UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA
CURSO DE GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

CARLA DA SILVA CUNHA

IMPACTOS COGNITIVOS DA ADMINISTRACAO DE SOLIFENACINA EM DOSES
REPETIDAS EM CAMUNDONGOS SWISS FEMEAS

Fortaleza

2023



CARLA DA SILVA CUNHA

IMPACTOS COGNITIVOS DA ADMINISTRACAO DE SOLIFENACINA EM
CAMUNDONGOS SWISS FEMEAS

Trabalho de conclusdo de curso apresentado ao
Curso de Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas
do Departamento de Biologia da Universidade
Federal do Ceard, como requisito parcial a
obtencao do titulo de Bacharelado em Ciéncias
Biologicas.

Orientadora: Prof*. Dra. Silvania Maria
Mendes Vasconcelos

Fortaleza

2023



Dados Internacionais de Catal ogag&o na Publicacéo
Universidade Federal do Ceara
Sistema de Bibliotecas
Gerada automaticamente pelo médulo Catal og, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Co77i Cunha, Carlada Silva.
Impactos cognitivos da administracéo de solifenacina em doses repetidas em camundongos Swiss
fémeas/ Carlada Silva Cunha. — 2023.
46f. :il. color.

Trabalho de Conclusdo de Curso (graduagdo) — Universidade Federal do Ceard, Centro de Ciéncias,
Curso de Ciéncias Biolgicas, Fortaeza, 2023.
Orientagdo: Profa. Dra. Silvania Maria Mendes Vasconcel os.

1. Solifenacina. 2. Anticolinérgicos. 3. Memoaria. . Titulo.
CDD 570




CARLA DA SILVA CUNHA

IMPACTOS COGNITIVOS DA ADMINISTRACAO DE SOLIFENACINA EM
CAMUNDONGOS SWISS FEMEAS

Trabalho de conclusdo de curso apresentado ao
Curso de Graduagdao em Ciéncias Biologicas
do Departamento de Biologia da Universidade
Federal do Cear4, como requisito parcial a
obtencao do titulo de Bacharelado em Ciéncias
Bioldgicas.

Aprovada em: 11/07/2023.

BANCA EXAMINADORA

Prof®. Dra. Silvania Maria Mendes Vasconcelos (Orientadora)

Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. José Eduardo Ribeiro Honério Junior

Universidade Unichristus

Prof®. Dra. Caren Nadia Soares de Sousa

Universidade UniGrande



Dedico o presente trabalho a minha mae, tia e irmao.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a todos meus familiares, minha tia Cleonice, minha mae Alina e meu irmao
Sirley principalmente, por estarem do meu lado durante o percurso académico, me apoiando
nos momentos dificeis e celebrando os momentos felizes. Foi uma jornada dificil e com
certeza esse ciclo ndo teria sido finalizado sem a companhia e suporte deles.

Aos meus amigos, sou muito fortuita de conhecé-los e agradecida por todo incentivo e
apoio, especialmente os amigos do culto. Também agradego a minha amiga Valeska por estar
junto comigo dentro e fora do laboratorio, nessa caminhada da graduagao.

Sou imensamente grata a minha orientadora, Professora Silvania. Desde entrei na
iniciagdo cientifica, me senti muito acolhida pela professora, assim como por outros membros
do Laboratorio de Neuropsicofarmacologia. Nao somente orientadora e professora, mas
Silvania também ¢ uma amiga, que também foi muito importante nessa jornada e em sua

finalizagdo. Também agradeco aos membros da banca por aceitarem participar desse final de

ciclo.



RESUMO

O succinato de solifenacina ¢ um farmaco anticolinérgico com seletividade para os receptores
muscarinicos de subtipo M3. Esse medicamento pode ser usado clinicamente nas condi¢des
de bexiga hiperativa e incontinéncia urindria, doengas que acometem muitos idosos. Por outro
lado, levanta-se uma preocupacgdo do potencial da solifenacina em afetar cognitivamente seus
usudrios, dado que pessoas idosas — as quais esse medicamento ¢ comumente prescrito —
naturalmente sdo acometidas por déficits cognitivos a medida que envelhecem, além do fato
de que o uso cronico de anticolinérgicos estd associado a um aumento de risco para declinio
cognitivo. Nesse sentido, o objetivo do presente estudo foi avaliar alteracdes cognitivas
induzidas pela solifenacina em camundongos Swiss fémeas. Visando esse escopo, S0 animais
foram divididos em 5 grupos, sendo um controle, dois em que houve administragdo oral de
solifenacina durante 14 dias (doses de 1 ou 2 mg/kg) e dois durante 28 dias (doses de 1 ou 2
mg/kg). Apds esse periodo, foram realizados os testes comportamentais de campo aberto,
labirinto em Y, reconhecimento de objetos e esquiva passiva. No teste de campo aberto, todos
0s grupos experimentais nao demonstraram diferengas significativas no nimero de travessias
e grooming em relacdo ao controle. Porém, houve redugdo no rearing nos animais que
receberam 2 mg/kg durante 28 dias. No teste de labirinto em Y, também ndo houve diferencas
significativas entre os grupos experimentais em relacdo ao controle. No teste de
reconhecimento de objetos, por sua vez, a dose de 2 mg/kg por 28 dias reduziu o indice de
reconhecimento dos camundongos de forma significativa. Ademais, no teste de esquiva
passiva, houve reducdo do tempo de laténcia em todos os grupos experimentais (doses 1 ou 2
mg/kg durante 14 ou 28 dias) em relagdo ao controle. A partir desses resultados, conclui-se
que a solifenacina administrada em doses repetidas gerou déficit de memoria nos

camundongos.

Palavras-chave: solifenacina; anticolinérgicos; memoria.



ABSTRACT

Solifenacin succinate is an anticholinergic drug with selectivity for muscarinic receptors of
M3 subtype. This drug can be used clinically in conditions of overactive bladder and urinary
incontinence, diseases that affect many elderly people. On the other hand, there is a concern
about solifenacin's potential to affect its users cognitively, given that elderly people — to
whom this drug is commonly prescribed — are naturally affected by cognitive deficits as they
age, in addition to the fact that the chronic use of anticholinergics is associated with an
increased risk of cognitive decline. Thus, the aim of the present study was to evaluate
cognitive alterations induced by solifenacin in female Swiss mice. Aiming at this scope, 50
animals were divided into 5 groups, one being a control, two in which there was oral
administration of solifenacin for 14 days (doses of 1 or 2 mg/kg) and two for 28 days (doses
of 1 or 2 mg/kg). kg). After this period, behavioral tests of open field, Y-maze, object
recognition and passive avoidance were performed. In the open field test, all experimental
groups did not show significant differences in the number of crossings and grooming
compared to the control. However, there was a reduction in rearing in animals that received 2
mg/kg for 28 days. In the Y-maze test, there were also no differences between the
experimental groups compared to the control. In the object recognition test, in turn, a dose of
2 mg/kg for 28 days significantly increased the recognition index of mice. In addition, in the
passive avoidance test, there was a reduction in the latency time in all experimental groups
(doses 1 or 2 mg/kg for 14 or 28 days) in relation to the control. From these results, it is

concluded that solifenacin administered in repeated doses generated memory deficit in mice.

Keywords: solifenacin; anticholinergics; memory.
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1. INTRODUCAO

O Brasil costumeiramente foi considerado um pais jovem, de modo que se exibia
como uma nac¢ao do futuro possuidora de caracteristicas como vitalidade e dinamicidade
(JUSTO; ROZENDO; CORREA, 2010). Todavia, as transformagdes demograficas na
estrutura etdria brasileira vivenciadas desde a metade do século XX formam um contraponto
aquela perspectiva juvenil. O atual perfil de distribuicdo etaria ¢ decorrente da redugdo das
taxas de fecundidade e mortalidade, bem como o aumento da expectativa de vida. Tais fatores
refletem o aumento na proporgao de pessoas idosas no pais, enquanto a propor¢ao do nimero
de jovens decresce (WONG; CARVALHO, 2006; ALVES, 2014). Essa constatacdo ¢
evidenciada pelos dados da Pesquisa Nacional por Amostras de Domicilios (PNAD)
referentes aos anos de 2020 e 2021. Conforme o estudo, ha uma tendéncia na reducdo da
proporcdo de grupos etarios com menos de 30 anos. Em contrapartida, o contingente da
populacdo com idade igual ou maior a 30 anos correspondeu a 56,1% em 2021. Desse
percentual, 14,7% representou o grupo etdrio com 60 anos ou mais, relativo aos idosos
(IBGE, 2022).

