS et al.,
2002). A intensidade da atividade locomotora e comportamento estereotipado obtido por
drogas psicoestimulantes, como anfetamina e cocaina, e sua poténcia em produzir estes efeitos
pode ser aumentada por exposi¢do anterior de uma alta dose ou repetidas administragdes
destas drogas. Esta resposta de aumento € referida como sensibilizacdo, e aparece por
mudancas na via dopaminérgica mesolimbica e mesoestriatal. Ativacdo de receptores NMDA
pode ser requerida para indu¢do de mudancas na via dopaminérgica, para o desenvolvimento
de sensibilizacdo (WOLF et al., 1998). Contudo nao estd clara a importancia da ativagao dos
receptores NMDA na expressdo de aumento de respostas de sensibilizagdo em animais
(BATTISTI et al., 2000). Em vérios estudos avaliando atividade locomotora ou respostas de
estereotipismo, antagonistas de receptores NMDA ndo bloquearam a expressdo de
sensibilizacdo de anfetamina e cocaina (KARLER et al., 1990; WOLF et al., 1998).

No nosso estudo, AMA induziu comportamento estereotipado (Fig. 7) significativo nas
doses de 60 mg/kg nos trés dias de administracdo e na dose de 15 mg/kg somente no terceiro
dia, comparando com o grupo salina. Apomorfina foi usada como controle positivo, ja que
estd bem documentada sua acdo de induzir o comportamento estereotipado (DAVIES et al.,
1974; DALLEY et al., 2002; GERMEYER et al., 2002), sendo este observado nos trés dias de
teste.

Na dose de 15 mg/kg ocorreu um aumento deste comportamento entre 0 primeiro € o
terceiro dia. Este aumento do comportamento estereotipado foi possivelmente devido a acdo
da AMA no sistema dopaminérgico, incluindo aumento da sintese e liberagdo de dopamina
(RIDLEY, 1994; KORNHUBER et al., 1995; GORDON et al., 1996; PAGE et al., 2000).
Pode-se sugerir que nesta dose houve sensibilizacdo de receptores dopaminérgicos,
provocando um aumento de resposta comportamental. PEETERS et al. (2002) mostraram que
a administra¢do repetida de AMA (40 mg/kg) induziu uma modificacdo dos receptores de

dopamina no estriado, sugerindo que estas alteracdes comportamentais possam estar
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relacionadas a ativacdo de multiplos sistemas bioquimicos. AMA na dose de 60 mg/kg reduziu
o comportamento estereotipado do primeiro ao terceiro dia, sugerindo melhora neste
comportamento, indicando que esta droga pode estar atuando em multiplos sistemas de
neurotransmissdo, ou ainda, provocando um possivel aumento da recaptacio de dopamina
como demonstrado em estudos anteriores (PAGE er al., 2000). Na dose de 30 mg/kg nao
houve aumento nem diminui¢do significativa do comportamento estereotipado na comparacao
entre os trés dias de teste, possivelmente por se tratar de uma dose intermedidria.

Além da avaliacdo da a¢do comportamental da amantadina, avaliou-se neste trabalho
também sua acdo genotdxica, sendo este o primeiro a reportar os efeitos genotéxicos desta
droga em camundongos. Utilizou-se como técnica para avaliacdo dos danos ao DNA o teste
cometa, que é uma técnica que pode mensurar o efeito genotéxico em diversos tecidos
(SINGH et al., 1988; FAIRBAIRN et al., 1995; LIU et al., 2001).

Os animais foram tratados com AMA (15, 30 ou 60 mg/kg) ou salina por trés dias
consecutivos e sacrificados no quarto dia (Fig. 2, capitulo I). Foram observados danos ao
DNA de sangue coletado 5 horas ap6ds a 1*. administracio de AMA nas doses 30 e 60 mg/kg,
sugerindo efeito genotéxico. O mesmo ocorreu apds 5 horas da 3*. administracdo de AMA na
dose 60 mg/kg. Porém, apds 24 horas da 1°. e da 3®. administracdes ndo houve aumento
significativo de ID (indice de dano) ou DF (freqiiéncia de dano), indicando que os danos ao
DNA do tecido sanguineo foram reparados.

