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RESUMO

INIBI(;AO DO TRANSITO GASTRINTESTINAL POR ANTIPSICOTICOS: ESTUDO
EXPERIMENTAL DA CLOZAPINA. André Cordeiro Marques. Dissertacdo de Mestrado
em Farmacologia. Universidade Federal do Ceara, 2015.

A eficécia da clozapina (CLZ) como um agente antipsicético atipico foi reconhecida desde o
inicio dos anos 1960, sendo ainda nos dias atuais a droga de escolha no tratamento de casos de
esquizofrenia refratarios a outros antipsicoticos. Dentre os efeitos adversos da CLZ, a
constipacdo é relatada com frequéncia, podendo progredir para obstrucdo intestinal, necrose
intestinal, sepse intrabdominal e morte. O presente estudo avaliou 0 mecanismo de agéo da CLZ
sobre a motilidade gastrintestinal através da analise da taxa de transito intestinal (TI) e da
excrecdo de pelotas fecais em camundongos. Foram utilizados camundongos Swiss, machos,
peso 25-30g, provenientes do Biotério Central da UFC e o projeto foi aprovado pela
CEPA/UFC (Proc. No. 57/2014). As drogas utilizadas foram: CLZ (2,5; 5; 10; 20mg/kg),
neostigmina (NEO, 1mg/kg i.p.), serotonina (5-HT, 10mg/kg v.0.), alilisitiocianato (AITC
10mg/kg v.0.), domperidona (DOM, 20mg/kg v.o0.), L-NAME (80 mg/kg i.p.), naloxona
(2mg/kg s.c.), glibenclamida (5mg/kg i.p.) e AM251 (1mg/kg i.p.). A administracdo oral de
CLZ 10 e 20 mg/kg reduziu significativamente (p<0,05) o transito gastrintestinal (TI) em
relacdo ao veiculo a partir desse resultado optou-se pela menor dose efetiva de CLZ sobre a
funcdo motora intestinal para as avaliacbes subsequentes. A CLZ 10mg/kg reduziu
significativamente (p<0,05) a excrecdo de pelotas fecais. O pré-tratamento com naloxona
(antagonista opidide), com DOM (antagonista dopaminérgico), ou com L-NAME (inibidor da
oxido nitrico sintase) ndo inibiu efeito da CLZ (10mg/kg) sobre o transito intestinal. Contudo
0 pré-tratamento com a NEO (anticolinesterasico), com 5-HT, com o AITC (agonista TRPA1),
com a glibenclamida (bloqueador de canais de potassio ATP dependentes) ou com 0 AM251
(antagonista CB1) reduziram significativamente (p<0,05), o efeito da CLZ sobre o TI. Enquanto
0 AM 251inibiu completamente o efeito da CLZ sobre o TI, este ndo alterou o efeito da CLZ
sobre a excrecdo de pelotas fecais. O efeito da CLZ sobre o transito gastrintestinal e sobre a
expulsdo de pelotas fecais sdo caracteristicos de seu efeito de constipacao e consistente com as
observacdes clinicas em pacientes esquizofrénicos tratados com CLZ. Podemos concluir que a
CLZ inibe a fungdo motora gastrintestinal através de um mecanismo de acdo multifatorial
envolvendo a modulacdo de varios neurotransmissores dentre aqueles avaliados no presente
estudo ressalta-se uma acao inibitoria da clozapina sobre as vias colinérgicas, serotoninérgicas
e de canais de cations TRPAL e excitatoria sobre os canais de cations sensiveis ao ATP e
receptores CBL1.

Palavras-chave: Clozapina, antipsicoticos atipicos, sistema endocanabindide, constipacao,
transito gastrintestinal, receptores CB1



ABSTRACT

IMPAIRED GASTRINTESTINAL MOTOR FUNCTION INDUCED BY ANTIPSYCHOTICS,
AN EXPERIMENTAL ASSAY ON CLOZAPINE. André Cordeiro Marques. Master's thesis in
Pharmacology. Federal University of Ceard, in 2015.

Clozapine (CLZ) an atypical antipsychotic agent recognized for its efficacy since the early
1960s stills nowadays the drug of choice in treating refractory schizophrenia cases to other
antipsychotics. Among the adverse effects of CLZ, constipation, often reported, may progress
to bowel obstruction, intestinal necrosis, intraabdominal sepsis and death. This study evaluated
the mechanism of action of CLZ on gastrointestinal motility by analyzing the intestinal transit
rate (IT) and excretion of fecal pellets in mice. Animals used were Swiss males, weight 25-30g,
from the UFC Central Animal Facility and the project approved by the CEPA / UFC (Proc. No.
57/2014). The drugs used were: CLZ (2.5, 5, 10, 20mg/kg p.0.), neostigmine (NEO 1mg /kg
I.p.), serotonin (5-HT, 10mg/kg p.o.), alilisotiocianate (AITC 10mg/kg p.o.) , domperidone
(DOM 20mg/kg p.o.), L-NAME (80 mg/kg i.p.), naloxone (2 mg/kg s.c.), glibenclamide (5
mg/kg i.p.) and AM251 (1 mg/kg i.p.). Oral administration of CLZ 10 and 20 mg/kg
significantly (p <0.05) inhibited IT from the vehicle. Based on the results we decided for the
smallest effective dose of CLZ active on intestinal motor function (10mg/kg) for subsequent
evaluations. The CLZ inhibited significantly (p <0.05) the excretion of fecal pellets.
Pretreatment with naloxone (opioid antagonist), DOM (dopamine antagonist) or with L-NAME
(nitric oxide synthase inhibitor) did not inhibit the effect of CLZ (10mg / kg) on gastrointestinal
transit. However pretreatment with NEO (anticholinesterasic agent) with 5-HT, with the AITC
(TRPAL agonist), with glyburide (blocker dependent ATP potassium channel) or with AM251
(CB1 antagonist) inhibited significantly (p < 0.05), the effect of CLZ on IT. While the AM 251
inhibited completely the effect of CLZ on IT, it does not alter the effect of CLZ on the excretion
of fecal pellets. The effect of CLZ on the gastrointestinal transit and the expulsion of fecal
pellets are characteristic of its constipation side effect, consistent with clinical observations in
schizophrenic patients treated with CLZ. We can conclude that CLZ inhibits gastrointestinal
motor function through a multifactor mechanism of action, involving the modulation of various
neurotransmitters among those evaluated in this study points to an inhibitory effect of clozapine
on cholinergic and serotoninergic pathways and cation channels TRPAL and excitatory on the
ATP sensitive cation channel and on CBL1 receptors

Keywords: Clozapine, atypical antipsychotics, endocannabinoid system, constipation,
gastrointestinal transit, CB1 receptors
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1. INTRODUCAO

1.1. Motilidade Gastrintestinal (GI)

A motilidade GI é definida como importante funcdo do sistema digestorio no transporte
e mistura do alimento em proporcfes adequadas para uma exposi¢do otimizada do mesmo as
enzimas digestivas. O controle da motilidade GI é regulado por uma complexa rede neuronal
autondmica intrinseca, o sistema nervoso entérico (SNE) e extrinseca através de neurénios
simpaticos e parassimpaticos e do sistema endocrino (OLSSON; HOLMGREN, 2001). Langley
classifica 0 SNE como sendo a terceira divisdo do sistema nervoso autdnomo (SNA), o qual
mantém intimas interconexdes com as divisdes simpatica e parassimpatica do SNA (GIBBINS,
2013). Uma complexa rede integrativa intrinseca capacita o SNE a funcionar
independentemente do controle central e a manter a regulacdo das diferentes funcgdes
gastrintestinais. O SNE compreende 0s plexos nervosos intrinsecos de trato gastrintestinal
(TGI) e divide-se em plexo mioentérico (PM), profundamente entre as camadas musculares
circulares e longitudinais, e o plexo submucoso (PS) mais superficialmente na submucosa
intestinal. O PM exerce atividade proeminentemente sobre a funcdo motora Gl, enquanto o PS
regula a secrecdo, transporte de liquidos e fluxo sanguineo GI. O SNE funciona como uma
interface semi-autonémica entre estruturas mucosas, musculares e glandulares no TGl e o
sistema nervoso central (SNC). Nos neur6nios do SNE € possivel identificar virtualmente todos
0s neurotransmissores e peptideos presentes no SNC, incluindo a acetilcolina (ACh), serotonina
(5-HT), oxido nitrico (NO), ATP, peptideo vasoativo intestinal (VIP), substancia P (SP),
neuropeptidio Y (NPY), neurocininas, leuencefalina, metencefalina, bombesina, noradrenalina
(NA) e dopamina (DA), muitos dos quais tem suas func¢Ges ainda parcialmente determinadas
(OLSSON; HOLMGREN, 2001).

A divisdo parassimpatica do SNA, através do X par craniano (nervo vago), inerva o TGI
superior (esdfago, estomago e intestino delgado) onde faz sinapse com o0s neurénios pos-
ganglionares nos plexos intramurais do SNE, os quais também recebem eferéncias simpaticas
dos ganglios pré-vertebrais e paravertebrais. Da divisdo sacral do SNA parassimpatico partem
fibras pre-ganglionares que fazem sinapses com o0s neurdnios efetores entéricos, responsaveis
pela inervacdo do TGl inferior (GIBBINS, 2013).
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Com relacédo a funcdo motora Gl os sistemas simpatico e parassimpatico exercem acoes
antagonicas. A noradrenalina (NA), principal neurotransmissor do SNA simpatico ativa de
forma tbnica os receptores adrenérgicos a; ¢ P, pos-sinapticos induzindo diminuicdo da
motilidade GI e constrigdo dos esfincteres durante o jejum (FURNESS, 2004), enquanto a
estimulagdo de receptores o, pré-sindpticos inibe a liberagdo de NA. A acetilcolina (ACh),
principal neurotransmissor parassimpatico estimula de maneira fasica durante o periodo
alimentar a motilidade Gl ao ativar receptores colinérgicos muscarinicos nas juncoes
neuromusculares e nicotinicos neuronais periféricos, centrais e ganglionares de maneira oposta
ao SNA simpatico (GIBBINS, 2013; HONS et al., 2013).

As terminacOes aferentes sensoriais do epitélio gastrintestinal, sensiveis a distensao,
presenca de bolo alimentar, agentes irritativos ou infecciosos presentes no limen intestinal,
regulam a funcdo motora GI (GIBBINS, 2013). Essas terminagfes enviam fibras aos plexos
intramurais do SNE, ganglios pré-vertebrais parassimpaticos, medula espinhal ou tronco
cerebral via nervo vago (Figura 1) de onde partem eferéncias capazes de modular a fisiologia
do TGI.

Os neur6nios aferentes intrinsecos primarios (IPAN) do SNE sdo responsaveis pela
neuromodulacdo sensorial local no TGI através de uma alca curta de ativacdo dos neurbénios
peptidérgicos excitatdrios 0s quais expressam a substancia P (SP) responsavel por aumentar a
contragdo muscular lisa e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) que promove
vasodilatacdo (GIBBINS, 2013). A substancia P liberada por neurbnios entéricos estimula a
despolarizacdo e a geracdo de ondas lentas espontaneas pelas células intersticiais de cajal e
facilita a contragdo do ritmica e espontanea do musculo liso intestinal. A ativacao de neurdnios
entéricos inibitdrios e a consequente liberacdo do 6xido nitrico (NO) e do peptideo vasoativo
intestinal (VIP) amplifica a inibicdo da geracdo de ondas lentas espontaneas pelas células
intersticiais de cajal, inibindo a contracdo e promovendo relaxamento muscular intestinal
(OLSSON; HOLMGREN, 2001).

As eferéncias centrais simpaticas e parassimpaticas partem dos ganglios pré-vertebrais e
do nucleo motor dorsal do vago (NMD) respectivamente. A combinagdo das atividades
simpaticas e parassimpaticas sobre o TGI diminuem ou aumentam a forca e a intensidade das
contragbes musculares ténicas ou ritmicas e influenciam a diminuicdo ou o aumento da
velocidade das ondas de contracdo excitatorias, respectivamente. Dessa forma o trénsito Gl é

determinado pela atividade autonémica simpatica, parassimpatica e entérica sobre o ritmo das
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contragdes musculares intestinais, a atividade esfincteriana Gl e a peristalse gastrintestinal.
(Figura 1). Para uma regulacdo adequada da fungdo motora Gl existe uma complexa

coordenacdo entre neurotransmissores excitatorios e inibitorios nos diversos locais de sinapse
entre 0 SNC, SNE e o musculo liso GI (ANNERINO et. al., 2012).
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Figura 1 — Relacdo entre neurdnios entéricos e sistema nervoso central (SNC). Aferéncias
sensoriais ativam eferéncias simpaticas e parassimpaticas através de via reflexas longas

diretamente ao SNC e ganglios para e pré vertebrais e via reflexas curtas ao SNE (Plexos
mioentérico e submucoso) (Modificado de Guyton; Hall, 2006).

