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Interacdo Dopamina-Acetilcolina - Acdo de Drogas que
Atuam nos Sistemas Dopaminérgico e Colinérgico
em Cortex Motor e Corpo Estriado de Rato
Doutorado em Farmacologia - UFC - 1997
Francisca Cléa Florenco de Sousa

Neste trabalho foram estudadas as interacOes entre 0s sistemas
dopaminérgico e colinérgico em cortex motor e corpo estriado de rato.
As seguintes drogas foram utilizadas: mazindol e cocaina (agonistas
dopaminérgicos indiretos), apomorfina (agonista dopaminérgico D1/D2
simile), pimozida e sulpirida (antagonistas D2-simile), carbacol (agonista
muscarinico M2-simile) e atropina (antagonista muscarinico M1/M2-
simile). As interacdes foram investigadas em alguns parametros:
densidade de receptores muscarinicos (MI+M2-simile, Ml e M2-simile) e
dopaminérgicos (DI e D2-simile); niveis de nucleotideos ciclicos (AMPc
e GMPc); atividade da acetilcolinesterase; e comportamento (campo
aberto e catalepsia).

Os resultados mostraram que existem altera¢cbes ndo somente em
corpo estriado, como também em cdrtex motor de ratos. Em cortex
motor, o0 mazindol e a apomorfina aumentaram a densidade de
receptores muscarinicos, preferencialmente sobre os receptores Mi-
simile. O aumento na densidade de receptores induzido por estas drogas
foi blogueado pela pimozida.

Em corpo estriado, de modo similar ao que ocorreu em cortex
motor, agonistas dopaminérgicos (mazindol e apomorfina e incluindo
também cocaina) aumentaram a densidade de receptores muscarinicos.
Do mesmo modo, o carbacol e a atropina aumentaram a densidade de
receptores dopaminérgicos, preferencialmente DI-simile. A associacdo
de pimozida e carbacol causou aumento significativo dos niveis de
AMPc em corpo estriado, alteracdo esta ndo observada quando as drogas
foram administradas isoladamente. Em cértex motor, a atropina
diminuiu os niveis de AMPc, efeito que ndo foi observado com esta
droga na presenca do mazindol.

O mazindol diminuiu a atividade da acetilcolinesterase em corpo
estriado, efeito este bloqueado pelo pimozida que sozinha ndo apresentou
efeito significativo. Além disto, 0 mazindol aumentou a atividade
locomotora e quando associado a atropina este efeito foi potencializado.
Por outro lado, a pimozida induziu nos animais um estado cataléptico
que ndo foi observado quando a droga foi administrada na presenca do
carbacol.

Estes estudos evidenciaram a existéncia de uma interacdo entre 0s
sistemas dopaminérgico e colinérgico que dependendo do parametro
analisado e da éarea estudada pode ocorrer de maneira positiva ou
negativa.
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Dopamine and Acetylcholine Interaction - Drugs Actions
in the Dopaminergic and Cholinergic Systems
in Rat Cdrtex Motor and Striatum
PhD in Pharmacology - UFC - 1997
Francisca Cléa Florenco de Sousa

In the present paper, the interaction between dopaminergic and
cholinergic systems in the rat motor cortex and striatum was studied.
The foliowing drugs were used: mazindol and cocaine (indirect
dopaminergic agonists), apomorphine (a non-selective dopaminergic
agonist), pimozida and sulpirida (D2 antagonists), carbachol (muscarinic
agonist of the M2-like subtype), and atropine (a non selective muscarinic
antagonist).

The interactions were investigated on the foliowing parameters:
muscarinic (Ml plus M2-like, Ml or M2-like) and dopaminergic (DI or
D2-like) receptors densities; cyclic nucleotide leveis (CAMP and cGMP);
acetylcholinesterase activity and behavior (open field and catalepsy).

The results showed changes on the above parameters not only on
the striatum but also on the rat motor cortex. Thus, in the motor cortex,
mazindol and apomorphine increased the muscarinic receptor density.
The effect was predominant on MI-like receptors, and blocked by
pimozida.

Similarly, in the striatum, dopaminergic agonists (mazindol,
apomorphine and cocaine) caused an increase in the muscarinic receptor
density. A dopaminergic receptor upregulation was also observed after
carbachol and atropine treatments, and this effect ocurred preferentially
on Dl-like receptors.

The cyclic nucleotide leveis were also altered. In the striatum,
pimozida and carbachol increased significantly cAMP leveis only when
administered in association. In the motor cortex, atropine decreased
CAMP leveis, and this effect was not seen in the presence of mazindol.

The observed decrease in AChE activity caused by mazindol was
blocked by pimozida which did not cause any effect by itself. Mazindol
also increased locomotor activity and the effect was potentiated by
atropine. On the other hand, pimozida-induced catalepsy was not
observed in the presence of carbachol.

This work emphasizes dopaminergic versus muscarinic

relationships which may be positive or negative depending on the
parameters studied.
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INTRODUCAO GERAL

1 - Sistema dopaminérgico

Em 1958, Arvid Carlssom, identificou a dopamina como um
neurotransmissor independente. Cinco anos depois foi descoberto que a
degeneracdo dos neurbnios dopaminérgicos era a base etiologica da
doenca de Parkinson e que este neurotransmissor estava envolvido no
modo de acdo das drogas antipsicéticas (Grace, 1993). A partir dai, 0
sistema dopaminérgico foi amplamente estudado para melhor entender

este sistema neuroquimico importante, mas tdo complexo.

1.1 - Regulacdo dopaminérgica

Um resumo do sistema dopaminérgico, no que se refere a sintese
de dopamina, metabolismo, agonistas e antagonistas seletivos bem como

segundos mensageiros envolvidos esta sumarizado no Quadro 2.

A neurotransmissdo dopaminérgica é controlada por mecanismos
envolvendo receptores pds-sinapticos e transducdo do sinal, bem como
regulacdo pré-sinaptica do neurotransmissor dopamina. O controle pré-
sinaptico da concentracdo de dopamina sinaptica envolve a regulacdo da
sintese e liberacdo de dopamina e a atividade do transportador de
dopamina (TDA).

O TDA ¢é membro de uma familia de proteinas transportadoras de
membrana que sdo dependentes de sddio, apresentam um transporte de
alta afinidade e sdo substrato-especificos (Amara & Kuhar, 1993; Uhl,



1992). A recaptacdo de dopamina pelos TDA é a etapa limitante para a
ativacdo dopaminérgica.

1.2 - Vias dopaminérgicas no SNC

A dopamina esta presente na maioria das regides do SNC,
originando-se de longos axdnios que partem da substancia negra e area
tegmentar ventral e inervam 0s ndcleos da base, partes do sistema
limbico e o cortex frontal (Conn et al., 1995).

O sistema dopaminérgico compreende trés vias neuronais
principais: nigroestriatal, mesocorticolimbica e tuberoinfundibular. A
via nigroestriatal, responsavel por 75 % da dopamina cerebral ¢
constituida por neurbnios que se projetam da substancia negra para o
corpo estriado. Esta via tem importante papel no controle da locomocéo.
A via dopaminérgica mesocorticolimbica ¢ composta de neurénios da
area tegmentar ventral que se conectam com regides do sistema limbico,
principalmente o nlcleo accumbens. Estd envolvida no controle da
estabilidade emocional. A via tuberoinfundibular se origina de
neurbnios que partem do hipotalamo para a hipofise. A dopamina
secretada por estes neurénios é transportada para a hipdfise onde regula
a secrecdo de prolactina. Esta via influencia a lactacdo e a fertilidade
(Civelli et al., 1993).

Ja foi demonstrado anteriormente que a degeneracdo da via
dopaminérgica nigroestriatal leva a uma deplecdo de dopamina nos
cerebros de pacientes com a doenca de Parkinson (Poirier & Sourkes,
1965). O tratamento para a doenca de Parkinson consiste em terapias de

reposicdo dos niveis centrais de dopamina (Hornykiewicz, 1966).



A dopamina esta também envolvida na patogénese das psicoses,
em particular, da esquizofrenia. A via mesocorticolimbica é a principal
via envolvida na etiologia das psicoses. (Carlsson, 1988; Carlsson &
Lindqvist, 1963; Creese et al., 1976).

Uma representacdo das vias dopaminérgicas no SNC estd
demonstrada na Figura 1.

1.3 - Receptores dopaminérgicos

1.3.1 - Classificacéo

A dopamina exerce seus efeitos biologicos através da interacdo
com receptores especificos. Em 1979, Kebabian & Calne mostraram que
a dopamina exercia seus efeitos através de sua ligacdo com dois
receptores especificos, chamados DI e D2, os quais apresentavam
diferencas farmacoldgicas e biologicas, bem como distribuicdo
anatomica diferente.

As diferencas farmacoldgicas baseavam-se no fato de que
enquanto o receptor DI se ligava a uma benzazepina, o0 antagonista
seletivo SCH 23390, o receptor D2 se ligava com alta afinidade a
butirofenonas, como espiperona e haloperidol. Estes dois receptores
também exerciam seus efeitos através de acdes biologicas diferentes, se
acoplando e ativando diferentes complexos de proteinas G. O receptor
DI interagia com o complexo Gs para ativar a adenilil ciclase,
aumentando a formacdo de AMPc, enquanto o receptor D2 interagia
com o complexo Gi, inibindo a adenilil ciclase e consequentemente
inibindo a producdo de AMPc. Estes dois receptores apresentam uma



distribuicdo anatomica difusa no SNC, mas diferem proporcionalmente

em &reas cerebrais especificas.

Durante 10 anos, esta classificagcdo em dois subtipos de receptores
explicava a maioria das atividades do sistema dopaminérgico.
Recentemente foram descobertos novos subtipos, que entretanto, por
algum tempo ainda foram refutados pois pareciam representar estados
de afinidade diferentes dos receptores DI e D2 (Andersen et al., 1990;
Leff & Creese, 1985). Contudo, com a aplicacéo de tecnologia do DNA
recombinante estes novos receptores estdo sendo caracterizados
molecularmente, mudando drasticamente a classificagdo dos receptores
dopaminérgicos.

A clonagem do receptor D2 resultou do reconhecimento de sua
acdo inibitoria sobre a adenilil ciclase. Consequentemente, este receptor
deveria pertencer a uma familia de supergenes de receptores acoplados
as proteinas G (Dohlman et al., 1987; Hall, 1987). O uso de técnicas de
clonagem baseada na sequéncia homologa que deve existir entre
receptores acoplados as proteinas G, levou a caracterizagdo molecular
do receptor D2.

O sucesso da clonagem do receptor D2 abriu as portas para a
clonagem de outros receptores, logo sendo clonado o receptor DI
(Dearry et al., 1990; Monsma et al., 1990; Sunahara et al., 1991; Zhou
etal., 1990). A generalizacdo da sequéncia homologa dos receptores D2
permitiu a pesquisa de novos receptores. Sokoloff et al.,, (1990)
identificaram um novo receptor dopaminérgico, que tinha afinidade por
ligantes D2, mas ndo por ligantes DI. Sua estrutura e caracteristicas de
binding (ligacdo) permitiu sua classificagdo como um novo receptor
chamado D3. Posteriormente, foi clonado o receptor D4. A partir da



sequéncia homologa do receptor DI também foram caracterizados novos
receptores tais como o receptor D5 humano e um receptor DIb no rato
(Grandy et al., 1991; Sunahara et al., 1991; Tiberi et al., 1991). Estes
receptores apresentam caracteristicas farmacoldgicas semelhantes ao
receptor DI e s&o capazes de estimular a atividade da adenilil ciclase.
Com base nas suas respectivas sequéncias os receptores D5 humano e
Dlb de rato sdo equivalentemente 0s mesmos receptores.

A aplicacdo destas técnicas de screening por homologia levou,
ndo somente a caracterizacdo molecular dos receptores DI e D2, mas
também a caracterizacdo molecular de trés novos receptores: D3, D4 e
D5. Estas descobertas tém importantes implicacdes medicas,
considerando que as agbes da maioria dos agonistas e antagonistas
dopaminérgicos devem ser reavaliadas em vista da existéncia destes
diferentes receptores (Civelli, 1995).

Os receptores DI e D5 sdo 79% idénticos, mas sdo somente 40-45
% idénticos aos receptores D2, D3 e D4. Inversamente, 0s receptores
D2, D3 e D4 s&o em torno de 75 % idénticos entre si. Assim 0s cinco
receptores podem ser divididos em duas sub-familias de receptores: DI
e D2-simile (Civelli, 1995).

Os receptores DlI-simile se ligam com alta afinidade aos
antagonistas DI, mas ndo aos antagonistas D2. Assim eles se ligam com
alta afinidade a benzazepina SCH 23390, ligante protétipo para 0s
receptores DI-simile e com baixa afinidade a butirofenona, espiperona.
Diferentemente 0s receptores D2-simile se ligam eficientemente a
espiperona, mas ndo o fazem assim com o SCH 23390. Estes receptores
reconhecem a maioria dos neurolépticos (Civelli, 1995).



As atividades bioldgicas predominantes dos receptores DI e D2
sdo a ativacdo e inibicdo da adenilil ciclase, respectivamente. Em células
transfectadas, foi demonstrado que os receptores DI e D5 estdo
relacionados a ativacdo da adenilil ciclase, sugerindo vias de indugédo de
segundos mensageiros similares para os receptores DI-simile. Por outro
lado, para os receptores D3 e D4 néo foi completamente definido se eles
ativam sistemas de segundos mensageiros (Civelli, 1995).

1.3.2 - Localizacao

Os receptores dopaminérgicos DI e D2 sédo bem distribuidos em
todo o SNC. RNAm de receptores DI e D2 estd presente em todas as
regibes dopaminoceptivas do cerebro do rato (Fremeau et al., 1991;
Mansour et al., 1990; Meador-Woodruff et al., 1989; Meador-Woodruff
et al., 1991; Mengod et al., 1989; Najlerahim et al., 1989; Weiner &
Brann, 1989). Niveis altos de RNAm para os receptores DI e D2 estéo
presentes no caudado-putamen, ndcleo accumbens e tubérculo olfatério,
enquanto baixos niveis estdo presentes no séptum, hipotdlamo, e cortex.
Também sdo encontrados RNAm para D2 na substancia negra e area
tegmentar ventral (onde 0 RNAm para D2 € encontrado em alto nivel) e
hipocampo. Nestas areas ndo foram encontrados RNAm para receptores
DI. Inversamente na amigdala ¢ encontrado RNAm para DI, mas pouco
ou nenhum RNAm para D2.

RNAmM para os receptores D3, D4 e D5 esta presente na maioria
dos tecidos onde os receptores DI e/ou D2 também s&o expressos.
Entretanto, sua abundancia relativa é em magnitude duas a trés vezes
menor do que o RNAm para os receptores DI ou D2 (Sokoloff et al.,
1990; Van Tol et al, 1991). Os receptores D3 e D4 sdo mais
seletivamente associados com a regido limbica do cérebro, regido que



recebe impulsos provenientes da area tegmentar ventral e que estd
relacionada com funcdes cognitivas, emocionais e enddcrinas. A
localizacdo do RNAmM do receptor D5, contudo, é altamente especifica,
sendo encontrado somente no hipocampo, no hipotalamo, no ndcleo
parafascicular do talamo, relacionando-se, portanto, com funcGes
dopaminérgicas afetivas, neuroenddcrinas ou aspectos relacionados a dor
(Meador-Woodruff et al., 1992). Também através de técnicas de
hibridizacdo in situ foi possivel demonstrar que o RNAm para
receptores DI e D2 estdo co-localizados em 26-40% do putamen-
caudado (Meador-Woodruff et al., 1991).

Através da técnica de northern blot foi demonstrado que ha
RNAm para os receptores DI ou D3 fora do SNC (Sokoloff et al., 1990;
Zhou et al., 1990). Por outro lado, foram encontrados altos niveis de
RNAm para os receptores D2 na hipofise (Bunzow et al., 1988) na
glandula adrenal e também na retina. Interessantemente, foram
encontradas atividade para RNAm de DI e D2-simile nos rins e coracao
(Andersen et al., 1990; Felder et al., 1989). Nenhum RNAmM dos
receptores D2-simile clonados foi encontrado nos rins. Por outro lado,
RNAmM para D4 foi encontrado no coracdo (O’Malley et al., 1992).
Contudo, ndo foi detectado em quantidades significantes RNAmM para
receptores DI-simile no coragdo. Assim os receptores D4 e D5 séo
responsaveis pela reatividade encontrada nos rins e coragéo.

Um resumo da localizacdo no SNC dos receptores dopaminérgicos
estd sumarizado no Quadro 1.



‘.corpo esfriado

Corlox /

frontal

igura 1 - Vias dopaminérgicas no SNC. Grupos celulares
opaminérgicos se projetam da substancia negra (SN) para o corpo
striado. Corpos celulares proximos a substancia negra na area
igmentar ventral (ATV) projetam ax6nios para o septum, coértex
mbico (incluindo cortex frontal e cingulato), amigdala, nucleo
ccumbens e tubérculo olfatorio (TO) (Sundberg, 1994).



Quadro 1 - Localizacdo anatomica dos receptores
dopaminéergicos no SNC.

Subtipo Localizacao

DI corpo estriado

nucleo accumbens

D5 hipocampo
nucleo parafascicular do talamo
corpo estriado
ndcleo accumbens
D2 substancia negra
area tegmentar ventral
substancia negra
area tegmentar ventral
D3 ndcleo accumbens
hipocampo
cortex frontal
D4 hipocampo
cerebelo
Sokoloff et al., 1995.



1.3.3 - Perspectivas

A descoberta dos novos receptores de dopamina é muito
importante para o entendimento do sistema dopaminérgico. A primeira
perspectiva é saber se 0Ss agonistas ou antagonistas destes novos
receptores podem ser de valor terapéutico semelhante aos antagonistas
D2. Os receptores D3 e D4 apresentam duas particularidades similares.
Eles se ligam a maioria dos neurolépticos com menos afinidade do que o
receptor D2, sugerindo que o tratamento com neurolépticos pode nédo
afetar suas atividades (Civelli, 1995).

Além do mais, o0s receptores D4 sdo encontrados
predominantemente no sistema limbico e estdo relativamente ausentes no
sistema nigroestriatal, sendo assim, preferencialmente, associados com a
etiologia das psicoses ao invés de disfuncdes locomotoras. O receptor D4
ainda apresenta uma caracteristica de binding com a clozapina com uma
afinidade correspondente a sua concentracdo terapéutica. Embora a
clozapina possa se ligar a outros receptores, sua afinidade pelo receptor
D4 poderia explicar sua atividade no sistema dopaminérgico.
Consequentemente, o efeito atipico da clozapina pode ser devido a
auséncia relativa do receptor D4 nos nucleos da base. Se esta hipotese
for vélida, serd necessaria a sintese de antagonistas especificos.

O receptor D5 também pode ter interesse terapéutico. Ele esta
presente em pequenas quantidades e é restrito a poucas areas do SNC.
Sua importancia é devido a sua presenca no rim, cuja funcdo é
melhorada pela dopamina nos casos de choque e baixo fluxo cardiaco.
Assim, o0 agonista D5 com baixa afinidade por outros receptores
catecolaminérgicos poderia ser de grande valor.
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Em suma, o estudo dos receptores dopaminérgicos € muito
importante para o entendimento do sistema dopaminérgico e de suas
implicacdes fisiologicas, bem como para o esclarecimento e tratamento
das vérias doencas a este sistema vinculadas.
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Quadro 2 - Precursores e enzimas necessarias para a sintese
de dopamina, enzimas metabolizadoras, metabolitos, agonistas
e antagonistas seletivos e segundos mensageiros

DOPAMINA (DA)

Precursores: tirosina (a)  L-dihidroxifenilalanina
(L-dopa) (b) — dopamina

Enzimas sintetizadoras : () tirosina hidroxilase;
(b) L-aminoacido descarboxilase
(dopa descarboxilase)

Enzimas metabolizadoras: MAO (monoamino-oxidase)
COMT (catecol-O-metil transferase)

Metabolitos: DOPAC (acido 3,4 dihidroxifenilacético)
HVA (&cido homovanilico)
Subtipos

de Agonistas Antagonistas Segundos

receptores mensageiros
DI SFK 38396 SCH 23390 ? AMPc

Espiperona AMPc
D2 Quinpirole Sulpirida Canais de K+
D3 7-OH-DPAT AJ-76 ?
TTM 979

D4 dopamina Clozapina ?
D5 dopamina SCH 23390 T AMPc

Civelli, O. Psychopharmacol., 1995.
Sunahara, R.K. et al., Nature 350, 1991.
Van Tol, H.H.M et al., Nature 350, 1991.
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2 - Sistema colinérgico muscarinico

A acetilcolina é o neurotransmissor responsavel pela transferéncia
de impulsos dos neurbnios colinérgicos para células nervosas
colinoceptivas e para células de tecidos inervados (Tucek et al., 1993). O
sistema colinérgico possui um importante papel nos processos de
memoria e aprendizado (Ohno et al., 1993).

2.1 - Vias colinérgicas no SNC

As vias colinérgicas sdo filogeneticamente antigas. Sua presenca é
identificada por marcadores tais como acetilcolinesterase (AChE),
receptores muscarinicos e nicotinicos e colina acetiltransferase (CAT)
(Mesulam, 1995). Os neurénios colinérgicos sdo bem distribuidos em
todo o0 SNC de mamiferos e existem como projecBes de neurbnios e

interneurénios.