Estudos farmacocinéticos da AMA demonstraram que este farmaco é encontrado em
concentracdoes maiores em tecidos do que no sangue e que sua excrecdo é feita em grande
parte na forma ndo-metabolizada na urina, apesar de que pequenas quantidades de metabdlitos
acetilados podem ser detectadas na urina (DELEU et al., 2002; GOODMAN e GILMAN,
2003; KORNHUBER et al., 2006). Assim, outros tecidos podem ser mais suscetiveis a
genotoxicidade da AMA do que o tecido sanguineo.

Além do sangue, amostras de figado e cérebro dos animais foram coletadas para
avaliacdo genotoxica pelo teste cometa. No figado, houve aumento significante do DI e DF
somente no grupo que recebeu a dose mais alta (60 mg/kg) por trés dias consecutivos,
sugerindo um possivel efeito hepatotéxico direto de AMA, uma vez que esta € muito pouco

metabolizada.
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No tecido cerebral dos animais tratados com as doses 30 e 60 mg/kg por trés dias, foi
observado aumento significativo de DI e DF, indicando inducdo de danos ao DNA cerebral e
possivel efeito neurotéxico pelo tratamento com AMA. Efeito similar ocorreu nos animais
tratados com apomorfina 20 mg/kg por trés dias (dados ndo mostrados) o que causou danos ao
DNA cerebral, porém foi reparado apds 24h (PICADA et al., 2003a). A medida de danos
observada no tecido cerebral, induzidos por farmacos que agem no SNC, tem demonstrado ser
muito apropriada para indicar neurotoxicidade, que pode ser associada a um prejuizo
neurocomportamental (PEREIRA et al., 2005).

KORNHUBER et al. (1999) demonstraram através de exames histologicos que AMA
ndo foi capaz de induzir necrose em cérebro de humanos pos mortem. Nao houve evidéncias
clinicas de efeitos neurot6xicos ou danos irreversiveis no cérebro induzidos por AMA. Este
resultado pode ser um indicio de que poderia haver reparo ao DNA do tecido cerebral apds o
tratamento sistétmico com AMA, como ocorreu no DNA sangiiineo dos animais tratados.

Testes de mutagenicidade sdo importantes para estabelecer a seguranca de novos
produtos quimicos. O teste de micronticleo faz parte da bateria de testes de mutagenicidade
requerido para o desenvolvimento de novas drogas (HAYASHI et al., 1994; SASAKI et al.,
1999; VAN MIERT et al., 2008). O aumento da freqii€éncia de micronucleos pode ser devido a
perda de fragmentos cromossdmicos ou de cromossomos inteiros, formando microntcleos
apoés a divisdo celular. Assim, o teste de micronicleos em medula ¢ssea de camundongos €
capaz de detectar atividades clastogénica e aneugénica induzidas por drogas (VAN MIERT et
al., 2008). Os resultados negativos para este teste suportam a conclusiao de que a droga ndo é
mutagénica in vivo, nas condi¢Oes testadas (MACGREGOR et al., 1987; MAVOURNIN et al,
1990; HEDDLE et al., 1991; HAYASHI et al, 1994; NADIN et al., 2001; PICADA et al.,
2003b).

Uma freqii€éncia de micronicleos semelhante ao do controle negativo (salina) indicou
que nao houve inducdo de mutacdes cromossdmicas por AMA em eritrcitos policromaticos
da medula 6ssea (Tabela 3), sugerindo que esta droga ndo apresentou atividade mutagénica
nas condi¢des testadas. Observou-se também uma similar razao PCE/NCE em todos os grupos
tratados com AMA, indicando que as doses ndao foram téxicas para a medula 6ssea dos

animais.
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No teste cometa foi observado um aumento dos danos ao DNA sanguineo em
concentracdes elevadas de amantadina (30 e 60 mg/kg), porém estes danos foram reparados. E
possivel que nos demais tecidos avaliados, os danos induzidos ao DNA por AMA possam ser
passiveis de reparo. Além do mais, AMA ndo foi capaz de induzir mutagdo cromossdmica,

sugerindo que nao houve fixacao de possiveis danos as células da medula 6ssea dos animais.

O conjunto dos resultados indica que AMA na menor dose testada (15 mg/kg) ndo
causou danos ao DNA e nem prejuizo na memoria, locomocao, exploracdo e motivagao,
porém nas doses maiores (30 e 60 mg/kg) induziu danos ao DNA, inclusive no tecido cerebral,

bem como altera¢des neurocomportamentais, sugerindo efeitos neurotéxicos.