Diferentes padrdes motores Gl sdo resultantes de uma complexa interacdo entre neurénios
pos-ganglionares simpaticos, pré-ganglionares parassimpaticos, aferéncias sensério motoras,
células enddcrinas na mucosa Gl, células intersticiais de cajal, neurénios entéricos e musculo
liso intestinal. O complexo motor migratorio (CMM) predomina durante o jejum e mantém o

trofismo Gl e o equilibrio da flora bacteriana intestinal, evitando a proliferagdo de
microrganismos patogénicos entre os periodos de alimentagéo.
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O controle endocrino da motilidade GI ocorre através da sintese e liberagdo de
neuropeptidios a partir do préprio TGl e glandulas anexas que vao exercer sua atividade
localmente ou a distancia sobre a fungdo motora GIl. A gastrina produzida por células
enddcrinas na mucosa estomacal, a colecistocinina (CCK) duodenal, o peptideo semelhante ao
glucagon (GLP) e neuropeptidio Y retardam o esvaziamento gastrico, e atuam na manutencao
do trofismo gastrointestinal através do complexo motor migratério Gl, enquanto a grelina
gastrica e a insulina hepética aceleram o0 esvaziamento gastrico e o transito intestinal
(MARATHE et. al., 2011).

Durante a fase alimentar diferentes padrdes motores sdo ativados. A antecipacdo da
alimentacdo, a visdo, o odor do alimento ou sua mastigacdo e degluticdo promovem
relaxamento receptivo e esvaziamento gastrico. A presenca alimentar no TGI e a consequente
atividade autondmica central e periférica sobre o TGI coordenam a ocorréncia da peristalse
intestinal e das contracbes misturadoras ou estaticas que caracterizam essa fase da motilidade
Gl (Figura 2).

. Interneurénios excitatorios projetam-se em direcdo oral e liberam ACh, taquicininas
como a substancia P e neurocininas, estimulando neurénios motores colinérgicos e a
consequentemente contracbes musculares ascendentes em direcdo oral. De forma oposta
interneurdnios descendentes liberam 6xido nitrico e VIP inibindo neurdnios motores
colinérgicos ou agindo diretamente sobre o muasculo liso intestinal, promovendo consequente

relaxamento muscular em direcédo aboral

Na juncdo efetora do musculo liso GI, acetilcolina (ACh), serotonina (5-HT) e
taquicininas apresentam na maioria das vezes atividade excitatéria sobre a motilidade Gl
(Figura 3). Neurotransmissores como VIP, GABA, ATP e NO exercem geralmente uma agéo

inibitdria sobre a atividade motora Gl (Figura 4).

A acdo desses e outros neurotransmissores sobre o masculo liso Gl é efetivada através da
mobilizacdo do calcio extracelular, condutancia do potéssio intracelular e dos niveis de AMPc
e GMPc intracelular. Essa variabilidade de respostas depende dos receptores presentes nas
células-alvo e da co-transmissdo de neuromoduladores na fenda sinédptica. (OLSSON;
HOLMGREN, 2001). A dopamina, o ATP, encefalinas, e neuropeptidio Y, bombesina e outros
peptideos biologicamente ativos também participam nessa integracdo do SNE e TGl
(GIBBINS,2013).
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Figura 2 — Modelo de reflexo peristaltico gastrintestinal no camundongo. Estimulacdo mucosa
(ex. passagem do alimento), liberacdo de serotonina (5-HT) pelas células enterocromafins
(ECC), ativacdo dos receptores 5-HT4 em neurdnios intrinsecos aferentes primarios (IPAN).
IPAN’s através do peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) ou acetilcolina (ACh).
A estimulacdo das vias ascendentes excitatorias e descendentes inibitorias e inibicdo de
interneurdnios inibitorios encefalinérgicos resulta em contracdo da camada muscular circular
em direcdo oral e relaxamento em direcdo aboral pela acdo de neurdnios motores excitatérios,
via ACh e taquicininas (TK) e inibitorios via liberacdo de 6xido nitrico (NO), peptideo
vasoativo intestinal (VIP) e polipeptideo pituitario ativados de adenilato ciclase (PACAP),
respectivamente (Modificado de GRIDER, 2003).

A Serotonina (5-HT) é um dos principais neurotransmissores envolvido na regulacédo da
fungdo motora intestinal. 95% do total de serotonina de todo o organismo é encontrada no TGl
(GERSHON, 2013). A serotonina é responsavel por elicitar potenciais excitatérios pos-
sinapticos rapidos ou lentos em neurdnios entéricos a depender do microambiente
farmacoldgico intestinal. A estimulacdo serotoninérgica dos neurdnios excitatorios ou
inibitdrios periféricos vai promover através da liberacdo de mediadores quimicos contracéo ou
relaxamento do musculo liso intestinal em direg&o oral ou aboral respectivamente (MAWE;
HOFFMAN, 2013). A sintese e armazenamento da 5-HT ocorre principalmente nas células
enterocromafins (ECC) da mucosa gastrica e do intestino delgado e em neur6nios do PM sendo
co-armazenada em vesiculas é liberada juntamente com hormdnios ou neuropeptidios entre 0s
quais a somatostatina (SST), SP, encefalinas e VIP (McLEAN et. al., 2007; GERSHON, 2013).
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Figura 3 — Varicosidade colinérgica excitatoria no musculo liso intestinal, ACh, acetilcolina;
M2 e M3, receptores colinérgicos muscarinicos; G, proteina G; ATP, trifosfato de adenosina;
cAMP, adenosina monofosfato ciclico; AC, adenilato ciclase; PIP, fosfatidil inositol; PLC,
fosfolipase C; IPs, trifosfato de inositol; DAG, diacilglicerol; SR, reticulo sarcoplasmatico;
PKC, fosfoquinase C (OLSSON; HOLMGREN, 2001).

A 5-HT apresenta fungfes neurotransmissoras e paracrinas em resposta a presenca de
bolo alimentar, agentes irritantes (quimioterapicos), toxinas microbianas no lumen intestinal e
atua como iniciador e promotor do peristaltismo (GERSHON e TACK, 2007). Receptores
neuronais serotoninérgicos 5-HT; centrais disparam o reflexo do vomito e perifericamente em
interneurdénios induzem aumento do peristaltismo Gl. Receptores 5-HT,, 5-HTR, e 5-HT;p
expressos em neurdnios motores no PM e juncdes efetoras periféricas modulam a peristalse Gl
(Figura 4) e o esvaziamento gastrico (KUEMMERLE et. al., 1995). Receptores 5-HT7,
presentes em interneurénios descendentes modulam a atividade inibitdria de neurdnios motores
sobre 0 musculo liso intestinal em direcdo aboral, inibindo a liberacdo de acetilcolina nas
varicosidades do musculo liso intestinal ou liberando neurotransmissores inibitorios como o
oxido nitrico. (GERSHON, 2013).

A dopamina age sobre receptores DRD2 periféricos em todo o TGI exercendo efeito
inibitdrio sobre a motilidade GI, promovendo o relaxamento do esfincter esofagico inferior e

reducédo da presséo intragastrica suprimindo a liberagéo de ACh pelos neurdnios mioentéricos
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(GIBBONS; FARRUGIA 2004; ZHANG et al. 2012). A inibicdo da dopamina no SNC, via
bloqueio dos receptores DRD1, estimula a hiperexpresséo de receptores DRD2 e consequente
inibicdo da motilidade GI (ANNERINO, 2012).

Entre os neurotransmissores ndo adrenérgicos e nao colinérgicos (NANC) produzidos no
SNE, o 6xido nitrico (NO) tem importante papel inibitorio na regulacdo da peristalse intestinal,
esvaziamento gastrico e ténus esfincterianos no TGl (TAKAHASHI, 2003). Receptores
opioides periféricos localizados em interneurénios do PM inibem a funcdo motora Gl e estdo
associados a constipacdo induzida pelo uso de analgésicos opioides (HAWKES et. al., 2002).
Neuropeptidios como a substancia P (SP), neurocinina A, bombesina e motilina exercem agdo
moduladora excitatoria sobre o musculo liso GI. Exemplos de moléculas inibitérias da
motilidade Gl séo peptideo vasoativo intestinal (VIP), GABA e ATP. De sua a¢do coordenada
ocorre a peristalse GI (OLSSON; HOLMGREN, 2001).

= v

V¥ PACAPNVIP

Figura 4 — Varicosidade inibitoria no masculo liso intestinal, NO, 6xido nitrico; PACAP,
peptideo pituitario ativador de adenilato ciclase; VIP, peptideo vasoativo intestinal; G, proteina
G; ATP, trifosfato de adenosina; cCAMP, adenosina monofosfato ciclico; AC, adenilato ciclase;
GTP, trifosfato de guanosina; cGMP, monofosfato de guanosina ciclico; PKG, fosfoquinase G;
MLCK, quinase de cadeia leve de miosina; PKA, fosfoquinase A; SR, reticulo sarcoplasmatico
(OLSSON; HOLMGREN, 2001).

Receptores de potencial transiente compdem uma familia de canais de cations nao
seletivos. Apresentam seis dominios transmembrana. Inicialmente estudos em ndo mamiferos
geraram uma classificacdo em 5 subfamilias de acordo com similaridades estruturais (TRPA,
TRPC, TRPM, TRPP, TRPV). Inicialmente identificado na cavidade oral tiveram sua funcdo

relacionada a transducdo de sensagdes externas em sinais internos, regulando a interacdo com
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0 meio externo (alimento, clima, etc.). Estudos mais recentes utilizando bloqueadores ou
agonistas farmacolo6gicos tem elucidado seu papel na transducéo de sinais dolorosos e no estudo
da analgesia. Hoje sabe-se da distribuicdo destes receptores por todo o organismo, mediando as
mais diferentes funcdes, incluindo a termogénese e a regulacdo do metabolismo energético
(BLACKSHAW et.al., 2011; KANEKO; MORI et. al., 2011; SZALLASI, 2013).

No presente estudo abordamos em particular os receptores ankirina 1 de potencial
transiente (TRPA;), expressos no SNE em neurdnios motores inibitorios, neurénios
colinérgicos e aferentes intrinsecos e extrinsecos intestinais de camundongos (KANEKO;
SZALLASI, 2013). Contribuem dessa forma para a modulacéo da motilidade Gl estimulando
diretamente a liberacdo de Oxido nitrico nas varicosidades sinépticas entéricas ou indiretamente
estimulando interneurénios inibitorios entéricos ou colinérgicos no SNE (POOLE et. al., 2011).
Os receptores TRPA; presentes em células enteroenddcrinas do tipo L sdo responsaveis pela
liberacdo de GLP1 e NPY, os quais vao agir sobre a secrecdo de hormoénios pancreaticos e a
motilidade gastrica respectivamente (KIM et. al., 2013). Sua expressao em neurdnios
nociceptivos no ganglio da raiz dorsal, trigeminais e no ganglio nodoso e sua ativagdo por
estimulos quimicos exdgenos ou enddgenos aumenta sua excitabilidade e conducdo de
estimulos algicos, bem como a transducdo quimio, termo e mecanoceptiva por neurénios

aferentes sensoriais cutaneos e viscerais (BLACKSHAW, 2011).

Estudos sugerem um papel do trifosfato de adenosina (ATP) como um facilitador da
liberacdo de acetilcolina (ACh) em sinapses autondmicas (CUNHA et. al., 2000) bem como em
sinapses entéricas (DUARTE-ARAUJO et. al., 2009) através da ativacdo de receptores P2X
neuronais pré-sindpticos antagonizam a supressdo de contragdes espontaneas do musculo liso
intestinal induzida pela ativacdo de receptores canabindides CB1 (BALDASSANO et. al.,
2009). A sinalizacdo purinérgica no SNE promove uma facilitacdo retrograda da

neurotransmissao e esta sujeita a dessensibilizacdo (HONS et. al., 2013).

O uso tradicional de derivados canabindides para tratar variadas condic6es relacionadas
ao trato gastrintestinal (1ZZ0O; COUTS, 2005) e a elucidacdo de aspectos moleculares e
farmacolodgicos da interacdo do sistema endocanabindide e o SNE sugerem a modulacdo das
vias canabinoides para o tratamento de condi¢Oes associadas a motilidade gastrintestinal como
refluxo gastresofagico, doenca inflamatdria intestinal e ileo paralitico (ABALO et. al., 2012;
HORNBY; PROUTY, 2004). Hons et.al. 2013, através de estudos imunohistoquimicos e

eletrofisiologicos em neurdnios do PM, demonstrou a expressdo de CB; nas varicosidades
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sinapticas em neurdnios colinérgicos, serotoninérgicos e dopaminérgicos do SNE. Ensaios
funcionais em tecido isolado (ROTH et. al.,, 1978; PERTWEE et. al., 1996), estudos
eletrofisioldgicos (LOPEZ-REDONDO et. al., 1997; HONS et. al. 2013), imunohistoquimicos
(COUTTS et. al., 2002; HONS et. al., 2013) e farmacoldgicos (DARMANI et. al., 2003;
HORNBY; PROUTY, 2004) atribuem a ativacdo de receptores CB1 pré-sinapticos a inibicéo
da liberagdo dos neurotransmissores excitatorios, como a acetilcolina, em eferéncias vagais, da
serotonina a partir de ECC e da ACh, da SP e do VIP em neurdnios motores do PM
respectivamente. Tal inibicdo tanto em direcdo ascendente (oral) quanto descendente (aboral)
acarreta em ultima instancia um efeito antipropulsivo, diminuicdo da peristalse intestinal
(1Zz0O; COUTS, 2005; PERTWEE, 2001), diminuicdo do esvaziamento e aumento de
relaxamento receptivo gastrico decorrentes da diminuicdo das pressdes intragastrica e aumento
da sensibilidade e desconforto relacionados as alteragdes funcionais do TGl (HORNBY;
PROUTY, 2004). Esse efeito compromete a coordenacdo do reflexo peristaltico intestinal
(GRIDER et. al., 2009).