Ha oito maiores grupos celulares que se projetam para estruturas
do SNC. A nomencaltura Chi - Ch8 é usada para classificar os
neurdnios colinérgicos nestes oito grupos celulares (Mesulam, 1995).

De acordo com esta nomenclatura, Chi designa as células
colinérgicas associadas com o nucleo septal mediai, Ch2 com o nulcleo
vertical da banda diagonal, Ch3 com a ramificacdo horizontal do nucleo
da banda diagonal, Ch4 com o nucleo basal de Meynert, Ch5 com o
nacleo do pedunculo pontino no tronco cerebral rostral, Ch6 com o
nlcleo tegmental laterodorsal também no tronco cerebral rostral, Ch7
associados a habenula mediai e Ch8 aquelas no nucleo parabigeminal
(Mesulam, 1995).
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Experimentos usando marcadores em varias espécies animais,
mostram que Chi e Ch2 apresentam a maior inervacdo colinérgica para
0 hipocampo, Ch3 para o tubérculo olfatério, Ch4 para o cortex
cerebral e amigdala, Ch5 e Cho para o tadlamo, Ch7 para o nucleo
interpeduncular, e Ch8 para o coliculo superior. Ha também conecg¢des
de Chl-Ch4 e Ch8 para o tdlamo e de Ch5-Ch6 para o cortex cerebral
(Mesulam, 1995).

Os nucleos da base apresentam ampla inervacdo colinérgica. A
inervacdo colinérgica no corpo estriado e mais intrinseca, vindo de
interneurdnios colinérgicos. O corpo estriado também apresenta uma
inervacdo colinérgica em menor extensdo de Ch4 e Ch5-Ch6. A
inervacdo colinérgica de alguns componentes dos nucleos da base, tais
como o globo pélido, o nicleo subtaldamico e a substancia pars compacta
da substancia negra € exclusivamente extrinseca, provavelmente se

originando em grande extensdo de Ch5-Ch6 (Mesulam, 1995).

No cérebro de roedores, ha interneurbnios colinérgicos que
representam acima de 30 % da inervacdo colinérgica do cortex cerebral.
Tais interneurdnios ndo foram encontrados no coOrtex cerebral de
primatas adultos ou no tdlamo de qualquer outra espécie. Portanto, a
inervacdo colinérgica do cortex cerebral e talamo de primatas adultos é

exclusivamente extrinseca (Mesulam, 1995).

Entre as projecdes de neurdnios, dois grupos celulares
proeminentes receberam maior atencdo nos ultimos anos (Reiner &
Fibiger, 1995): neurbnios colinérgicos do cérebro anterior (localizados
no septum mediai, ramificacOes vertical e horizontal da banda de Brocca
e 0 nacleo basal de Meynert) e neurbnios colinérgicos do tronco
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cerebral (encontrados no ndcleo laterodorsal e tegmental do peddnculo
do pontino).

Os neurdnios colinérgicos do cérebro anterior basal inervam o
cortex cerebral, enquanto os neurdnios colinérgicos do tronco cerebral
priamariamente inervam o talamo. Neurbnios colinérgicos no séptum
medial/ramificacdo vertical se projetam primariamente para o0
hipocampo, enquanto os terminais axonicos dos neurénios colinérgicos
encontrados na ramificacdo horizontal e nucleo basal sdo dirigidos
primariamente para o cortex (Reiner & Fibiger, 1995).

Uma representacdo das vias colinérgicas no SNC esta apresentada
na Figura 2.

2.2 - Receptores muscarinicos

Ha 80 anos atras Dale (1914) dividiu as agdes da acetilcolina em
muscarinicas e nicotinicas. Estes efeitos sao mediados por duas classes de
receptores distintas que possuem pouca coisa em comum, a ndo ser a
habilidade de se ligar a acetilcolina (Ehlert et al., 1995).

Os receptores muscarinicos sdéo amplamente distribuidos em todo
0 corpo e exercem inumeras fungdes vitais no cérebro e no sistema
nervoso autonémico (Lefkowitz et al., 1996). No cérebro, os receptores
muscarinicos sdo importantes na memoria (Drachman & Leavitt, 1974;
Safer & Allen, 1971) e na patofisiologia de doengas afetivas (Janowsky
etal., 1972; Janowsky et al., 1973; Sitaram et al., 1980) e esquizofrenia
(Davis et al., 1975; Karson et al., 1991; Tandon et al., 1991; Tandon et
al., 1992). Devido ao seu possivel papel na funcdo cognitiva os
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receptores muscarinicos sdo alvo de pesquisa no caso da doenca de
Alzheimer (Richelson, 1995).

Até o inicio de 1980 o0s receptores muscarinicos pareciam
representar uma classe parcialmente homogénea de receptores, embora
evidéncias farmacoldgicas contrarias ja existissem desde 1950. No final
de 1980, com a ajuda de técnicas de biologia molecular foram
identificados 5 subtipos de receptores muscarinicos (Bonner et al., 1987;
Kubo et al., 1986a; Kubo et al., 1986b; Liao et al., 1989; Peralta et al.,
1987a; Peralta et al., 1987h).

2.2.1 - Localizacdo dos subtipos de receptores muscarinicos

O subtipo MI exibe alta afinidade para a pirenzepina e ¢
abundante no cérebro e ganglio simpéatico (Ehlert & Tran, 1990;
Kashiara et al., 1992; Yasuda et al., 1992). O subtipo M2 tem alta
afinidade para AF-DX 116 e galamina e é expresso no miocardio de
mamiferos, onde quase toda a populacdo de receptor M2 esta localizada
(Kashihara et al., 1992). O receptor M2 também apresenta uma
densidade uniforme, embora baixa, no cérebro (Ehlert & Tran, 1990;
Yasuda et al., 1992), e representa a maior concentracdo de receptor
muscarinico no musculo liso (Candell et al., 1990).

O receptor M3 tem alta afinidade para HHSID e 4-DAMP e
representa a maior concentracdo de receptores muscarinicos nas
glandulas exdcrinas (Kashihara et al.,, 1992; Pedder et al., 1991).
Também se apresenta embora em pequena densidade no musculo liso
(Candell et al., 1990) e no cérebro (Yasuda et al., 1992). O receptor M4
também tem uma alta afinidade para 4-DAMP e HHSID (Kashihara et
al., 1992). Este receptor representa a maior concentracdo de receptores
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muscarinicos do pulméo de coelhos (Lazareno al., 1990), mas ndo em
humanos (Bloom et al., 1988) e ratos (Fryer et al., 1990). Também
apresenta uma densidade abundante em vérias regibes do cérebro,
particularmente no corpo estriado e tubérculo olfatério (Yasuda et al.,
1992). O receptor M5 tem uma alta afinidade para antagonistas ndo-Mz2,
como 4-DAMP e HHSID e uma baixa afinidade para AF-DX 116
(Kashihara et al., 1992). N&o se expressa em tecidos periféricos, e
representa menos do que 2 % da densidade de receptores muscarinicos
em varias regides do cérebro (Yasuda et al., 1992).

Estudos de hibridizacdo in situ (Buckley et al., 1988)
demonstram que a relativa abundancia de RNAm para os subtipos de
receptores Ml e M4 sdo maiores em varias estruturas cerebrais tais
como cOrtex, hipocampo e putamen-caudado, declinando em areas mais
caudais do cerebro. A abundancia de RNAm para M3 é maior no cortex
cerebral e hipocampo, sendo baixa no putamen-caudado e regides mais
caudais do cérebro. Diferentemente, 0 RNAmM para o receptor M2
apresenta uma distribuicdo uniforme, mas relativamente baixa em todo o
cerebro.

Um resumo da localizagdo no SNC dos receptores muscarinicos
estd sumarizado no Quadro 3.

2.2.2 - Mecanismos de transducdo do sinal

Parece que as propriedades estruturais dos subtipos de receptores
muscarinicos determinam em parte 0 mecanismo de transducdo do sinal.
Presumivelmente, esta especificidade é consequente do acoplamento
seletivo dos subtipos de receptores as proteinas G. Estudos nos quais 0s
genes de receptores individuais foram tranfectados em células
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previamente demonstradas ndo conter receptores muscarinicos, mostram
que os subtipos MI, M3 e M5 estimulam a hidrolise de fosfoinositideos,
enguanto a ativacao dos subtipos M2 e M4 causa uma inibicdo da adenilil
ciclase sensivel a toxina pertussis (Ashkenazi et al., 1987; Lai et al.,
1988; Lai et al., 1991; Liao et al., 1989; Peralta et al., 1988).

Na maioria dos casos, a hidrolise de fosfoinositideos induzida
pelos receptores muscarinicos é insensivel a toxina pertussis. Entretanto,
em algumas células a ativacdo dos receptores Ml induziu uma hidrolise
de fosfoinositideos sensivel a toxina pertussis (Mei et al., 1991). Destas
informacdes se conclui que pelo menos dois tipos de proteinas G estéo
envolvidas na hidrélise de fosfoinositideos induzida pelo receptores
muscarinicos.

Pelo menos em termos gerais, 0s receptores muscarinicos podem
ser divididos em duas categorias dependendo do efeito produzido:
inibicdo da adenilil ciclase (M2 e M4) ou estimulacdo da hidrolise de
fosfoinositideos (Ml, M3 e Mb).

O padrdo de acoplamento seletivo do receptor visto em células
transfectadas € também aparente em varios tecidos expressando uma
mistura de subtipos de receptores. Por exemplo, a hidrélise de
fosfoinositideos no cortex cerebral de rato é potencialmente
antagonizada pelo antagonista MI-seletivo, pirenzepina (Exton, 1990).
Em musculo liso, esta hidrolise é potencialmente antagonizada por
HHSID, mas ndo pela pirenzepina, sugerindo o envolvimento dos
receptores M3 (Bersudsky et al., 1992). De forma intrigante, agonistas
muscarinicos inibem a adenilil ciclase em corpo estriado enquanto este
tipo de resposta ndo ocorre com os receptores M1, M2 e M3 (Ehlert et
al., 1990). Consequentemente, é possivel que esta resposta seja mediada
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pelo receptor M4, considerando a grande abundéncia destes receptores

nesta regido.

Embora a divisdo dos subtipos de receptores em duas categorias
seja inerentemente precisa, algumas observacGes empiricas ndo se
adaptam a este esquema. Por exemplo, foi observado que receptores M2
e M4 estimulam a hidrélise de fosfoinositideos, embora a magnitude
desta resposta seja fraca, e somente ocorra em ceélulas expressando alta
densidade destes receptores (Peralta et al., 1988). Alguns estudos
também mostram que os receptores MI, M3 e M5 estimulam o acimulo
de AMPc em células intactas (Lai et al., 1992; Peralta et al., 1988).

Em células intactas existem mecanismos de transducdo do sinal
mais complicados devido ao acumulo de mediadores intracelulares tais
como calcio. Por exemplo, os receptores MI e M3 estimulam o
acumulo de AMPc em células AL9 intactas e iris de bovino,
respectivamente, e este efeito parece ser dependente da hidrélise de
fosfoinositideos, o que causa uma mobilizacdo de célcio e uma ativagédo
da adenilil ciclase calcio-calmodulina dependente (Felder et al., 1989;
Tachado et al., 1994). Observacdes similares foram feitas em células
SH-SY5Y (Nakagawa-Yagi et al., 1991). Entretanto, Baumgold et al.,
(1992) mostraram que em células SK-N-SH de neuroblastoma humano o
receptor muscarinico é capaz de estimular o acumulo de AMPc
independente dos niveis de calcio intracelulares.

Alguns investigadores sugeriram que o acumulo de AMPc
estimulado pelos receptores muscarinicos pode ser mediado por
mecanismos envolvendo GMPc ou PKC (proteina quinase C) bem como
calcio (Jansson et al., 1991; Tateishi et al., 1992; Warhurst et al., 1994;
Watson et al., 1990).
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2.2.3 - Perspectivas

O estudos dos receptores muscarinicos ¢ de suma importancia no
esclarecimento de algumas patologias. A grande abundancia de
receptores ML no cortex e no hipocampo sugere que talvez agonistas que
penetrem no cérebro possam ser eficazes no tratamento de condicOes
neuroldgicas associadas com hipofuncdo colinérgica no cerebro (ex.:
doenca de Alzheimer). Assim como a grande abundéncia de receptores
M4 no putamen-caudado sugere que antagonistas muscarinicos seletivos
que centralmente ativam M4 podem ser uteis no tratamento do
parkinsonismo. Tais agentes devem ser deficientes de efeitos colaterais
de antagonistas muscarinicos classicos que blogueiam respostas mediadas
por M3 e M4 no sistema nervoso parassimpatico. Estes antagonistas M4
seletivos que atuam centralmente podem ser uteis no parkinsonismo
sozinhos ou como auxiliares no tratamento com levodopa (Ehlert et al.,
1995).

Um resumo do sistema colinérgico muscarinico esta representado
no Quadro 4.
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Figura 2 - Vias colinérgicas no SNC. Grupos celulares
colinérgicos s@o encontrados no nucleo septal (NS), banda diagonal de
Brocca (BDB), nucleo basal e pequenos interneurénios no corpo
estriado (Sundberg, 1994).
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Quadro 3 - Localizagdo anatdomica dos receptores

muscarinicos no SNC

Subtipo Localizacéo
(abundante no cérebro)
MI hipocampo (?)

cortex frontoparietal (?)

M2 (1)
cortex (?)
M3 hipocampo (?)
corpo estriado (?)
cortex (?)
M4 hipocampo (?)

corpo estriado (?)

M5 i (<2 %)

?= alta densidade; ? = baixa densidade
Ehlert et al., 1995.
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Quadro 4 - Precursores e enzimas necessarios para a sintese

de acetilcolina,

enzimas metabolizadoras, metabolitos,

agonistas e antagonistas muscarinicos seletivos e segundos

mensageiros

Precursores

Acetilcolina (ACh)

Colina e acetilcoenzima A (Acetil CoA)

Enzimas sintetizadoras: Colina acetiltransferase (CAT)

Enzimas metabolizadoras:  Acetilcolinesterase (AChE)

Metabolitos:

Subtipos de
receptor

Mi

M2

M3

M4

M5

Butirilcolinesterase (BuChE)

Colina e acetato

Agonistas Antagonistas Segundos

mensageiros

Metacolina irenzepina Fosfoinositideos
Telenzepina (&)
Metacolina AF-DX 116 X AMPc
Galamina canais de K+
Metacolina HHSID Fosfoinositideos
4-DAMP (P1)
4-DAMP
Metacolina HHSID 1l AMPc
Imbacina
Metacolina 4-DAMP Fosfoinositideos
HHSID (&)

Ehlert et al., Psychopharmacol. 1995.
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3 - Interacdo dopamina-acetilcolina

Evidéncias neurofarmacoldgicas nas duas Ultimas décadas indicam
uma interacdo entre a neurotransmissdo dopaminérgica (dopamina) e
colinérgica (acetilcolina) nos nucleos da base, especificamente no corpo
estriado (Bertorelli et al., 1992).

A interacdo entre estes dois sistemas de neurotransmissdo é de tal
forma importante que o desequilibrio desta relagdo pode levar a algumas
doencas ja claramente demonstradas. A etiologia de algumas desordens
dos nucleos da base, tais como doenca de Parkinson e doenca de
Huntington, frequentemente s&o associadas ao desequilibrio na interacédo
entre elementos dopaminérgicos e colinérgicos na substancia negra
(Butcher et al., 1982; Crawford et al., 1982; Joh et al., 1973).

A doenca de Parkinson ocorre devido a uma degeneracdo dos
nicleos da base (substéancia negra). Nesta doenca, por exemplo, s&o
observadas hipoatividade dopaminérgica e hiperatividade colinérgica.
Portanto, 0s agonistas dopaminérgicos e antagonistas colinérgicos
melhoram os sintomas da doenca de Parkinson sugerindo que uma
interacdo entre estes sistemas é critica para a funcdo normal do corpo
estriado.

O corpo estriado é a estrutura que abrange maior parte dos
nicleos da base (Alexander, 1986). Os neurotransmissores mais
proeminentes sdo a dopamina e a acetilcolina, os quais sdo encontrados
em altas concentracOes nesta estrutura. Na realidade o corpo estriado é
uma area do SNC de mamiferos que contétm uma das mais altas
concentragdes de acetilcolina, bem como de marcadores colinérgicos,

tais como colina acetiltransferase (CAT), enzima responsavel pela
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sintese de acetilcolina (Graybiel & Ragsdale, 1983). Estudos
farmacologicos e neuroquimicos mostram um papel preponderante da
acetilcolina no controle de funcbes extrapiramidais e disfuncbes
associadas com os nucleos da base (McGeer, 1976).

A funcdo dos neurdnios colinérgicos estriatais é classicamente
considerada como sendo controlada pela dopamina (Consolo et al.,
1992). As primeiras evidéncias indicavam que a estimulacdo dos
receptores dopaminérgicos reduzia a liberacdo de acetilcolina, engquanto
0 bloqueio destes receptores, removia esta inibicdo, levando a um
aumento da liberacdo de acetilcolina (McLennan & York, 1967; Scatton,
1982a,b; Stadler et al., 1973).

Desde 1979 (Kebabian & Calne, 1979) foi mostrado que os efeitos
da dopamina sobre a liberacdo de acetilcolina eram mediados pelos
receptores dopaminérgicos D2, cujos recentes estudos de hibridizacdo in
situ combinados com estudos de imunocitoquimica usando colina
acetiltransferase revelam que estdo localizados na maioria dos neurdnios

colinérgicos estriatais do rato (Le Moine et al., 1990).

H& pelo menos trés localizacbes dos receptores dopaminérgicos
D2 estriatais: (1) localizacdo pré-sinaptica nos terminais nigroestriatais;
(2) localizacdo pre-sinaptica nos terminais corticoestriatais; e (3)
localizacdo pds-sinaptica nos interneurénios estriatais ou neurdnios
externos (Filloux et al., 1988; Kebabian & Calne, 1979). Varias
evidéncias indicam que alguns destes interneurbnios sao colinérgicos
(Zhou et al., 1993).

LigacOes diretas entre 0s terminais dopaminérgicos e 0s neurdnios

colinérgicos também foram demonstradas por microscopia eletrénica
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(Kubota et al., 1987). Através destas ligacbes 0s neurdnios

dopaminérgicos estriatais inibem os interneurénios colinérgicos.

Com o desenvolvimento de agentes quimicos seletivos para
receptores DI (lorio et al., 1983), foi visto que a dopamina endogena
pode também regular a funcdo colinérgica estriatal através de um
mecanismo mediado pelo receptor DI (Consolo et al., 1987, Fage &
Scatton, 1986).

Assim, a dopamina exerce seus efeitos sobre o SNC estimulando
pelo menos duas categorias de receptores designados como DI e D2
(Kebabian & Calne, 1979). A dopamina agindo nos receptores DI
exerce um efeito sobre a liberacdo de acetilcolina in vivo oposto aquele
resultante da ativacdo dos receptores D2. Ou seja, a ativacdo de
receptores DI estimula a liberagdo de acetilcolina e o0 bloqueio a reduz
(Ajima et a/.,1990; Bertorelli & Consolo, 1990; Consolo et al., 1987;
Damsma et al., 1990a; Fage & Scatton, 1986). Assim, D2 teria um efeito
inibitério e DI um efeito facilitatério sobre a liberacdo de acetilcolina.

Portanto, a dopamina exerce um duplo papel sobre a liberacdo de
acetilcolina apresentando funcdes diferentes através de seus receptores
DI e D2. Enquanto o efeito mediado pelo receptor D2 parece ser direto,
0 mecanismo de regulacdo da facilitacdo da liberacdo de acetilcolina que
é mediado pelo receptor DI parece ser indireto, considerando que
estudos de hibridizagéo in situ indicam que a maioria dos receptores DI
ndo estdo localizados nos interneurdnios colinérgicos estriatais (Weiner
et al., 1991).

Vale salientar que pesquisas recentes sugerem que a dopamina
controla a liberacdo de acetilcolina predominantemente através dos
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receptores DI. De fato, a transmissdo dopaminérgica parcialmente
prejudicada afeta a liberacdo de acetilcolina suprimindo a influéncia
facilitatoria mediada pelo receptor DI (Bertorelli ¢t al., 1992).

Contudo, Consolo et al., (1992) demonstraram que 0 antagonista
SCH 23390 quando aplicado localmente no corpo estriado alterou a
liberacdo de acetilcolina. Este antagonista também bloqueou o aumento
da liberacdo de acetilcolina induzido por d-anfetamina e cocaina. Estes
resultados sugerem que os receptores DI que regulam a liberagdo de
acetilcolina podem estar localizados no corpo estriado.

3.1 - Drogas que atuam nos sistemas dopaminérgico ou

colinérgico

O mazindol (5-hidroxi-5-p-clorofenil-2,3-dihidro-5H-imidazo-
2,1-a-isoindol) é um derivado imidazoisoindol bastante utilizado como
anorexigeno em humanos (Shimizu et al., 1991). Embora ndo seja
quimicamente relacionado as anfetaminas, apresenta semelhanca
farmacoldgica com estas drogas. O mecanismo causador da anorexia
parece ser a inibicdo da recaptacdo de dopamina (Carlini et al., 1995).