Esse crescimento populacional de individuos mais velhos levou ao aumento da
visibilidade social do envelhecimento, pois os idosos passaram a ser a maioria dos
frequentadores de diversos locais como clubes, associagdes e outros espagos de interacao
social. Ademais, esse publico mostra-se valioso na economia, cultura, sociedade e familia. Por
outro lado, o envelhecimento ¢ um periodo também de desafios, podendo ser associado a
diminui¢do da for¢a de trabalho, bem como aumento na demanda de assisténcia social,
pensdes e cuidados com a saude (JUSTO, ROZENDO e CORREA, 2010; BEARD e
BLOOM, 2014).

No campo da satde, outras dificuldades — que sofreram expansdo a medida que a
expectativa de vida se ampliava — sdo a polifarmdcia, definida comumente como o uso
concomitante de 5 ou mais medicamentos, € a emergéncia de doengas cronicas (RAMOS et
al., 2022; MASNOON et al., 2017). De acordo com a revisao de Hajjar et al. (2007), a
polifarmacia estd associada a reagdes adversas, bem como ao crescimento de risco para
doengas geriatricas, morbidade e mortalidade. Outras consequéncias significativas sdo a nao
aderéncia ao paciente ao medicamento, as interagdes medicamentosas € a diminui¢cdo da
capacidade funcional (MAHER; HANLON; HAJJAR, 2013). Ademais, polifarmacia esta
diretamente relacionada com o aumento de risco para uso de anticolinérgicos, classe de

medicamentos comumente utilizada pelo publico idoso (CANCELLI et al., 2009; LAMPELA
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et al., 2015). Conforme estudo realizado por Chew et al. (2008) em 107 medicamentos mais
utilizados por idosos, a0 menos um terco deles possui atividade anticolinérgica em algum
grau.

Os anticolinérgicos sdo usualmente prescritos para o tratamento de doencas e
condi¢des como Parkinson, asma, incontinéncia urindria, bexiga hiperativa, esquizofrenia,
depressdo, alergias e doenca pulmonar obstrutiva cronica. Esses medicamentos podem ser
divididos entre os atuantes em receptores nicotinicos € muscarinicos. Os receptores
muscarinicos estdo localizados na musculatura lisa de visceras, nos ganglios autdbnomos, nas
glandulas, no coracdo, no sistema nervoso central (SNC) e nos vasos sanguineos. Farmacos
que agem nesses receptores podem ser agonistas ou antagonistas, podendo afetar o
funcionamento dos subtipos desses receptores: M1, M2, M3, M4 ¢ MS5. O subtipo Ms,
presente em glindulas e nos musculos lisos de 6rgdos como bexiga, olhos e os do trato
gastrointestinal — além de em locais particulares do SNC —, promovem ocorréncia de
secrecOes, contragao muscular, dilatagao de vasos sanguineos e acomodac¢ao ocular. Entre os
medicamentos que agem em Ms, ¢ possivel citar betanecol, pilocarpina, cevimelina,
darifenacina, oxibutinina e solifenacina (RODRIGO, 2017; NIGHTINGALE, 2020;
LOPEZ-ALVAREZ; SEVILLA-LLEWELLYN-JONES; AGUERA-ORTIZ, 2019; WHITE;
IGLESIA, 2016; OGINO et al., 2014; NISHTALA; SALAHUDEEN; HILMER, 2016; RANG
etal., 2016).

Os efeitos adversos dos anticolinérgicos podem ocorrer a nivel de sistema nervoso
central (SNC) ou periférico (SNP). No SNC, os efeitos colaterais podem incluir agitagao,
ansiedade, desorientagdo, insonia e déficits de memoria. Em relagdo ao SNP, ¢ possivel citar
como sintomas adversos boca seca, taquicardia, cicloplegia, midriase, hipertermia e reten¢ao
urindria. Ademais, salienta-se que o uso de medicamentos anticolinérgicos a longo prazo ¢
preocupante em vista de intimeras evidéncias que os associam a um aumento de risco
cognitivo (GHOSSEIN; KANG; LAKHKAR, 2023; GERRETSEN; POLLOCK, 2011,
COUPLAND et al., 2019; GRAY et al., 2015; ZHENG et al., 2021; RANG et al., 2016;
DMOCHOWSKI et al., 2021; DUONG et al., 2021).

O succinato de solifenacina age como um antagonista competitivo dos receptores
muscarinicos. Apesar de sua capacidade de interagir com os diferentes receptores colinérgicos
muscarinicos, possui maior afinidade pelos subtipo M3 da bexiga. Assim, esse medicamento
age sobre os receptores M3 no musculo detrusor da bexiga, impedindo ocorréncia de
contracdes e provocando redugdo dos sintomas de urgéncia, incontinéncia e frequéncia

urinarias e aumento da capacidade da bexiga (BASRA; KELLEHER, 2008;
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DOROSHYENKO; FUHR, 2009; IKEDA et al, 2002; PELMAN; CAPO;
FORERO-SCHWANHAEUSER, 2008; HOFFSTETTER; CHE LEONG, 2009;
MASUNAGA et al., 2008; KREDER, 2006; OHTAKE et al., 2007).

Os principais efeitos adversos da solifenacina sdo boca seca, constipacdo e
embacamento da visdo. Ademais, sugere-se que esse medicamento possa cruzar a barreira
hematoencefalica e atuar nos receptores de subtipo M1 do cérebro, provocando prejuizos na
cognicdo. Todavia, apesar da associagdo de anticolinérgicos a declinio cognitivo, ainda
permanece incerto se o uso da solifenacina, especialmente a longo prazo, poderia representar
risco para o surgimento de problemas de memoria ou doengas como deméncia (LUO et al.,
2012; CHAPPLE et al., 2004, DOROSHYENKO; FUHR, 2009; DUONG et al., 2021,
DANTAS et al., 2022).

Nesse sentido, dada a transformacdo da estrutura etaria brasileira, a tendéncia dos
idosos em possuirem doencas cronicas e consumirem anticolinérgicos, bem como o risco
cognitivo representado por esses medicamentos, faz-se imperativo a analise do potencial da
solifenacina em causar prejuizos cognitivos. Assim, hipotetizando-se que o uso cronico de
solifenacina em camundongos fémeas provocara déficits na memoria, objetivou-se com essa
pesquisa avaliar alteracdes cognitivas induzidas pela solifenacina em camundongos Swiss

fémeas.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. MEMORIA

O cérebro pode ser considerado um dos 6rgdos mais preciosos do corpo humano,
permitindo manifestagdo de pensamentos e sentimentos, consolidacdo de aprendizados,
formulacao de problematizagdes e solugdes (COSTA, 2021). Além dessas habilidades, alguns
outros processos cognitivos importantes sdo a memoria, linguagem, atencdo e percep¢ao. A
acdo integrada dessas funcdes possibilita que o ser humano compreenda seu ambiente e atue
nele com os conhecimentos que adquire (COSTA, AZAMBUIJA; BUCHWEITZ, 2021,
FREITAS; AGUIAR, 2012).

A memoria possui bastante significdncia na determinagdo dos comportamentos € no
processo de aprendizagem, além de conceder as bases para os desejos, planejamentos e
conhecimentos (TOMAZ, 1993; PAVAO, 2008). De acordo com Izquierdo (2018, p. 1), ela

pode ser definida como a “aquisi¢cdo, formagao, conservagao e evocacao de informacgdes”.

2.1.1. TIPOS DE MEMORIA

Izquierdo (2018) categorizou os tipos de memoria de acordo com a fung¢do, o tempo de
duragdo e o seu contetido. Além dessa categorizacao, outro tipo especial de memoria ¢ o
priming, que ¢ evocada por dicas e fragmentos de eventos, frases, agdes ou estimulos
sensoriais, € ¢ um processo neocortical.