Agonistas canabindides inibem a liberacdo de acetilcolina e a contracdo muscular
induzida por corrente elétrica (PERTWEE, 2001). Em nivel molecular a ativacdo de receptores
CB: atraves do acoplamento a proteina Gio (PERTWEE, 2001) promove uma reducdo da
amplitude dos potenciais pds-sinapticos excitatorios rapidos (HONS et al., 2013) e lentos (FAN,
1995) e uma hiperpolarizacdo neuronal através da diminuicdo da entrada de calcio e aumento
das condutancias de potassio (KREITZER; REGHR, 2001). Dessa forma o bloqueio dos canais
de potassio promove uma despolarizacdo e aumento da excitabilidade das células musculares

lisas intestinais.

Da coordenacdo entre esvaziamento gastrico e transito Gl teremos um funcionamento
adequado do TGI ou disfungdes intestinais relacionadas a motilidade gastrintestinal. A
utilizacdo de farmacos com agdo sobre a neurotransmissdo, psicotrépicos, antidepressivos,
analgésicos opidides, entre outros, tém entre seus efeitos colaterais mais proeminentes
alteracdes do transito gastrintestinal. Esses farmacos agem diretamente na regulacéo do transito
Gl pelo SNE liberando ou bloqueando a atividade dos neurotransmissores inibitorios ou
excitatorios no TGI e indiretamente ao modular a expressdo de receptores locais através de
alcas de feedback entre 0 SNC e 0 SNE (ANNERINO, 2012).

No presente estudo foi abordada a constipacdo induzida por antipsicoticos em especial
pela clozapina, devido a elevada prevaléncia deste efeito colateral associado ao uso dessa classe

medicamentosa, 0 que acarreta piora na qualidade de vida nesse grupo de pacientes e aumento
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de gastos com o manejo clinico dessa condi¢do além do risco potencial associado a sua

ocorréncia.

1.2.Antipsicoticos e Inibicdo do TGl

A utilizacdo de antipsicoticos (AP) para o tratamento da esquizofrenia data do inicio da
década de 1950 (DELAY, 1952). O controle dos sintomas e a prevenc¢do de crises promovidas
pelos AP proporcionou a mudancga do paradigma manicomial no tratamento da esquizofrenia

para seu manejo em servigos de base comunitaria (MULLER; KENNEDY, 2006).

Os AP dividem-se em de primeira geracao ou tipicos, e de segunda geracao ou atipicos.
Essa classificagdo baseia-se na propensdo dos diferentes AP em causar efeitos colaterais
especificos e/ou modular a atividade de receptores especificos no SNC (BARONDES et. al.,
1997; MULLER; KENNEDY, 2006).

Sdo farmacos antipsicoticos de primeira geracdo (APG), a clorpromazina, a
levopromazina, a flufenazina, a piperazina, o haloperidol, a tioridazina, o clorprotixeno, o
flupentixol, a pipamperona, e a pimozida. Os antipsicoticos de segunda geracdo (ASG)
consistem na clozapina, risperidona, amissulpirida, olanzapina, quetiapina, ziprazidona e o

aripiprazol (em ordem cronolégica do desenvolvimento).

Os APG sdo potentes bloqueadores de receptores dopaminérgicos D2 (DRD2) centrais e
tem seu uso na clinica limitado pela ocorréncia de reacdes adversas do tipo extrapiramidais
como discinesia tardia, acatisia, bradicinesia ou sindrome neuroléptica maligna e piora dos
sintomas negativos da esquizofrenia devido ao blogueio dopaminérgico em neurénios
mesocorticais e do nigroestriatum, respectivamente (ABI-DARGHAM, 2004; JAFFARI et. al.,
2012; JUST, 2015).

Os ASG possuem maior afinidade por receptores 5-HT2aem relagéo aos receptores DRD2
caracterizada por uma constante de Melzert igual ou superior a 1,12 (JUST, 2015). Os
antipsicoticos atipicos apresentam maior seletividade para bloquear 0s receptores
dopaminérgicos D2 mesolimbicos responsaveis pelos sintomas positivos da esquizofrenia,
(alucinacdes e delirios). Tal seletividade caracteristica dos ASG evita a deplecdo dopaminérgica
em outras areas do SNC como a nigroestriatal responsavel pela inducdo de reacOes
extrapiramidais. Sua constante de dissociacao (Kd) para receptores DRD?2 ¢ inferior ao Kd para



27

a dopamina, o que lhes confere propriedades estabilizadoras do humor no tratamento do
transtorno bipolar (JUST, 2015). O bloqueio de hétero ou de autorreceptores serotoninérgicos
5-HT2a e 5-HT1a, respectivamente promove 0 aumento da atividade dopaminérgica nas vias
mesocorticais e melhora dos sintomas negativos e cognitivos da esquizofrenia. O aumento da
atividade dopaminérgica na via nigroestriatal reduz o risco de ocorréncia da sindrome
neuroléptica maligna (JUST,2015). A eficdcia dos ASG no tratamento dos transtornos
psicéticos também parece estar relacionada ao bloqueio de receptores histaminérgicos H1,
adrenérgicos al e colinérgicos muscarinicos M1 (RAChM1) centrais. (JAFFARI et. al., 2012).
No entanto, devido ao seu amplo espectro de acGes em diferentes vias de neurotransmissao, 0s
ASG apresentam um grande leque de efeitos colaterais nos mais diversos sistemas organicos.

Enfocaremos nesta pesquisa suas a¢6es sobre a fungdo motora GI (PHILPOTT et. al., 2014).

Usuarios de AP apresentam risco de desenvolver constipacdo duas vezes maior que ndo
usuarios, de maneira tempo dependente (HAYES; GIBLER, 1995; POTTER, 1989; TALLEY,
2003). Staniland e Taylor (2000), relatam taxas de incidéncia de 25% comparadas a 1,5% com
uso de placebo. Palmer et. al. (2008), descreveram 102 casos de efeitos adversos
gastrointestinais dos quais 28 foram fatais. A mortalidade associada a disfun¢do Gl pode ser
maior que aquela relacionada a agranulocitose a depender da gravidade, detec¢do e tratamento
precoce (DE HERT et. al., 2011b; HIBBARD et. al., 2009; LEVIN, 2002; REGE, 2008).
Estima-se a incidéncia de constipacdo relacionada ao uso de antipsicéticos em 1 de cada 3
pacientes e um custo anual de U$ 40000 com o tratamento desse efeito colateral em hospital
universitario psiquiatrico (DE HERT et. al., 2011a).

A constipacdo é um efeito colateral descrito dos ASG e estd relacionado com sua
afinidade por receptores colinérgicos muscarinicos. Em casos severos pode progredir para ileo
paralitico, isquemia mesentérica e ébitos devido a sepse e a perfuracdo intestinal (NIELSEN;
MEYER, 2012). A associacdo entre APG e agentes anticolinérgicos, para tratar efeitos
colaterais extrapiramidais, aumentam o risco de morbidade e a incidéncia de efeitos sobre o
TGI neste grupo especifico de pacientes (PEYRIERE et. al., 2009).



28

1.3 Clozapina

A clozapina (Figura 5) € um antipsicotico atipico, classificado como um
dibenzodiazepinico e apresenta menos efeitos colaterais extrapiramidais quando comparado a
outros AP. E utilizada no manejo de condices psiquiatricas como esquizofrenia ou transtornos
psicoticos resistentes ao tratamento (ERT), mania grave com delirios e alucinacdes refrataria
ao tratamento com estabilizadores do humor, retardo mental com sintomas psicoticos,
transtorno de personalidade borderline, tendéncias suicidas em pacientes psicéticos, entre
outras condi¢bes. (MELTZER et. al., 1989; MELTZER, 2012). A ERT ¢ caracterizada pela
auséncia de resposta a dois diferentes AP utilizados em doses plenas por aproximadamente 6 a

8 semanas.

S

Figura 5 — Formula estrutural molecular da clozapina.

A clozapina reduz a taxa de mortalidade na esquizofrenia severa diminuindo a incidéncia
de suicidios nestes pacientes, no entanto aumenta a mortalidade por doencas cardiovasculares
(KECK et. al., 2000; BROWN et. al., 2010; MURRAY, 2013). O sucesso do tratamento com a
clozapina depende da tolerabilidade ao seu uso cronico, o qual na maioria das vezes é
comprometido pela ocorréncia de efeitos adversos comuns como sedagéo, constipacao, tontura,
fadiga ou hipotenséo postural (STANNILAND; TAYLOR, 2000)
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A clozapina apresenta afinidade moderada baixa para receptores D1 (JANN, 1991), baixa
afinidade para receptores D2 e D3 (comparado a outros AP), no entanto tem alta afinidade para
receptores D4 (ASHBY; WANG, 1996). A clozapina também possui alta afinidade para
receptores serotoninérgicos 5-HT1C e 5-HT2A e 5-HT2C e moderada afinidade para receptores
5-HT3 (ASHBY; WANG, 1996), adrenérgicos al e a2, colinérgicos muscarinicos M1 e M4 e
histaminérgicos H1 (BALDESSARINI; FRANENBURG, 1991; KAHN et. al., 1993;
SANYAL; VAN TOL, 1997; BOLDEN et. al., 1992).

De acordo com Asenjo et. al. (2010),

O amplo perfil farmacodindmico da clozapina favorece seu uso em casos de
esquizofrenia resistentes aos demais antipsicoticos com menor incidéncia de efeitos
extrapiramidais. No entanto também limita seu uso prolongado devido a ocorréncia
de efeitos adversos potencialmente fatais com taxas de abandono acima de 17% em

pacientes tratados com clozapina devido a efeitos adversos.

Em contraste aos AP com alta afinidade pelos receptores D2, a clozapina apresenta baixa
propensdo a induzir sintomas extrapiramidais (DIVAC et. al., 2014). Contudo a clozapina esta
associada a uma ampla gama de efeitos adversos em multiplos sistemas e potencialmente fatais
(FITZSIMONS et. al., 2005), dentre os quais podemos citar: Agranulocitose, neutropenia,
eosinofilia (ROGE etal., 2012; COHEN et. al., 2012; VERBELEN; LEWIS, 2015),
cardiomiopatia, pericardite, prolongamento de QT, morte subita (KECK et. al., 2000; BROWN
et. al.,, 2010; LEUNG et. al., 2012; MURRAY, 2013); convulsdes e sindrome neuroléptica
maligna (MURRI et. al., 2015; WILLIAMS; PARK, 2015), sindrome metabolica, diabetes,
dislipidemia e ganho de peso (CASEY, 2005; LU et. al.,, 2015; McEVOY et. al., 2005;
NEWCOMER, 2005), hematémese, constipacao, esofagite, isquemia intestinal, reducdo do
esvaziamento gastrico, ileo paralitico, pseudo obstrucdo intestinal, peritonite e perfuracdo
intestinal (McKINNON et. al., 2009).

A agranulocitose, desenvolvida em 0,8% dos pacientes tratados com clozapina, torna essa
droga reservada apenas para casos resistentes a outras medicacdes (VERBELEN; LEWIS,
2015). Trata-se de uma condicdo hematologica na qual o numero de neutrofilos fica reduzido

para menos de 500 céls/mm? deixando o paciente susceptivel a infe¢des fatais em 2 a 4% dos
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casos (COHEN et. al., 2012). E uma condicdo que ndo se relaciona com a dose utilizada e
poucos fatores de risco foram identificados. 80% dos casos de agranulocitose ocorrem nos
primeiros 18 meses de uso e seu risco reduz em 10 vezes ap0s 0 primeiro ano de uso
(VERBELEN; LEWIS, 2015). Dessa forma sua prevencdo e detec¢éo precoce exige contagem

de células sanguineas periodicamente durante o tratamento com a clozapina.

A eosinofilia associada ao uso da clozapina pode se manifestar de forma transiente e
benigna em 0,2 a 61% dos pacientes nas 4 primeiras semanas de tratamento ou pode estar
associada a lesdo em 6rgéo especifico como miocardite, pancreatite, hepatite, nefrite ou efusdes
pleurais. A eosinofilia pode ainda ser fator preditor de evolucdo para neutropenia. Sua
fisiopatologia parece estar relacionada a reagéo de hipersensibilidade mediada por IgE (ANEJA
et. al., 2015).