No Brasil ha um alto consumo de drogas anorexigenas, tipo
anfetamina, sendo o mazindol, uma das drogas mais usadas (Nappo,
1992). Além disso, uma pesquisa feita pelo CEBRID (Centro Brasileiro
de Informacdo sobre Drogas Psicotropicas) mostrou que entre oS
estudantes de primeiro e segundo graus de varias cidades do Brasil, 0s
inalantes, benzodiazepinicos e drogas tipo anfetamina sdo as mais
preferidas. (Carlini et al., 1990).
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A cocaina € um dos alcalbides presentes nas folhas provenientes de
duas espécies do género Erytroxylum, vulgarmente denominado, coca: a
Erytroxylum novogranatense, variedade trujilo, cultivada legalmente e
cuja producdo destina-se a industria farmacéutica, onde a cocaina €
utilizada como anestésico local ou a industria alimenticia, como
constituinte de chas e a Erytroxylum coca, que constitui a principal
fonte de producéo ilicita (Chasin & Salvadori, 1996).

A cocaina € um potente anestésico local (Ushijima et al.., 1995) e
atua como poderoso agente simpatomimético com efeitos
psicoestimulantes no Sistema Nervoso Central (SNC), sendo considerado
0 mais potente psicoestimulante de ocorréncia natural, razdo pela qual é
utilizada como farmaco de abuso (Chasin & Salvadori, 1996). Do ponto
de vista de salde publica esta droga é considerada uma das drogas de
abuso mais importante e é responsavel por consequéncias desastrosas,
tais como deterioracdo de familias e cidades e aumento da violéncia e do
crime (Johanson & Schuster, 1995).

A cocaina blogueia a recaptacdo de dopamina (DA), 5-
hidroxitryptamina (5-HT) e norepinefrina (NE) no SNC. Entretanto, a
determinacdo de qual destas acbes estd associada com seus efeitos
causadores de dependéncia sO recentemente estd sendo elucidado
(Johanson & Schuster, 1995). H& uma correlacdo positiva entre a
poténcia da cocaina e alguns compostos relacionados como bloqueadores
da recaptacdo de dopamina e sua habilidade em causar dependéncia em
estudos de autoadministracdo em animais (Berger et 2z2,1989; Ritz et al.,
1987). Entretanto, ndo foram encontradas ainda correlacdes
significativas entre estes efeitos e a recaptacdo de NE e 5-HT. Estes
dados claramente sugerem que é o blogueio da recaptacdo de DA uma
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etapa essencial para estes efeitos da cocaina (Johanson & Schuster,
1995).

O mecanismo de acdo da cocaina consiste em inibir a recaptagéo
de catecolaminas, principalmente dopamina, e também diminuir a
permeabilidade das membranas de células nervosas ao sddio, dai seu
efeito anesteésico local. Os efeitos da cocaina sobre o metabolismo de
dopamina explicam a euforia e dependéncia causados por esta droga. A
cocaina inicialmente aumenta a liberacdo e inibe a recaptacdo de
dopamina causando euforia. Com 0 uso regular as concentracdes de
dopamina no cérebro diminuem, eventualmente levando a uma
supersensibilidade do receptor dopaminérgico. Esta mudanca na
sensibilidade dos receptores pds-sinapticos parece ser a base para as
sensagOes que ocorrem na suspensdo da droga (Johanson & Schuster,
1995).

A apomorfina é uma droga dopaminérgica direta ndo seletiva que
age em receptores dopaminérgicos DI e D2 (Amabeoku, 1994). Sua
atividade farmacologica é bem conhecida. O animal tratado com
apomorfina apresenta comportamento estereotipado e aumento da
atividade locomotora (Hagiwara et al., 1993).

A sulpirida é um neuroléptico atipico que apresenta atividade
antipsicotica e anti-depressiva, sendo usado para o tratamento da
esquizofrenia aguda e crénica (Long, 1996). A pimozida é um
neuroléptico também atipico do grupo das difenilbutilpiperidinas, usado
para 0 tratamento da esquizofrenia cronica e demais psicoses
(Baldessarini, 1996). O mecanismo de acdo da pimozida e sulpirida é o
bloqueio seletivo dos receptores dopaminérgicos D2, embora a pimozida
em doses altas afete o turnover de dopamina (Long, 1996).



Embora a sulpirida seja quase que exclusivamente antagonista dos
receptores D2 (Hollister, 1992), tambeém possui uma atividade anti-
serotonérgica (Alter et al., 1986). Em altas doses se liga com o receptor
D2 no corpo estriado (Matsubara et al., 1993), enquanto em baixas doses
bloqueia preferencialmente receptores D2 pré-sinapticos, controlando
assim a liberacdo de dopamina no corpo estriado (Sigala et al., 1991).
Dentro da familia de D2-simile, a sulpirida apresenta maior poténcia em
D2 e D4 do que em D3 (Seeman & Van Tol, 1994).

A atropina é um alcaldide derivado das folhas da planta Atropa
belladona. E uma droga antimuscarinica ndo seletiva, que se liga tanto a
receptores MI quanto a Mz2-simile. Produz principalmente efeitos
excitatorios no SNC. Afeta o sistema extrapiramidal, reduzindo o
movimento involuntario e a rigidez de pacientes com doenca de
Parkinson. Durante muitos anos foi usada no tratamento da doenca de
Parkinson e era a principal forma de tratamento antes do descobrimento
da levodopa (Rang & Dale, 1993).

O carbacol ou carbamilcolina é uma droga colinérgica direta que
de modo semelhante a acetilcolina, age em receptores nicotinicos e
muscarinicos, mas ndo € facilmente hidrolisada. Nos receptores
muscarinicos esta droga age seletivamente nos receptores M2-simile
(Brown & Taylor, 1995).
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OBJETIVOS

Considerando as evidéncias da relacdo existente entre a
neurotransmissdo dopaminérgica e colinérgica em corpo estriado foram
utilizadas neste trabalho dois agonistas dopaminérgicos (mazindol e
cocaina), que agem indiretamente inibindo a recaptacdo de dopamina
neuronal, um agonista dopaminérgico ndo seletivo que age diretamente
nos receptores DI e D2 (apomorfina), dois antagonistas dopaminérgicos
D2 (pimozida e sulpirida), um agonista muscarinico M2 (carbacol), um
antagonista Ml e M2 ndo seletivo (atropina) e verificados seus efeitos
em ambos os sistemas.

Do ponto de vista experimental, o presente trabalho é dividido em
7 protocolos experimentais:

PROTOCOLO I:

Efeito de agonistas e antagonistas muscarinicos ou
dopaminérgicos sobre o comportamento (campo aberto e catalepsia) de
rato;

PROTOCOLO IlI:

- Efeito de agonistas e antagonistas dopaminérgicos sobre 0s

receptores muscarinicos em cortex motor de rato;

PROTOCOLO |IlIl:

- Efeito de agonistas e antagonistas dopaminérgicos sobre 0s
receptores muscarinicos e dopaminérgicos em corpo estriado de rato;
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PROTOCOLO IV:

- Efeito de agonistas e antagonistas muscarinicos e sua associacao
com agonistas e antagonistas dopaminérgicos sobre o0s receptores
muscarinicos e dopaminérgicos em corpo estriado de rato;

PROTOCOLO V:

- Efeito da cocaina sobre o0s receptores muscarinicos e
dopaminérgicos em corpo estriado de rato;

PROTOCOLO VI:

Efeito de agonistas e antagonistas muscarinicos ou
dopaminérgicos sobre os niveis de nucleotideos ciclicos (AMPc e GMPc)

em cOrtex motor e corpo estriado de rato;
PROTOCOLO VII:
Efeito de agonistas e antagonistas muscarinicos ou

dopaminérgicos sobre a atividade acetilcolinesterasica em cortex motor
e corpo estriado de rato.
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MATERIAIS E METODOS

1 - Animais

Foram utilizadas ratas Wistar, adultas-jovens, virgens, 2-4 meses,
com peso variando entre 180 - 200 g provenientes do Biotério Central
da Universidade Federal do Ceara.

Durante todos os experimentos os animais foram mantidos em
gaiolas com no maximo 6 animais, em condi¢ces ambientais
semelhantes, com ciclos de alternancia claro/escuro de 12 horas,
recebendo racdo padrédo tipo Purina e agua ad libitum.

2 - Preparo das drogas

2.1 Mazindol, pimozida e sulpirida

Mazindol (Dasten 2 mg, cépsulas, Degussa S/A, SP, Brasil),
pimozida (Orap 4 mg, comprimidos, Jansen Farmacéutica LTDA, SP,
Brasil) e sulpirida (Equilid 200 mg, comprimidos, Merrel Lepetit, SP,
Brasil) foram macerados e suspensos em agua bidestilada, obtendo-se as
seguintes concentracdes finais:

Droga Concentracao final
Mazindol 1 mg/mL
Pimozida 2 mg/mL
Sulpirida 10 mg/mL
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2.2 - Carbacol, atropina e apomorfina

Carbacol (cloreto de carbamilcolina, Sigma, USA), atropina
(sulfato de atropina, Sigma, USA), apomorfina (cloridrato de
apomorfina, Sigma, USA) e cocaina (cloridrato de cocaina, fornecido
pela Policia Federal, Fortaleza, Brasil) foram dissolvidos em agua
bidestilada, obtendo-se as seguintes concentrages finais:

Droga Concentracao final
Carbacol 0,5; 1 e 2 mg/mL
Atropina 0,5; L e 2 mg/mL
Apomorfina I mg/mL
Cocaina 5; 10 e 50 mg/mL

3 - Tratamento dos grupos experimentais

Os animais foram tratados com mazindol, pimozida, sulpirida,
carbacol, atropina, cocaina ou apomorfina, diariamente durante 7 dias,
utilizando-se uma canula intragéastrica de polietileno. Vinte e quatro
horas apo6s a ultima administracdo, os animais foram sacrificados, seus
cerebros removidos e as areas cerebrais de interesse dissecadas sobre
gelo. Os animais controles foram tratados com agua bidestilada.

O Quadro 5 sumariza as drogas com suas respectivas doses e vias

de administragao.
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Quadro 5 - Drogas utilizadas com respectivas doses e vias de

administracao

Droga Dose Via de Abreviatura
administracao

mazindol 10 mg/kg oral maz 10
pimozida 10 mg/kg oral pim 10
20 mg/kg pim 20
sulpirida 100 mg/kg oral sul 100
5 mg/kg coc b

cocaina 10 mg/kg intraperitoneal coc 10
50 mg/kg coc 50

apomorfina I mg/kg intraperitoneal apo |
5 mg/kg chc 5

carbacol 10 mg/kg oral cbc 10
20 mg/kg chc 20

5 mg/kg atr 5

atropina 10 mg/kg oral atr 10
20 mg/kg atr 20

Quando as drogas foram administradas em associagdo havia um
intervalo de 30 minutos entre a primeira e a segunda droga. As

associacOes utilizadas sdo sumarizadas no Quadro 6.
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Quadro 6 - Drogas utilizadas em associacao

Associacao Abreviatura
pimozida 10 + mazindol 10 pim 10 + maz 10
pimozida 20 + mazindol 10 pim 20 + maz 10
pimozida 10 + apomorfina ! pim 10 + apo !
pimozida 20 + apomorfina ! pim 20 + apo |
pimozida 20 + carbacol 5 pim 20 + cbc 5
sulpirida 100 + mazindol 10 sul 100 + maz 10
sulpirida 100 + apomorfina ! sul 100 + apo !
atropina 5 + mazindol 10 atr 5 + maz 10
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4 - Material utilizado nos experimentos

- Agitador de tubos (modelo 251, FANEN, Séo Paulo, Brasil);

- Balanca analitica ( modelo H5, Mettler, Suica);

- Banho Maria (FANEN, modelo 102/1, SP, Brasil);

- Centrifuga (modelo J-21C, Beckman, CA, USA);

- Contador de cintilacdo liquida ( modelo LS 100, Beckman,
Fullerton, Ca, USA);

- Contador de cintilacdo liquida (modelo LS 6500, CA, USA);

- Cubetas de pléastico para leitura em espectrofotdmetro (Sarstedt,
Alemanha Oriental);

- Espectrofotometro (Modelo Beckman DU, Fulerton, CA, USA)
com medidor de absorbancia digital e outros acessorios (acoplado
ao sistema de modernizacdo Gilford, Oberlin, Ohio, USA);

- Espectrofotébmetro (modelo DU 640B, Beckman , CA, USA);

- Equipamento de milipore para filtragdo a vacuo (Milipore
apparatus, Bedford, MA, USA);

- Estufa de secagem e esterilizacdo (modelo 315 SE FANEM, SP,
Brasil;

- Filtros de fibra de vidro (GF/B Whatman, Maidstone, England);

- Frascos de vidro para contagem de cintilacdo (yials Beckman,
Fullerton, Ca, USA);

- Homogeneizadores (Bellico, USA);

- Guilhotina (Harvard, USA);

- Micropipetas (H,E. Pedersen, Dinamarca);

- Medidor de pH, modelo B374 (Micronal, SP, Brasil).
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5 - Dissecacdo das areas cerebrais

Os animais foram decapitados com uma guilhotina (Harvard,
USA), os encéfalos retirados rapidamente e colocados sobre papel
aluminio numa placa de Petri com gelo.

Seguindo a fissura sagital mediana, a camada cortical cerebral foi
retirada das leptomeninges com o auxilio de uma pinca reta de
microdissecacdo a qual, progredindo delicada e tangencialmente aos
ventriculos laterais, divulsionou o cortex em toda a sua extensdo fronto-
occiptal. O cértex ja divulsionado foi rebatido para os lados, expondo
parte do corpo estriado. O corpo estriado (caudado, putamen e globo
palido) foi isolado das estruturas circunjacentes por divulsionamento
com uma tesoura de microdissecagdo, sendo a sua retirada orientada
pelo diametro da porcdo tuberosa visivel desses nudcleos, apds o
rebatimento lateral do cortex.

Apos a retirada do corpo estriado, o rebatimento do cértex feito
inicialmente foi desfeito, ou seja, procurando-se reconstruir o contorno
dos hemisférios cerebrais, 0 cortex foi recolocado em sua posi¢do inicial
e, com o auxilio de uma tesoura de microdissecacdo, foi removida em
sua porcdo superior e mediana, numa extensdo em torno de 3-5 mm,
tendo como limite posterior um plano imaginario que dividia o cérebro
em partes iguais, anterior e posterior. A porcdo cortical assim retirada
corresponde a area motora do cortex fronto-parietal (Zilles & Wree,
1985).

Terminada a dissecacdo, cada area foi colocada em papel de

aluminio devidamente identificado, pesada e conservada a -10 °C para

uso posterior. Quando foi necessaria a estocagem por um certo periodo
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de tempo (no maximo uma semana) os tecidos foram considerados como
tendo a mesma viabilidade para experimentacdo que 0s ensaiados
imediatamente ou 24 h apds a dissecacdo (Burke & Greenbaun, 1987;
Fielder et al., 1987).

6 - Determinacdo da densidade de receptores muscarinicos

A densidade de receptores muscarinicos foi determinada, através
de ensaios de binding executados em homogenatos cerebrais, variando

0S seguintes parametros:

- Receptores MI + M2-simile
Para determinacdo de receptores muscarinicos Ml + M2-simile
foi utilizado o ligante ndo especifico 3H-N-metilescopolamina (3H-NMS,
85 Ci/mmol - New England), de acordo com método previamente
descrito (Dombrowski et al., 1983).

- Receptores Ml-simile
Para determinacdo de receptores muscarinicos Ml-simile foi
utilizado o ligante ndo especifico 3H-N-metilescopolamina (3H-NMS, 85
Ci/mmol - New England), na presenca de 200 (1M de carbacol, para
bloquear sitios M2-simile, segundo uma adaptacdo de método
previamente descrito (Joyce, 1991).

- Receptores M2-simile
Para determinacdo de receptores muscarinicos M2-simile foi
utilizado o ligante ndo especifico 3H-N-metiescopolamina (3H-NMS, 85
Ci/mmol - New England), na presenca de 100 pM de pirenzepina, para
bloquear sitios Ml-simile, segundo uma adaptacdo de método
previamente descrito (Joyce, 1991).
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6.1 - Método

O antagonista muscarinico marcado, 3H-N-metilescopolamina,
liga-se a sitios especificos dentre 0s quatro primeiros segmentos
transmembrana dos receptores muscarinicos (Wheatly et al., 1988) que
existem nos tecidos homogeneizados. Assim, o ligante tritiado marca o0s

receptores presentes no tecido estudado.

A atropina é um outro antagonista classico utilizado nos “brancos”
dos experimentos para determinar a radioatividade de background ou
ligacbes-ndo especificas. A atropina acrescentada em concentracdo muito
maior do que a da 3H-NMS interage seletivamente com 0s mesmos sitios
de ligacdo do receptor, deslocando e deixando livre toda a droga
marcada, que € logo depois filtrada. A radioatividade contida no filtro é
entdo determinada por cintilacédo liquida.

6.2 - Procedimento experimental

Terminada a dissecacdo das &reas cerebrais em gelo, como
mencionado anteriormente, foram feitos homogenatos a 10 % em
tampdo fosfato de sodio, 150 mM, pH 7,4.

Os homogenatos contendo 150 - 180 pg de proteina foram
incubados em tampéo fosfato de sddio contendo 2,35 nM de 3H-NMS, na
presenca ou na auséncia de sulfato de atropina 12,5 pM em um volume
final de 0,2 mL, para experimentos de pontos unicos. Para experimentos
de saturacdo o ligante foi utilizado em concentracdes que variavam entre
0,0031 e 5,95 nM.
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Apos incubacdo a 37 °C por 30 minutos, a reacdo foi terminada
por filtracdo a vacuo através de filtros Whatman GF/B. Os filtros foram
lavados trés vezes com 4 mL de solugédo salina 0,9% gelada, secos a 60
°C por no minimo 2 h e colocados em frascos de vidro (yials) com 3

mL de um coquetel de cintilacdo liquida contendo tolueno.

A radioatividade foi medida em um contador de cintilacdo liquida
Beckman LS-6500 com uma eficiéncia de 48 %. A ligacdo especifica foi
calculada como a ligacdo total menos a ligacdo ndo-especifica feita na
presenca de atropina 12,5 pM os resultados foram expressos como
fentomoles por miligrama de proteina. A concentracdo de proteina foi
determinada segundo o0 método de Lowry et al., (1951) utilizando-se

albumina sérica bovina (BSA) como padréo.

6.3 - Solucdes reagentes

- Coquetel de cintilagdo

0,5 g de p-bis-2-(5-feniloxazolil) benzeno, POPOP (Sigma, St.
Louis, MO, USA) e 4,0 g de 2,5-difeniloxasol, PPO (Sigma, St. Louis,
MO, USA) foram dissolvidos em 1000 mL de tolueno (Beckman,
Fullerton, CA, USA).

- Solucdo estoque de atropina

Sulfato de atropina (Sigma, St. Louis, MO, USA) em agua
bidestilada, para obter uma concentracdo de 0,5 mM.
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- Solucdo estoque de 3H-N-metil-escopolamina (3H-
NMS)

Cloridrato de 3H-NMS (85 Ci/mmol, New England Nuclear,
Boston, MA, USA), em tampao fosfato de sddio 150 mM, pH 7,4 para
obter uma solucé@o de concentragédo 23,52 nM.

- Tampéo fosfato de sédio

NaH2PO4 (Reagen, Rio de Janeiro, Brasil) foi dissolvido em agua
bidestilada, para obter uma solugdo 150 mM e o pH foi ajustado para 7,4
com solucéo de HC1 IN (Merck, Rio de Janeiro, Brasil).

- Carbacol

Cloreto de carbamilcolina (Sigma, St. Louis, MO, USA) foi
dissolvido em tampéo fosfato de sodio (150 mM, pH 7,4), obtendo-se
uma concentragéo final de 8000 pM.

- Pirenzepina

Gastrozepina (comprimidos de 50 mg, Boehringer & Cia, LTDA,
Séo Paulo, Brasil) foram diluidos em tampéo fosfato de sédio (150 mM,
pH 7,4), obtendo-se uma concentracdo de 100 pM.

7- Determinacéo da densidade dos Receptores Dopaminérgicos
A densidade de receptores dopaminérgicos foi determinada,

através de ensaios de binding executados em homogenatos cerebrais,
variando 0s seguintes parametros:
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- Receptores DI-simile

Foi utilizado o ligante especifico 3H-SCH 23390 (87,0 Ci/mmol -
New England Nuclear, USA), de acordo com o método previamente
descrito (Meltzer et al., 1989).

- Receptores D2-simile

Foi utilizado o ligante especifico 3H-espiroperidol (114,0
Ci/mmol - New England Nuclear, USA), segundo uma adaptacdo de
método previamente descrito por Kessler et al., 1991 e Meltzer et al.,,
1989.

7.1 - Método

O ligante 3H-espiroperidol é um antagonista dopaminérgico que
possui alta afinidade pelos receptores D2-simile, possuindo também
afinidade pelos receptores serotonérgicos do tipo 5-HT? (Kessler et al.,
1991; Terai et al., 1989). Para bloquear os receptores serotonérgicos foi
utilizado um antagonista seletivo, a mianserina. O 3H-SCH 23390 é um
antagonista dopaminérgico que possui alta afinidade pelos receptores
DI-simile e ndo tem afinidade por receptores serotonérgicos.

A dopamina foi utilizada nos “brancos” dos ensaios para
determinar a radioatividade de background ou ligacdes-nédo especificas.
A dopamina acrescentada em concentracdo muito maior do que 3H-SCH
23390 ou 3H-espiroperidol interage seletivamente com 0s mesmos sitios
de ligacdo do receptor, deslocando e deixando livre toda a droga
marcada, que é logo depois filtrada. A radioatividade contida no filtro é
entdo contada por cintilacdo liquida.
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7.2 - Procedimento experimental

Terminada a dissecacdo das areas cerebrais em gelo, como
mencionado anteriormente, foram feitos homogenatos a 10 % em
tampéo TRIS HC1 50 mM, pH 7,4.