Na classificagdo por funcdo, existe a memoria de trabalho. Sua duracdo ¢ breve,
servindo para manter a informagao adquirida ativa por alguns segundos ou minutos durante
seu processamento (IZQUIERDO et al., 2013). Dessa maneira, a memoria de trabalho orienta
o individuo em relacdo ao que estd fazendo no atual momento e o que fez nos instantes
anteriores (SOUSA e SALGADO, 2015). Os principais locais de processamento dessa
memoria sdo o ‘“‘cortex pré-frontal anterolateral e oOrbito-frontal e suas conexdes com a
amigdala basolateral e o hipocampo, através do cortex entorrinal, embaixo do lobo temporal”
(IZQUIERDO, 2018, p. 14).

Em relagdo a classificagdo por tempo de duragdo, destacam-se as memorias de curta e
longa duracao e memoria remota. A memoria de curta duragao pode ser retida em um periodo
variavel de 1 a 6 horas e possui fungcdo na manutengdo de conversas, leituras e sequéncia de

episodios. Outrossim, essa memoria atua nas regides cerebrais do hipocampo e cortex
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entorrinal. A memoria de longa duracdo, por sua vez, possui duragio de horas, dias ou anos e
envolve areas cerebrais como hipocampo e nicleos amigdalinos. Esses dois tipos de memoria
ocorrem por mecanismos paralelos e independentes, mas armazenam essencialmente o0 mesmo
tipo de contetido. A memoria remota, por outro lado, é o conceito que se da a uma memoria
de longa duragdo que perdura por meses ou anos (IZQUIERDO et al., 2013; IZQUIERDO,
2018).

Na categorizagao dos tipos memoria de acordo com o conteudo, ha a memoria
declarativa e a ndo declarativa. A primeira, também conhecida como memoria explicita, ¢
referente a fatos (memoria semantica) e eventos (memoria episodica). Ela pode ser acessada
conscientemente e seu conteido armazenado ¢ capaz de ser descrito ou declarado
verbalmente. Além disso, a memoria explicita depende de areas como o hipocampo, amigdala
e diversas regides do cortex cerebral (BEAR, CONNORS; PARADISO, 2007
BARTOSZECK, CHANG; BARTOSZECK, 2016; FINN et al., 2015; GABRIELI, 1998;
IZQUIERDO et al., 2013).

A memoria ndo declarativa ou implicita, por sua vez, constitui um contetido
inconsciente e decorre de experiéncias diretas, abrangendo respostas do condicionamento
classico e memoria procedural. Nesse ultimo tipo de memoria, também conhecida como
memoria de procedimentos, ¢ onde sdo armazenados os comportamentos e as habilidades
aprendidas. Outrossim, no cérebro, a memoria procedural esta relacionada as estruturas dos
ganglios de base, do cerebelo e do cortex motor. Tanto memoria declarativa quanto procedural
armazenam informag¢des de longa duragdo. Ademais, destaca-se que as memorias implicitas
perduram por toda a vida, enquanto as explicitas podem durar desde minutos até anos
(BEAR, CONNORS; PARADISO, 2007; FINN et al, 2015; IZQUIERDO, 2018;
MATTHEWS, 2015; LUM et al., 2012).

2.1.2. DEMENCIAS

Na classificagdo do Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais
(DSM-5) (APA, 2014), as condi¢cdes comumente entendidas como deméncias estdo presentes
na categoria de Transtorno Neurocognitivo Maiores e Leves, o qual pode ser especificado de
acordo com o subtipo etiologico (Doenga de Alzheimer (DA), Doenga de Huntington, Doenca
de Parkinson, Doenga vascular, Lesdo cerebral traumatica, Doenca do prion, multiplas
etiologias, entre outros). O declinio cognitivo ¢ um componente central na defini¢do de

sindromes demenciais. Porém, espera-se um aumento de imparidade na cogni¢do a medida
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que se envelhece, ndo sendo uma caracteristica exclusivamente associada ao curso de uma
deméncia (SOLFRIZZI; PANZA; CAPURSO, 2003).

Conforme a Organizagao Mundial de Satde (WHO, 2019), a deméncia atinge cerca de
50 milhdes de pessoas mundialmente, nimero acrescido de 10 milhdes de casos novos por
ano. Essa doenga progressivamente incapacita o paciente, afetando seus dominios de
funcionamento cognitivo, social e intelectual (PRINCE et al., 2015). Alguns fatores de risco
para o desenvolvimento de deméncia sdo o nivel educacional do individuo impactado, a
existéncia de traumatismo cerebral, hipertensdo, obesidade, o consumo abusivo de alcool, o
fumo, sedentarismo, polui¢cdo do ar, isolamento social e depressdo (LIVINGSTON et al.,
2020), variaveis muito passiveis de estratégias de prevengao (LISKO et al., 2020).

A deméncia pode ser descrita como uma sindrome, geralmente cronica, causada por
doencga cerebral e que impacta “fung¢des corticais superiores, tais como a memoria, 0
pensamento, a orientacdo, a compreensdo, o calculo, a capacidade de aprendizagem, a
linguagem e o julgamento” (OMS, 1993, p. 3), ndo estando associada a perturbacdo da
consciéncia. Seu diagndstico ¢ fundamentado na analise cognitiva e na performance de
atividades didrias e as principais causas clinicas dessa condig¢ao sdo as Doenga de Alzheimer,
Deméncia vascular, Deméncia com corpos de Lewy e Deméncia frontotemporal
(CARAMELLI; BARBOSA, 2002).

A Doenca de Alzheimer (DA) esta associada a dois ter¢os dos casos de deméncias
(SEETLANI et al., 2016), podendo ser classificada a partir do inicio precoce ou tardio ou da
atipicidade do curso da doenga (OMS, 1993). Ela ¢ resultante de uma progressiva
degeneragdo cerebral que geralmente afeta as areas corticais e o hipocampo e o primeiro
sintoma costuma ser um prejuizo na memoria (CARAMELLI; BARBOSA, 2002). A
Deméncia vascular, por sua vez, “compreende uma variedade de sindromes demenciais
secundarias a comprometimento vascular do SNC” (SMID et al., 2001, p. 390), podendo ser
consequéncia de lesdes como angiopatia amiloide, acidente vascular cerebral e estados
lacunares (ROMAN et al., 1993). Sua sintomatologia envolve multiplos dominios cognitivos,
além de outros sintomas como disturbios de sono, agita¢ao, disfuncao urinaria, disartria e
labilidade emocional (ENGELHARDT et al., 2011; LEE, 2011; DEARDORFF;
GROSSBERG, 2019).

Os sintomas presentes na Deméncia com corpos de Lewy, por outro lado, envolvem
declinio cognitivo, alucinagdes, flutuacdo entre estados cognitivos, parkinsonismo
espontdneo, sendo resultantes da presenga de inclusdes citoplasmaticas arredondadas

(denominadas de corpos de Lewy) em neuronios corticais € nos niicleos monoaminérgicos do
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tronco encefalico (TEIXEIRA-JR; CARDOSO, 2005; TAVARES; AZEREDO, 2002). Ja a
Deméncia frontotemporal é reconhecida por uma atrofia na regido frontotemporal, com
neuropatologia caracterizada por “gliose cortical e subcortical, perda cortical e
microvacuolizacdo” (LILLO; LEYTON, 2006, p. 311). Essa doenga possui 3 variagdes
clinicas e seus sintomas podem incluir déficits no comportamento (mudangas na
personalidade, desinibicdo, apatia), nas fungdes executivas (memoria e habilidades
visuoespaciais) € na linguagem (nomeacao de objetos, sintaxe, compreensdo verbal) (BANG;

SPINA; MILLER, 2015).

2.2. TRANSMISSAO COLINERGICA

O sistema nervoso periférico (SNP) constitui ramificagdes do sistema nervoso central
(SNC) que controlam os 6rgaos e diversos outros processos no organismo. Essas ramificagdes
sdo ganglios e nervos que levam as informagdes captadas por diversos receptores do corpo
para o SNC, bem como transmitem sinais do SNC para o restante do organismo (KLEIN;
CAMERON, 2012). Tais informagdes podem ser do tipo somaticas, que sao sinais motores €
sensoriais observados de forma consciente pelo individuo, ou do tipo autondmicas, que sao
sinais inconscientes. O sistema nervoso autondomico possui 3 divisdes de sistemas: simpatico,
parassimpatico e entérico (LANIGAN et al., 2021; BIRCH et al., 2013). Conforme Lanigan

etal. (2021, p. 11), o sistema parassimpatico ¢

uma rede de agdo mais lenta que tende a amortecer as atividades basais. A divisdo
autonOomica simpatica ¢ uma rede de reagdo rapida que mobiliza 6rgaos para agdo
(muitas vezes denominada “luta” ou fuga”) diante de estresse agudo ou prolongado.
O sistema nervoso entérico ¢ uma divisdo quase independente do sistema nervoso
autonomo que coordena as fungdes parassimpaticas nos orgaos digestivos.