O aumento dos fatores de risco para doencas cardiovasculares com o uso da clozapina
(CASEY, 2005) relaciona-se a modificacdes no metabolismo energético (aumento do colesterol
total e triglicérides) secundarias a alteragdes nos niveis séricos de adipocitocinas (aumento de
leptina e diminuicdo da adiponectina) e da diminuicdo da grelina plasmatica total. (LU et. al.,
2015).

O efeito do ganho de peso induzido pela clozapina pode ser observado apds tratamento a
curto e longo prazo (WHITNEY et. al., 2015). O mecanismo pelo qual a clozapina induz o
ganho de peso e o desenvolvimento de sindrome metabdlica ainda ndo é conhecido
(REYNOLDS; KIRK, 2010; WHITNEY et. al., 2015), contudo envolve a participacdo de

receptores adrenérgicos, histaminérgicos e serotoninérgicos (ROERIG et. al., 2011)

O mecanismo de ac¢do atipico da clozapina confere a essa droga entre outros efeitos
adversos um aumento no risco para ocorréncia de convulsdes tonico-clonicas da ordem de 5%
a cada ano de uso. A ocorréncia de convulsdes relaciona-se a dose total diaria de clozapina (a
partir de 600 mg/d), aos niveis séricos em torno de 1300 ng/ml e ao aumento rapido na dose
administrada. A clozapina é metabolizada pelas enzimas do citocromo P450 CYP1A2. A
variacdo do perfil farmacocinético interindividual influencia na ocorréncia de efeitos adversos.
Individuos metabolizadores lentos da clozapina sdo mais propensos a desenvolver quadros
convulsivos. O acido valproico é a droga antiepiléptica (DAE) de escolha para 0 manejo das
convulsdes induzidas pela clozapina, no entanto existem diversos relatos do uso com sucesso
de outras DAE. Ainda ndo ha um consenso sobre o mecanismo etiolégico das convulsdes

induzidas pela clozapina e mais estudos sdo necessarios (WILLIAMS; PARK, 2015).
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A sindrome neuroléptica maligna (SNM) trata-se de um efeito adverso raro e
potencialmente fatal dos antipsicéticos sobre o sistema nervoso central. Apresenta-se
tipicamente com rigidez, tremores, febre, hiperatividade simpatica, altera¢fes do estado mental,
leucocitose e elevacdo dos niveis séricos de creatinofosfoquinase (CPK). Os ASG foram
considerados inicialmente isentos do risco de desenvolvimento da SNM, no entanto, conforme
seu uso se difundiu, surgiram relatos de caso de SNM relacionados ao seu uso na clinica. A
clozapina esté relacionada com a ocorréncia de quadros semelhantes, porém com apresentacdes
atipicas nas quais os sinais tipicos acima relacionados podem estar ausentes ou atenuados
(MURRI et. al., 2015)

O antagonismo serotoninérgico diretamente a nivel de ganglios intramurais no SNE e o
blogueio colinérgico sobre as eferéncias vagais colinérgicas, oriundas do DMV, induzido pela
clozapina reduz a atividade dos neurdnios pdés-ganglionares serotoninérgicos e colinérgicos e

consequentemente a fungédo motora Gl (BOLDEN, 1991).

A constipacdo tem sido relatada em 25 a 60% dos pacientes tratados com clozapina
(POTTER et. al., 1989; CENTORRINO et. al., 1994; LIEBERMAN et al., 1994; HAYES;
GIBLER, 1995; YOUNG et. al.,1998; MELTZER et. al., 2003; DE HERT et. al., 2011a; 2011b;
FLANAGAN et. al.,, 2011) e em casos severos pode ser fatal. Contudo o mecanismo
farmacodindmico envolvido na sua génese ainda é pouco compreendido (REGE et. al., 2008;
DE HERT et. al., 2011b).

Baptista et. al., 2015 descreve a constipacdo relacionada a uma sindrome de
hipomotilidade Gl generalizada a qual quando complicada pode acarretar ileo paralitico,
isquemia intestinal e morte secundéria a sepse e perfuracdo intestinal (BAPTISTA et. al., 2015).
Uma série histdrica entre 1996 e 2007 acompanhou 26720 pacientes e detectou 123 casos de
ileo paralitico e detectou um risco aumentado para tal desfecho associado ao uso da clozapina
(NIELSEN; MEYER, 2012). A mortalidade associada a constipacdo induzida pela clozapina
pode chegar a 27,5% nos casos de severa constipacdo, uma incidéncia superior aquela
relacionada ao tratamento com outros AP e & agranulocitose (PEYRIERE et. al., 2009; DE
HERT et. al., 2011a; DE HERT et. al., 2011b; COHEN et. al., 2012; NIELSEN; MEYER, 2012;
BAPTISTA et. al., 2015). Baptista et. al. 2015, demonstrou através de testes diagndsticos de
transito colénico em pacientes esquizofrénicos em tratamento com clozapina apresentavam
maior prevaléncia de hipomotilidade GI em relagdo aqueles tratados com outros AP
(BAPTISTA et. al., 2015).
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O entendimento sobre a fisiopatologia dos efeitos adversos da clozapina sobre 0 TGl e 0s
mecanismos farmacodindmicos e farmacocinéticos da clozapina envolvidos na sua génese
orientam 0 manejo e a minimizacdo de suas complicagdes gastrintestinais. OrientacOes
dietéticas sobre maior ingesta de fibras e liquidos e de combate ao sedentarismo sdo medidas
seguras e efetivas na prevencdo e manejo da constipacdo leve. O uso de laxativos como o
hidréxido de magnésio e a lactulona sdo indicados no tratamento agudo dos sintomas causados
pela dismotilidade no TGI. Em casos mais severos de constipacdo o uso de agentes estimulantes
catarticos como o bisacodil, a senna ou enemas podem ser usados por curto periodo de tempo
(YOUNG et. al., 1997; 1998). O uso do betanecol, um agente inibidor da colinesterase, esta
associado a melhora da funcdo intestinal e reducdo nas doses de laxativos/catarticos no manejo
da constipacdo severa no entanto seu uso é limitado pela ocorréncia de efeitos colinérgicos
importantes e potencialmente fatais (POTTER; STEWART, 2013). Em casos potencialmente
fatais de complicacBes Gl a rapida descontinuacdo do tratamento e reintroducdo gradual da
clozapina, apos resolucdo do quadro, ou sua associagdo com outros agentes antipsicoticos, a
fim de diminuir a dose necessaria, pode ser a unica alternativa o que pode levar a piora do
estado funcional e cognitivo dos pacientes (POTTER; STEWART, 2013). Novos agentes estdo

sendo desenvolvidos para o tratamento da constipacéo cronica e refrataria ao uso de laxativos.

Os agonistas de receptores da guanilato ciclase como o Linaclotide estimulam a secregéo
luminal e aumento reflexo da peristalse intestinal (CHEY et. al., 2012; RAO et. al., 2012).
Agonistas seletivos 5-HT4, como o Tegaserod e a Prucaloprida aceleram o transito colénico e
diminuem o desconforto relacionado a constipacdo (CAMILLERI et. al., 2010). Mais
recentemente a Lubiprostona, um acido graxo biciclico derivado prostandide vem sendo
indicado no tratamento da constipacdo associada a sindrome do intestino irritavel e ao uso
crénico de opidides com bons resultados, agindo atraves do aumento da secrecdo intestinal de
ions cloreto e aumento da peristalse intestinal (WILSON; SCHEY, 2015).

O uso de medicacdes para tratar os efeitos colaterais da clozapina leva a polifarmacia e
torna esse grupo de pacientes polimedicados e de dificil manejo na clinica. De todas as drogas
usadas para tratar efeitos colaterais relacionados ao uso da clozapina 38 % sao para o tratamento
da constipacdo (McKEAN; VELLA-BRINCAT, 2011)
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1.4. Justificativa

Apesar da gama de efeitos colaterais associados ao seu uso, a clozapina é ainda hoje, entre
0s ASG, a medicacdo dotada de grande eficacia e poder resolutivo no tratamento da
esquizofrenia e transtornos esquizoafetivos refratarios e ndo refratarios (KHAN et. al., 1993;
SZOTA et. al., 2013) .

Em torno de 30% dos pacientes com esquizofrenia vdo preencher o critério para ERT,
dos quais 50-60% responderdo ao tratamento com clozapina com tempo de resposta variavel de
6 meses a 1 ano (LALLY; McCABE, 2015). A ERT representa hoje importante paradigma no
manejo da esquizofrenia, implica pior prognoéstico, pobre qualidade de vida, aumento na
utilizacdo de servicos de saude, polimedicacdo e maior grau de dependéncia de terceiros
(NAKAJIMA et. al. 2015), o que justifica a utilizagdo da clozapina ainda nos dias de hoje.

Apesar de sua fundamental importancia no manejo de casos severos de transtornos
psicéticos, em 2008 a clozapina era responsavel por 8% do mercado dos AP nos EUA, enquanto
estimava-se uma prevaléncia de 40% de pacientes deste mercado tinham indicagdo para sua
utilizacdo (MELTZER, 2012). Esses numeros demonstram a pouca utilizacdo ou uma utilizacao
de maneira tardia da clozapina em casos nos quais ela teoricamente seria a Gltima ou a Unica
opcéo terapéutica. Ainda hoje a clozapina é uma droga subutilizada e um dos maiores motivos
para tal seriam os seus efeitos colaterais potencialmente fatais, apesar de raros e a falta de
seguranca dos prescritores em monitorizar sua ocorréncia e seu manejo adequado
(TUNGARAZA; FAROOQ, 2015). Todo esforco deve ser feito no sentido de favorecer sua
utilizacdo precoce e continuidade terapéutica (WILLIAMS; PARK, 2015).

Diante do exposto, no presente estudo buscou-se abordar a constipa¢do associada ao uso
da clozapina do ponto de vista farmacodindmico. E dessa forma contribuir para a elucidacéo do
mecanismo de acdo da clozapina sobre o transito gastrintestinal, sugerir uma abordagem
farmacoldgica mais segura e eficaz para tratar e/ou prevenir a constipacao relacionada ao uso

da clozapina na clinica.



OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Estudar atraves da utilizacdo de ferramentas farmacologicas possiveis mecanismos de

acao da clozapina sobre o transito GI em camundongos.

2.2. Especificos

e Avaliar o envolvimento das vias neurotransmissoras excitatorias (colinérgica,
serotoninérgica e TRPA1) e inibitdrias (dopaminérgica, opidide, de canais de potassio
sensiveis ao ATP, do dxido nitrico e endocanabinoide) da motilidade GI com a atividade
da clozapina sobre o transito intestinal em camundongos,

e Avaliar a atividade da clozapina e da via endocanabindide sobre a excrecdo de pelotas
fecais em camundongos.



MATERIAIS E METODOS




3. MATERIAIS

3.1. Animais experimentais
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Foram utilizados camundongos Swiss machos, pesando entre 25-30g, provenientes do

Biotério Central da UFC. Estes foram mantidos em caixas de polipropileno, a temperatura de

24+2°C, recebendo racdo padrdo e agua a vontade. Os animais foram mantidos em jejum de

racao por 12 h, antes da realizagdo dos experimentos.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa Animal (CEPA), da

Universidade Federal do Ceard (UFC) sob o numero de protocolo — NS 57/2014.

3.2 Aparelhos

Aparelhos

Balanca para animais (modelo MF-6)
Balanca analitica (mod. AX-200)
Estufa (mod. NV1.2)

Pipetas automaticas

3.3 Drogas e Reagentes

Droga e Reagente

Cloridrato de 5-Hidroxitriptamina (5-HT)
Alil isotiocianato, 1,013 g/ml (AITC)
AM251

Bromidrato de Neostigmina

Carvao ativado

Clozapina (Leponex®)

Dimetilssulfoxido (DMSO)

Origem

Filizola, Brasil
Shimadzu, Japao
Nevoni, Brasil

Jencons Scientific Inc., USA

Origem
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA

Vetec

Novartis

Sigma, USA
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Domperidona (Domperix®) Eurofarma
Glibenclamida Sigma, USA
Goma arébica Vetec
N-nitro-L-arginina-metilester (L-NAME) Sigma, USA
Naloxona 1 mg/ml (Narcan®) Sigma, USA
Tiopental sodico Cristélia

Quanto as diluicbes foi utilizada agua destilada para diluir o cloridrato de 5-
hidroxitriptamina, o bromidrato de neostigmina, a clozapina, a domperidona, o L-NAME e o

tiopental sddico, enquanto o AM251 e a glibenclamda foram diluidos em DMSO.

4, METODOS

4.1. Avaliacao do transito gastrintestinal

A avaliacdo do transito intestinal foi feita através do teste de propulsao do carvéo ativado
(CASPASSO et. al., 1976) conforme descrito a seguir.