Os homogenatos contendo 150-180 flg de proteina foram
incubados em tampdo TRIS HC1 modificado (50 mM, pH 7,4). No caso
dos receptores DI-simile o tampédo continha 5,75 nM de 3H-SCH 23390
para experimentos de pontos unicos ou 0,06 a 8,8 nM para experimentos
de saturacdo. No caso dos receptores D2-simile o tampéo continha 10
pM de mianserina (incubada por 30 minutos a temperatura ambiente)
para bloguear o0s receptores serotonérgicos e 17,3 nM de 3H-
espiroperidol para experimentos de pontos Unicos ou 0,43 a 21,6 nM
para experimentos de saturagdo. Em ambos os ensaios, 0S respectivos
ligantes eram incubados na presenca e na auséncia de dopamina 100 pM
(durante 10 minutos), sendo o volume final do ensaio de 0,2 mL.

Apoés incubacdo a 37 °C durante 60 minutos, a reacdo foi
terminada por filtracdo a vécuo através de filtros Whatman GF/B. Os
discos de papel de filtro foram lavados cinco vezes com 4 mL de solucao
salina 0,9 % (peso/volume) gelada, secos a 60 °C por no minimo 2 h e
colocados em frascos de vidro (yials ) contendo 3 mL de um coquetel de
cintilacdo liquida contendo tolueno.

A radioatividade foi medida em um contador de cintilacdo liquida
Beckman LS-6500 com uma eficiéncia de 48 %. O binding especifico
foi calculado como o binding total menos o binding néao-especifico
feito na presenca de dopamina 100 pM e os resultados foram expressos
em fentomoles por miligrama de proteina. A concentracdo de proteina

44



foi determinada segundo o metodo de Lowry (1951), utilizando-se
albumina sérica bovina (BSA) como padréo.

7.3 - Solucdes reagentes

- Coquetel de cintilagao

0,5 g de p-bis-2-(5-feniloxazolil) benzeno, POPOP (Sigma, St.
Louis, MO, USA) e 4,0 g de 2,5-difeniloxasol, PPO (Sigma, St. Louis,
MO, USA), em 1000 mL de tolueno (Beckman, Fullerton, CA, USA).

- 3H-espiroperidol (114 Ci/mmol, Amersham Life Science,
USA)
5 pL de 3H-espiroperidol foram diluidos em tampédo TRIS HCI,
pH 7,4, de forma a obter uma concentracdo final de 43,28 nM.

- 3H- SCH 23390 (87 Ci/mmol, Amersham Life Science)
5 pl de 3H- SCH 23390 foram diluidos em tampdo TRIS HC1, pH
7,4 de forma a obter uma concentracédo final de 11,5 nM.

- Tampéo TRIS HC1

6 g de TRIS HC1 (TRIZMA BASE, Sigma, Brasil) foram diluidos
em 1000 mL de agua bidestilada, obtendo-se uma concentracdo de 50
mM. O pH foi ajustado com solugcdo HC1 0,1 N (MERCK, Rio de
Janeiro, Brasil) para 7,4.

- TRIS HC1 modificado

NaCl 120 mM; KC1 ImM; CaClk 2mM; MgCIl2 ImM, NaEDTA
ImMM e Na ascorbato ImM foram dissolvidos em tampao TRIS HC1, 50
mM, pH 7,4.
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- Mianserina

Comprimidos de mianserina (Tolvon 30 mg, Organon, SP, Brasil)
foram macerados e diluidos em tampdo TRIS HC1 obtendo-se uma
concentracdo final de 100 pM.

- Dopamina (Cloridrato de 3-Hidroxitiramina)

Dopamina (Sigma, St. Louis, MO, USA) foi dissolvida em tampé&o
TRIS HC1 50 mM, pH 7,4 contendo &cido ascorbico a 0,02 % de forma a
se obter uma concentracdo final de 4000 |1M.

8 - Determinacdo dos niveis de nucleotideos ciclicos
8.1 - Preparacdao dos homogenatos

O tecido (cortex motor ou corpo estriado) foi homogeneizado a
20 % (para o ensaio do AMPc) ou a 40 % (para 0 ensaio do GMPc) em
tampdo Tris EDTA, 4 mM, e aquecido em banho-maria (80 - 100°)
durante 10 minutos. Posteriormente foi centrifugado (10.000 rpm),
durante 10 minutos e o sobrenadante resultante foi usado para o ensaio
do AMPc e GMPc.
8.2 - AMPc

8.2.1 - Metodo

A concentracdo de AMPc foi medida através de radioimunoensaio

usando um kit comercial para ensaio de AMPc (Cyclic AMP assay
system., Amersham, USA).
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O ensaio € baseado na competicdo entre 0 AMPc ndo marcado
(“frio”) e uma quantidade fixa do composto marcado tritiado para se
ligar a uma proteina de binding que tem uma alta afinidade e
especificidade para o AMPc. A quantidade do complexo formado
marcado, AMPc-proteina, é inversamente proporcional a quantidade de
AMPc ndo marcado presente na amostra utilizada no ensaio. Os calculos
da quantidade de AMPc ndo marcado presente na amostra sdo feitos
através da medida de radioatividade da proteina marcada.

A separacdo do AMPc ligado a proteina do nucleotideo néo
marcado é feita por adsorcdo do nucleotideo livre em carvdo, seguido
por centrifugacdo. Uma aliquota do sobrenadante é entdo removida para
contagem da radioatividade por cintilacdo liquida. A concentracdo do
AMPc ndo marcado é entdo determinada através de uma curva padrdo
linear. Um resumo esquematico do ensaio do AMPc é apresentado no
Quadro 7.
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Quadro 7 - Resumo esquematico do método de determinacéo
dos niveis de AMPc

“livre” “ligado”

3H-AMPc 3H-AMPc-proteina de binding
+ proteina de binding <=>

AMPc AMPc-proteina de binding

8.2.2 - Reagentes do kit comercial

- Tampéo Tris EDTA,;

- Proteina de binding purificada de muasculo de bovino;

- 8-3H-AMPc: (8-3H) 3,5-fosfato ciclico de adenosina
triciado, 180 pmol contendo 5 pCi);

- AMPc padrdo: (3,5-fosfato de adenosina ciclico padréo,
1600 pmol);

- Adsorvente de carvao;

- Sulfato de amonia.

8.3 - GMPc

8.3.1 - Método

A concentracdo de GMPc foi medida através de radioimunoensaio
usando um kit comercial para ensaio de GMPc {Cyclic GMP assay

System, Amersham, USA).
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O ensaio é baseado na competicdo entre 0 GMPc ndo marcado
(“frio”) e uma quantidade fixa do composto marcado com tritio para se
ligar a um antisoro que tem uma alta especificidade e afinidade para o
GMPc. A quantidade de GMPc marcado ligado ao antisoro &
inversamente proporcional a quantidade de GMPc presente na amostra
do ensaio. A quantidade de GMPc ndo marcado presente na amostra €
calculada pela medida da radioatividade de anticorpo ligado. A
separacdo do complexo GMPc marcado-anticorpo do nucleotideo néo
marcado é feita pela precipitacdo com sulfato de amonio seguido por
centrifugacdo. O precipitado que contém o complexo ligado ao
anticorpo, e dissolvido em agua e sua atividade é determinada através da
contagem da radioatividade por cintiliacdo liquida. A concentracdo de
GMPc ndo marcado na amostra é determinada através de uma curva
padrdo linear. Um resumo esquematico do ensaio do GMPc ¢é
apresentado no Quadro 8.
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Quadro 8 - Resumo esquematico do método de determinacéo
dos niveis de GMPc

8.4 -

“livre” “ligado”

3H-AMPCc 3H- GMPc-anticorpo
+ anticorpo <=>

GMPc GMPc- anticorpo

8.3.2 - Reagentes do kit comercial

- Tampéo Tris EDTA;
- Antisoro especifico para GMPc;
- 8-3H-GMPc (8-3H) 3’,5' - fosfato ciclico de guanosina
triciado, 80 pmol contendo 1,6 pCi);
- GMPc padrdo (3’,5’-fosfato ciclico de guanosina);
- Reagente “branco”;
- Sulfato de amdnia.

Medida da radioatividade

Os discos de papel de filtro contendo o material a ser analisado

sdo colocados em frascos apropriados (yials ) contendo 1 mL (para o

ensaio do AMPc) ou 6 mL (para o0 GMPc) de um coquetel de cintilacdo
liguida miscivel em agua, READY FLOW Il (AMBRIEX S/A). A
radioatividade foi medida em um contador de cintilacdo liquida

Beckman LS-6500 com uma eficiéncia de 48 %. Os resultados foram

expressos em pmoles por miligrama de proteina. A concentracdo de
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proteina foi determinada segundo o0 meétodo de Lowry (1951),
utilizando-se albumina sérica bovina (BSA) como padrdo.

9 - Determinacdo da atividade da acetilcolinesterase (AChE)

9.1 - Método

A atividade acetilcolinesterasica (AChE) foi determinada a 25 °C
e pH 8,0 de acordo com o método de Ellman et al., (1961) que tem
como principio a medida da velocidade de producdo da tiocolina a
proporcdo que a acetiltiocolina (ATC), utilizada como substrato é
hidrolisada. Isto € acompanhado pela rea¢do continua do tiol com o ion
5:5’-ditio-bis-2 nitrobenzoato () para produzir o anion amarelo do
acido 5-tio-2 nitrobenzoéico (I11). Um resumo esquemaético do método &
apresentado no Quadro 9.

51



Quadro 9 - Resumo esquematico do método de determinacéo
da atividade acetilcolinesterasica

(enzima)

H20+(CH3)3N+CH2CH2SCOCH3 -> (CH3) 3N+CH2CH?2S + CHICOO - 2H+

(CH3)3N+CHICH.S +RSSR” (CH3)IN+CH,CH2SSR + RS
(1) (1)

R= C6HICOO O2N

A atividade enzimatica foi medida através da leitura da variacdo
da absorbancia por minuto, durante 3 minutos, sendo a reacdo linear
durante pelo menos 10 minutos (Alies & Hawes, 1953). As leituras das
absorbancias foram feitas no comprimento de onda de 412 nm através
de um espectrofotobmetro (Beckman DU acoplado a um sistema de
modernizacdo da Gilford, USA ou Beckman, modelo DU 640B, CA,
USA) que permitiu leituras automaticas em sistema digital e forneceu
maior sensibilidade (leitura em décimos de milésimos de absorbancia).
A atividade especifica foi expressa em nmoles de ATC hidrolisados por
miligrama de proteina por minuto.

9.2 - Solucgbes reagentes

- Solucéo de acido 5:5’-ditio- bis-2 nitrobenzoato, DTNB (Sigma,
St. Louis, MO, USA) 10 mM em tampéo fosfato de sddio;
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- Solucdo de iodeto de acetiltiocolina, ATC (Sigma, St. Louis,
MO, USA) 75 mM em agua bidestilada;

- Tampdo Fosfato de sdédio: NaH2OPO4.H20 (Reagen, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil), 0,1 mM em &gua bidestilada, pH 7,0.

10.0 - Dosagem de proteina

10.1 - Meétodo

A quantidade de proteina em homogenatos de cérebro foi
determinada a 25 °C utilizando albumina sérica bovina como padrdo, de
acordo com o metodo previamente descrito (Lowry et al., 1951), que
emprega duas reacdes de formacdo de cor para analisar a concentracéo
proteica fotometricamente. Inicialmente é feita uma reacdo biureto de
baixa eficiéncia na qual os ions de cobre alcalino produzem uma cor
azulada na presenca de ligacbes peptidicas. Esta cor biureto é
caracteristica de todas as proteinas e fornece uma cor basica de fundo
para a préxima etapa de ensaio. Depois 0 método emprega uma mistura
complexa de sais inorganicos, o reagente Folin-Ciocalteau que produz
uma cor verde azulada intensa na presenca de tirosina ou triptéfano
livres ou ligados a proteinas. Como as quantidades desses dois
amonoéacidos sdo geralmente constantes nas proteinas soluveis, com
poucas excecOes, a cor das reacOes (verde-azulada) € indicativa da
presenca de proteina e a intensidade da cor proporcional a concentracéo.
Esta coloracdo foi medida em 750 nm, através de espectrofotbmetro
Beckman DU, acoplado a um sistema de modernizacdo da Gilford, USA.
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10.2 - Solucgbes reagentes

- Reagente A: Na2CO3 (Reagen, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) a 2 %
em NaOH (Reagen, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) 0,1 N;

- Reagente B: CuSO4.5H20 a 0,5 % em NaKC4H406.4H20 (Grupo
Quimica, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) a | %;

- Reagente C: Solucdo de cobre alcalino (24 mL do reagente A

com | mL do reagente B, misturados no momento de usar);

- Reagente de Folin - Ciocalteau - Fenol (Labordin, Piraquara,
PR, Brasil), 1:1 em agua bidestilada;

- Solucéo de albumina sérica bovina (Sigma, St Louis, MO, USA)
I mg/mL em agua bidestilada.

11 - Testes comportamentais

11.1 - Teste de catalepsia

Nesse teste as extremidades superiores do animal foram colocadas
em uma base rigida com 2 cm de espessura e 9 cm de altura. Os animais
foram habituados durante | min e posteriormente medido o tempo em
que eles permaneciam imoveis (na mesma posicdo) sobre a barra. O
tempo méximo de permanéncia era de 150 s. O estado cataléptico foi
considerado positivo quando o animal ultrapassava o tempo de 60 s nessa
posicdo (Ahlenius & Hillegaart, 1986 & Jorgensen et al., 1994). O teste
de catalepsia foi realizado 1 h apds o tratamento com as drogas
estudadas.
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11.2 - Teste de campo aberto

Os animais foram colocados em um campo aberto com area de 50
X 50 cm e iluminado por uma luz vermelha. Este campo foi
confeccionado com cartolina de cor vermelha, a qual foi dividida em
quatro quadrantes. Os animais foram primeiro habituados durante |
minuto ao campo aberto e posteriormente submetidos ao teste que era
feito numa sala livre de sons. O observador colocava 0s animais nesse
campo e registrava o0 n° de travessias de um quadrante para outro
durante 3 minutos. O tempo de observacdo foi realizado 1 h apds o
tratamento (Jorgensen et al., 1994).

12 - Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi acompanhada por um
computador Macintosh Quadra 605 (programa Statview). Para
comparacdo de medias de dois grupos foi utilizado o teste t de Student.
Para comparacdes multiplas foi utilizado Analise de Variancia
(ANOVA) e teste de Fisher como um teste post hoc para as diferencas.
As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas em p <
0,05.

55



PROTOCOLO |

Efeito de agonistas e antagonistas
muscarinicos ou dopaminérgicos
sobre o comportamento
(campo aberto e catalepsia)
de rato

56



INTRODUCAO

A administracdo cronica de estimulantes psicomotores que atuam
como agonistas dopaminérgicos indiretos resulta em numerosas
alteragcbes comportamentais, incluindo uma sensibilidade aumentada, ou
sensibilizagdo comportamental (Kalivas & Stewart, 1991; Robinson &
Becker, 1986).

A sensibilizacdo comportamental em animais se assemelha a
psicose induzida por psicoestimulantes em humanos e tem merecido
especial atencdo como um modelo animal de esquizofrenia (Post &
Contei, 1983; Robinson & Becker, 1986). Embora, seja conhecido que a
sensibilizacdo comportamental induzida por psicoestimulantes esteja
relacionada com o aumento da disponibilidade de dopamina, varias
pesquisas sugerem que 0s receptores dopaminérgicos DI-simile podem
desempenhar um papel critico nesta sensibilizacdo (Hamamaura et
aZ.,1991; Stewart & Vezina, 1989; Ujike et aZ.,1989; Vezina & Stewart,
1989).

Os neurbnios do nucleo accumbens apresentam respostas
inibitérias aumentadas tanto a dopamina como ao agonista seletivo do
receptor DI, SKF 38393 ap0s o tratamento diario com metanfetamina
(Higashi et al.\9%9) ou cocaina (Henry ei 222,1989; Henry & White,
1991). Foi recentemente mostrado que a administracdo repetida de
cocaina pode aumentar a atividade da adenilil ciclase e a atividade da
proteina quinase AMPc-dependente, ambas as quais podem ser reguladas
pelos receptores DI (Terwilliger eiaZ.,1991).
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Como os agonistas dopaminérgicos indiretos causam estimulacdo
ndo seletiva de todos os receptores dopaminérgicos, o papel da
estimulagdo cronica seletiva do subtipo de receptor DI é dificil de ser
estudado. A literatura mostra varios trabalhos considerando os efeitos
do tratamento croénico com agonistas seletivos do receptor DI sobre o
comportamento  dopamina-dependente. Braun & Chase (1988)
primeiramente demonstraram que 0 tratamento com o agonista SKF
38393 aumentou a capacidade do agonista ndo seletivo D1/D2,
apomorfina, em promover comportamento estereotipado, mas nao
alterou os efeitos comportamentais induzidos pelo agonista D2,
quinpirole.

Existem evidéncias de que os receptores DI e D2 podem
interagir de um modo sinérgico ou antagdnico. Agonistas do receptor
DI e D2 ndo sdo efetivos isoladamente, mas agem sinergisticamente
estimulando a locomocéo e induzindo a estereotipia (Arnt et al., 1987); a
locomocgéo depende da ativacdo do receptor DI (Starr & Starr, 1989) e
0S comportamentos estereotipados orais, tais como “lamber” e
“morder”, dependem da ativacao dos receptores D2 (Arnt et al., 1987;
Ushijima et al., 1988a; Ushijima et al., 1988Db).

Estudos neurofarmacologicos, neuroquimicos e neuroanatémicos
demonstram uma interacdo dindmica entre um ndmero de diferentes
neurotransmissores no sistema nervoso central. Estereotipia, catalepsia e
atividade motora no campo aberto sdo comportamentos claramente
dependentes da transmissdo dopaminérgica nos sistemas nigroestriatal e
mesolimbico do cérebro de mamiferos (Bernardi & Palermo-Neto,
1979; Bernardi et fIZ.,1981; Frussa- Filho et al., 1992). Estes modelos
podem ser usados para se estudar estas interagdes incluindo a interagédo

dopamina-acetilcolina.
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OBJETIVOS

Estudar o efeito de agonistas e antagonistas muscarinicos e
dopaminérgicos sozinhos ou associados, sobre 0 comportamento (campo
aberto e catalepsia) de ratos.
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RESULTADOS

A Figura 1 mostra os resultados do teste do campo aberto para a
atividade locomotora horizontal. O mazindol 10 mg/kg, v.o., aumentou
significativamente o nudmero de travessias (19,0 + 1,9) quando
comparado ao controle (10,2 £ 0,91). Os animais tratados com pimozida
20 mg/kg, v.0., ndo apresentaram atividade no campo aberto (0,0
0,00). A pimozida quando administrada 30 minutos antes do mazindol,
blogueou 0 aumento observado na atividade locomotora com o mazindol
(6,9 £ 0,74). A apomorfina ndo alterou a atividade locomotora (10,8 +
1,46), mas quando associada & pimozida aumentou esta atividade em
relacdo a pimozida sozinha (6,2 + 1,25). A sulpirida sozinha diminuiu a
atividade locomotora (1,4 = 0,87) e quando associada ao mazindol
bloqueou o0 aumento ocorrido com esta droga sozinha (6,0 + 1,67).
Entretanto, na associacdo de sulpirida + apomorfina, os valores da
atividade nédo diferiram daqueles do grupo controle (8,5 £ 1,91).

A Figura 2 mostra que a atropina e o carbacol nao alteraram a
atividade locomotora dos animais (11,6 + 0,82 e 8,6 £ 0,88). Entretanto
quando a atropina foi associada com o mazindol houve um aumento de
112 e 87% na atividade locomotora (21,7 £ 4,30), quando comparado ao
controle e a atropina, respectivamente. A pimozida, quando associada ao
carbacol, diminuiu a atividade locomotora dos animais quando

comparada ao carbacol sozinho (2,5 £ 1,28).

Na Figura 3 sdo apresentados os efeitos da cocaina em diferentes
doses sobre a atividade locomotora. Foi observado que a cocaina nas
doses mais baixas (5 e 10 mg/kg) ndo promoveu alteracbes significativas
na atividade locomotora (10,5 + 1,15 e 10,9 = 1,03, respectivamente)
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quando comparada ao controle (10,2 £ 0,91). Entretanto, nas doses de
20 e 50 mg/kg, promoveu aumentos em torno de 200% na atividade
locomotora (20,5 £ 3,12 e 21,9 + 4,11, respectivamente).

A Figura 4 mostra os resultados do teste de catalepsia. A
pimozida induziu um estado cataléptico, pois o animal permaneceu
imével na barra durante 124 +£9,11 segundos. A catalepsia observada
com a pimozida sozinha ndo foi detectada quando esta droga foi
associada ao mazindol (5,6 = 0,79 s). Apomorfina sozinha ou associada
com a pimozida nédo causou efeito cataléptico (39,6 = 8,49 e 9,2 £ 1,07
s, respectivamente). Do mesmo modo, a sulpirida sozinha ou associada
com mazindol ou apomorfina ndo induziu estado cataléptico (45,0 +
9,70; 43,3 + 16,41 e 17,8 + 6,02 ).