Os sistemas parassimpatico e simpatico sdo organizados a partir de uma conexao entre
dois neurdnios, ligando o SNC aos 6érgios alvos do SNP (LINDH; HOKFELT, 1990). Ainda,
a acetilcolina (Ach) ¢ um dos neurotransmissores envolvidos no sistema nervoso autondmico
(SAM; BORDONI, 2022). No sistema parassimpatico, a sinalizacdo ¢ exclusivamente
colinérgica, sendo a Ach liberada tanto na sinapses entre neurdénios pré e pos-ganglionares,
quanto na sinapse entre o neurdnio pos-ganglionar e o 6rgao efetor. No sistema simpatico, por
outro lado, a Ach ¢ liberada apenas na sinapse entre os neurdnios pré e pds-ganglionar, e este
ultimo libera noradrenalina para interagir com as células alvos (GERRETSEN; POLLOCK,
2011; LINDH; HOKFELT, 1990).
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A Ach ¢ o neurotransmissor protagonista envolvido na transmissdo colinérgica. Essa
sinalizacdo inclui a sintese, vesiculagdo, liberagdo e acdo da Ach nos receptores. Diversos
farmacos atuam sobre processos especificos dessa sinalizacdo, podendo ser classificados
como colinérgicos e anticolinérgicos. Esse neurotransmissor ¢ sintetizado a partir da
acetilacdo da colina no interior da terminag@o nervosa. Em seguida, grande parte dessa sintese
¢ depositada dentro de vesiculas, que podem ser liberadas por exocitose quando ha influxo de
calcio na terminacao nervosa. Quando liberada, a Ach tem um tempo de agdo curto, pois ¢
rapidamente hidrolisada pela enzima acetilcolinesterase presente nas terminagdes nervosas
pré-sinapticas. Apods a hidrolise, a colina ¢ novamente transportada para o interior do neurdnio
pré-sinaptico para outra sintese de Ach (RANG et al., 2016; GERRETSEN; POLLOCK,
2011).

Ademais, a Ach apoés liberada pode interagir com receptores colinérgicos nicotinicos
ou muscarinicos. Os receptores nicotinicos sdo canais i0nicos categorizados em trés classes:
musculares, ganglionares e do sistema nervoso central (SNC). O receptor do tipo muscular
esta localizado nas jung¢des neuromusculares esqueléticas, enquanto o0s receptores
ganglionares atuam nas transmissdes simpaticas € parassimpaticas de ganglios autdnomos. O
ultimo tipo, por sua vez, esta espalhado no SNC, em que hd receptores heterogéneos e
variantes na constitui¢ao molecular e no local em que estdo presentes (RANG et al., 2016).

Os receptores muscarinicos, por sua vez, sao receptores acoplados a proteina G, sendo
divididos em 5 subtipos (M1, M2, M3, M4 e M5) e possuindo localiza¢des diversas. O
subtipo M1 esta presente nos ganglios autonomos, glandulas e cortex cerebral e pode
provocar estimulagdo do sistema nervoso central (SNC) e secre¢do géstrica. Receptores do
tipo M2, por sua vez, sdo encontrados no coragdo ¢ SNC, podendo gerar efeitos muscarinicos
de efeito central, bem como inibi¢ao cardiaca e neural. O subtipo M3 localiza-se em glandulas
exocrinas, musculatura lisa e vasos sanguineos. Entre seus efeitos, ¢ possivel citar a
estimulacdo de secre¢do gdastrica e salivar, contragdo de musculos lisos gastrointestinais,
acomodacao ocular e vasodilatacdo. M4 e M5, por outro lado, estdio no SNC. M4 atua no
aumento da locomogdo, mas os efeitos de M5 ainda sdo desconhecidos. Este tltimo subtipo
também pode ser encontrado nas glandulas salivares e na iris do olho (RANG et al., 2016;
LERCHE, 2017; ANDERSSON; YOSHIDA, 2003).

Conforme Lebois et al. (2018), ha diferenga na presenca dos diferentes subtipos de
receptores muscarinicos nas regides pré e pds-sinapticas de neurdnios do SNC. Por exemplo,

enquanto receptores M1, M3 e M5 (ligados a proteina Gq excitatoria) sdo mais prevalentes
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em terminacdes nervosas pds-sindpticas, o subtipos M2 e M4 (ligados a proteina Gi inibitéria)
dominam as regides pré-sinapticas em ratos.

O receptor de subtipo M3 também possui papel importante no sistema nervoso central,
ainda tenha uma prevaléncia muito inferior quando comparada aos subtipos M1, M2 ¢ M4 no
tecido cerebral. No cérebro, esse subtipo distribui-se de modo difuso e localiza-se em regides
corticais, tdlamo, corpo estriado ¢ hipocampo (BRANN et al., 1993; LEVEY, 1993; FLYNN;
REEVER; FERRARI-DILEO, 1997). No hipocampo, esse receptor influencia na memoria e
aprendizagem (LEBOIS et al., 2018; POULIN et al., 2010). No corpo estriado, a ativagdo de
M3 est4 associada a reducdo de liberagdo de dopamina, podendo impactar a movimentagao
voluntaria do corpo, enquanto que, no talamo, esse receptor pode atuar na facilitacdo da via
talamo-cortical (WICKENS, 1990; ODA et al., 2007)

Farmacos que atuam sobre etapas da transmissdo colinérgicas podem agir como
agonistas (medicamentos colinérgicos) ou antagonistas (medicamentos anticolinérgicos).
Colinérgicos, como betanecol e pilocarpina, podem atuar de modo similar & Ach e produzir
efeitos parassimpatomiméticos, como reducdo da frequéncia cardiaca, contragdo de musculos
lisos, estimulagdo de secregdo salivar, gastrica, lacrimal e acomodacao ocular. Ademais, ha
colinérgicos que agem inibindo a enzima que degrada a Ach, a acetilcolinesterase, e sdo
chamados de anticolinesterasicos. Eles podem ser divididos entre os de agdo periférica e os de
acdo central. O primeiro tipo inclui farmacos de agao curta, intermediaria e irreversivel, como
edrofonio, neostigmina e ecotiofato, respectivamente. O segundo tipo, por sua vez, inclui
como medicamentos a donepezila e rivastigmina, utilizados no tratamento da doenga de
alzheimer (RANG et al., 2016).

Farmacos anticolinérgicos sdo divididos entre os de agdo direta e indireta.
Anticolinérgicos indiretos podem inibir os processos de sintese, vesiculagdo e liberacdo da
acetilcolina, como hemicolinio, vesamicol e a toxina botulinica. Anticolinérgicos diretos, por
sua vez, atuam sobre os receptores colinérgicos nicotinicos ou muscarinicos. Os antagonistas
muscarinicos agem por antagonismo competitivo, sendo clinicamente utilizados em
incontinéncia urinaria, bexiga hiperativa, asma, parkinsonismo e doenca pulmonar obstrutiva
cronica (DPOC). Antagonistas nicotinicos, por outro lado, sdo divididos entre bloqueadores
neuromusculares (BNM) e bloqueadores ganglionares. O primeiro tipo bloqueia a transmissao
neuromuscular por antagonismo competitivo (BNM ndo despolarizantes), como pancurdnio e
vecurdnio, ou por despolarizacao continua dos receptores (BNM despolarizantes), a exemplo
do suxametdnio. O segundo tipo, os bloqueadores ganglionares, ndo possuem uso clinico, mas

sdo utilizados na pesquisa experimental e possuem diferentes mecanismos de agdo (RANG et
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al., 2016). Além desses anticolinérgicos, um subgrupo especial, conforme Trevor, Katzung e
Kruidering-Hall (2010), é o de regeneradores da enzima colinesterase, como a pralidoxima,

que podem atuar como antagonistas de substancias organofosforadas.