4.1.1. Efeito da clozapina sobre o transito gastrintestinal em camundongos.

Camundongos divididos em grupos (n=8), foram tratados, por via oral, com veiculo (dgua
destilada, 10ml/kg) ou clozapina 2,5; 5; 10 e 20 mg/Kg. Apos 45 min foi administrado, por via
oral, 0,2 ml do marcador (10% de carvéo ativado em 5% de goma arabica). Ap6s 20 min, da
administracdo do marcador, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical apos
sobredose de tiopental sddico (150 mg/Kg, i.p.), 0 estdbmago e intestino retirados (piloro até a
valvula ileo cecal) e determinada a distancia percorrida pelo marcador. O transito gastrintestinal
foi expresso em porcentagem em relagdo ao comprimento total do intestino e aquele percorrido
pelo marcador.

Transito gastrintestinal (%) = Distancia percorrida pelo marcador/Comprimento do

intestino delgado x 100.
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A escolha das doses da clozapina (2,5; 5; 10 e 20 mg/Kg) foi inicialmente baseada pelo
estudo de Li et al (2000). A dose de clozapina utilizada nos experimentos subsequentes (10
mg/kg) foi a menor dose com efeito inibitorio significativo sobre o transito intestinal em

camundongos conforme descrito adiante.

4.1.2. Avaliacdo do efeito dos receptores colinérgicos sobre a inibicdo do transito

gastrintestinal induzido por clozapina em camundongos.

Camundongos divididos em grupos (n=8) foram tratados com veiculo (agua destilada,
10ml/kg), clozapina (10 mg/kg p.o.) ou um anticolinesterasico, a neostigmina (1 mg/kg, i.p.),
45 minutos antes da administracdo do marcador. Apos 20 min, da administracdo do marcador,
os animais foram sacrificados e o transito Gl determinado de acordo com o descrito no item
4.1.1.

Para avaliacdo da participacdo dos receptores colinérgicos no mecanismo de acdo da
clozapina, grupos de animais foram pré-tratados com neostigmina (1 mg/kg, i.p.). 15 minutos

antes da administracdo da clozapina (10mg/kg, v.0.).

4.1.3. Investigacdo da participacdo da serotonina (5-HT) sobre a inibi¢do do transito

gastrintestinal induzido por clozapina em camundongos.

Camundongos divididos em grupos (n=8) foram tratados com veiculo (agua destilada,
10ml/kg), clozapina (10mg/kg v.0.) ou 5-HT (10mg/kg v.0), 45min antes da administracdo do
marcador. Apos 20 min, da administracdo do marcador, os animais foram sacrificados e 0
transito GI determinado de acordo com o descrito no item 4.1.1.

Para avaliacdo da participacao dos receptores 5-HT no mecanismo de acéo da clozapina,
grupos de animais foram tratados com 5-HT (10mg/kg, v.0.) 30 min. antes da administracdo da

clozapina (10mg/kg v.0.).
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4.1.4. Avaliacdo da participacdo dos receptores TRPAL sobre a inibicdo do transito

gastrintestinal induzido por clozapina em camundongos.

Camundongos divididos em grupos (n=8) foram tratados com veiculo (agua destilada,
10ml/kg), clozapina (CLZ, 10 mg/kg, v.0.) ou alil isotiocianato (AITC, 10mg/kg, v.0.), um
agonista do receptor de potencial transiente ankirina 1 (TRPAL), 45 min antes da administragéo
do marcador. 20 min apo6s a administracdo do marcador, os animais foram sacrificados e o
transito GI determinado de acordo com o descrito no item 4.1.1.

Para avaliacdo da participacdo dos receptores TRPAL no mecanismo de acdo da
clozapina, grupos de animais foram pré-tratados com AITC (10mg/kg, v.0.) antes do tratamento
com CLZ (10 mg/kg v.0.).

4.1.5. Avaliacdo do efeito dos receptores dopaminérgicos sobre a inibicdo do transito

gastrintestinal induzido por clozapina em camundongos.

Camundongos divididos em grupos (n=8),foram tratados com veiculo (agua destilada,
10ml/kg), clozapina (10 mg/kg v.0.) ou domperidona (20mg/kg, v.0.), um antagonista periférico
dos receptores dopaminérgicos D2 e D3, 45 min antes da administragdo do marcador. Ap6s 20
min, da administracdo do marcador, os animais foram sacrificados e o transito GI determinado
de acordo com o descrito no item 4.1.1.

Para avaliacdo da participacdo dos receptores dopaminérgicos no mecanismo de a¢do da
clozapina grupos de animais foram pre-tratados com domperidona (20mg/kg, v.0.), um
antagonista dos receptores periféricos de dopamina D2 e D3, 30 minutos antes do tratamento

com clozapina (10mg/kg, v.0.).

4.1.6. Avaliacdo da atividade da 6xido nitrico sintase (NOS) sobre o retardo do transito

gastrintestinal induzido por clozapina em camundongos.

Camundongos divididos em grupos (n=8) foram tratados com veiculo (agua destilada,
10ml/kg) ou clozapina (10 mg/kg p.0.). 45 min antes da administragdo do marcador ou com o

inibidor da enzima Oxido nitrico sintase, L-NAME (80 mg/kg, i.p.), um falso substrato da
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enzima NOS, 30 minutos antes da administracdo do marcador. Os animais foram sacrificados
e o transito Gl determinado de acordo com o descrito no item 4.1.1.

Para avaliacdo da participacdo da NOS no mecanismo de agédo da clozapina grupos de
animais foram pré-tratados com L-NAME (80 mg/kg, i.p.) 15 min antes da administracéo de

clozapina (10 mg/kg, v.0.).

4.1.7. Avaliacdo do efeito dos receptores opidides sobre a inibicdo do transito

gastrintestinal induzido por clozapina em camundongos.

Camundongos divididos em grupos (n=8) foram tratados com veiculo (agua destilada,
10ml/kg), clozapina (10 mg/kg v.0.) 45 min. ou com o antagonista opidide, a naloxona (2 mg/kg
s.c.) 30 min. antes da administracdo do marcador. Ap6s 20 min, da administracdo do marcador,
os animais foram sacrificados e o transito Gl determinado de acordo com o descrito no item
4.1.1.

Para avaliacdo da participacdo dos receptores opidides no mecanismo de acdo da
clozapina grupos de animais foram pré-tratados com o antagonista opidide, naloxona (2 mg/kg,

s.c.), 15 min antes do tratamento com clozapina (10 mg/kg, v.0.).

4.1.8. Avaliacdo da participacéo dos canais de potassio sensiveis ao ATP sobre o retardo

do transito gastrintestinal induzido por clozapina em camundongos.

Camundongos divididos em grupos (n=8) foram tratados com veiculo (agua destilada,
10ml/kg) ou clozapina (10 mg/kg v.0.) 45 min. antes ou com o blogueador de canais de potassio
sensiveis ao ATP, a glibenclamida (5mg/kg i.p.) 30 min. antes da administracdo do marcador.
Apo6s 20 min. da administracdo do marcador, os animais foram sacrificados e o transito Gl
determinado de acordo com o descrito no item 4.1.1.

Para avaliacdo da participacdo dos canais de potéssio sensiveis ao ATP no mecanismo de
acdo da clozapina grupos de animais foram pré-tratados com glibenclamida (10 mg/kg, v.0.) 15

min. antes do tratamento com clozapina (10 mg/kg, v.0.).
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4.1.9. Avaliacéo do efeito dos receptores canabindides CB1 sobre o retardo do transito

gastrintestinal induzido por clozapina em camundongos.

Camundongos divididos em grupos (n=8) foram tratados com veiculo (agua destilada,
10ml/kg), clozapina (10 mg/kg v.0.) ou com o0 antagonista dos receptores canabinodides CB1, o
AM251 (1mg/kg, 1.p.), 45 min antes da administracdo do marcador do transito gastrintestinal.
Apo6s 20 min, da administracdo do marcador, os animais foram sacrificados e o transito Gl
determinado de acordo com o descrito no item 4.1.1.

Para avaliacdo da participacdo dos receptores CB1 no mecanismo de acdo da clozapina
grupos de animais foram pré-tratados com AM251 (1mg/Kkg, i.p.) 15 min antes do tratamento

com clozapina (10 mg/kg, v.0.).

4.2. Avaliacdo da excrecao de pelotas fecais

4.2.1. Efeito da clozapina e do AM251 sobre a excrecdo de pelotas fecais em camundongos

A excrecdo de pelotas fecais foi avaliada em camundongos alimentados que foram
tratados com veiculo (controle), clozapina (10 mg/kg, v.0.), AM251 (1 mg/Kkg, i.p.) ou clozapina
e AM251 em combinacdo. As doses administradas nesse experimento foram escolhidas
baseadas nas quais a inibicdo do transito gastrintestinal induzida pela clozapina foi quase
totalmente revertida apds pré-tratamento com AM251. Apds os tratamentos, animais divididos
em grupos (n=8) foram colocados em gaiolas experimentais limpas e as fezes expelidas
cumulativamente durante 3 horas foram registradas e tiveram seu peso seco e Umido
determinados em miligramas (mg). Para minimizar a evaporacdo e a coprofagia, as pelotas
fecais excretadas foram coletadas em intervalos de 1 hora, pesadas (peso tmido em mg) e apds
desidratacdo em estufa (50°C, 6h) pesadas novamente (peso seco em mg). A excrecdo fecal
cumulativa em 3 horas foi registrada ao final do periodo experimental. Como marcador da
funcdo secretdria foi determinado o conteldo fluido das fezes e sua percentagem foi

determinada de acordo com a seguinte equagao:

Contetdo fluido fecal (em%) = 100 x (peso Umido — peso seco) / peso umido



43

5. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). Para
analisar a significancia das diferengas entre os grupos foi utilizada a ANOVA, seguida da

aplicacdo do pos-teste de Student Newman Keuls, sendo considerado significativo um p<0,05.



RESULTADOS
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6. RESULTADOS

6.1. Avaliagéo do transito gastrintestinal

6.1.1. Efeito da clozapina sobre o transito gastrintestinal em camundongos

De acordo como os resultados descritos na tabela 1 e na figura 6 a clozapina,
administrada na dose de 10 e 20 mg/Kg v.o., foi capaz de reduzir significativamente (p<0,05)
0 transito gastrintestinal para 27,41 + 2,09 e 21,87 + 1,57%, respectivamente, correspondendo a

uma reducdo de 50,92 e 60,8% quando comparados ao veiculo (55,85 + 1,26 %).

Tabela 1 — Efeito da clozapina sobre o transito gastrintestinal em camundongos.

Grupos Dose (mg/Kg v.0.) % de transito gastrintestinal
Veiculo - 55,85 + 1,96
Clozapina 2,5 53,03+ 2,85

5 48,32 £ 2,52

10 27,41 + 2,09*

20 21,87 +1,57*

Os valores estdo expressos como média + E.P.M do percentual de transito GI. Veiculo (agua
destilada, 10mL/kg, v.0.), clozapina (2,5; 5; 10 e 20 mg/kg, v.0.) foram administradas 45 min
antes da administracdo do marcador. O transito Gl foi determinado 20 min. apés a

administracéo do marcador. * P < 0,05 vs. veiculo (ANOVA seguida do Teste Student Newman
Keuls).
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Figura 6 — Efeito da clozapina sobre o transito intestinal em camundongos. Os valores
estdo expressos como media + E.P.M do percentual de transito Gl. Veiculo (dgua destilada,
10mL/kg, v.0.), clozapina (2,5; 5; 10 e 20 mg/kg, v.0.) foram administradas 45 min antes da
administracdo do marcador. O transito Gl foi determinado 20 min. ap6s a administracdo do

marcador. * P < 0,05 vs. veiculo (ANOVA seguida do Teste de Student Newman Keuls).
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6.1.2. Avaliacdo do efeito dos receptores colinérgicos sobre a inibicdo do transito

gastrintestinal induzido por clozapina em camundongos.

A avaliacdo da participacdo dos receptores colinérgicos no mecanismo de acdo da
clozapina sobre o transito gastrintestinal estd demonstrada na tabela 2 e na figura 7.

O tratamento com neostigmina, um anticolinesterasico, na dose de 1 mg/Kg, i.p,
aumentou significativamente (P<0,05) a velocidade do transito gastrintestinal para 69,49 +
2,476% 0 que correspondeu a um aumento de 26,9% em relacdo ao veiculo (54,75 + 3,741 %).
O pré-tratamento com neostigmina (40,96 + 2,105%) foi capaz de inibir significativamente
(P<0,05) a reducdo do transito gastrintestinal induzida pela clozapina (28,06 + 3,145%).

6.1.3. Investigacdo da participacdo da serotonina (5-HT) na inibicdo do transito

gastrintestinal induzido por clozapina em camundongos.

A participagdo da serotonina no mecanismo de acdo da clozapina sobre tréansito
gastrintestinal estd demonstrada na tabela 3 e na figura 8.
O pré-tratamento com serotonina (50,40 + 2,28 %) foi capaz de inibir significativamente

(P<0,05) a reducdo do transito gastrintestinal induzida pela clozapina (27,41 + 2,09 %).

6.1.4. Avaliacdo da participacdo dos receptores TRPALl na inibicdo do transito

gastrintestinal induzido por clozapina em camundongos.