A atropina sozinha (3,1 £ 0,43 s) ou associada ao mazindol (1,8 +

0,31 s) e o carbacol sozinho (4,3 £ 1,04), ou associado a pimozida (51,0
+ 20,67 s), ndo causaram efeito cataléptico (Figura 5).
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de travessias / 3 min

Figura 1 - Efeito de agonistas e antagonistas dopaminérgicos sobre a
atividade locomotora no campo aberto. A atividade locomotora no campo
aberto foi medida como o n° de travessias de um quadrante para outro. Ratos
Wistar (180 - 200 g; 8 -10 animais por grupo) foram tratados com as drogas ! h
antes de serem submetidos ao teste. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA e
teste de Fisher post hoc. a, b, ¢, d = p< 0.05 quando comparados ao controle,
mazindol, pimozida e sulpirida. respectivamente.
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de travessias / 3 min

Figura 2 - Efeito de agonista e antagonista muscarinico sobre a
atividade locomotora no campo aberto. A atividade locomotora no campo
aberto foi medida como o n° de travessias de um quadrante para outro. Ratos
Wistar (180 - 200 g; 8 -10 animais por grupo) foram tratados com maz 10; atr
5: pim 20; cbc 5 sozinhos ou associados (atr 5 + maz 10 e pim 20 + cbc 5) | h
antes de serem submetidos ao teste. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA e
teste de Fisher post hoc. a. b, ¢ = p< 0,05 quando comparados ao controle,
atropina e carbacol, respectivamente.
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Figura 3 - Efeito da cocaina sobre a atividade locomotora (campo
aberto). A atividade locomotora no campo aberto foi medida como o n° de
travessias de um quadrante para outro. Ratos Wistar (180 - 200 g; 8 -10
animais por grupo) foram tratados com coc 5, 10. 20 e 50 mg/kg, i.p., | h
antes de serem submetidos ao teste. Para andlise estatistica foi utilizado
ANOVA e teste de Fisher post hoc. *p< 0,05 quando comparado ao
controle.
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Figura 4 - Efeito de agonistas e antagonistas dopaminérgicos no teste
de catalepsia. A catalepsia foi medida como o tempo de imobilidade que o
animal permanecia na barra. Ratos Wistar (180 - 200 g; 8 -10 animais por grupo)
foram tratados com maz 10; pim 20; apo 1; sul 100, sozinhos ou associados (pim
20 + maz 10; pim 20 + apo 1; sul 100 + maz 10 e sul 100 + apo 1) | h antes de
serem submetidos ao teste. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA e teste de
Fisher post hoc. a, b. ¢, d, e = p< 0.05 quando comparados ao controle,
mazindol, pimozida, apomorfina e sulpirida, respectivamente.
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Figura 5 - Efeito de agonista e antagonista muscarinico e
dopaminérgico sobre o teste de catalepsia. A catalepsia foi medida como
0 tempo de imobilidade que o animal permanecia na barra. Ratos Wistar (180 -
200 g; 8 -10 animais por grupo) foram tratados com maz 10; pim 20; cbc 5 e
atr 5 sozinhos ou associados (pim 20 + cbc 5; atr 5 + maz 10) | h antes de
serem submetidos ao teste. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA e teste
de Fisher post hoc. a, b, ¢, d = p< 0,05 quando comparados ao controle,
pimozida e carbacol, respectivamente.

66



DISCUSSAO

A administracdo de mazindol e cocaina resultou numa
sensibilizacdo comportamental evidenciada pelo aumento da atividade
locomotora. Esta sensibilizacdo aumentada parece ser semelhante aquela
induzida por outros psicoestimulantes (Robinson & Becker, 1986).
Assim, a generalizacdo desses efeitos que ocorrem entre estimulantes
sugere um mecanismo comum para esta sensibilizacdo comportamental
(Aizenstein et al., 1990; Baldo & Kelly, 1991).

Embora a sensibilizacdo a cocaina e estimulantes relacionados
tenha sido anteriormente demonstrada, a base neural para tal efeito ndo
foi ainda definitivamente esclarecida (Robinson & Becker, 1986). As
evidéncias sugerem um papel importante da dopamina no efeito
estimulante locomotor da cocaina (Kalivas et al., 1988; Kelly & Iversen,
1975; Kuczenski & Leith, 1981). Como o efeito anorexigeno do
mazindol é primariamente, embora ndo exclusivamente, devido a
inibicdo da recaptacdo de dopamina (Javitch et al., 1984; Pogun et al.,
1991), e provavel que a sensibilizacdo locomotora induzida por esta
droga também seja devido a acdo da dopamina nos terminais
dopamineérgicos. Existem evidéncias também (Baker et al., 1993)
mostrando que os efeitos comportamentais da cocaina sdo reproduzidos
por compostos que agem primariamente bloqueando a recaptacdo de
dopamina e que a ordem de poténcia € mazindol > nomifensina > GBR
12909.

A literatura mostra que o tratamento crénico com doses fixas de
cocaina aumenta em magnitude a atividade locomotora e 0s movimentos
estereotipados, e este fendbmeno conhecido como sensibilizacdo, parece
ser mediado pelo sistema dopaminérgico (Johanson & Schuster, 1995).
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Embora as evidéncias ndo sejam completamente consistentes, dados dos
primeiros trabalhos nesta area sugerem que as vias dopaminérgicas
mesolimbica e mesocortical estdo envolvidas na dependéncia causada
pela cocaina (Costall & Naylor, 1977). Algumas mudancas tais como
alteracbes no transporte sinaptico de dopamina, liberacdo de dopamina
e/ou receptores dopaminérgicos poderiam  contribuir para a
sensibilizacdo comportamental mediada pelo sistema dopaminérgico
(Peris & Zahniser, 1989).

Foi demonstrado anteriormente que ratos submetidos a injecdes
diarias de cocaina, e ap6s um periodo de 30 dias de suspensdo da droga
apresentaram hiperatividade (Zeigler et al., 1991). Ushijima et al.,
(1995) mostrou que a cocaina (5 a 10 mg/kg, i.p.) aumentou a atividade
locomotora e 0 comportamento estereotipado em ratos de uma maneira
dose-dependente. O pré-tratamento com SCH 23390, um antagonista do
receptor DI-simile e raclopride, um antagonista do receptor D2-simile,
significativamente reduziu os efeitos da cocaina sobre a atividade
locomotora sugerindo que estes efeitos estimulatérios envolvem a

ativacdo de ambos os receptores DI e D2-simile.

Gogerty et al., (1975) relataram que os efeitos estimulantes do
mazindol eram 3 a 4 vezes menos intensos do que aqueles produzidos
pela d-anfetamina. Zambotti et al.,, 1976 demonstraram que a
metanfetamina 5 mg/kg aumentava a atividade motora. Posteriormente,
Mattei & Carlini (1995) também observaram que a metanfetamina numa
dose menor (2,5 mg/kg) também aumentava a atividade motora
semelhante ao mazindol e que o mazindol era 4 vezes menos potente do
que a metanfetamina nos seus efeitos sobre a atividade motora e
movimentos estereotipados. Estes efeitos produzidos por ambas as
drogas podem ser descritos como causados por um mecanismo similar,
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ou seja, uma aumentada liberacdo de catecolaminas e uma inibicdo de
sua captacdo pelos terminais nervosos (Seiden et al.,1993; Heikkila et al.,
1981; Ross, 1979).

O tratamento com a cocaina aumentou o0 binding de 3H-
espiroperidol (Protocolo V), enquanto que o tratamento com mazindol
aumentou 0 binding de 3H-espiroperidol e 3H-SCH 23390
(PROTOCOLO I11). Os resultados sugerem que os efeitos estimulatérios
do mazindol sobre a atividade locomotora podem ser mediados via
ativacdo dos receptores D2-simile, porque na presenca dos antagonistas
D2-simile, pimozida e sulpirida, o aumento na atividade locomotora
observado com o mazindol foi significativamente atenuado, sugerindo
que a ativacdo deste receptor é necessaria para a ocorréncia desta
resposta comportamental.

No presente trabalho a apomorfina, | mg/kg, i.p., ndo apresentou
efeito sobre a atividade motora. De fato, Fray et al., (1980)
demonstraram que a apomorfina causou aumentos dose-dependente da
atividade locomotora, e de movimentos estereotipados, tais como
“cheirar” e “lamber”, somente com doses acima de 5 mg/kg, s.c., e que
nesta dose ndo houve aumentos significativos no “empinar-se”. E
Importante ressaltar que estes diferentes parametros comportamentais
apresentam diferentes limiares de doses, e também sdo influenciados por
fatores temporais. Por exemplo a locomoc¢édo foi aumentada durante 10
minutos com d-anfetamina | mg/kg e o “empinar-se” foi aumentado
somente com doses de 3 e 5 mg/kg mas durante todo o periodo do teste.
Com a apomorfina aumentos no “cheirar” foram encontrados com 0,25
mg/kg, aumentos no “lamber” com 0,5 mg/kg e aumentos no “morder”
com | mg/kg. Assim, o efeito observado com a apomorfina &
dependente da dose utilizada e do tempo de observacdo bem como das

69



condicbes experimentais (especie de animal utilizado, protocolo
experimental, etc). Shannon et al., (1990), entretanto observou que a
apomorfina nas doses de 3 e 10 mg/kg, aumentava a atividade
locomotora.

Os neurolépticos apresentam  respostas  bioquimicas e
comportamentais, algumas das quais se relacionam com sua poténcia
como agentes antidopaminergicos e antipsicéticos (Seeman, 1981;
Seeman, 1985; Creese, 1983). Um comportamento comum induzido
pelos neurolépticos é a catalepsia, que pode ser descrita como uma
relativa imobilidade dos animais quando colocados em posi¢des
anormais (Munkvad et al., 1968; Zetler, 1968). A capacidade de varios
neurolépticos de provocar catalepsia esta correlacionada com a poténcia
destas drogas em melhorar os sintomas de doengas neuropsiquiatricas, e
por sua vez a acdo antipsicética das mesmas esta correlacionada ao
bloqueio de receptores D2 produzido pelos neurolepticos (Creese et al.,
1976; Ezrin-Waters et al., 1976; Owen et al., 1978; Seeman et al.,
1981).

A catalepsia é um disturbio motor, comumente associado com a
inibicdo da neurotransmissdo dopaminérgica no corpo estriado,
enquanto a supressdo da atividade locomotora esponténea, é pelo menos
em parte, devido a transmissdo dopaminérgica no sistema limbico
(Ahlenius & Hillegaart, 1986). No teste de campo aberto foi observado
que os animais tratados com pimozida 20 mg/kg ndo se locomoveram,
permanecendo imoveis, o que foi confirmado no teste de catalepsia,
quando o0s animais permaneceram na barra por mais de 120 s.

Interessantemente a pimozida bloqueou os efeitos do mazindol
sobre a atividade motora, sugerindo provavelmente envolvimento dos
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receptores D2 nesta atividade. Da mesma forma na associacdo de
pimozida + mazindol, ndo ocorreu o estado cataléptico provocado pela
pimozida, mostrando que o mazindol antagonizou o efeito da pimozida.

Os neurolépticos induzem catalepsia como um resultado do
bloqueio dos receptores D2 centrais. A diminuicdo do estado cataléptico
da pimozida quando associada com mazindol e apomorfina indica que
houve aumento dos mecanismos dopaminérgicos centrais. Ja o fato da
sulpirida, apesar de ser um neuroléptico, ndo ter causado catalepsia nos
animais, embora tenha bloqueado o efeito do mazindol sobre a atividade
locomotora sugere que a auséncia de efeito cataléptico da sulpirida seja

devido a sua acdo predominante a nivel de sistema limbico.

Ambos, apomorfina e carbacol inibiram a catalepsia induzida pela
pimozida. Estas observagdes sugerem que a acdo cataleptogénica é
mediada por um mecanismo dopaminérgico, provavelmente envolvendo
0s receptores D2, mas que é altamente susceptivel a interacbes com o
sistema colinérgico. Undie et al.,, 1988 mostrou que a pilocarpina
potenciou o estado cataléptico induzido por SCH 23390, mas que a
mecamilamina, um agonista nicotinico ndo alterou tal efeito, indicando
uma influéncia muscarinica, mas ndo nicotinica. Vale salientar que no
presente trabalho (PROTOCOLO II1) a pimozida (100 |1M) néo pareceu
interagir com receptores muscarinicos.

Anteriormente ja foi demonstrado que anticolinérgicos como a
escopolamina, em doses altas, produziu hiperatividade em camundongos
(Bushnell, 1987), mas o exato mecanismo ainda ndo foi bem esclarecido.
No presente trabalho o mazindol aumentou a atividade locomotora e este
efeito foi potenciado pela atropina que sozinha ndo teve nenhum efeito.
O efeito do mazindol sobre a atividade locomotora pode estar envolvido
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com a inibicdo da recaptacdo de dopamina. Entretanto pode haver

alguma influéncia do sistema colinérgico neste parametro examinado.

O mazindol na concentracdo de 100 |uiM competiu pelo binding
de 3H-NMS (PROTOCOLO II1), enquanto que também foi demonstrado
que a atropina competiu pelo binding de 3H-espiroperidol e 3H-SCH
23390 (PROTOCOLO V). Atuando nos receptores pds-sinapticos,
agonistas D2 diminuem a estimulacdo de interneurdnios colinérgicos no
corpo estriado e diminuem a liberacdo de acetilcolina (Scatton et al.,
1982a,b). Atuando nos receptores D2 pré-sindpticos, os agonistas D2
diminuem a liberacdo de dopamina (Brown et al., 1985), portanto,
removendo a inibicdo dopaminérgica da estimulacdo dos neurdnios

colinérgicos levando a um aumento da liberacéo de acetilcolina.

Vérias evidéncias sugerem que anticolinérgicos podem produzir
hiperatividade através de interagdes diretas ou indiretas com o sistema
dopaminérgico. A alfametiltirosina inibiu a hiperatividade produzida
por anticolinérgicos tais como escopolamina, benzatropina e atropina
(Thornburg & Moore, 1973). Similarmente, 0 comportamento rotatério
produzido por escopolamina em ratos com lesdo unilateral provocada
por 6-hidroxi-dopamina, foi abolido por alfametiltirosina (Pycock et al.,
1978).

A atropina pode ter potenciado o efeito do mazindol, blogueando
0S receptores pos-sindpticos da acetilcolina ou o mazindol, inibindo
recaptacao de dopamina deixou mais dopamina livre para interagir com
D2-pos sinaptico, ocorrendo uma diminuicdo da transmisséo colinérgica,
levando a um aumento da atividade motora. Além do mais o bloqueio
dos receptores muscarinicos pode ter produzido uma interacdo entre 0s
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sistemas dopaminérgico e colinérgico, resultando num aumento da

atividade locomotora.

Na verdade, o comportamento é uma atividade de organismos
vivos € ndo um transmissor passivo de efeitos de drogas. Assim 0s
efeitos das drogas sobre o comportamento dos animais neste trabalho
estudadas, sofrem influéncia de caracteristicas peculiares de cada droga,
de sua interacdo com seus receptores especificos e sistemas efetores, de
sua interacdo com varios sistemas, bem como do comportamento do
animal anterior a administracdo da droga.
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CONCLUSOES

« E possivel que a potencializagdo do efeito do mazindol pela
atropina seja uma consequéncia do bloqueio dos receptores colinérgicos
pos-sinapticos.

e O bloqueio dos receptores muscarinicos pode ter produzido
uma interacdo entre os sistemas dopamineérgico e colinérgico, resultando

num aumento da atividade locomotora.

e O carbacol inibiu a catalepsia induzida pela pimozida. Estas
observacOes sugerem que a acdo cataleptogénica é mediada por um
mecanismo dopaminérgico, provavelmente envolvendo o0s receptores
D2, mas que é altamente susceptivel a interacbes com o sistema
colinérgico.
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PROTOCOLO i

Efeito de agonistas e antagonistas dopaminérgicos sobre 0s
receptores muscarinicos em cortex motor de rato
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INTRODUCAO

Os estudos da interacdo entre dopamina e acetilcolina s&o
focalizados principalmente no corpo estriado (Lehmann & Langer,
1983; Stoof et al., 1992) devido a sua relevancia clinica na doenca de
Parkinson e efeitos colaterais extrapiramidais induzidos por
neurolépticos. Entretanto, essa interacdo pode ocorrer em outras areas
cerebrais.

Alguns estudos mostram que agonistas dopaminérgicos aumentam
a liberacdo de acetilcolina no coértex (Day & Fibiger, 1993). A
acetilcolina é liberada no cortex primariamente de uma projecdo dos
nucleus basalis. Este sistema colinérgico do cérebro anterior basal
exerce um importante papel na ativacao cortical (Buzsaki & Gage, 1989;
Semba, 1992). A regulacdo neuronal do sistema colinérgico €, portanto,
de consideravel interesse.

Estudos prévios mostram que a d-anfetamina, um estimulante
psicomotor que aumenta as concentracdes sinapticas de dopamina, bem
como de noradrenalina e serotonina aumenta também o turnover e
liberacdo de acetilcolina no cortex cerebral (Casamenti et al., 1986;
Casamenti et al.,, 1987). Através da técnica de microdidlise foi
observado que a apomorfina, um agonista dopaminérgico ndo seletivo
também aumenta a liberacdo cortical de acetilcolina (Day & Fibiger
1993).

O aumento da liberacdo de acetilcolina induzido por anfetamina

em cortex cerebral foi parcialmente bloqueado por antagonistas
dopaminérgicos DI e D2 seletivos, sugerindo que, pelo menos em
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parte, os efeitos destas drogas sobre a liberacdo de acetilcolina cortical é
mediada dopaminergicamente (Day & Fibiger, 1993) e que o0s
receptores DI e D2 tém um importante papel na acdo da dopamina sobre
a liberacéo de acetilcolina no cortex.
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OBJETIVOS

No presente estudo, os efeitos do mazindol, um agonista
dopaminérgico indireto que age inibindo recaptacdo de dopamina foram
comparados com o efeito de um agonista direto, ndo seletivo, como a
apomorfina. O objetivo principal deste estudo foi determinar os efeitos
do mazindol, apomorfina e pimozida sozinhas ou associadas sobre o0s
receptores muscarinicos (Ml + M2-simile, Mie M2-simile) em cértex
motor de ratos e verificar se estes efeitos eram bloqueados pela
pimozida, um antagonista dopaminérgico que age seletivamente nos

receptores D2-simile.
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RESULTADOS

A Tabela 1 mostra os efeitos da administragdo de mazindol,
pimozida e apomorfina, sozinhos ou associados sobre o binding de 3H-
NMS em cortex motor de ratos. O mazindol 10 mg/kg, v.o., aumentou
em torno de 31 % a densidade dos receptores Ml + M2-simile (548,4 +
41,79 fmol/mg de proteina) em relacdo ao controle (418,4 + 17,16
fmol/mg de proteina). Por outro lado, a pimozida 10 mg/kg, nédo teve
efeito significativo (378,6 + 23,63 fmol/mg de proteina), enquanto na
maior dose (20 mg/kg), promoveu uma diminuicdo de 17 % (348,6
22,00 fmol/mg de proteina). Quando administrado 30 minutos antes do
mazindol, pimozida nas doses de 10 e 20 mg/kg promoveu reducdes de
32 (372,1 + 34,37 fmol/mg de proteina) e 34 % (359,8 + 10,76 fmol/mg
de proteina) quando comparada ao mazindol sozinho.

A apomorfina | mg/kg, i.p., ndo alterou a densidade dos
receptores MI + M2-simile (395,6 + 24,57 fmol/mg de proteina)
quando comparada ao grupo controle. Entretanto, quando a pimozida na
maior dose (20 mg/kg) foi administrada em associacdo com a
apomorfina (262,6 £ 25,42 fmol/mg de proteina) houve uma diminuicéo
de 37 e 34 % quando comparado ao controle e apomorfina,
respectivamente.

Os efeitos da administragdo de mazindol, pimozida e apomorfina,
sozinhos ou associados sobre a densidade de receptores Mie M2-simile
em cOrtex motor de ratos sdo apresentados na Tabela 2. O Mazindol
causou um aumento de 40 % nos receptores MI-simile (261,6 + 31,28
fmol/mg de proteina) e ndo alterou significativamente a densidade de
M2-simile (139,3 + 25,28 fmol/mg de proteina) quando comparados aos
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respectivos controles (Ml = 187,4 £ 14,15 fmol/mg de proteina; M2 =
1475 + 10,44 fmol/mg de proteina). A pimozida nas doses de 10 e 20
mg/kg ndo alterou a densidade de MlI-simile (pimozida 10 mg/kg =
181.6 + 13,52 fmol/mg de proteina; pimozida 20 mg/kg = 203,5 + 8,68
fmol/mg de proteina) em relagdo ao controle. Entretanto, promoveu
diminui¢cbes em M2-simile de 30 e 25 % (103,9 = 12,59 e 110,6 = 14,45
fmol/mg de proteina, respectivamente).

O aumento observado em Ml-simile com o mazindol sozinho, ndo
foi detectado quando esta droga foi administrada em associagdo com a
pimozida nas doses de 10 e 20 mg/kg (219,8 = 19,57 fmol/mg de
proteina, respectivamente). Em Mz2-simile foi observado que nas
associacOes de pimozida 10 ou 20 mg/kg com mazindol, os resultados
foram semelhantes aqueles detectados com pimozida sozinha (pim 10 +
maz 10 = 110,6 £ 14,45 fmol/mg de proteina; pim 20 + maz 10 = 111,9
+ 19,76 fmol/mg de proteina).