2.2.1. FARMACOS ANTICOLINERGICOS

Medicamentos anticolinérgicos sdo aqueles que atuam no bloqueio da transmissao
colinérgica a nivel de sistema nervoso central ou periférico. Os anticolinérgicos diretos
impedem a agdo da acetilcolina sobre seus receptores muscarinicos e nicotinicos, enquanto os
indiretos afetam os mecanismos de producao e liberacdo de acetilcolina e, consequentemente,
seu efeito final (RANG et al.,, 2016). Dada a extensdo de locais em que receptores
colinérgicos podem existir, bem como variados efeitos fisiologicos que podem ser gerados
pela agdo da acetilcolina, medicamentos anticolinérgicos podem ser utilizados para inimeras
condi¢des, como desordens respiratorias, psiquidtricas e parkinsonismo (OGINO et al., 2014;
COSTA; RUFINO, 2013; KATZENSCHLAGER et al., 1996; GHOSSEIN; KANG;
LAKHKAR, 2023).

2.2.1.1. ANTICOLINERGICOS DIRETOS

Os antagonistas muscarinicos agem por antagonismo competitivo, bloqueando
receptores muscarinicos. Alguns efeitos provocados pelo seu uso sdo a inibi¢ao de produgao
secrecoes (saliva, lagrimas, suor), a taquicardia, a dilatacdo da pupila, a inibicao da motilidade
dos musculos lisos gastrointestinais, o relaxamento de musculos lisos dos bronquios, tratos
urinario e biliar ¢ a excitamento do sistema nervoso central (RANG et al, 2016). Sabendo
desses efeitos, ¢ compreensivel que os sintomas adversos periféricos desses medicamentos
sejam, normalmente, boca seca, visdo turva e constipacio (MACDIARMID, 2008;
BOSTOCK; SOIZA; MANGONI, 2010). Além disso, hd registros de efeitos adversos no
sistema nervoso central, como sonoléncia, tontura e insonia (CHAPPLE et al., 2008). As
principais aplicagdes clinicas de antimuscarinicos incluem bexiga hiperativa, incontinéncia
urinaria, DPOC, asma, sindrome do intestino irritavel e parkinsonismo (DUNPHY; VERNE,
2001; NABI et al., 2006; GANDI; SACCO, 2021; SOLER; RAMSDELL, 2014). Exemplos

dessas medicacdes sdo oxibutinina, solifenacina, ipratropio, prociclidina, tropicamida,
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escopolamina e atropina (RANG et al.,, 2016; YANG; LIN, 2019; BOSTOCK; SOIZA;
MANGONI, 2010).

E importante ser salientado que o uso de antimuscarinicos pode estar associado a um
risco aumentado para prejuizos cognitivos, conforme Bostock, Soiza e Mangoni (2010).
Diversos estudos apoiam essa associacdo (MOGA et al., 2017; DMOCHOWSKI et al., 2021;
CHANCELLOR; BOONE, 2011; CAMPBELL et al., 2022; RICHARDSON et al., 2018;
WANG et al., 2019), e em razdo disso ¢ indicado que o uso desses medicamentos seja
cauteloso e haja uma ponderacdo sobre os riscos e beneficios, bem como sobre os possiveis
efeitos na qualidade de vida do paciente, especialmente em idosos (GERRETSEN;
POLLOCK, 2011). Por outro lado, ha possibilidade da existéncia de vieses em muitos dos
estudos observacionais que correlacionam o uso de anticolinérgicos com o aumento de risco
para declinio cognitivo, como demonstrado pela revisdao de Pieper et al. (2020) e também
apoiado pelos autores Welk, Richardson e Panicker (2021). Ademais, segundo esses ultimos
autores, apesar da vasta investigacao de efeitos a curto prazo desses medicamentos, apenas a
oxibutinina demonstra consequéncias negativas na cognicdo de maneira consolidada. De
modo geral, a indicagdo de cautela com o uso desses farmacos permanece, mas dado o
contexto supracitado, ainda sdo necessarios muitos estudos sobre esse assunto.

Bloqueadores neuromusculares e ganglionares sdao divisdes de farmacos
antinicotinicos. Os bloqueadores neuromusculares (BNM) geram relaxamento dos musculos
esqueléticos pela inibicdo da transmissdo neuromuscular. Eles podem atuar na regido
pré-sindptica e bloquear mecanismos de sintese e liberacdo de acetilcolina ou na regido
pos-sinaptica, provocando despolarizagdo persistente ou bloqueando os receptores nicotinicos.
Os BNM ndo despolarizantes agem por antagonismo competitivo sobre os receptores
nicotinicos pds-sinapticos na placa terminal e sdo exemplificados pelos medicamentos
pancurdnio, vecuronio e cisatracurio. Os BNM despolarizantes, como o suxametdnio, sao
agonistas de receptores nicotinicos e provocam a despolarizacio persistente desses receptores
na placa motora, tornando-a temporariamente inexcitavel. Portanto, os BNM sdo
medicamentos importantes durante uso de anestesias e de ventilagdo mecanica (TREVOR;
KATZUNG; KRUIDERING-HALL, 2010; RANG et al., 2016).

Bloqueadores ganglionares, por sua vez, sd3o atualmente utilizados apenas
experimentalmente e sdo ilustrados pela mecamilamina e hexametOnio, entre outros.
Farmacos dessa classe possuem mecanismos de agao variados, podendo afetar a liberagao da
Ach ou a agdo desse neurotransmissor nos receptores nicotinicos, bem como provocar

despolariza¢dao duradoura. Os possiveis efeitos do bloqueio da transmissdo autondmica sao a
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reducdo da pressdo arterial, da motilidade gastrointestinal, da contratilidade do trato urinario,
das secrecdes glandulares e a inibicdo de erecdo e ejaculacio (RANG et al., 2016;

KATZUNG; KRUIDERING-HALL, 2010).

2.2.1.2. ANTICOLINERGICOS INDIRETOS

Farmacos com agdo anticolinérgica indireta agem na regido pré-sinaptica, inibindo a
sintese, vesiculacao ou liberagdo de acetilcolina. O hemicolinio bloqueia a producdo de Ach
ao inibir a acdo do transportador de colina, impedindo que essa substancia entre no interior da
terminagdo nervosa. O vesamicol, por sua vez, evita que a Ach seja transportada para o
interior de vesiculas (RANG et al., 2016; KATZUNG; KRUIDERING-HALL, 2010). A
toxina botulinica, por outro lado, interrompe a liberagdo de Ach, provocando “paralisia
parassimpatica e motora” (RANG et al., 2016, p. 426), e ¢ utilizada em condi¢des clinicas
como sialorreia, incontinéncia urindria, hiper-hidrose e espasticidade.

Ademais, faz-se importante citar as oximas, compostos que regeneram a agao da
enzima acetilcolinesterase e geram efeitos anticolinérgicos, a exemplo da pralidoxima
(KATZUNG; KRUIDERING-HALL, 2010; LOTT; JONES, 2021). Esses farmacos podem ser
utilizados durante toxicidade por organofosforados, substincias presentes em herbicidas,
pesticidas e gases toxicos e ilustradas pelos quimicos sarin, malation, paration e tabun. Os
organofosforados se conectam irreversivelmente a acetilcolinesterase, provocando efeitos
colinérgicos toxicos que podem ser revertidos pelas oximas (ADEYINKA; MUCO; PIERRE,
2018). Todavia, a limitagao desses anticolinérgicos ¢ que necessitam ser administrados cedo,
pois a acetilcolinesterase, apos algumas horas ligada aos organofosforados, torna-se menos

suscetivel ao efeito de reativacao (RANG et al., 2016).

2.2.2. SOLIFENACINA

O succinato de solifenacina ¢ uma amina terciaria altamente lipofilica. Sua
administracdo ¢ diaria e oral, apresentando-se como comprimidos em doses de 5 ou 10 mg
(DOROSHYENKO; FUHR, 2009; KREDER, 2006). Os comprimidos de solifenacina sao de
liberacao imediata, ou seja, o principio ativo ja € liberado quando ha contato com o liquido no
tubo digestivo. Sua biodisponibilidade ¢ alta, atingindo 90%, e seu tempo de meia-vida ¢
longo, de modo que sua acgdo ¢ prolongada. A metabolizacdo desse fairmaco no figado ocorre

especialmente pela enzima CYP3A4, gerando quatro metabodlitos, e a excre¢do “ocorre

23



principalmente através de mecanismos ndo renais” (DANTAS et al., 2022, p. 2). Ademais, por
ser altamente lipofilica, a solifenacina se distribui de forma ampla nos tecidos
(DOROSHYENKO; FUHR, 2009; MORALES-OLIVAS; ESTAN, 2010).