A participacdo dos receptores TRPA1L na reducdo do transito gastrintestinal induzida

pela clozapina estd demonstrada na tabela 4 e na figura 9.

O pre-tratamento com alilisotiocianato (37,56+2,847 %) foi capaz de inibir
significativamente (P<0,05) a reducdo do transito gastrintestinal induzida pela clozapina
(27,41+2,091 %).
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Tabela 2 - Avaliacéo do efeito dos receptores colinérgicos sobre a inibi¢do do transito

gastrintestinal induzido por clozapina em camundongos.

Grupos Dose (mg/Kg), via % de transito gastrintestinal
Veiculo - 54,75 £ 3,741
Clozapina 10, v.o. 28,00 + 3,145
Neostigmina 1,i.p. 69,49 £ 2,476°
Neostigmina + Clozapina 1,1i.p.; 10, v.o. 40,96 + 2,105%

Os valores estéo expressos como média + EPM do percentual de transito gastrintestinal. Veiculo
(dgua destilada, 10mL/kg, v.0.), clozapina (10 mg/Kg, v.0.) e neostigmina (1 mg/Kg, i.p.) foram
administradas 45 min. antes do marcador. Pré-tratamento com neostigmina (1 mg/Kg, i.p.) 15
min. antes da administracéo da clozapina (CLZ, 10 mg/Kg, v.0.). 2 P< 0,05 vs. veiculo, ° P <
0,05 vs. clozapina (ANOVA seguida do Teste de Student Newman Keuls).
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Figura 7 — Avaliacao do efeito dos receptores colinérgicos sobre a inibicdo do transito
gastrintestinal induzido por clozapina em camundongos. Os valores estdo expressos como
média = EPM do percentual de transito gastrintestinal. Veiculo (agua destilada, 10mL/kg, v.0.),
clozapina (CLZ, 10 mg/Kg, v.0.) e neostigmina (1 mg/Kg, i.p.) foram administradas 45 min.
antes do marcador. Pré-tratamento com neostigmina (1 mg/Kg, i.p.) 15 min. antes da

administracdo da CLZ (10 mg/Kg, v.0.). @ P < 0,05 vs. veiculo, ® P < 0,05 vs. clozapina
(ANOVA seguida do Teste de Student Newman Keuls).

Tabela 3 - Investigacdo da participacdo da serotonina (5-HT) na inibicdo do transito

gastrintestinal induzido por clozapina em camundongos.
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Grupos Dose (mg/Kg v.0.) % de transito gastrintestinal
Veiculo : 61,01+2,39
Clozapina 10 27,41+ 2,09
5-HT 10 76,56+2,352
5-HT + Clozapina 10; 10 50,40£2,282

Os valores estdo expressos como média + EPM do percentual de transito gastrintestinal. Veiculo
(dgua destilada, 10mL/kg, v.0.), clozapina (CLZ, 10 mg/kg, v.0.) e serotonina (5-HT, 10 mg/kg
v.0.) foram administradas 45min antes da administracdo do marcador. Pré-tratamento com 5-
HT (10 mg/kg v.0.) 30 min. antes da CLZ, 10 mg/kg, v.0. 2 P < 0,05 vs. veiculo, ® P < 0,05 vs.
clozapina. (ANOVA seguida do Teste de Student Newman Keuls).
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Figura 8 - Investigacdo da participacdo da serotonina (5-HT) na inibicdo do transito
gastrintestinal induzido por clozapina em camundongos. Os valores estdo expressos como
média + EPM do percentual de transito gastrintestinal. Veiculo (agua destilada, 10mL/kg, v.0.),
clozapina (CLZ, 10 mg/kg, v.0.) e serotonina (5-HT, 10 mg/kg v.0.) foram administradas 45min
antes da administracdo do marcador. Pré-tratamento com 5-HT (10 mg/kg v.0.) 30 min. antes

da CLZ (10 mg/kg, v.0.). 2 P < 0,05 vs. veiculo, ® P < 0,05 vs. clozapina. (ANOVA seguida do
Teste de Student Newman Keuls).

Tabela 4 — Investigacdo da participacdo dos receptores TRPAL na redugdo do transito
gastrintestinal induzido por clozapina em camundongos.
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Grupos Dose (mg/Kg v.0.) % de transito
gastrintestinal
Veiculo 61,01+2,396
Clozapina 10 27,41+ 2,091-
AITC 10 71,07+2,645*
AITC + Clozapina 10; 10 37,56+2,8474°

Os valores estdo expressos como média + EPM do percentual de transito gastrintestinal. Veiculo
(dgua destilada, 10mL/kg, v.0.), clozapina (CLZ, 10 mg/kg, v.0.) e alilisotiocianato (AITC)
foram administradas 45min antes da administracdo do marcador (carvao ativado). AITC (10

mg/kg v.0.) foi administrado 30 min antes do tratamento com CLZ (10 mg/kg, v.0.). 2 P < 0,05

vs. veiculo, ® P < 0,05 vs. CLZ 10 mg/kg v.0. (ANOVA seguida do Teste de Student Newman
Keuls).
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Figura 9 - Investigacdo da participacéo dos receptores TRPA1 na reducgdo do transito
gastrintestinal induzido por clozapina em camundongos. Os valores estdo expressos como
média + EPM do percentual de transito gastrintestinal. Veiculo (agua destilada, 10mL/kg, v.0.),
clozapina (CLZ, 10 mg/kg, v.0.) e alilisotiocianato (AITC) foram administradas 45min antes
da administragdo do marcador (carvéo ativado). AITC (10 mg/kg v.0.) foi administrado 30 min

antes do tratamento com CLZ (10 mg/kg, v.0.). 2 P < 0,05 vs veiculo, ® P < 0,05 vs CLZ 10
mg/kg v.0. (ANOVA seguida do Teste de Student Newman Keuls).

6.1.5. Avaliacdo do efeito dos receptores dopaminérgicos sobre a inibi¢do do transito

gastrintestinal induzida por clozapina em camundongos.
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A investigacdo da participacdo dos receptores dopaminérgicos no mecanismo de acao
da clozapina sobre o transito gastrintestinal esta demonstrada na tabela 5 e na figura 10.
O pré-tratamento com domperidona, 20 mg/kg (27,1 + 2,64), foi incapaz de bloquear a

reducdo do transito gastrintestinal induzida pela clozapina (24,78 + 1,95 %).

6.1.6. Avaliacdo da atividade da ¢xido nitrico sintase sobre a inibicdo do transito

gastrintestinal induzida por clozapina em camundongos.

A avaliacéo da participagdo do 6xido nitrico no mecanismo de agdo da clozapina sobre
o transito gastrintestinal est4 demonstrada na tabela 6 e na figura 11.
O pré-tratamento com L-NAME, 80mg/kg i.p (30,84 £ 5,29 %), foi incapaz de bloquear

a reducdo do transito gastrintestinal induzida pela clozapina (31,81 + 4,27 %).

6.1.7. Avaliacdo do efeito dos receptores opidides sobre a inibicdo do transito

gastrintestinal induzida por clozapina em camundongos.

A investigacdo sobre a participacdo dos receptores opidides no mecanismo de acdo da
clozapina sobre o transito gastrintestinal esta demonstrada na tabela 7 e na figura 12.
O pré tratamento com a naloxona, 2 mg/kg s.c. (34,58 + 2,96 %), foi incapaz de bloquear

a reducéo do transito gastrintestinal induzida pela clozapina (31,68 + 2,77).

Tabela 5 - Avaliacao do efeito dos receptores dopaminérgicos sobre a inibi¢cdo do transito

gastrintestinal induzida por clozapina em camundongos.
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Grupos Dose (mg/Kg v.0.) % de transito gastrintestinal
Veiculo - 54,75 + 3,74
Clozapina 10 24,78 = 1,95*
Domperidona 20 50,28 £ 4,12
Domperidona + Clozapina 20; 10 27,1 +2,64*

Os valores estdo expressos como media + EPM do percentual de transito gastrintestinal. Veiculo
(dgua destilada, 10mL/kg, v.0.), clozapina (CLZ, 10 mg/kg, v.0.) e domperidona (20 mg/kg,
v.0.) foram administradas 45 minutos antes da administra¢cdo do marcador (carvéo ativado).
Pré-tratamento com domperidona (20 mg/Kg, v.0.) 30 min. antes da administracdo da CLZ (10

mg/kg, v.0.). * P < 0,05 vs. veiculo (ANOVA seguida do Teste de Student Newman Keuls).
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Figura 10 - Avaliacao do efeito dos receptores dopaminérgicos sobre a inibi¢ao do transito
gastrintestinal induzida por clozapina em camundongos. Os valores estdo expressos como
média + EPM do percentual de transito gastrintestinal. Veiculo (agua destilada, 10mL/kg, v.0.),
clozapina (CLZ, 10 mg/kg, v.0.) e domperidona (20 mg/kg, v.0.) foram administradas 45
minutos antes da administracdo do marcador (carvdo ativado). Pré-tratamento com
domperidona (20 mg/Kg, v.0.) 30 min. antes da administracdo da CLZ (10 mg/kg, v.0.). * P
<0,05 vs. veiculo (ANOVA seguida do Teste de Student Newman Keuls).

Tabela 6 — Avaliacdo da atividade da 0xido nitrico sintase sobre a inibi¢do do transito

gastrintestinal induzida por clozapina em camundongos.

Grupos Dose (mg/KQg), via % de transito gastrintestinal
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Veiculo - 56,76 £+ 2,30
Clozapina 10; v.o. 31,81 +4,27*
L-NAME 80; i.p. 66,22 + 4,38
L-NAME + Clozapina 80, i.p.; 10, v.o. 30,84 + 5,29*

Os valores estéo expressos como média + EPM do percentual de transito gastrintestinal. Veiculo
(dgua destilada, 10mL/kg, v.0.), clozapina (CLZ, 10 mg/Kg, v.0.) e L-NAME (80 mg/kg i.p)
foram administrados 45 minutos, 30 minutos antes da administracdo do marcador (carvéo
ativado). Pré-tratamento com L-NAME (80 mg/Kg, i.p.) 15 min. antes da administracdo da CLZ

(10 mg/Kg, v.0.). * P < 0,05 vs. veiculo (ANOVA seguida do Teste de Student Newman Keuls).
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Figura 11 - Avaliacdo da atividade da 6xido nitrico sintase sobre a inibicdo do transito
gastrintestinal induzida por clozapina em camundongos. Os valores estdo expressos como
média + EPM do percentual de transito gastrintestinal. Veiculo (agua destilada, 10mL/kg, v.0.),
clozapina (CLZ, 10 mg/Kg, v.0.) e L-NAME (80 mg/kg i.p) foram administrados 45 minutos,
30 minutos antes da administracdo do marcador (carvao ativado). Pré-tratamento com L-NAME
(80 mg/Kg, i.p.) 15 min. antes da administracdo da CLZ (10 mg/Kg, v.0.). * P < 0,05 vs. veiculo
(ANOVA seguida do Teste de Student Newman Keuls).

Tabela 7 — Avaliacdo do efeito dos receptores opidides sobre a inibigdo do transito
gastrintestinal induzida por clozapina em camundongos.

Grupos Dose (mg/Kg), via % de transito gastrintestinal
Veiculo - 64,00 + 3,84
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Clozapina 10, v.o. 31,68 £2,77*
Naloxona 2,s.C. 61,01 + 2,86
Naloxona + Clozapina 2,s.c.; 10, v.o. 34,58 + 2,96*

Os valores estdo expressos como média + EPM do percentual de transito gastrintestinal. Veiculo
(&dgua destilada, 10mL/kg, v.0.), clozapina (CLZ, 10 mg/Kg, v.0.) foram administradas 45min
ou naloxona (2 mg/kg s.c.) 30 minutos antes da administracdo do marcador (carvéo ativado).
Pré-tratamento com naloxona (2 mg/kg s.c.) 15 min. antes da administracdo da CLZ (10 mg/Kg,
v.0.). * P < 0,05 vs. veiculo (ANOVA seguida do Teste de Student Newman Keuls).
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Figura 12 — Avaliacdo do efeito dos receptores opiodides sobre a inibicdo do transito
gastrintestinal induzida por clozapina em camundongos. Os valores estdo expressos como
média + EPM do percentual de transito gastrintestinal. Veiculo (agua destilada, 10mL/kg, v.0.),
clozapina (CLZ, 10 mg/Kg, v.0.) foram administradas 45min ou naloxona (2 mg/kg s.c.) 30
minutos antes da administracdo do marcador (carvéo ativado). Pré-tratamento com naloxona (2
mg/kg s.c.) 15 min. antes da administracdo da CLZ (10 mg/Kg, v.0.). * P < 0,05 vs. veiculo
(ANOVA seguida do Teste de Student Newman Keuls).

6.1.8. Avaliacéo da participacdo dos canais de potassio sensiveis ao ATP sobre o retardo

do transito gastrintestinal induzido por clozapina em camundongos.
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A investigacdo da participacdo dos canais de potassio sensiveis ao ATP no mecanismo
de acdo da clozapina sobre o transito gastrintestinal estd demonstrada na tabela 8 e na figura
13.