A apomorfina sozinha, causou um aumento de 49 % nos
receptores Ml-simile (279,6 + 55,39 fmol/mg de proteina) e uma
diminuicdo de 32 % no numero de M2-simile (100,6 £ 9,00 fmol/mg de
proteina). Entretanto, o aumento observado em MI-simile parece ser o
efeito predominante. Os efeitos da apomorfina quando administrada em
associacdo com a pimozida sobre os receptores Ml-simile (pim 10 + apo
1 = 319,6 £ 63,35 fmol/mg de proteina); pim 20 + maz 10 = 2929 +
44,31 fmol/mg de proteina) e M2-simile (pim 10 + apo | = 87,8 = 7,88
fmol/mg de proteina; pim 20 + apo ! = 88,1 + 15,04 fmol/mg de
proteina) foram semelhantes aqueles observados com apomorfina
sozinha.
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A Tabela 3 mostra um aumento no Bmax e nos valores de Kd
nos ratos tratados com maz 10 (Bmax= 681 =79 fmol/mg de proteina)
quando comparados ao controle (Bmax= 422 + 44 fmol/mg de proteina;
Kd= 0,41 + 0,07 nM). A Figura 1 apresenta um grafico representativo
de Scatchard evidenciando o aumento de Bmax e Kd no grupo tratado
com mazindol (Bmax= 644 fmol/mg de proteina; Kd= 0,64 nM). A
pimozida 20 mg/kg, v.0., quando associada ao mazindol, blogueou o
efeito desta droga, reduzindo o valor de Bmax e aumentando o valor de
Kd (Bmax= 365 fmol/mg de proteina; Kd= 0,76 nM). Os resultados
apresentados na Figura 2 mostram que enquanto a pimozida causou
diminuicBes de Bmax e Kd (Bmax= 284 fmol/mg de proteina; Kd= 0,31
nM), a apomorfina, | mg/kg, i.p.,, aumentou os valores destes
parametros (Bmax= 359 fmol/mg de proteina; Kd= 0,90 nM). A
pimozida 20 mg/kg quando administrado 30 minutos antes da
apomorfina blogueou o efeito da apomorfina, diminuindo os valores de
Bmax e Kd (Bmax= 291 fmol/mg de proteina; Kd= 0,68 nM).
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Tabela 1 - Efeito da pimozida, mazindol e apomorfina
sozinhos ou em combinacdo sobre o binding de 3H-NMS em
cortex motor cerebral de rato

Tratamento 3H-NMS
(fmol/mg de proteina)

Controle 418, 4 + 17,16 (25)
maz 10 548,4 £41,79 (15)a
pim 10 378,6 £ 23,63 (13)

pim 20 348,6 £22,00 (12)a
pim 10 + maz 10 372,1 + 34,37 (06)b
pim 20 + maz 10 359,8 = 10.76 (06)a,b
apo | 395,6 £ 24,57 (10)

pim 10 + apo 1 389,1 + 24,35 (10)

pim 20 + apo | 262,6 = 25,42 (09)a,c,d

Os animais foram tratados diariamente durante 7 dias com mazindol 10
mg/kg, v.0., (maz 10), pimozida 10 ou 20 mg/kg, v.0., (pim 10 ou pim
20), sozinhos ou associados com mazindol (pim 10 + maz 10; pim 20 +
maz 10), apomorfina | mg/kg, i.p., (apo 1), sozinha ou associada com
pimozida (pim 10 + apo 1; pim 20 + apo 1). Os dados sdo apresentados
como média £ EPM do nimero de experimentos em parénteses. Para
analise estatistica foi utilizada ANOVA e teste de Fisher post hoc. a, b, ¢
e d quando comparado ao controle, maz 10, pim 20 ou apo 1,
respectivamente (p < 0,05).
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Tabela 2

Efeito da pimozida,

mazindol

e apomorfina

sozinhos ou em combinagéo sobre a densidade de receptores
Ml e M2-simile em cdrtex motor cerebral de rato

Tratamento

Controle

maz 10

pim 10

pim 20

pim 10 + maz 10
pim 20 + maz 10
apo !

pim 10 + apo |

pim 20 + apo |

3H-NMS + cbc
(Ml-simile)
187,4 + 14,15 (12)
261,6 + 31,28 (07)a
181,6 + 13,52 (09)
203,5 + 8,68 (08)
219,8 + 19,57 (08)
222,5 + 38,23 (08)
279,6 + 55,39 (07)a
319,6 + 63,35 (07)a

292,9 +44,31 (08)a

3H-NMS + PZ
(M2-simile)

1475 + 10,44 (12)
139,3 £ 25,28 (08)
103,9 + 12,59 (08)a
110,6 + 14,45 (08)a
111,9 + 19,97 (08)a
96,5 + 14,10 (08)a
100,6 = 9,00 (08)a
87,8 + 7,88 (08)a

88,1 + 1554 (08)a

Os animais foram tratados diariamente durante 7 dias com mazindol 10
mg/kg, v.0., (maz 10) e com pimozida 10 ou 20 mg/kg, v.o., (pim 10 ou
pim 20), que foi administrado sozinho ou associado com mazindol (pim
10 + maz 10; pim 20 + maz 10), apomorfina | mg/kg , i.p., (apo 1),
sozinha ou associada com pimozida (pim 10 + apo 1; pim 20 + apo 1). O
binding de 3H-NMS foi executado na presenca de 200 pM de carbacol e
40 pM de pirenzepina para bloquear os receptores M2 e MI-simile
respectivamente. Os dados em fmol/mg de proteina sdo apresentados
como média + EPM do ndmero de experimentos mostrados em
parénteses. Para andlise estatistica foi utilizada ANOVA e teste de Fisher
post hoc. a quando comparado ao controle (p < 0,05).
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Tabela 3 - Efeito do mazindol sobre o0s receptores
muscarinicos (Bmax e Kd) em cortex motor de rato

Bmax Kd
(fmol/mg de proteina) (nM)
Controle 422 + 44 (07) 0,41 + 0,07 (07)
maz 10 681 +79 (07)a 0,71 £0,12 (06)a

Os ratos foram tratados diariamente com mazindol (10 mg/kg, v.0.)
durante 1 semana. Os dados sdo apresentados como média £+ EPM do
numero de experimentos em parénteses. a= p < 0,05 quando comparado
ao controle (teste t de Student).

84



20001

Ti

®=

B(fmol/mg de proteina)

Figura 1 - Representacdo gréafica de Scatchard do binding de 3H-
NMS em cortex motor de ratos controles e tratados com mazindol
ou com pimozida associada com mazindol.Os animais foram tratados
diariamente durante 7 dias com salina (controle: Bmax= 405: Kd= 0,20):
mazindol 10 mg/kg, v.0., (maz 10: Bmax= 644; Kd= 0,64), ou pimozida 20
mg/kg, v.o., administrada 30 minutos antes do mazindol (pim 20+maz 10:
Bmax= 365; Kd- 0.76). Os valores de Bmax e Kd s&o expressos em fmol/mg
de proteina e nM, respectivamente.
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Figura 2 - Representacdo grafica de Scatchard do binding de 3H-
NMS em coOrtex motor de ratos tratados com pimozida, apomorfina
ou pimozida associada a apomorfina. Os animais foram tratados
diariamente durante 7 dias com pimozida 20 mg/kg, v.o., (pim 20: Bmax=
284; Kd= 0,31); apomorfina 1 mg/kg, i.p., (apo 1. Bmax= 359; Kd= 0,90), ou
pimozida 20 mg/kg, v.0., administrada 30 minutos antes da apomorfina !
mg/kg, i.p., (pim 20+apo 1. Bmax= 291: Kd= 0.68). Os valores de Bmax e Kd
sdo expressos em fmol/mg de proteina e mM. respectivamente.
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DISCUSSAO

Embora as drogas neurolépticas tenham em comum a habilidade
de antagonizar os receptores dopaminérgicos, elas também se ligam a
outros tipos de receptores, apresentando, portanto, algumas vezes efeitos
diversificados (Andersen et al., 1992). Assim, enquanto o haloperidol
aumenta o0s receptores dopaminérgicos D2 marcados pelo 3H-
espiroperidol, a pimozida causa uma diminuicdo destes receptores e ndo
provoca nenhuma alteracdo na densidade de receptores muscarinicos
marcados pelo 3H-QNB (Tecott et al., 1986).

No presente estudo, usando o ligante 3H-NMS foi observado que a
pimozida reduziu, significativamente, a densidade de receptores
muscarinicos (Ml + M2) em cortex motor de ratos e que este efeito foi
preferencialmente sobre o0s receptores do subtipo M2. Quando
administrada em associacdo com 0 mazindol, a pimozida bloqueou o
aumento ocorrido por esta droga em MI + M2-simile e M2-simile,
considerando que os valores obtidos com a associacdo foram menores do
que aqueles observados com o0 mazindol sozinho. Alguns antagonistas
dopaminérgicos também possuem atividade anticolinérgica in vivo.
Entretanto, segundo Niemegers & Jansen, (1979) a pimozida é um
neuroléptico desprovido de propriedades anticolinérgicas.

A literatura mostra haver uma interrelacdo entre 0s sistemas
dopaminérgico e colinérgico em corpo estriado de rato (Bertorelli et al.,
1992). Por exemplo, sabe-se que a funcdo de neurbnios colinérgicos é
controlada pela dopamina. As primeiras evidéncias indicavam que a
dopamina inibia a liberacdo de acetilcolina, diretamente atraves de
receptores D2 localizados em neurbnios colinérgicos estriatais
(Bertorelli et al., 1990; Consolo et al., 1992; Damsma et al., 1990b).

87



Takeyasu et al., (1979) mostraram que ratos tratados cronicamente com
haloperidol ndo apresentavam atividade dopaminérgica, 0 que poderia
ser resultado de hipersensibilidade dopaminérgica e subsequente
hiposensibilidade colinérgica.

Wang et al., (1993) observaram que a ativacdo de receptores
dopaminérgicos D2 com o0 agonista D2 quinpirole ou de receptores
muscarinicos com o carbacol induziram uma inibicdo da liberacdo de
acetilcolina no corpo estriado. Também foi demonstrado por Ikawa et
al., (1993) que se o turnover de dopamina aumenta ou diminui, ocorre
respectivamente, um aumento ou diminuicdo dos sitios de captacdo de
dopamina. Apds o tratamento crénico com mazindol, houve um aumento
dos receptores muscarinicos. Assim, 0 aumento na concentracdo de
dopamina pelo mazindol poderia levar a uma upregulation dos
receptores muscarinicos e o antagonista pimozida poderia bloquear este
efeito.

Takeyasu et al., (1979) mostraram que o tratamento crbnico de
ratos com 6-OH-dopamina induziu um estado de hipersensibilidade
dopaminérgica que foi acompanhado por uma diminui¢do no binding de
3H-atropina em corpo estriado de rato. Estes resultados sugerem um
efeito direto dos neurénios dopaminérgicos sobre a atividade colinérgica
no corpo estriado. Também foi demonstrado em experimentos in vitro
que o binding do 3H-QNB foi aumentado pelos agonistas
dopaminérgicos dopamina e apomorfina (Takeyasu et al., 1979).

Embora a maioria dos trabalhos citados na literatura descrevam
uma interagcdo entre os sistemas dopaminérgico e colinérgico em corpo
estriado de rato, o presente trabalho sugere que um fendmeno similar
ocorre também no cortex cerebral. Assim, agonistas dopaminérgicos tais
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como mazindol e apomorfina aumentaram o0 numero de receptores
muscarinicos em cértex motor de ratos, atuando predominatemente
sobre os receptores do subtipo MI. Enquanto apomorfina causou um
pequeno aumento nos receptores MI-simile, reduziu os receptores M2-
simile, dando como consequéncia auséncia de efeito final devido as acdes
opostas do composto. A pimozida, entretanto, foi incapaz de bloquear 0
aumento ocorrido nos receptores Ml-simile induzido pela apomorfina,
mas ao invés continuou causando uma diminuicdo de M2-simile na
presenca da apomorfina sugerindo uma acdo preferencial sobre M2-
simile. A apomorfina de maneira diferente do mazindol, diminuiu os
receptores do subtipo M2-simile, indicando mecanismos diferentes, com
relacdo ao subtipo de receptor envolvido.

Estudos anteriores (Sonsalla et al., 1988) mostraram que o
bloqueio dos receptores D1 ou D2 é suficiente para prevenir a resposta
locomotora induzida pela anfetamina que facilita a liberagdo endogena
de dopamina, e pelo GBR 13069, que como o mazindol é um inibidor da
recaptacdo de dopamina. Entretanto, um significante bloqueio da
resposta locomotora induzida pela apomorfina somente foi observado
apds a administracdo concomitante de antagonistas que atuam tanto em
DI como em D2. No presente trabalho, a pimozida que é um antagonista
predominantemente D2 ndo conseguiu bloquear o aumento induzido pela
apomorfina nos receptores do subtipo MI, indicando que o receptor D2
ndo parece ter um papel relevante no efeito da apomorfina sobre este
subtipo de receptor muscarinico.

A literatura mostra que os receptores DI e D2 tém efeitos opostos
sobre a liberacdo acetilcolina (Bertorelli et al., 1990). Foi demonstrado
que a apomorfina que é um agonista dos receptores DI e D2 ndo
apresentou efeito colinérgico in vivo (Invernizzi et al., 1989; Westerink
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et al., 1989). Entretanto, esta droga, apos bloqueio dos receptores DI
reduziu a liberagdo de acetilcolina, sugerindo uma influéncia inibitdria
tonica do sistema dopaminérgico nigroestriatal sobre o sistema
colinérgico (Lehman & Langer, 1983).

O efeito da administracdo concomitante de pimozida e apomorfina
sobre os receptores Ml e M2-simile foi semelhante ao observado com
apomorfina sozinha. Ja uma diminuicdo foi detectada nos receptores Ml
+ M2 quando da associacdo de pimozida (na maior dose) e apomorfina
quando comparado a apomorfina sozinha ou ao controle E possivel que
a diminuicdo observada seja resultado da reducdo observada em M2-
simile nos grupos tratados apenas com apomorfina ou pimozida.

Experimentos de saturacdo mostraram um aumento significativo
nos valores de Kd no binding de 3H-NMS de animais tratados com 0s
agonistas dopaminérgicos, mazindol e apomorfina, indicando uma
diminuicdo da afinidade do ligante para os sitios de binding nestas
condicoes.

Existem evidéncias (Peroutka & Snyder, 1980) de que algumas
drogas antipsicoticas tém alta afinidade ndo somente para receptores
dopaminérgicos e serotonérgicos, mas também para receptores alfa-
adrenérgicos, histaminérgicos ou muscarinicos. Wang et al., 1993,
mostraram que 0s receptores dopaminérgicos DI e D2 sdo
provavelmente regulados por mecanismos diferentes. De acordo com
estes autores esta dessensibilizagdo funcional seletiva dos receptores
dopaminérgicos D! e D2 pode ser induzida pelo tratamento crénico com
agonistas especificos D1 e D2, respectivamente.
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O presente estudo mostra diferencas na interacdo dopamina-
acetilcolina quando relaciona o tratamento crénico com agonistas diretos
e indiretos ou antagonistas D2. O esclarecimento destes mecanismos é
importante para o desenvolvimento de tratamentos de desordens das
funcdes dopaminérgicas ou colinérgicas.
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CONCLUSOES

e Ha uma interacdo entre os sistemas dopaminérgico e colinérgico
em cortex motor de ratos no que se refere a regulacdo da densidade de

receptores muscarinicos.

e O mazindol aumentou a densidade de receptores muscarinicos e
este efeito foi bloqueado pela pimozida, indicando que, pelo menos em
parte, esta acdo do mazindol sobre a upregulation dos receptores
muscarinicos é mediada pelo sistema dopaminérgico e que 0s receptores
D2-simile exercem um importante papel neste fenémeno.

e O mazindol aumentou a densidade de receptores muscarinicos,

sendo esse aumento preferencialmente sobre Ml-simile.

e O efeito da apomorfina em MI + M2-simile parece ser
consequéncia de efeitos opostos em MI e M2-simile, considerando que
esta droga aumentou MlI-simile, mas diferentemente diminuiu M2-
simile.
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PROTOCOLO IlII

Efeito de agonistas e antagonistas dopaminérgicos
sobre 0s receptores muscarinicos e dopaminérgicos

em corpo estriado de rato
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INTRODUCAO

Embora a interacdo entre dopamina e acetilcolina seja claramente
importante para a funcdo normal do corpo estriado, 0s mecanismos
precisos de como esta interagdo ocorre ainda ndo sao bem definidos.

E evidente que a doenca de Parkinson ocorre devido a uma
degeneracdo do corpo estriado que leva a um desequilibrio dos sistemas
dopaminérgico e colinérgico e que drogas que atuam nos receptores
dopaminérgicos e colinérgicos podem reverter os sintomas dessa doenca.

Muitos estudos ja foram desenvolvidos mostrando o controle
dopaminérgico sobre a liberacdo de acetilcolina no corpo estriado.
Estudos de microdidlise indicam que agonistas do receptor DI
aumentam, enquanto antagonistas diminuem a liberacdo de acetilcolina,
sugerindo um papel facilitatério do receptor DI sobre a liberacdo de
acetilcolina (Damsma et al., 1990a).

Dados da literatura mostraram que a anfetamina aumenta a
concentracdo de dopamina extracelular e aumenta também a
concentracdo extracelular de acetilcolina no corpo estriado. Este efeito é
bloqueado pelo SCH 23390 ou pela deplecdo dos estoques de dopamina
(Consolo et al., 1992).

Estes mesmos autores observaram que o0 raclopride um
antagonista D2 seletivo do mesmo modo aumentou a liberacdo de
acetilcolina no corpo estriado e este efeito foi blogueado pelo
antagonista DIl-seletivo, SCH 23390, sugerindo que 0s neurolépticos
aumentam a liberacdo de acetilcolina através de um duplo mecanismo
(Damsma et al., 1991b).
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OBJETIVOS

E bem estabelecido a existéncia da interacio entre dopamina e
acetilcolina no corpo estriado no que se refere a liberacdo desses
neurotransmissores. Entretanto, pouco ou quase nenhum estudo foi
desenvolvido para verificar a influéncia dessa interacdo sobre a
regulacdo de receptores muscarinicos. Assim, 0 objetivo do presente
trabalho foi avaliar os efeitos de agonistas (mazindol e apomorfina) e
antagonistas dopaminérgicos (pimozida e sulpirida) sozinhos ou
associados sobre a densidade de receptores muscarinicos e
dopaminérgicos em corpo estriado de rato.
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RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta os efeitos do mazindol, pimozida,
apomorfina e sulpirida sozinhos ou em associacdo sobre os receptores
Ml + M2 em corpo estriado de rato. Os resultados mostraram um
aumento de 37 % do ndamero de receptores muscarinicos causado pelo
mazindol (589,5 + 37,54 fmol/mg de proteina) em relacdo ao controle
(430,5 £ 18,05 fmol/mg de proteina). Por outro lado, a apomorfina néo
apresentou efeito significativo (470,8 £ 39,13 fmol/mg de proteina).

A pimozida sozinha (493,5 = 26,85 fmol/mg de proteina) ou
associada ao mazindol (517,5 + 46,45 fmol/mg de proteina) ou a
apomorfina (517,5 £ 46,45 fmol/mg de proteina) ndo apresentou efeito
significativo, embora tenha apresentado uma tendéncia a um aumento na
densidade destes receptores. A sulpirida sozinha apresentou uma
tendéncia para um aumento em torno de 20 % do numero de receptores
(517,7 = 34,02 fmol/mg de proteina) em relacdo ao controle, mas
quando associada ao mazindol (485,7 = 38,02 fmol/mg de proteina)
bloqueou o efeito observado com esta droga sozinha. Quando associada
com apomorfina, a sulpirida ndo apresentou nenhum efeito significativo
(426,5 £5,10 fmol/mg de proteina) (Tabela 1).

Os efeitos de agonistas e antagonistas dopaminérgicos sobre 0s
receptores muscarinicos do subtipo Ml-simile sdo mostrados na Tabela
2. Embora néo significativo, o0 mazindol produziu uma tendéncia para
aumento (16 %) dos receptores Ml-simile (283,3 £ 15,18 fmol/mg de
proteina) quando comparado ao controle (244,0 + 11,43 fmol/mg de
proteina). Nao foram observados efeitos significativos com pimozida
sozinha (259,5 = 18,65 fmol/mg de proteina) ou em associacdo com
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mazindol (260,0 £ 19,61 fmol/mg de proteina) ou apomorfina (259,7 +
23,89 fmol/mg de proteina).

Uma tendéncia para um aumento (20 %) foi detectada com
apomorfina (291,9 + 28,22 fmol/mg de proteina). A sulpirida sozinha
(237,8 £ 15,22 fmol/mg de proteina) ou em associagdo com o mazindol
(249,0 = 14,26 fmol/mg de proteina) ndo produziu efeitos significativos.
Entretanto, um pequeno, mas significativo efeito foi detectado com a
associacdo de sulpirida + apomorfina (206,2 + 13,85 fmol/mg de
proteina) quando comparado ao controle e apomorfina (Tabela 2).