V - CONCLUSOES

1. Conclusao geral

Amantadina na dose de 15 mg/kg ndo afetou a memdria tanto associativa (avaliada
pelo teste de esquiva inibitéria) como nao-associativa (avaliado pelo teste de habituagdo) em
camundongos. Porém na dose de 60 mg/kg houve prejuizo no desempenho comportamental.
No teste de comportamento estereotipado observou-se aumento deste comportamento em
baixa dose e diminuicdo em alta dose. Na dose de 30 e 60 mg/kg houve danos ao DNA
(avaliados pelo teste cometa), mas ndo houve indug¢do de mutagdes cromossdmicas, pela

avaliagdo da freqiiéncia de micronucleos em eritrcitos policromaticos.

2. Conclusoes especificas

e  AMA 15 mg/kg ndo afetou a memoria associativa e nao-associativa.

e  AMA 30 mg/kg, ndo afetou a locomog¢ao ou explora¢do dos animais no campo
aberto.

e AMA 60 mg/kg prejudicou a locomogdo e exploracio de camundongos no
campo aberto. Assim, o teste de habituagdo foi prejudicado também.

e  AMA 30 aumentou a laténcia no treino na tarefa de esquiva inibitdria, contudo
ndo afetou a reten¢do da STM ou LTM.

e AMA 60 mg/kg aumentou a laténcia no treino na tarefa de esquiva inibitdria,
provavelmente por efeitos neurotoxicos, prejudicando a retencdo da STM e LTM.

e  AMA 15 mg/kg induziu aumento do comportamento estereotipado do 1° ao 3°
dia, indicando possivel estimulac¢do do sistema dopaminérgico e ainda sensibilizacao
dos receptores. Ja na dose de 60 mg/kg ocorreu diminui¢do do comportamento do 1°
ao 3° dia, sugerindo melhora neste comportamento, indicando que esta droga pode

estar atuando em multiplos sistemas de neurotransmissao.
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e  AMA apresentou atividade genotéxica nas doses de 30 e 60 mg/kg para células
do tecido cerebral de camundongos, avaliada pelo teste cometa.

¢  No figado houve dano ao DNA somente na dose mais alta.

¢  Os danos ao DNA sanguineo foram reparados.

¢ O teste de micronicleo demonstrou que AMA ndo induziu mutacio

cromossdmica nas condi¢des testadas.



VI - PERSPECTIVAS

AMA exerce atividade sobre o SNC, sendo que poucos estudos sdo encontrados a
respeito do seu potencial neurotéxico. Portanto, seria recomenddvel uma avaliagdo criteriosa
do uso freqiiente deste farmaco, devido aos possiveis efeitos genotdxicos, sendo necessdrios
estudos adicionais a fim de confirmar sua total seguranca.

As doses de AMA usadas neste estudo foram obtidas a partir da dose méxima tolerada
em camundongos e objetivou verificar os efeitos da AMA no tratamento agudo em animais
normais. Cabe salientar que essas doses alcancaram niveis superiores a dose terapéutica
equivalente para humanos (posologia de 200 mg/dia em adulto de 70 kg, equivale a 3 mg/kg
de peso corporal). Futuramente poderia ser verificado o efeito do tratamento crénico da AMA
em animais normais na dose utilizada clinicamente.

Com o proposito de esclarecer os efeitos neurobioldgicos da AMA, suas atividades
poderiam ser adicionalmente estudadas em um modelo animal de Parkinson. Para uma melhor
aproximagao com o tratamento em humanos, os animais poderiam ser tratados continuamente
com AMA, via oral, e nas doses equivalentes as utilizadas em pacientes com doenca de
Parkinson.

Além disso, pode-se testar este farmaco em outros modelos neurocomportamentais,
como o modelo de reconhecimento de objetos.

Tendo em vista que AMA atua em multiplos sistemas de neurotransmissiao, outros
estudos se fazem necessarios a fim de esclarecer a acao desta droga, principalmente no sistema
dopaminérgico.

Por fim, estudos para avaliacdo da atividade antigenot6xica poderiam ser incluidos, a
fim de verificar se o fiarmaco apresenta alguma atividade neuroprotetora em modelos de

animais normais ou com doenga estabelecida.
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Baixar livros de Literatura Infantil
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar
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