A glibenclamida, um blogueador dos canais de potassio sensiveis ao ATP, na dose de
5mg/kg i.p. aumentou o transito gastrintestinal (86,94 £ 6,01 %) quando comparado ao veiculo
(56,76 + 3,34 %). O pré-tratamento com glibenclamida (43,60 * 4,40 %), foi capaz de inibir
significativamente (P<0,05) a reducéo do transito gastrintestinal induzida pela clozapina (28,63
+ 3,44 %).

6.1.9. Avaliacdo do efeito dos receptores canabinodides CB1 sobre o retardo do transito

gastrintestinal induzido por clozapina em camundongos.

A investigacdo sobre a participacdo dos receptores canabindides CB1 no mecanismo de
acdo da clozapina sobre a o transito gastrintestinal estd demonstrada na tabela 9 e na figura 14.

O AMZ251, agonista inverso dos receptores canabindides CB1, na dose de 1 mg/Kg, i.p.,
ndo alterou o transito gastrintestinal (61,23 + 7,24 %) quando comparado ao veiculo (61,41+
1,73 %). O pre-tratamento com AM251 (56,58 + 5,55 %) foi capaz de inibir significativamente
(P<0,05) a reducdo do transito gastrintestinal induzida pela clozapina (25,45 + 1,316%).

Tabela 8 — Avaliacdo da participacdo dos canais de potassio sensiveis ao ATP sobre o

retardo do transito gastrintestinal induzido por clozapina em camundongos.

Grupos Dose (mg/KQg), via % de transito gastrintestinal
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Veiculo - 56,76 + 3,34
Clozapina 10, v.o. 28,63 * 3,442
Glibenclamida 5, i.p. 86,94 + 6,012
Glibenclamida + Clozapina 5, 1.p.; 10, v.o. 43,60 + 4,402

Os valores estdo expressos como média + EPM do percentual de transito gastrintestinal. Veiculo
(dgua destilada, 10mL/kg, v.0.), clozapina (CLZ, 10 mg/Kg, v.0.) foram administradas 45
minutos antes ou glibenclamida (5 mg/kg i.p.) 30 min. antes do marcador (carvéo ativado). Pre-
tratamento com glibenclamida (5 mg/Kg, i.p.) 15 min. antes da administracdo da CLZ (10
mg/Kg, v.0.). 2 P < 0,05 vs veiculo; ® P < 0,05 vs clozapina (ANOVA seguida do Teste de
Student Newman Keuls).

1001 a,b
90-
804
70-
604 =y
50 a,b
40 a
30+ o
20-
10-

Transito gastrintestinal (%)

(@)

o 1 ’ 1
, \Q\\} v N v

4‘2.»

Figura 13 - Avaliacdo da participacdo dos canais de potéassio sensiveis ao ATP sobre o
retardo do transito gastrintestinal induzido por clozapina em camundongos. Os valores
estdo expressos como média £ EPM do percentual de transito gastrintestinal. Veiculo (agua
destilada, 10mL/kg, v.0.), clozapina (CLZ, 10 mg/Kg, v.0.) foram administradas 45 minutos
antes ou glibenclamida (5 mg/kg i.p.) 30 min. antes do marcador (carvdo ativado). Pré-
tratamento com glibenclamida (5 mg/Kg, i.p.) 15 min. antes da administracdo da CLZ (10
mg/Kg, v.0.). 2 P < 0,05 vs. veiculo; ® P < 0,05 vs. clozapina (ANOVA seguida do Teste de
Student Newman Keuls).

Tabela 9 — Avaliacdo do efeito dos receptores canabindides CB1 sobre o retardo do

transito gastrintestinal induzido por clozapina em camundongos.

Grupos Dose (mg/Kg), via % de transito gastrintestinal
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Veiculo - 61,41 +1,55
Clozapina 10, v.o. 25,45 +1,312
AM251 1, i.p. 61,23+ 7,24
AM251 + Clozapina 1,i.p.; 10, v.o0. 56,58 + 5,55°P

Os valores estdo expressos como media + EPM do percentual de transito gastrintestinal. Veiculo
(dgua destilada, 10mL/kg, v.0.), clozapina (CLZ, 10 mg/Kg, v.0.) ou AM251 (1 mg/kg i.p.)
foram administradas 45 minutos antes do marcador (carvdo ativado). Pré-tratamento com
AM251 (1 mg/Kg, i.p.) 15 min. antes da administracdo da CLZ (10 mg/Kg, v.0.). 2 P<0,05 vs

veiculo; ® P<0,05 vs clozapina (ANOVA seguida do Teste de Student Newman Keuls).
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Figura 14 — Avaliacdo do efeito dos receptores canabinoides CB1 sobre o retardo do
transito gastrintestinal induzido por clozapina em camundongos. Os valores estdo
expressos como média + EPM do percentual de transito gastrintestinal. VVeiculo (dgua destilada,
10mL/kg, v.0.), clozapina (CLZ, 10 mg/Kg, v.0.) ou AM251 (1 mg/kg i.p.) foram administradas
45 minutos antes do marcador (carvao ativado). Pré-tratamento com AM251 (1 mg/Kg, i.p.) 15
min. antes da administracdo da CLZ (10 mg/Kg, v.0.). P < 0,05 vs. veiculo; ® P < 0,05 vs.
clozapina 10mg/Kg v.o. (ANOVA seguida do Teste de Student Newman Keuls).

6.2. Avaliacdo da excrecdo de pelotas fecais em camundongos.
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6.2.1. Avaliacao do efeito da clozapina e do AM251 sobre a excre¢do de pelotas fecais em

camundongos.

A avaliacdo do efeito da clozapina e do AM251 sobre a excrecdo de pelotas fecais em

camundongos estd demonstrada na tabela 10.

A clozapina (10mg/kg, v.0.) reduziu significativamente a 0 peso Umido e 0 peso seco

das pelotas fecais quando comparado ao veiculo. O AM251 (1mg/kg, i.p.) ndo alterou o peso

umido nem o peso seco das pelotas fecais em comparacdo ao veiculo, assim como o pre-

tratamento com AM251 (1mg/kg, i.p.) ndo foi capaz de bloquear a reducdo do peso Umido e do

peso seco das pelotas fecais induzida pela clozapina. Nem o tratamento com clozapina nem

com AM251 alterou de forma significativa o conteudo de fluido fecal.

Tabela 10 — Efeitos da clozapina e AM251 sobre 3h de excre¢do cumulativa de pelotas

fecais em camundongos.

Tratamento Excrecdo de pelotas fecais (mg) /3h  Contetdo fluido fecal (%)
Peso umido Peso seco
Veiculo 249.6+23.63 115.1+10.85 53.9
CLZ (10mg/kg, p.0.) 24.7+12.65* 12.8+6.74* 48.1
AM251 (1 mg/kg, i.p.) 268.8+44.44 111.6+18.63 58.4
CLZ (10mg/kg, p.o.) + 46.1+20.40* 18.2+8.15* 60.5

AM251 (1 mg/kg, i.p.)

Valores expressos em média + EPM da excrecdo de pelotas fecais (mg) e do contetdo fluido
fecal em porcentagem (%). Veiculo ou clozapina foram administrados 45 min. antes do
marcador e AM251 foi administrado 15min. antes da CLZ. * P < 0.05 vs. veiculo (ANOVA

seguida do Teste de Student Newman Keuls).
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No presente estudo buscou-se avaliar do ponto de vista farmacodinamico o efeito da
clozapina sobre a fungdo motora intestinal. Para tal finalidade foram abordados o transito
intestinal e a excregdo de pelotas fecais em camundongos. Inicialmente constatou-se o efeito
inibitdrio significativo da clozapina nas doses de 10 e 20 mg/kg sobre os parametros avaliados.
Subsequentemente avaliou-se a capacidade de blogueio do efeito inibitorio da clozapina através
da ativacdo de mediadores excitatorios da motilidade GI ou do bloqueio de mediadores
inibitorios da funcdo motora Gl.

A neostigmina foi capaz de inibir parcialmente, mas significativamente, o efeito da
clozapina sobre o transito gastrintestinal. Tal resultado sugere a participacdo da via colinérgica
no mecanismo de acdo da clozapina sobre a motilidade gastrintestinal. Ao inibir a degradacéo
da ACh no SNE e nas varicosidades colinérgicas do TGI, a neostigmina aumentou a
concentracdo de acetilcolina revertendo o antagonismo colinérgico competitivo exercido pela
clozapina nos receptores colinérgicos envolvidos na iniciacdo e manutencdo da peristalse
intestinal. A diminuicdo da atividade colinérgica no SNE induzida pela clozapina se deve
principalmente ao antagonismo de receptores muscarinicos M2 e M3 periféricos (OLSSON;
HOLMGREN, 2001 e JAFFARI et. al., 2012). A clozapina atuaria em Ultima instancia
blogueando diretamente receptores colinérgicos muscarinicos nas varicosidades sinapticas do
musculo liso intestinal reduzindo de forma direta a motilidade do TGI ou indiretamente inibindo
a liberacdo de ACh seja em interneurdnios excitatérios no SNE, neur6nios aferentes intrinsecos
primarios ou aferentes extrinsecos. O bloqueio central das eferéncias parassimpaticas seria
outro mecanismo possivel de acdo da clozapina sobre a neurotransmissao colinérgica capaz de

justificar a inibicdo da motilidade gastrintestinal.

O bloqueio colinérgico e consequente inibicdo da peristalse gastrintestinal também ¢é
reforcado indiretamente pelo antagonismo exercido pela clozapina sobre os receptores
serotoninérgicos 5-HT3 das vias aferentes sensoriais do SNE, dos receptores 5-HT3 e 5-HT4
presentes nos neurdnios motores colinérgicos e receptores 5-HT1 e 5-HT2 presentes no musculo
liso gastrintestinal (OLSSON; HOLMGREN, 2001; SIKANDER et. al., 2009). O bloqueio das
vias inibitorias descendentes serotoninérgicas atraves do bloqueio de receptores 5-HT7
contribui para a perda da coordenacdo da serotonina sobre a funcdo motora intestinal
(OLSSON; HOLMGREN, 2001).

O bloqueio de receptores serotoninérgicos pela clozapina mostrou-se como importante
mecanismo de acdo da mesma sobre a inibic¢do do transito intestinal o qual foi inibido em torno

de 83% ap0bs o pré-tratamento com serotonina.
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Relatos de casos fatais por isquemia mesentérica, nos quais a queixa de constipacdo nao
era proporcional a gravidade do problema ou até inexistente (De HERT et. al., 2011b e
BAPTISTA et. al., 2015), reforcam a extensdo do bloqueio pela clozapina das vias sensoriais
intestinais serotoninérgicas provavelmente pela acéo da clozapina antagonizando receptores 5-
HT3 presentes em neurdnios entéricos aferentes extrinsecos e receptores 5-HT4 possivelmente
expressos em mecanoceptores e em neurdnios aferentes intrinsecos do SNE envolvidos na
percepcdo do desconforto nas disfungdes do TGI respectivamente (SIKANDER et. al., 2009;
MAWE; HOFFMAN, 2013).

O blogueio das aferéncias sensoriais intestinais serotoninérgicas justificaria a
desproporcédo entre a constipacdo gastrintestinal induzida pelo tratamento com clozapina e a
sintomatologia referida em decorréncia da mesma (FLANAGAN; BALL, 2011). Visto ser uma
avaliacdo subjetiva de dificil mensuracéo a nivel pré-clinico esse dado nédo pode ser confirmado

no presente estudo.

No presente estudo a clozapina teve seu efeito inibitério sobre a funcdo motora
gastrintestinal antagonizado tanto apds o pré-tratamento com neostigmina intraperitoneal
quanto com serotonina por via oral. Os resultados obtidos sugerem uma acdo inibitéria da
clozapina sobre interneurdnios serotoninérgicos no SNE, neurdnios motores colinérgicos nas
varicosidades sinapticas do muasculo liso intestinal e sobre as terminacdes aferentes
serotoninérgicas a nivel de mucosa intestinal (OLSSON; HOLMGREN, 2001; SIKANDER et.
al., 2009).

Dentre outros aspectos a clozapina apresenta uma maior afinidade com os receptores
serotoninérgicos 5HT1 e 5-HT2 em relacdo aos receptores dopaminérgicos DRD2 quando
aferida sua taxa de ocupagdo no SNC de cobaias (KAPUR et. al., 1999), tal aspecto poderia
direcionar as atencGes sobre sua acdo nesses receptores a nivel das camadas musculares

intestinais.