Os resultados sobre os receptores M2-simile sdo apresentados na
Tabela 3. Nenhum efeito foi demonstrado com mazindol (27,5 + 3,29
fmol/mg de proteina) ou pimozida sozinhas (26,7 + 2,65 fmol/mg de
proteina) quando comparados ao controle (25,8 + 0,93 fmol/mg de
proteina). Entretanto, aumentos de 21 e 48 % foram observados com a
associacdo de pimozida + mazindol (31,1 £ 1,78 fmol/mg de proteina) e
no grupo tratado com apomorfina (38,1 + 1,44 fmol/mg de proteina),

respectivamente.

O aumento ocorrido no nimero de receptores M2-simile nos ratos
tratados com apomorfina foi blogueado pelo pre-tratamento com a
pimozida ( 26,2 £ 1,78 fmol/mg de proteina). A sulpirida sozinha (25,4
+1,73 fmol/mg de proteina) ou em associacdo com o mazindol (27,5 +
1,31 fmol/mg de proteina) ndo apresentou efeitos significativos.
Entretanto, sulpirida blogueou o efeito da apomorfina, e esta associacdo
diminuiu em torno de 18, 44 e 17 % o numero de receptores quando
comparado ao controle, apomorfina e sulpirida sozinha, respectivamente
(Tabela 3).
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A Tabela 4 mostra os efeitos de agonistas e antagonistas
dopaminérgicos sobre o binding de 3H-SCH 23390. O mazindol e a
pimozida aumentaram em torno 60 (261,0 + 16,89 fmol/mg de proteina)
e 50 % (231,6 + 13,43 fmol/mg de proteina), respectivamente, o
numero de receptores DI-simile quando comparados ao controle (163,2
+ 1450 fmol/mg de proteina). Este aumento foi potenciado na
associacdo de pimozida + mazindol (357,6 £+ 33,72 fmol/mg de
proteina). Por outro lado, a apomorfina, sozinha, foi desprovida de
efeito (156,1 + 17,96 fmol/mg de proteina). Entretanto, um significativo
aumento foi observado no grupo tratado com pimozida + apomorfina
(307,0 = 15,40 fmol/mg de proteina). Nenhum efeito significativo foi
observado nos receptores DI-simile no grupo tratado com sulpirida
sozinha (142,9 £ 9,95 fmol/mg de proteina) ou associada com a
apomorfina (136,8 = 8,02 fmol/mg de proteina). Contudo, na associagdo
de sulpirida + mazindol (184,1 + 6,96 fmol/ mg de proteina) a sulpirida

blogueou o efeito visto com o mazindol sozinho.

Os efeitos de agonistas e antagonistas dopaminérgicos sobre o
binding do 3H-espiroperidol sdo apresentados na Tabela 5. Um
aumento significativo (15 %) foi detectado nos receptores D2-simile no
grupo tratado com mazindol (261,6 + 13,63 fmol/mg de proteina)
quando comparado ao controle (228,4 + 9,94 fmol/mg de proteina). Os
resultados obtidos com a associacdo de pimozida + mazindol (224,1 *
18,02 fmol/mg de proteina) foram préximos aos valores obtidos com o
controle, mas apresentaram uma tendéncia a serem diferentes daqueles
obtidos com o mazindol sozinho.

A pimozida sozinha ndo causou alteracdo significativa (230,4 *

15,12 fmol/mg de proteina). A apomorfina foi desprovida de efeito
(229,0 £ 22,57 fmol/mg de proteina), e similarmente nenhuma alteracéo
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foi observada com sulpirida sozinha (247,6 + 14,65 fmol/mg de
proteina) ou em associacdo com apomorfina (229,3 = 19,57 fmol/mg de
proteina). Similarmente a pimozida, sulpirida apresentou uma tendéncia
para bloquear (226,6 = 10,88 fmol/mg de proteina) o aumento ocorrido
nestes receptores causado pelo mazindol.

A Tabela 6 apresenta os resultados de experimentos in vitro
com agonistas e antagonistas dopaminérgicos, a fim de detectar possiveis
interacOes destas drogas com receptores muscarinicos. Os resultados
mostraram diminuices de 34 e 26 % no binding de 3H-NMS com
mazindol (377,8 £ 17,23 fmol/mg de proteina) e apomorfina (425,8 +
36,37 fmol/mg de proteina), respectivamente, quando comparados ao
controle (575,6 £ 11,70 fmol/mg de proteina). Pimozida e sulpirida nédo
apresentaram efeitos significativos (564,3 + 46,98 e 564,3 + 46,98
fmol/mg de proteina, respectivamente).

Os dados da Analise de Scatchard sdo apresentados na Tabela 7.
Houve um aumento nos valores de Bmax, mas ndo nos valores de Kd no
grupo tratado com mazindol (Bmax= 748,2 + 99,40 fmol/mg de
proteina; Kd= 1,03 + 0,330 nM) quando comparado ao grupo controle
(Bmax= 511,4 £ 32,67 fmol/mg de proteina; Kd= 0,76 + 0,240 nM).
Pimozida sozinha, mostrou uma tendéncia para aumento (27 %) no
valor de Bmax (648,1 + 33,88 fmol/mg de proteina) e produziu um
aumento significativo no Kd (2,00 = 0,500 nM). A associacdo de
pimozida + mazindol blogueou 0 aumento observado no Bmax (586,2

I+

26,62 fmol/mg de proteina), mas ndo alterou os valores de Kd (1,42 +
0,280 nM). Apomorfina sozinha ou em associacdo com a pimozida néo
provocou nenhuma alteracdo nos valores de Bmax (535,8 = 41,26 ¢
528,4 = 34,74 fmol/mg de proteina, respectivamente). Entretanto,
enquanto o Kd do grupo tratado com apomorfina sozinha ndo foi

99



alterado (1,08 + 0,150 nM), sua associagdo com pimozida aumentou 0s
valores de Kd (2,82 + 0,660 nM) quando comparado ao controle ou
apomorfina sozinha. O tratamento com sulpirida ndo alterou nem Bmax
(564,2 + 20,59 fmol/mg de proteina) nem Kd (2,82 £ 0,660 nM),
entretanto quando associada ao mazindol (577,2 + 44,79 fmol/mg de
proteina) a sulpirida bloqueou o aumento de Bmax visto com mazindol
sozinho e ndo causou nenhuma alteracdo no valor de Kd (0,81 £ 0,040
nM). A associacdo de sulpirida + apomorfina ndo promoveu efeitos
significativos sobre Bmax e Kd (Bmax= 569,6 £ 61,80 fmol/mg de
proteina; Kd= 0,91 +0,180 nM).
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Tabela 1 - Efeito de agonistas e antagonistas dopaminérgicos
sobre o binding de 3H-NMS (Ml + M2-simile) em corpo
estriado de rato

Grupo 3H-NMS
(fmol/mg de proteina)

Controle 430,5 + 18,05 (50)
maz 589,5 + 37,54 (28)a
pim 493,5 + 26,85 (24)
pim + maz 517,5 +46,45 (11)
apo 470,8 + 39,13 (24)
pim + apo 513,2 1 35,94 (11)
sul 515,7 + 34,02 (14)
sul + maz 485,7 £ 38,02 (12)
sul + apo 426,5 25,10 (12)

Os animais foram tratados diariamente durante ! semana com mazindol
10 mg/kg, v.o., (maz), pimozida 20 mg/kg, v.o., (pim), apomorfina !
mg/kg, v.o., (apo 1) e sulpirida 100 mg/kg, v.o., (sul). No caso das
associacdes, sulpirida ou pimozida foram administrados 30 min antes do
mazindol ou apomorfina. Os animais foram mortos 24 h apo6s a ultima
injecdo. Os dados séo apresentados como media = EPM do numero de
experimentos mostrados em parénteses. Para analise estatistica, ANOVA
e teste de Fisher post hoc foi usado, a quando comparado ao controle (p
< 0,05).
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Tabela 2 - Efeito de agonistas e antagonistas dopaminérgicos
sobre o binding de 3H-NMS (MlI-simile) em corpo estriado de
rato

Grupo 3H-NMS + cbc
(Ml-simile)
Controle 244,0 + 11,43 (35)
maz 10 283,3 £ 15,18 (13)
pim 20 259,5 £ 18,65 (13)

pim 20 + maz 10

260,0 + 19,61 (08)

apo ! 291,9 + 28,22 (08)
pim 20 + apo | 259,7 £ 23,89 (11)
sul 100 237,8 + 15,22 (18)

sul 100 + maz 10 249,0 + 14,26 (18)

sul 100 + apo 1 206,2 + 13,85 (18)a,b

Os ensaios foram executados como descrito na Tabela 1. Os dados em
fmol/mg de proteina sdo apresentados como média £ EPM do namero
de experimentos mostrados em parénteses. Para analise estatistica,
ANOVA e teste de Fisher post hoc foi usado, a e b quando comparado
ao controle e apomorfina, respectivamente (p < 0,05).
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Tabela 3 - Efeito de agonistas e antagonistas dopaminérgicos
sobre o binding de 3H-NMS (M2-simile) em corpo estriado de
rato

Grupo 3H-NMS + PZ
(M2-simile)
Controle 25,8 £0,93 (15)
maz 10 27,5 + 3,29 (06)
pim 20 26,7 + 2,65 (06)
pim 20 + maz 10 31,1 £ 1,78 (06)a
apo | 38,1 = 1,44 (08)a
pim 20 + apo | 26,2 = 1,78 (06)b
sul 100 25,4 + 1,73 (14)
sul 100 + maz 10 75 + 1,31 (14)
sul 100 + apo ! 21,2 £ 0,78 (18)a,b,c

Os ensaios foram executados como descrito na Tabela 1. Os dados em
fmol/mg de proteina sdo apresentados como média = EPM do nimero
de experimentos mostrados em parénteses. Para andlise estatistica,
ANOVA e teste de Fisher post hoc foi usado, a, b e ¢ quando
comparado ao controle, apomorfina e sulpirida, respectivamente (p <
0,05).
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Tabela 4 - Efeito de agonistas e antagonistas dopaminérgicos
sobre o binding de 3H-SCH 23390 (DIl-simile) em corpo
estriado de rato

Grupo 3H-SCH 23390
(DIl-simile)
Controle 163,2 + 14,50(13)
maz 10 261,0 + 16,89 (06)a
pim 20 231,6 + 13,43 (06)a
pim 20 + maz 10 357,6 £ 33,72 (06)a
apo ! 156,1 + 17,96 (05)
pim 20 + apo | 307,0 £ 15,40 (06)a,c,d
sul 100 142,9 + 9,95 (06)
sul 100 + maz 10 184,1 + 6,96 (06)b
sul 100 + apo ! 136,8 + 8,02 (06)

Os ensaios foram executados como descrito na Tabela 1. Os dados sdo
apresentados como média £ EPM do numero de experimentos mostrados
em parénteses. Para andlise estatistica, ANOVA e teste de Fisher post
hoc foi usado, a, b, ¢ e d quando comparado ao controle, mazindol
pimozida e apomorfina, respectivamente (p < 0,05).
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Tabela 5 - Efeito de agonistas e antagonistas dopaminérgicos
sobre o binding de 3H-espiroperidol (D2-simile) em corpo

estriado de rato

Grupo

Controle

maz 10

pim 20

pim 20 + maz 10

po |

pim 20 + apo |

sul 100

sul 100 + maz 10

sul 100 + apo !

3H-espiroperidol
(D2-simile)

228,4 + 9,94 (68)

261,6 + 13,63 (37)a

230,4 + 15,12 (31)

2241 + 18,02 (20)

229,0 + 22,57 (17)

256,1 +23,17 (18)

2476 + 14,65 (19)

226,6 + 10,88 (16)

229,3 + 19,57 (18)

Os ensaios foram executados como descrito na Tabela 1. Os dados séo
apresentados como média = EPM do nimero de experimentos mostrados
em parénteses. Para andlise estatistica, ANOVA e teste de Fisher post
hoc foi usado, a quando comparado ao controle (p < 0,05).
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Tabela 6 - Efeito de agonistas e antagonistas dopaminérgicos
presentes no binding de 3H-NMS (Ml + M2-simile) em corpo
estriado de rato

Grupo 3H-NMS
(Ml + M2-simile)

Controle 575,6 = 11,70 (04)
mazindol 377,8 £ 17,23 (04)a
pimozida 564,3 + 46,98 (04)
sulpirida 517,9 £ 7,41(04)
apomorfina 425,8 + 36,37 (04)a

O ligante (3H-NMS 2,35 nM) foi incubado por 30 minutos com o
tampéo contendo mazindol, pimozida, sulpirida ou apomorfina (100 pM
cada), antes da filtracdo, os ensaios (em duplicata) foram executados
como descrito na Tabela 1. Os dados sdo apresentados como média +
EPM do ndmero de experimentos mostrados em parénteses. Para analise
estatistica, ANOVA e teste de Fisher post hoc foi usado, a quando
comparado ao controle (p < 0,05).
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Tabela 7 - Efeito de agonistas e antagonistas dopaminérgicos
sobre os valores de Bmax e Kd no binding de 3H-NMS (MI +

M2-simile) em corpo estriado de rato

Grupo

Controle

maz 10

pim 20

pim 20 + maz 10
apo 1

pim 20 + apo |1
sul 100

sul 100 + maz 10

sul 100 + apo !

Bmax

(fmol/mg de proteina)

511,4 + 32,67 (04)
748,2 + 99,40 (04)a
648,1 + 33,88 (04)
586,2 + 26,62 (03)b
535,8 +41,26 (03)
528,4 + 34,74 (04)
564,2 + 20,59 (04)
577,2 + 44,79 (03)b

569,6 + 61,80 (04)

Kd
(nM)

0,76 + 0,240 (04)
1,03 + 0,330 (04)
2,00 0,500 (04)a
1,42 + 0,280 (03)
1,08 + 0,150 (03)
2,82 + 0,660 (04)a,c
1,33 +0,420 (04)
0,81 +0,040 (03)

0,91 +0,180 (04)

Os ensaios foram executados como descrito na Tabela 1. Os dados em
fmol/mg de proteina sdo apresentados como meédia £ EPM do numero
de experimentos mostrados em parénteses. Para andlise estatistica,
ANOVA e teste de Fisher post hoc foi usado, a, b e c, quando
comparado ao controle, mazindol e apomorfina, respectivamente (p <

0,05).
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DISCUSSAO

Como apresentado anteriormente (PROTOCOLO 1) o mazindol,
um agonista dopaminérgico indireto aumentou o binding de 3H-NMS
no cortex motor cerebral e este efeito ndo foi evidenciado quando esta
droga estava associada com a pimozida, uma droga neuroléptica e
antagonista D2. Os resultados em corpo estriado mostraram que 0
mazindol também aumentou o ndmero de receptores muscarinicos, e
este aumento foi também preferencialmente sobre os receptores do
subtipo Ml-simile.

Entretanto, diferentemente do que ocorreu em cOrtex motor este
efeito ndo foi bloqueado pela pimozida, mas houve uma tendéncia a ser
bloqueado pela sulpirida, um outro antagonista D2. Pelo contrario a
pimozida sozinha ou em associagdo com o mazindol apresentou uma
tendéncia a aumentar a densidade de receptores muscarinicos (Ml +
M2), efeito este intrigante, considerando que a pimozida ndo produziu
alteracdo significativa sobre os receptores MI ou M2-simile,
separadamente.

Ha evidéncias de que manipulagbes no sistema dopaminérgico
podem afetar as funcbes colinérgicas. Parece que na presenca de
atividade dopaminergica aumentada ocorre uma diminuicdo da liberacéo
de acetilcolina. Sethy et al., (1985) mostraram que 0 agonista
dopaminérgico apomorfina aumentou 0s niveis estriatais de acetilcolina,
produzindo uma diminui¢do na liberacdo de acetilcolina, enquanto o
antagonista dopaminérgico, haloperidol diminuiu o nivel de acetilcolina
estriatal, consequente a um aumento na liberacdo de acetilcolina. Ha
evidéncias de que o efeito inibitorio da dopamina sobre a liberacdo de
acetilcolina ocorre via receptores D2 no corpo estriado (Levin et al.,
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1990). No presente trabalho a apomorfina causou um aumento no
numero de receptores do subtipo M2, mostrando ocorrer uma interacao
entre os sistemas dopaminérgico e colinérgico. Este efeito foi bloqueado
pela pimozida e sulpirida que ndo apresentaram efeito nenhum
isoladamente. Provavelmente, a apomorfina, que age em receptores DI
e D2-simile, afetou o sistema colinérgico através de sua agdo nos
receptores D2-simile, considerando que seu efeito sobre este sistema foi
blogueado por antagonistas D2.

Alburges e colaboradores (1993) mostraram que o tratamento
com cocaina (15 mg/kg, i.p., 2 vezes ao dia) promoveu um aumento dos
receptores DI simile sem alterar o subtipo D2-simile. Do mesmo modo,
no presente trabalho, o mazindol, um inibidor da recaptacdo de
dopamina semelhante a cocaina, causou um aumento de DI-simile, mas
também aumentou o numero de receptores D2-simile. O aumento
observado nos receptores do subtipo DI poderia indicar que o sistema
dopaminérgico estd se tornando desensibilizado em resposta ao
tratamento com o mazindol. Altemativamente, poderia ocorrer uma
upregulation na populacdo de receptores DI-simile em resposta a
reducdo sindptica nos niveis de dopamina provocado pelo tratamento
crénico com mazindol. Também foi observado que a inibicdo da
recaptacdo de dopamina induzida pelo mazindol envolvia uma alteracéo
na densidade de receptores D2-simile, sugerindo processos regulatorios
similares paras os receptores DI e D2 apos o tratamento com mazindol
em corpo estriado de rato.

E sabido que a sulpirida seletivamente bloqueia os receptores D2
(Spano et al., 1978; Spano et al., 1983) e o tratamento crénico com
doses antidepressivas induzem uma desensibilizagdo de ambos o0s
subtipos de receptores DI e D2 estriatais. E interessante notar que a
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administracdo de altas doses deste composto resultou numa upregulation
seletiva dos receptores D2 estriatais sem alteracdo nos receptores DI-
simile. Estes dados sugerem, que quando administrado em baixas doses,
este composto provavelmente age preferenciamente bloqueando os
receptores D2 pré-sinapticos, controlando desta forma a liberacdo de
dopamina no corpo estriado. Este blogueio que resulta em uma secrecédo
aumentada de dopamina pode ser responsavel pela downregulation de
ambos os subtipos de receptores DI e D2-simile. Interessantemente, a
adaptacdo dos receptores dopaminérgicos a baixas doses de /-sulpirida,
bem como a deplecdo de dopamina induzida pela reserpina, envolveu
uma alteracdo na funcdo do receptor sem mudanca em sua densidade
(Missale et al., 1989). O tratamento crénico com baixas doses de Z-
sulpirida  ndo modifica a atividade funcional dos receptores
dopaminérgicos localizados no cortex frontal, sugerindo uma diferente
regulacdo na plasticidade dos receptores dopaminérgicos nesta area
cerebral (Sigala et al., 1991).

Outros trabalhos demonstraram que o haloperidol e a sulpirida
ndo alteram nem os valores de Bmax nem os Kd no binding do SCH
23390 (Porceddu et al., 1986). Similarmente, no presente trabalho a
sulpirida ndo alterou a densidade de receptores DI-simile. Entretanto, a
pimozida diferente dos outros antagonistas D2, haloperidol e sulpirida,
aumentou a densidade de receptores DI-simile. De fato, esta droga
quando associada ao mazindol, potenciou os efeitos do mazindol sozinho.
A incapacidade da sulpirida em alterar os sitios marcados pelo 3H-SCH
23390 pode indicar que este antagonista dopaminérgico interage
preferencialmente com os receptores D2-simile. Apesar da sulpirida nédo
apresentar efeito nos receptores D2-simile, ele blogueou os efeitos
observados com o mazindol. E possivel que a sulpirida tenha interagido
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com receptores D2 pré-sindpticos diminuindo a liberacdo de dopamina e

assim atenuando o efeito do mazindol.

A administracdo cronica de neurolépticos classicos, incluindo
flufenazina é normalmente associada com um aumento na densidade ou
sensibilidade de receptores dopaminérgicos estriatais D2-simile,
enquanto a administracdo de clozapina, usualmente (Creese & Snyder,
1980), embora nem sempre significante (Smith & Davis, 1976), &
reportada ndo causar tais efeitos. O presente trabalho mostra que a
pimozida e a sulpirida, ambos antagonistas D2 sdo desprovidos de efeito
sobre 0 binding do 3H-espiroperidol.

As analises de Scatchard (experimentos de saturacdo) indicaram
um aumento na densidade de receptores muscarinicos e nenhuma
alteracdo na afinidade apds o tratamento com mazindol. O aumento no
Bmax foi bloqueado por ambos os antagonistas sem nenhuma alteracéo
na constante de dissociacdo. Inesperadamente, houve uma tendéncia para
aumento de Bmax e um aumento nos valores de Kd com pimozida,
alteracbes estas ndo observadas com sulpirida. Por outro lado,
apomorfina nédo alterou ambos os valores de Bmax ou Kd, mas quando
associada a pimozida causou um significativo aumento na constante de
dissociacdo. Este efeito € provavelmente consequéncia do aumento no
Kd promovido pela pimozida sozinha. Entretanto, sulpirida sozinha ou
em associagcdo com apomorfina ndo alterou a densidade de receptores
muscarinicos nem os valores da constante de dissociacéo.