A solifenacina ¢ um anticolinérgico direto que atua por antagonismo competitivo nos
receptores muscarinicos. Esse farmaco possui seletividade pelos receptores de subtipo M3 do
musculo detrusor da bexiga, o que promove melhor tolerabilidade do medicamento em
comparagdo a outros antimuscarinicos, como oxibutinina (MORALES-OLIVAS; ESTAN,
2010; MADERSBACHER; MURTZ; STOHRER, 2013; WAGG; WYNDAELE; SIEBER,
2000).

Figura 1: Estrutura molecular do succinato de solifenacina.
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Fonte: Kreder, 2006.

Seu efeito no musculo detrusor promove relaxamento, o que possui aplicagdes clinicas
na incontinéncia urindria e bexiga hiperativa (MORALES-OLIVAS; ESTAN, 2010;
KELLEHER et al., 2005). Segundo Andersson e Yoshida (2003, p. 1), as agcdes da bexiga de

enchimento e esvaziamento sdo controladas por

“sinalizagdo em nervos autondmicos (parassimpaticos, simpaticos) € somaticos.
Esses nervos sdo partes de vias reflexas que mantém a bexiga em um estado
relaxado, permitindo o armazenamento de urina em baixa pressdo intravesical, ou
que iniciam a mic¢do relaxando a regido de saida e contraindo o musculo liso da
bexiga.”

A incontinéncia urinaria ¢ definida como uma "queixa de perda involuntaria de urina"
(HAYLEN et al, 2010, p. 7) e ¢ mais prevalente em mulheres. Essa condi¢cdo pode ser causada
falhas nos processos de enchimento e esvaziamento no trato urinario inferior (NORTON;
BRUBAKER, 2006). A perda de urina pode ocorrer devido a agdes como tosse € espirro,

sendo descrita como incontinéncia urinaria de esforco. Por outro lado, caso a perda de urina
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aconteca juntamente com um desejo repentino de urinar, define-se a condi¢do como
incontinéncia urinaria de urgéncia. Outro tipo ¢ a incontinéncia mista, que possui tanto os
sintomas de urgéncia quanto de perda urinéria associada ao esforco (AOKI et al., 2017;
ABRAMS et al., 2003). A sindrome de bexiga hiperativa, por sua vez, ¢ definida pela
Sociedade Internacional de Continéncia (ICS) como "urgéncia, com ou sem incontinéncia de
urgéncia, geralmente com frequéncia e noctiria" (ABRAMS et al., 2003, p. 40). A ICS
entende que esses sintomas possam estar relacionados a hiperreatividade do musculo detrusor,
mas também podem ocorrer em fungdo de outras disfungdes no trato urinario. Ademais, o
diagnoéstico de sindrome de bexiga hiperativa s6 pode realizado caso nao os sintomas nao
ocorram em virtude de infec¢do ou outras doengas. Ambas as condicdes clinicas supracitadas
sdo altamente prevalentes (AOKI et al., 2017, BROWN; MCGHAN; CHOKROVERTY,
2000) e podem ser tratadas pelo uso de antimuscarinicos, como a solifenacina.

Apesar da solifenacina ser um farmaco extremamente vantajoso, uma preocupagao que
recai sobre seu uso ¢ se poderia atravessar a barreira hematoencefilica e causar prejuizos
cognitivos, a exemplo de outros antimuscarinicos estudados que podem estar relacionados a
um aumento de risco para declinios na cognicdo (DOROSHYENKO; FUHR, 2009;
BOSTOCK; SOIZA; MANGONI, 2010). De acordo com Chancellor et al. (2012), € possivel
que a variabilidade de efeitos centrais causados pelos anticolinérgicos sejam compreendidos
em razdo da habilidade de cada um para penetrar o SNC e da afinidade pelos receptores
muscarinicos de subtipo M1. Esse subtipo possivelmente atua nos processos de aprendizagem
e memoria e esta presente em grande quantidade nas regides do neocortex, hipocampo, nucleo
caudado e putamen (ABRAMS et al., 2006; MA; GEYER, 2018).

Nesse sentido, acredita-se o potencial de anticolinérgicos em “causar efeitos no SNC
nao ¢ devido somente a afinidade de ligacdo ao receptor; mas ¢ também dependente da
concentragdo da droga (ou metabolitos ativos) no cérebro e ¢, portanto, dependente da
habilidade da droga em cruzar a barreira hematoencefalica (BHE) (...)” (CHANCELLOR et
al., 2012, p. 261). Outrossim, ha maiores chances de substincias atravessarem a BHE se
forem lipofilicas, possuirem tamanho molecular pequeno e nao forem polarizadas
(PAGORIA; O’CONNOR; GURALNICK, 2011).

Ainda que existam estudos, como os de Wesnes et al. (2009), Wagg et al. (2013) e
Hampel et al. (2017), que ndo apontam para um potencial da solifenacina em causar prejuizos
cognitivos, teoricamente ela possui moderada habilidade para cruzar a BHE e ndo possui
mecanismo de efluxo (CHANCELLOR et al., 2012). Dado que esse farmaco ¢ uma amina

tercidria, suas propriedades lipofilicas e de polaridade neutra em pH fisiologico o tornam mais
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propenso a cruzar a BHE. Por outro lado, seu tamanho molecular largo ¢ um fator que pode
dificultar essa penetracio no SNC (CALLEGARI et al. 2011). De modo geral, ha
possibilidade de todos antimuscarinicos cruzarem a BHE sob condig¢des clinicas diversas que
abalem as estruturas constitutivas dessa barreira, tornando-a mais permeavel (KAY;
EBINGER, 2008). Além disso, como a solifenacina ndo possui mecanismo de efluxo para
fora do SNC, uma outra preocupacdo ¢ a possibilidade da acumulagdo desse farmaco no
cérebro (CALLEGARI et al., 2011). Conforme a revisao de Dantas et al. (2022), o uso de
solifenacina por um curto periodo de tempo ndo provoca efeitos cognitivos deletérios, mas a
auséncia de estudos populacionais especificos que avaliem os efeitos cognitivos a longo prazo
da solifenacina tornam a conclusdo de sua seguranca em periodos maiores que um ano
inconclusiva. Portanto, faz-se necessario mais estudos que analisem os possiveis efeitos de

declinio cognitivo desse farmaco a longo prazo.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL
e Avaliar alteracdes cognitivas induzidas pela administracdo em doses repetidas

de solifenacina em camundongos Swiss fémeas.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Delimitar a dose e tempo de tratamento da solifenacina que geram alteragdes
cognitivas nos animais.
e Comparar as alteracdes cognitivas da administracdo de solifenacina nas doses

de Img/kg e 2mg/kg nas duracdes de tratamento de 14 dias e 28 dias.
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4. METODOLOGIA

O protocolo experimental realizado analisou os efeitos comportamentais da
administracdo cronica de solifenacina (SFC) em camundongos Swiss fémeas. Foram
utilizados animais com 3 meses de idades oriundos do Biotério Setorial do Porangabugu Prof.
Eduardo Torres vinculado a Universidade Federal do Ceara. Eles foram acondicionados em
uma sala com temperatura média de 23°C + 1° C, alimento e dgua ad libitum, bem como num
ciclo periodo de claro/escuro de 12/12 horas. O uso dos animais foi aprovado pelo Comité de
Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Ceara (CEUA-UFC) com numero
9864280219.

4.1. Tratamento Farmacolégico

Os comprimidos de succinato de solifenacina (Astellas Farma Brasil Importacio e
Distribui¢do de Medicamentos Ltda) foram triturados, dissolvidos em agua destilada e
administrados via oral (v.0) nas doses de 1 mg/kg ou 2 mg/kg durante 14 ou 28 dias
consecutivos. O volume administrado foi de 0,1ml/10g de peso do camundongo. O calculo
das doses foi realizado sobre a base de mg/m?2 a partir da dose de mg/dia usada em humanos
(REAGAN-SHAW; NIHAL; AHMAD, 2007). A férmula utilizada nessa conversao possui
como variaveis a dose humana equivalente (mg/kg), a dose animal e os fatores Km animal e

humano.
4.2. Desenho Experimental

A seguir, sdo descritos os grupos animais, as doses administradas repetidamente por
gavagem (v.0) ¢ duracdo de tempo de cada um. Sdo 5 grupos, cada um abrangendo 10
animais, somando um total de 50 camundongos. Dado que os resultados dos tratamentos
experimentais com solifenacina nos periodos de 14 e 28 dias nao foram diferentes, utilizou-se
a duracdo do grupo controle de 28 dias.