O blogqueio dopaminérgico nos neurdnios da substantia nigra (SN) e do nlcleo do trato
solitario (NTS) induz uma reducdo da liberacdo de acetilcolina (ACh) pelos neurdnios do
nacleo motor dorsal do vago (DMV) e um aumento reflexo na atividade dopaminérgica
periférica (ZHENG et. al., 2014). A hiperatividade dopaminérgica periférica e a reducéo da
atividade parassimpatica central contribuem para a reducéo da fungdo motora gastrica (ZHENG

et. al., 2014). No entanto essa hiperatividade dopaminérgica ndo parece ocorrer em nivel
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intestinal tendo em vista que no presente estudo o bloqueio dos receptores D2 periféricos pela

domperidona néo alterou o retardo no transito gastrintestinal induzido pela clozapina.

A incapacidade da domperidona em antagonizar o efeito inibitério da clozapina sobre a
motilidade gastrintestinal sugere ndo se aplicar ao transito intestinal a hipdtese proposta por
Annerinno sobre a hiperexpressdo de receptores dopaminérgicos periféricos inibindo o
esvaziamento gastrico (ANNERINNO et. al., 2012). As vias dopaminérgicas periféricas ndo
parecem estar envolvidas no mecanismo de inibicdo do transito intestinal induzido pela
clozapina, o que pode refletir a pouca afinidade da clozapina pelos receptores dopaminérgicos

em relacdo aos receptores serotoninérgicos centrais e periféricos (KAPUR et.al., 1999).

No presente estudo o pré-tratamento com AITC, um agonista TRPAL, administrado por
gavagem antagonizou parcialmente a inibi¢do do transito gastrintestinal induzida pela clozapina
em 37%. Esse achado sugere a participagdo dos receptores TRPAL no mecanismo de agédo da
clozapina sobre a funcdo motora gastrintestinal. Outros estudos sugerem a utilizacdo de
agonistas TRPAL no tratamento da constipacdo intestinal (KOJIMA et. al., 2009 e 2014). Neste
sentido a administracdo de AITC parece acessar diretamente, quando administrado v.o., células
da mucosa gastrintestinal como as células enterocromafins e enteroenddcrinas e estimular a
liberacdo e fatores estimulantes da contracdo muscular Gl como a serotonina (5-HT) e a
acetilcolina (ACh) respectivamente (CAPASSO et. al., 2012). Estudos eletrofisioldgicos
demonstram efeitos contraditdrios in vitro, nos quais a incubacdo com AITC e a estimulacéo
dos receptores TRPA1 parece inibir contragcbes no masculo liso isolado do célon proximal de
cobaias, no entanto ndo alterou o padrdo contratil gastrico ou do intestino proximal (POOLE et.
al., 2011). Outro estudo mostrou a capacidade do AITC de contrair o musculo liso isolado do
célon distal de camundongos e inibir o padrdo contréatil do ileo (CAPASSO et. al., 2012). Em
cultura de células o AITC mostrou-se capaz de induzir uma maior sensibilizacdo de neurénios
sensoriais do ganglio da raiz dorsal a despolarizacdo através do aumento do influxo de ions
calcio (MORI et. al., 2011). Receptores TRPAL também sdo ativados por moléculas do sistema
endocanabindide como o canabidiol e o canabicromeno (KANEKO; SZALLASI, 2013) o que
também poderia justificar os resultados obtidos no presente estudo. O bloqueio de receptores
TRPAL também justificaria a auséncia de queixas algicas relacionadas a constipagdo em casos
graves induzidos pela clozapina (De HERT et. al., 2011b e BAPTISTA et. al., 2015).

A auséncia de resposta antagonica sobre a inibicdo do transito gastrintestinal induzida

pela clozapina ap0s o pré-tratamento com o antagonista opioide, naloxona ou com o inibidor
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da producéo de oxido nitrico, L-NAME mostrou auséncia de participagédo direta dessas vias no

mecanismo de acdo da clozapina sobre a motilidade gastrintestinal.

Estudos eletrofisioldgicos, de patch-clamp e de analises moleculares (LEE et. al., 2015;
KOH et. al., 1998 e 2012), demonstram a presenca de canais de potassio dependentes de ATP
nas células musculares lisas de todo o TGl e que participam na manutenc¢éo potencial de repouso
de membrana, na frequéncia e amplitude dos potenciais de ondas lentas e na regulacdo da
excitabilidade e atividade espontanea do musculo liso gastrintestinal e consequentemente na

motilidade intestinal.

A glibenclamida, um blogueador dos canais de potassio sensiveis ao ATP aumentou o
transito intestinal enquanto o pré-tratamento com glibenclamida foi capaz de prevenir a inibicéo
do transito intestinal induzida pela clozapina. Sugere-se, dessa forma, uma participacdo dos
canais de KATP contribuindo através do aumento da condutancia do potassio para uma
hiperpolarizacdo das células musculares lisas intestinais para a reducdo do transito intestinal
induzido pela clozapina. Na camada muscular do estomago os canais de potassio KATP estdo
presentes, mas nao estéo ativos constitucionalmente (LEE et. al., 2015) e ndo foram avaliados
quanto a sua participagdo no mecanismo do esvaziamento gastrico. Canais de potassio
dependentes de voltagem (Kv), canais de potassio dependentes de célcio (SK) e os canais
retificadores de potassio (KIR) ndo foram avaliados quanto sua participacdo no mecanismo de

acao da clozapina sobre a motilidade GI.

Tal resultado pode ser explicado se considerarmos que Estudos eletrofisiologicos
anteriores demonstraram a presenca de canais de potassio sensiveis ao ATP no musculo liso de
todo o trato gastrintestinal e sua importante contribuicdo na manutencdo do potencial de
repouso da membrana celular do musculo liso gastrintestinal e consequentemente na
coordenacao da motilidade do TGI (KOH et. al., 1998; LEE et. al., 2015).

A utilizacdo do antagonista CB1, AM251, preveniu totalmente a inibigdo do trénsito
intestinal induzida pela clozapina. Pode-se sugerir a partir dos resultados obtidos uma
importante participacdo do sistema endocanabindide no mecanismo de acéo da clozapina sobre
o0 transito gastrintestinal. Entretanto devido a baixa afinidade da clozapina pelos receptores
CB1, conclui-se que a mesma deve estar modulando o tonus canabindide intestinal
indiretamente via receptores serotoninérgicos (SUNDRAM et. al., 2005).

Tendo em vista a acdo modulatéria de agonistas canabinindides sobre receptores 5-HTs
no ganglio nodoso de cobaias (FAN, 1995; LOPEZ-REDONDO et. al., 1997), pode-se supor
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uma acdo cruzada da clozapina sobre receptores canabindides CB1, tal hipdtese seria um

possivel desdobramento do presente estudo.

Um dos efeitos do aumento da atividade do sistema endocanabindide (ECS) é o aumento
da condutancia do potéssio e hiperpolarizacdo neuronal (KREITZER; REGEHR, 2001) e
consequente inibigdo da liberacdo de neurotransmissores excitatorios nas juncdes sinapticas e
fendas varicosas musculares. A abertura de canais de K sensiveis ao ATP blogueada pelo pré-
tratamento com glibenclamida reforca a modulacdo de canais i6nicos no SNE como possiveis
vias de acdo para futuros farmacos no tratamento/prevencdo da constipacdo induzida pela
clozapina (DE GIORGIO et. al., 2007). Para tanto, novas investigacGes seriam necessarias ao

nivel molecular.

Novos estudos eletrofisioldgicos poderiam ajudar a correlacionar a clozapina com a
condutancia cations a nivel intestinal e a hiperpolarizacdo de neurdnios das vias excitatdria ou

a sensibilizacdo de neurdnios inibitorios periféricos gastrointestinais.

A inibicdo das vias excitatorias intrinsecas e extrinsecas do SNE pela clozapina se
relaciona direta e indiretamente a atividade endocanabindide sobre a motilidade gastrintestinal.
De tal forma que o agonista inverso de CB1, o AM251 blogueou de maneira significativa a
inibicdo do transito gastrintestinal pela clozapina. Os resultados sugerem a hipdtese de que o
tdnus canabindide estaria aumentado apds o tratamento com clozapina e de que receptores CB1
expressos em neurdnios colinérgicos e serotoninérgicos do PM e em vias vagais colinérgicas
inibem a liberacdo de acetilcolina, serotonina, substancia P e VIP por esses neurdnios,

produzindo efeito inibidor da peristalse gastrintestinal (ABALO et. al., 2012).

No entanto 0 mesmo ndo ocorreu em relacdo a inibicdo da excrecdo de pelotas fecais pela
clozapina. Os dados obtidos sugerem que a nivel coldnico a atividade endocanabindide ndo
estaria diretamente implicada no mecanismo de acdo da clozapina ou que os receptores CB1
estariam inacessiveis a acdo do AM251 administrado intraperitonealmente ou ainda que o
mecanismo de a¢do da clozapina sobre o sistema endocanabindide coldnico estivesse ocorrendo
de maneira diversa e ndo prevenivel pelo pré-tratamento com o0 AM251, visto que em outros
estudos 0 AM251 ndo alterou a sensibilidade do mdsculo liso do colon de cobaias a
despolarizacéo evocada pelo impulso elétrico, diferente de outro agonista inverso ja utilizado
na clinica, mas que teve sua utilizagdo suspensa devido a seus efeitos colaterais sobre o0 TGI, o
Rimonabanto (STORR et. al., 2010) o qual ndo foi testado no presente estudo. Mais estudos

serdo necessarios para abordar essa questao.
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Estudos em microscopia confocal demonstram a formacdo de heterodimeros CB1 e
DRD2 em neurdnios do SNC (PERTWEE et. al., 2010). Receptores CB1/DRD2 respondem
tanto a ligantes canabindides como a agonistas dopaminérgicos e exercem agdes excitatorias ou
inibitdrias dependendo do acoplamento a proteinas G e do microambiente em que se inserem
(PERTWEE et. al., 2010). Estudos in vitro demonstram antagonismo endocanabinoide sobre
receptores 5-HTR3 neuronais (XIONG et. al., 2008). Questdes sobre a localizacao, distribuicéo
e mecanismos de internalizacdo dos receptores serotoninérgicos, canabindides e canais de
cations em diferentes porcdes do TGI e neurdnios do SNE precisam ser investigadas e

respondidas.

No presente estudo, a clozapina na dose de 10 e 20 mg/kg reduziu significativamente o
transito intestinal em camundongos de maneira aguda em minutos. Um estudo da administracédo
subaguda ou crbnica da clozapina in vivo e seus efeitos sobre o0 TGI poderia contribuir na
elucidacdo do mecanismo de acdo da clozapina quando do seu uso prolongado. Em reviséo
sistematica a dose de clozapina em humanos relacionada a ocorréncia de casos graves de
constipacdo variou de 300 a 900 mg/dia em dias a anos (HIBBARD et. al., 2009). No entanto a
dose total ndo parece apresentar correlacdo com o tempo de uso necessario para o aparecimento
do sintoma, o que pode estar mais relacionado outros fatores, como a variagfes individuais
quanto a metabolizacdo da droga e a velocidade de titulacdo da dose. Metabolizadores rapidos
respondem com menores doses enquanto 0os mais lentos necessitam de maiores doses para obter
0 mesmo efeito terapéutico, aumentando o risco de ocorréncia de efeitos adversos (DETTLING
et. al., 2000).

Dentre as hipdteses levantadas pela pesquisa, aquela que unificaria os resultados
experimentais obtidos seria uma atividade da clozapina e de seus metabdlitos sobre a
neurotransmissdo serotoninérgica (HEISER et. al., 2004) e consequente bloqueio secundéario de
receptores colinérgicos e de canais de cation TRPAL, promovendo indiretamente a importancia
da atividade inibitéria canabindide e das condutancias de potassio sobre a motilidade GI. A
convergéncia desses eventos acarretaria a hipomotilidade gastrintestinal induzida pela

clozapina.

Extensas lacunas ainda persistem para uma completa compreensdo das vias
serotoninérgicas e canabindides, e sua relagdo com o SNE e a motilidade gastrintestinal, no
entanto o presente estudo ressalta sua importancia na regulacéo da funcdo motora intestinal e a
necessidade de aprofundarmos os estudos dessas vias sobre a motilidade do trato gastrintestinal.

Novos estudos em musculo liso gastrintestinal isolado, de microscopia confocal e de docking
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molecular serdo necessarios afim de melhor caracterizar a anatomia farmacoldgica dos

receptores canabinodides a nivel de SNE e sua relacdo com o mecanismo de agdo da clozapina.
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Os efeitos da clozapina sobre o transito gastrintestinal e sobre a expulsdo de pelotas

fecais sdo caracteristicos de sua acdo sobre a motilidade gastrintestinal.

A constipacdo decorrente € consistente com as observacfes clinicas em pacientes
esquizofrénicos tratados com clozapina. A constipacdo induzida pela clozapina parece ser
multifatorial envolvendo a modulacdo de varios neurotransmissores tanto em nivel central

quanto periférico.

Primariamente destaca-se a atividade antagonica da clozapina sobre os receptores
serotoninérgicos intestinais e secundariamente o bloqueio de canais TRPAL, ativacdo de canais
de potassio ATP dependentes e o antagonismo colinérgico. Desse mecanismo farmacodinamico
decorreria de forma resultante um aumento da importancia da via inibitoria endocanabindide
sobre o SNE.
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