> Grupo 1 (Controle): administracdo diaria de solugdo salina ao longo de 28 dias.

> Grupo 2 (SFC-1, 14d): administracao didria de 1 mg/kg de SFC ao longo de 14 dias.
> Grupo 3 (SFC-2, 14d): administracao didria de 2 mg/kg de SFC ao longo de 14 dias.
> Grupo 4 (SFC-1, 28d): administracdo diaria de 1 mg/kg de SFC ao longo de 28 dias.
> Grupo 5 (SFC-2, 28d): administragdo didria de 2 mg/kg de SFC ao longo de 28 dias.
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4.3. Protocolo Experimental

Ao final de 14 ou 28 dias, no ultimo dia de tratamento e no dia seguinte, foram
realizados os testes comportamentais de campo aberto, labirinto em Y, reconhecimento de
objetos e esquiva passiva. Apds a finalizagdo dos testes comportamentais, os animais foram
eutanasiados por decapitagdo na guilhotina e as carcagas foram congeladas para serem

recolhidas por uma empresa de descarte bioldgico. Abaixo, segue a descri¢ao de cada teste:

4.3.1. Teste de Campo Aberto

O objetivo desse teste ¢ avaliar os comportamentos exploratorio e ansioso do animal.
O campo aberto ¢ realizado em uma caixa de 5 faces, sem a face superior ¢ com as faces
laterais transparentes. O chdo da caixa ¢ dividido em 9 quadrantes de mesmo tamanho. As
variaveis a serem analisadas s3o o numero de travessias nos quadrantes, de agdes de
autolimpeza (grooming) e de apoio do animal somente sobre as patas traseiras sem segurar-se
em nenhuma superficie (rearing). O tempo de duracao do teste ¢ de 1 minuto de habituacao e
5 minutos de quantifica¢do das varidveis mencionadas (ARCHER, 1973; RODRIGUES et al.,
2018).

4.3.2. Teste de Labirinto em Y

O labirinto possui 3 “bragos” opacos de angulacdo de 120° entre si, semelhante ao
formato de da letra Y. Os animais sdo colocados no centro do aparato com o objetivo de
registrar a sequéncia de exploracao de cada bragco durante um tempo de 8 minutos, de modo
que uma alternagdo inteira ocorria quando o animal entrava consecutivamente nos 3 bragos.
Os dados resultantes permitem avaliar o comportamento de busca dos camundongos em
novos ambientes, bem como a memoria de curto prazo (VASCONCELOS et al., 2015;
DALL’IGNA et al., 2007; KRAEUTER; GUEST; SARNYAI, 2018; CUSTODIO et al.,
2017).

4.3.3. Teste de Reconhecimento de Objetos

De acordo com Li et al. (2015), esse teste fundamenta-se no comportamento inato de

camundongos de explorar objetos desconhecidos. Nesse sentido, avalia-se a memoria de
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reconhecimento e a habilidade do animal em discernir entre objetos familiares e novos. O
teste inicia-se com a habituacdo dos animais a caixa de teste de campo aberto por um periodo
de 5 minutos. Em seguida, eles sdo retirados caixa por 15 minutos e, apos esse periodo, sao
dispostos de novo na caixa para explorar 2 objetos idénticos por 5 minutos. Novamente, sdo
retirados do local por 5 minutos. Posteriormente, retornam para a caixa, onde estdo dispostos
o objeto antigo ja explorado ¢ um outro objeto novo, durante 5 minutos. A variavel calculada

¢ o tempo que eles despendem nos objetos novo e antigo (SOUZA et al., 2019).

4.3.4. Teste de Esquiva Passiva

O aparato utilizado ¢ uma caixa em que o chao ¢ dividido em uma érea eletrificada e
em um suporte em que ndo passa carga elétrica. O animal ¢ colocado no interior da caixa para
se habituar durante 1 minuto e retirado, em seguida, por 30 segundos. Depois, ele ¢ disposto
no suporte por um periodo de no maximo 5 minutos e o tempo de laté€ncia em que o animal
leva para descer até as grades eletrificadas ¢ contabilizado. Ao descer, ele leva um choque de
0,5 mA por 1 segundo. Posteriormente, ele € retirado 1,5 hora. Ao retornar, contabiliza-se um
periodo méximo de 5 minutos com o animal na caixa, registrando-se novamente o tempo de
laténcia para descer para as grades, ndo ocorrendo choque desta vez (SOUZA et al., 2019;

KAUR et al.,, 2009; KHURANA et al., 2011).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A solifenacina ¢ um medicamento administrado oralmente e com efeitos
anticolinérgicos seletivos para o receptor muscarinico M3 da bexiga. Sua a¢@o anticolinérgica
provoca relaxamento do musculo detrusor da bexiga, o que possui aplicagdes clinicas na
incontinéncia urindria e bexiga hiperativa. Porém, dado o grande contingente de evidéncias
acerca de prejuizos cognitivos que anticolinérgicos, como oxibutinina, podem causar, faz-se
imperativa uma investigacao do potencial da solifenacina em causar déficit cognitivo nos seus
usuarios (DOROSHYENKO; FUHR, 2009; MORALES-OLIVAS; ESTAN, 2010;
BOSTOCK; SOIZA; MANGONI, 2010).

A partir dessa perspectiva, o presente estudo propos-se avaliar alteragcdes cognitivas
induzidas pela solifenacina em camundongos Swiss fémeas. Os resultados obtidos referentes
aos testes de andlise de rearing, esquiva passiva e reconhecimento de objetos trouxeram
evidéncias da capacidade da solifenacina em causar declinio cognitivo, especificamente em
relagdo a memoria. Os resultados em relacdo ao campo aberto e Y-Maze, por sua vez, nao

exibiram diferengas significativas entre os grupos experimentais € o controle.

5.1. Teste de Campo Aberto

Esse teste avalia a qualidade e quantidade de atividade motora e exploratoria de
roedores, podendo também ser utilizado na andlise de efeitos sedantes, toxicos ou excitatdrios
de farmacos. Diversas parametros podem utilizados no teste: grooming, rearing, distancia
andada, tempo de movimento gasto, tempo gasto no centro, nimero de defecagdes (GOULD;
DAO; KOVACSICS, 2009). Aqui, os parametros utilizados foram numero de travessias,
grooming € rearing.

Os resultados comportamentais dos tratamentos dos animais com solifenacina nas
doses 1 ou 2 mg/kg durante 14 ou 28 dias por v.0. ndo mostraram diferencas significativas no
teste de campo aberto e na andlise da variavel grooming ([F(4,37)= 1,614; P=0,1913] e
[F(4,39)= 0,7190; 0,5841], respectivamente) quando comparados com os resultados do grupo
controle (Figuras 2 e 3).

Esses efeitos vao de acordo com o que afirmam Robinson e Cardoso (2004).
Conforme os autores, doses de solifenacina abaixo de 3 mg/kg ndo provocaram alteragdes

comportamentais em camundongos, mas a dosagem de 30 mg/kg gerou redugdo de grooming.
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Por outro lado, o presente estudo demonstrou alteragdo comportamental em relagdo ao
rearing.

O rearing ¢ um comportamento associado a atividade exploratéria e emocional
(STURMAN; GERMAIN; BOHACEK, 2018) em que, conforme Lever Burton e O’Keefe
(2006), o animal apoia-se apenas nas patas ou pernas traseiras, estando presente em diversos
mamiferos. Ademais, esse comportamento estd relacionado ao hipocampo, area associada aos
processos cognitivos de aprendizagem e memoria. No presente estudo, o comportamento de
rearing foi reduzido nos animais que receberam a dose de 2 mg/kg por 28 dias (SFC-2, 28d)
em comparacdo ao grupo controle e ao grupo que recebeu solifenacina 1 mg/kg por 14 dias
[F(4,41)=3,408; P=0,0170)]), o que pode ser observado na Figura 4. Dado que o rearing pode
ser utilizado como fator indicativo de degeneragdo e intensificacao de estresse oxidativo no
hipocampo (STURMAN; GERMAIN; BOHACEK, 2018), hipotetiza-se que a redu¢do do
rearing pelo uso de solifenacina na dose e no tempo de administracdo mais altos possa ser
reflexo do impacto em algum grau da memoria dos animais. Porém, como o teste de campo
aberto objetiva analisar a atividade motora e exploratoria, o que se pode afirmar € que houve

um impacto nesses ambitos nos animais do grupo SFC-2 (28d).

5.2.  Teste de Labirinto em Y (Y-Maze)

O teste de labirinto em Y (Figura 5), por outro lado, ndo demonstrou a existéncia de
diferengas significativas de todos os grupos experimentais em relagdo ao controle ([F (4,24) =
1,534; P= 0,2241]). Esse teste permite acessar a memoria de curto prazo e memoria de
trabalho (KRAEUTER; GUEST; SARNYAI, 2018). Dado que o teste ndo evidenciou
impactos da solifenacina na memoria dos camundongos, mas outros testes sim, ¢ possivel

hipotetizar que esse impacto seja seletivo.

5.3. Teste de Reconhecimento de Objetos

O teste de reconhecimento de objetos ¢ comumente utilizado na investigagao da
memoria de reconhecimento ¢ fundamenta-se “na preferéncia inata de roedores em
explorarem o objeto novo em vez do familiar”, pois como o animal lembra da interagcdo com o
objeto antigo, ele passara mais tempo conhecendo o objeto novo (LEGER et al., 2013, p.
2531). Essa constatacao ndo foi observada no grupo SFC-2 (28), na maior dose e tempo de

tratamento. Notou-se que somente esse grupo gerou resultados significativos de diminuigao
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do indice reconhecimento quando comparado com o grupo controle ([F (4,61)= 2,875;
P=0,0301]), o que demonstra déficits na memoria de reconhecimento desses animais (Figura

6).
5.4. Teste de Esquiva Passiva

O teste de esquiva passiva analisa os processos de aquisi¢do e consolidacdo de
memoria em animais (SUZUKI et al., 2007). No presente estudo (Figura 7), o tempo de
laténcia dos animais nos grupos SFC-1 e SFC-2 nos periodos de 14 e 28 dias sofreu reducao
em relacdo ao grupo controle ([F (4,19)= 3,968 ; P=0,0166]).

A pesquisa de Suzuki et al. (2007) realizada em ratos utilizou solifenacina nas doses
de 0,3, 1 e 3 mg/kg por via intravenosa, mas nenhuma afetou o tempo de laténcia no teste de
esquiva passiva. E possivel que a auséncia de efeito seja em razio da administragio do
farmaco ter sido empreendida em um unico dia, 10 minutos antes da realizagdo da primeira
etapa do teste (apds o periodo de habituagdo).

Estudos em outras aminas terciarias com propriedades antimuscarinicas demonstraram
tanto reducdo do tempo de laténcia quanto a ausé€ncia de efeitos significativos no teste de
esquiva passiva usando roedores. O uso de tolterodina 1 ou 3 mg/kg no periodo de um tinico
dia ndo gerou impacto na memoria de camundongos nesse teste (CAPPON et al., 2008),
enquanto que a administracdo de oxibutinina em ratos, também em um unico dia, em doses
iguais ou maiores a 30 mg/kg reduziram o tempo de laténcia na segunda etapa do teste

(SUGIYAMA; PARK; KURITA, 1999).

Figura 2: Teste de Campo aberto nos animais submetidos ao tratamento com solifenacina (1 ou 2
mg/kg) durante 14 ou 28 dias. As barras representam a média + EPM do niimero de travessias. A analise
estatistica foi realizada através da ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Tukey. Abreviagdes: Sol 1

—solifenacina 1mg/kg; Sol 2 — solifenacina 2mg/kg.
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Figura 3: Teste de grooming de animais submetidos ao tratamento com Sol (1 ou 2 mg/Kg) durante 14
ou 28 dias. As barras representam a média £ EPM do nimero de grooming. A Anélise estatistica foi realizada
através da ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Tukey. Abreviagdes: Sol 1 — solifenacina 1mg/kg;
Sol 2 — solifenacina 2mg/kg.
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Fonte: Elaborado pelos autores, 2023.

Figura 4: Teste de rearing de animais submetidos ao tratamento com Sol (1 ou 2 mg/Kg) durante 14 ou
28 dias. As barras representam a média + EPM do niimero de rearing. a: P < 0.05 quando comparado ao
controle; b: P < 0.05 quando comparado ao grupo Sol 1 - 14d. Analise estatistica foi realizada através da
ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Tukey. Abreviagdes: Sol 1 — solifenacina 1mg/kg; Sol 2 —

solifenacina 2mg/kg.
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Fonte: Elaborado pelos autores, 2023.

Figura 5: Teste de labirinto em Y de animais submetidos ao tratamento com Sol (1 ou 2 mg/kg) durante
14 ou 28 dias. As barras representam a média + EPM da percentagem (%) de alternagdes corretas. Andlise
estatistica foi realizada através da ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Tukey. Abreviagdes: Sol 1

— solifenacina 1mg/kg; Sol 2 — solifenacina 2mg/kg; ALA — acido alfa lipoico.

100-

oo
o
1

= 1]
= =]
[l 1

%Alteracoes corretas
]
[=]
L

(=]

T T T T T
Controle Sol1-14d Sol2-14d Sol 1-28d Sol 2 - 28d

Fonte: Elaborado pelos autores, 2023.
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Figura 6: Teste de reconhecimento de objetos de animais submetidos ao tratamento com Sol (1 ou 2
mg/kg) durante 14 ou 28 dias. As barras representam a mediana (Min-Max) do indice de reconhecimento (n=
10-27 animais/grupo). a: P < 0.05 quando comparado ao controle; b: P < 0.05 quando comparado ao grupo Sol
2 de acordo com o Teste de Kruskal-Wallis e post hoc de Dunn. Abreviagdes: Sol 1 — solifenacina 1mg/kg; Sol 2
— solifenacina 2mg/kg; ALA — écido alfa lipoico.
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Fonte: Elaborado pelos autores, 2023.

Figura 7: Teste de esquiva passiva de animais submetidos ao tratamento com Sol (1 ou 2 mg/kg)
durante 14 ou 28 dias. As barras representam a média £ EPM do niimero de descidas. a: P < 0.05 quando
comparado ao controle. Analise estatistica foi realizada através da ANOVA de uma via seguida pelo

teste post hoc de Tukey. Abreviagdes: Sol 1 — solifenacina 1mg/kg; Sol 2 — solifenacina 2mg/kg.

[
3
1

- - [
g &8 8
1 L 1

Laténcia de descida (s)
3
1

L] T ) T )
Controle Sol1-14d Sol2-14d Sol1-28d Sol 2 -28d

Fonte: Elaborado pelos autores, 2023.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo avaliou, a partir de testes comportamentais, a memoria de
camundongos fémeas Swiss submetidos a administracdo de doses repetidas de solifenacina,
observando-se a ocorréncia de declinio cognitivo nos animais pelo uso desse anticolinérgico.
Outrossim, comparando-se as doses de 1 mg/kg e 2mg/kg durante 14 ou 28 dias, notou-se que
a dose de 2mg/kg durante um periodo de 28 dias foi a que gerou maior impacto cognitivo nos
camundongos, tornando-se um delineamento farmacoldgico possivel de ser utilizado em
futuros estudos para provocar déficits de memoria nesses animais. Algumas limitagdes para
esse estudo foram o contexto de pandemia, que impossibilitou a analise dos efeitos da
solifenacina em camundongos idosos e sua comparagdao com os dos jovens, bem como a
ocorréncia de pequenos erros praticos durante a aplicacdo dos testes comportamentais.
Sugere-se que mais estudos que avaliem o potencial da solifenacina em causar problemas de
memoria a longo prazo e se hd algum tipo de seletividade nesses déficits sejam realizados, a
fim de que as evidéncias desse impacto cognitivo sejam compiladas e possam servir de base
para novos estudos clinicos ou para embasar criticamente orientagdes de uso clinico do

farmaco.
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