Ambos agonistas, diretos (apomorfina) e indiretos (mazindol)
causaram uma upregulation dos receptores muscarinicos, mas, enquanto
apomorfina agiu preferencialmente sobre o0s receptores Mz2-simile,
mazindol mostrou acdo preferencial sobre MlI-simile, indicando que
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agonistas dopaminérgicos promovem upregulation dos receptores
muscarinicos. Estes efeitos foram bloqueados por antagonistas (pimozida
e sulpirida) que ndo apresentaram efeito isoladamente, indicando a
participacdo dos receptores D2-simile no efeito dos agonistas.

Embora uma downregulation dos receptores dopaminérgicos fosse
esperada ap0Os o tratamento com um agonista, a apomorfina ndo alterou
0s receptores D! ou D2-simile e 0 mazindol causou uma upregulation. I%
possivel que o mazindol ao aumentar os niveis de dopamina ocasionou a
interacdo desta com receptores dopaminérgicos pré-sinapticos.
Entretanto, os efeitos de agonistas indiretos sdo controversos. Embora se
espere que as drogas neurolépticas blogueiem os receptores D2-simile e
causem upregulation, no presente caso, nenhuma mudanca foi observada
nos receptores D2 e uma upregulation dos receptores DI foi observada

somente com a pimozida.

Algumas das discrepancias vistas na presente investigacdo quando
relacionadas a outros dados na literatura, podem ser explicadas pelas
diferencas na duracdo do tratamento, dose e via de administracdo. Este
trabalno mostrou que as interacBes entre 0s sistemas colinergico e
dopaminérgico podem acontecer em ambas as direcfes, e que agonistas e
antagonistas podem alterar o numero de receptores muscarinicos e
dopaminérgicos através de uma upregulation ou aumentando ou
diminuindo os efeitos observados com cada droga sozinha. Também foi
demonstrado através de ensaios m vitro que enguanto agonistas
dopaminérgicos diretos ou indiretos diminuem o binding da 3H-NMS,
antagonistas, pelo menos nas doses utilizadas, ndo deslocaram
significativamente aquele ligante e foram portanto destituidos de efeito.
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CONCLUSOES

» Ha uma interacdo entre os sistemas dopaminérgico e colinérgico
no que se refere a regulacdo da densidade de receptores muscarinicos
em corpo estriado de rato.

e Os agonistas dopaminérgicos aumentaram a densidade de
receptores  muscarinicos, sendo que o0 mazindol aumentou
preferencialmente  Ml-simile, enquanto apomorfina  aumentou
preferencialmente M2-simile.

* Mazindol e apomorfina competiram pelo binding de 3H-NMS,
ndo se podendo, portanto, descartar a hipétese de que tenham agido
como antagonistas muscarinicos, aumentando a densidade de receptores

muscarinicos.

e O aumento dos receptores M2-simile induzido pela apomorfina
foi bloqueado pela pimozida e sulpirida. Ja 0 aumento ocorrido com o
mazindol em Ml + M2-simile ndo foi blogueado pela pimozida, mas
houve uma tendéncia a ser bloqueado pela sulpirida, indicando que estes
dois neurolépticos podem apresentar efeitos diferentes.
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PROTOCOLO IV

Efeito de agonista e antagonista muscarinico
e sua associacdo com agonistas e antagonistas dopaminérgicos
sobre 0s receptores muscarinicos e dopaminérgicos

em corpo estriado de rato
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INTRODUCAO

Interneurénios colinérgicos estriatais sdo regulados diretamente
por neurbnios dopaminérgicos nigroestriatais (Kubota et al., 1987).
Agonistas do receptor D2 inibem a liberacdo de acetilcolina (Friedman
et al., 1990; Scatton, 1982a), enquanto agonistas do receptor DI
estimulam a liberacdo de acetilcolina estriatal (Damsma et al., 1990b;
Friedman et al., 1990). Assim é concebivel que tratamentos que alterem
0s receptores D2 possam diferencialmente alterar a funcdo dos

neurénios colinérgicos.

Entretanto, existe pouca informacdo acerca da interacédo
dopamina-acetilcolina apds o tratamento com drogas colinérgicas.
Cubeddu et al.,, (1991) e Raiteri et a/.,(1990) demonstraram que 0
carbacol, um agonista de receptores muscarinicos aumenta a liberacado
de dopamina no cértex pré-frontal e no corpo estriado, sendo que uma
maior facilitacdo da liberacdo de dopamina foi vista nos terminais
dopaminérgicos do cortex pré-frontal. Em ambas as regides cerebrais, a
atropina (0,1 |IM) blogueou o aumento da liberacdo de dopamina
induzido pelo carbacol.

Posteriormente foi demonstrado que esse aumento da liberagdo de
dopamina promovido pelo carbacol poderia ter sido mediado via
ativacdo da PKC (proteina cinase C), sugerindo que a facilitacdo da
transmissdo dopaminérgica induzida pelo carbacol poderia ocorrer
atraves da estimulacdo da proteina cinase C (Cubeddu et al., 1991).

Hoffman et al., (1996) mostraram que os efeitos dos agonistas

muscarinicos sobre a liberacdo de dopamina e acetilcolina eram
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dependentes do subtipo de receptor ativado. Assim eles demonstraram
que o receptor muscarinico M2 inibe a liberacdo de dopamina, enquanto
a estimulacdo do receptor M! facilita a liberacdo de dopamina em corpo
estriado de rato.
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OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi estudar os efeitos de um
agonista (carbacol) e um antagonista muscarinico (atropina) e sua
associagdo com um agonista (mazindol) e antagonistas (pimozida e
sulpirida) dopaminérgicos sobre 0s receptores muscarinicos e
dopaminérgicos em corpo estriado de rato.
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RESULTADOS

A Tabela 1 mostra que houve um aumento dos receptores Ml +
M2-simile nos animais tratados com mazindol (589,5 + 37,50 fmol/mg
de proteina) quando comparado ao grupo controle (430,0 £ 18,05
fmol/mg de proteina). Da mesma maneira atropina 5 mg/kg, V.o.
promoveu um aumento de 31 % na densidade destes receptores (563,1 *
37,00 fmol/mg de proteina). Este aumento, embora menor (em torno de
24 % ) persistiu na associa¢do de atropina + mazindol (531,5 = 32,07
fmol/mg de proteina).

O tratamento com carbacol 5 mg/kg, v.0. ndo alterou
significativamente a densidade de receptores Ml + M2-simile (440,4 +
36,92 fmol/mg de proteina). Pimozida 20 mg/kg, v.o., apresentou uma
tendéncia em aumentar (15 %) estes receptores (493,5 = 26,85 fmol/mg
de proteina). Similarmente, quando administrados em associacéo
(pimozida + carbacol), nenhuma alteracdo significativa foi observada
(476,3 = 31,26 fmol/mg de proteina). A sulpirida 100 mg/kg, v.o. teve
uma tendéncia a aumentar significativamente a densidade de Ml + M2
(515,7 £ 34,02 fmol/mg de proteina) e quando administrado 30 minutos
antes da atropina, blogueou o aumento observado com esta droga
isoladamente (383,3 + 17,74 fmol/mg de proteina), mas ndo promoveu
nenhum efeito significativo quando combinado com o carbacol (402,7 +
17,78 fmol/mg de proteina) (Tabela 1).

O carbacol na dose de 20 mg/kg causou uma diminuicdo de 15 %
(367,2 £ 36,67 fmol/mg de proteina) na densidade de Ml + M2-simile,
enguanto que na dose de 10 mg/kg, ndo produziu alteracdo significativa
(420,1 £ 46,24 fmol/mg de proteina). A atropina nas doses de 10 e 20
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mg/kg ndo produziu alteragdes significativas (531,9 £ 60,22 e 529,6 +
48,60 fmol/mg de proteina, respectivamente) (Figura 1).
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Tabela 1 - Efeito de agonistas e antagonistas muscarinicos e
dopaminérgicos e sua associacdo sobre 0s receptores
muscarinicos (Ml + M2-simile) em corpo estriado de rato

Grupo 3H-NMS
(Ml + M2)

Controle 430,5 + 18,05 (50)
maz 10 589,5 + 37,50 (28)a
atr 5 563,1 + 37,00 (06)a
atr 5 + maz 10 531,5 + 32,07 (07)a
che 5 440,4 + 36,92 (07)
pim 20 4935 + 26,85 (24)
pim 20 + cbc 5 476,3 £ 31,26 (07)
sul 100 515,7 + 34,02 (14)a
sul 100 + chc 5 402,7 + 17,78 (10)
sul 100 + atr 5 383,3 £ 17,74 (Ihb

Os animais foram tratados durante 7 dias com mazindol 10 mg/kg, v.o.,
(maz 10) atropina 5 mg/kg, v.o., (atr 5), carbacol 5 mg/kg, v.o., (cbc
5), pimozida 20 mg/kg, v.o., (p|m 20) e sulpirida 100 mg/kg, v.o., (sul
100). No caso das associagdes, atropina, pimozida ou sulpirida foram
administrados 30 minutos antes da administracdo da segunda droga. Os
animais foram sacrificados 24 h apds a ultima injecdo. Os valores
representam media £ EPM do n° de experimentos em parénteses. Para
analise estatistica dos dados foi utilizado ANOVA e teste de Fisher post
hoc. a e b quando comparados ao controle e atropina, respectivamente
(p < 0,05).
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Figura 1 - Efeito do carbacol e atropina em diferentes doses sobre o
binding de 3H-NMS em corpo estriado de rato. Os animais foram tratados
durante 7 dias com atropina 5. 10 e 20 mg/kg, v.o., (atr 5. 10 e 20) e carbacol 5, 10 e
20 mg/kg, v.0., (cbc 5. 10 e 20). Os animais foram sacrificados 24 h apés a Gltima
injecdo. Para andlise estatistica dos dados foi utilizado ANOVA e teste de Fisher post

hoc. * p< 0.05 quando comparado ao controle.
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A Tabela 2 mostra que a atropina isoladamente aumentou em
torno de 37 % a densidade de receptores DIl-simile (224,0 £ 23,86
fmol/mg de proteina) quando comparado ao controle (163,2 + 14,50
fmol/mg de proteina). Entretanto, quando esta droga foi associada ao
mazindol (186,9 + 10,10 fmol/mg de proteina), blogueou o aumento
ocorrido com o0 mazindol sozinho (261,0 £ 19,48 fmol/mg de proteina),
ndo havendo mais diferenca entre o controle e a associacdo das duas
drogas. O carbacol aumentou em 40 % a densidade de DI-simile (226,4
+ 19,48 fmol/mg de proteina). Este efeito foi bloqueado pela sulpirida
(134,0 £ 13,50 fmol/mg de proteina), mas ndo o foi pela pimozida,
ocorrendo, diferentemente, um aumento (291,3 = 8,02 fmol/mg de
proteina) em relacdo ao carbacol sozinho. Estas duas drogas (pimozida e
sulpirida) quando  administradas  isoladamente,  produziram,
respectivamente, um aumento (291,3 + 8,02 fmol/mg de proteina) e
nenhuma alteracdo (142,9 + 9,95 fmol/mg de proteina) na densidade de
receptores DI-simile. Na associacdo de atropina com sulpirida (141,7 %
11,94 fmol/mg de proteina) houve uma diminui¢cdo quando comparado
com a atropina sozinha.

Sobre a densidade de receptores D2-simile (Tabela 3) foi
verificado que mazindol produziu um aumento de 15 % (261,6 £ 13,63
fmol/mg de proteina), enquanto 0s antagonistas dopaminérgicos,
pimozida e sulpirida ndo produziram alteragdes significativas (230,4 +
1512 e 247,6 += 14,65 fmol/mg de proteina). Atropina causou um
aumento de 25 % (284,7 + 37,29) em relacdo ao controle (228,4 + 9,94
fmol/mg de proteina), enquanto que o carbacol foi desprovido de efeito
(239,1 *= 36,97). Pimozida + carbacol (229,8 = 31,44 fmol/mg de
proteina), atropina + mazindol (225,0 = 27,12 fmol/mg de proteina),
sulpirida + carbacol (221,1 + 12,35 fmol/mg de proteina), ou sulpirida
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+ atropina (276,4 + 16,45 fmol/mg de proteina) ndo causaram nenhum
efeito nos receptores D2-simile.

A Figura 2 mostra que o carbacol e a atropina em doses
maiores (10 e 20 mg/kg, v.0.) aumentaram significativamente o ndmero
de receptores D2-simile (351,7 + 20,27 e 304,2 + 39,50 fmol/mg de
proteina para carbacol 10 e 20 mg/kg, respectivamente, e 373,4 + 40,30
e 379,8 £ 39,50 fmol/mg de proteina para atropina 10 e 20 mg/kg,
respectivamente).

A atropina na concentracdo de 100 pM (Figura 3), compete
pelo binding de 3H-SCH 23390 e de 3H-espiroperidol (73,2 + 542 ¢
184,7 + 10,29 fmol/mg de proteina, respectivamente) in vitro quando
comparados aos respectivos controles (112,4 = 12,10 e 273,9 = 17,16
fmol/mg de proteina, para 3H-SCH 23390 e 3H-espiroperidol,
respectivamente). Contudo, o carbacol na mesma concentragdo néo
competiu pelo binding destes ligantes antagonistas dopaminérgicos .
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Tabela 2 - Efeito de agonistas e antagonistas muscarinicos e
dopaminérgicos e sua associacdo sobre 0s receptores
dopaminérgicos (DI-simile) em corpo estriado de rato

Grupo 3H-SCH 23390
(Dl-simile)

Controle 163,2 £ 14,50 (13)
maz 10 261,0 + 16,89 (06)a
atr 5 224,0 £+ 23,86 (06)a
atr 5 + maz 10 186,9 + 10,10 (06)
che 5 226,4 + 19,48 (05)a
pim 20 231,6 + 13,43 (06)a
pim 20 + cbc 5 291,3 £ 8,02 (05)a,c
sul 100 142,9 + 9,95 (06)
sul 100 + cbc 5 134,0 £ 13,50 (06)c
sul 100 + atr 5 141,7 + 11,94 (05)b

Os animais foram tratados diariamente durante 7 dias com mazindol 10
mg/kg, v.o., (maz 10), atropina 5 mg/kg, v.o., (atr 5), carbacol 5
mg/kg, v.o., (cbc 5), pimozida 20 mg/kg, v.o., (pim 20) e sulpirida 100
mg/kg, v.0., (sul 100). No caso das associagOes, atropina, pimozida ou
sulpirida foram administrados 30 minutos antes da administragcdo da
outra droga. Os animais foram sacrificados 24 h ap6s a Gltima injecdo.
Os valores em fmol/mg de proteina representam média + EPM do n° de
experimentos em parénteses. Para analise estatistica dos dados foi
utilizado ANOVA e teste de Fisher post hoc. a, b e ¢, quando
comparado ao controle, atropina e carbacol, respectivamente (p < 0,05).
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Tabela 3 - Efeito de agonistas e antagonistas muscarinicos e

dopaminergicos e

sua associagao

sobre o0s receptores

dopaminérgicos (D2-simile) em corpo estriado de rato

Grupo

Controle

maz 10

atr 5

atr 5 + maz 10
chc 5

pim 20

pim 20 + cbc 5
sul 100

sul 100 + cbc 5

sul 100 + atr 5

3H-espiroperidol
(D2-simile)

228,4 + 9,94 (68)
261,6 + 13,63 (06)a
2472 + 28,89 (08)a
225,0 + 27,12 (06)
239,1 + 36,97 (07)
230,4 + 15,12 (31)
229,8 + 31,44 (05)
247,6 + 14,65 (19)
221,1 + 12,35 (11)

276,4 + 16,45 (11)

Os animais foram tratados diariamente durante 7 dias com mazindol 10
mg/kg, v.o., (maz 10), atropina 5 mg/kg, v.o., (atr 5), carbacol 5
mg/kg, v.o., (cbc 5), pimozida 20 mg/kg, v.o., (pim 20) e sulpirida 100
mg/kg, v.o., (sul 100). No caso das associacdes, atropina, pimozida ou
sulpirida foram administrados 30 minutos antes da administracdo da
segunda droga. Os animais foram sacrificados 24 h ap6s a ultima
injecdo. Os valores em fmol/mg de proteina representam média =+ EPM
do n° de experimentos em parénteses. Para analise estatistica dos dados
foi utilizado ANOVA e teste de Fisher post hoc. a quando comparado ao

controle (p<0,05).

125



5001

controle

cbc 5

cbc 10 *
cbc 20

atr 5

atr 10

atr 20

Figura 2 - Efeito do carbacol e atropina em diferentes doses sobre o
binding de 3H-espiroperidol em corpo estriado de rato. Os animais
foram tratados diariamente durante 7 dias com atropina 5, 10 e 20 mg/kg. v.o0.,
(atr 5, 10 e 20) e carbacol 5, 10 e 20 mg/kg, v.o., (cbc 5, 10 e 20). Os animais
foram sacrificados 24 h ap6s a Ultima injecdo. Para andlise estatistica dos dados

foi utilizado ANOVA e teste de Fisher post hoc. * p< 0,05 quando comparado
ao controle.
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I“tnsiuaue de receptores

Figura 3 - Efeito do carbacol e atropina sobre o binding de 3H-SCH
23390 e 3H-espiroperidol em corpo estriado de rato. Os ligantes (3H-SCH
23390 e 3H-espiroperidol) foram incubados por 60 minutos no tampédo contendo
carbacol e atropina 100 /iM (cbc e atr, respectivamente) antes da filtracdo e os
ensaios em duplicata foram executados como descrito na Tabela 1. Para anélise
estatistica dos dados foi utilizado ANOVA e teste de Fisher post hoc. *p< 0,05
quando comparado ao controle.
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DISCUSSAO

A administracdo cronica de antagonistas muscarinicos causa
upregulation dos receptores muscarinicos (Ben-Barak & Dudai, 1980;
Berstein & Haga, 1990; Hadcok & Malbon, 1991; Hata et al., 1980;
Huganir & Greengard, 1990). Vérios exemplos podem ser citados; entre
eles a upregulation de receptores muscarinicos induzida pelo uso de
antidepressivos e escopolamina que tém propriedades antimuscarinicas
(Ben-Barak & Dudai, 1980; Majocha & Baldessarini, 1984).

A upregulation dos receptores muscarinicos observada no
presente trabalho ap6s o tratamento cronico com atropina corrobora 0s
dados apresentados na literatura, confirmando o conceito de que a
densidade dos receptores neuronais é aumentada quando sua interacao
com o0 neurotransmissor € reduzida (Porceddu et al., 1986).
Provavelmente, a acetilcolina liberada pré-sinapticamente ndo interagiu
com os receptores. E relevante também sugerir que a dose administrada
de atropina foi efetiva.

Por outro lado, sabe-se que o tratamento com agonistas
muscarinicos causa dowregulation de receptores muscarinicos em varias
estruturas (Berstein & Haga, 1990; Hadcock & Malbon, 1991; Huganir
& Greengard, 1990). Agonistas colinergicos muscarinicos diminuem a
liberacdo de 3H-acetilcolina induzida por despolarizacdo, e este fato é
atribuido a ativacdo de receptores muscarinicos pré-sindpticos (James &
Cubeddu, 1983; Marcli et al.,, 1982). A diminuicdo da liberacdo de
acetilcolina conduz a uma diminuicdo na densidade destes receptores.
Entretanto, no presente trabalho, o carbacol ndo alterou o nimero de
receptores muscarinicos. E possivel que a dose utilizada ndo tenha sido
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suficiente para induzir tal alteracdo. De fato, com doses maiores (20
mg/kg), o carbacol induziu uma downregulation de Ml + M2 .

O aumento dos receptores DI-simile provocado pelo carbacol,
sugere uma influéncia muscarinica na regulacdo dopaminérgica a nivel
estriatal. Hoffman et al., (1996) também demonstraram que o carbacol
aumentou a liberacdo de dopamina em cortex pré-frontal e corpo
estriado e que este efeito foi blogueado pela atropina. Entretanto, no
presente trabalho, o carbacol em concentragcbes micromolares, mostrou
uma tendéncia a competir pelo binding do 3H-SCH 23390, sugerindo
que esta droga interage com receptores DI-simile, o0 que poderia ter
levado ao aumento destes receptores. De fato, na presenca da pimozida,
comprovadamente um antagonista D2, o aumento observado persistiu,
confirmando a interacdo a nivel de DI. Contudo, a sulpirida, também
um antagonista D2, blogqueou o aumento observado com o carbacol
sozinho, sugerindo diferentes papeis destes dois antagonistas.

A literatura mostra que a escopolamina, um antagonista
muscarinico, poténcia a liberacdo de dopamina no nucleo accumbens.
Provavelmente este efeito ocorre porque a escopolamina inibe os
heteroreceptores muscarinicos pré-sinapticos que modulam a liberacéo
de outros neurotransmissores, além da acetilcolina, tais como a
dopamina (Durkin et al.., 1983; Majocha & Baldessarini, 1984; Raiteri et
al., 1990).

Boyson et al., (1988) mostraram que a atropina 20 mg/kg ndo
alterou significativamente a densidade de receptores D2, mas causou um
aumento significativo na densidade de receptores muscarinicos em corpo
estriado de rato. Além disso, estes autores demonstraram que em
concentragoes micromolares e nanomolares, a atropina interagiu com
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receptores dopaminérgicos e muscarinicos, respectivamente. Na presente
investigacao, usando atropina 5 mg/kg, v.o., foi encontrado um pequeno
aumento em D2, aumento em MI + M2 e adicionalmente também um
aumento de 37 % em D1. Entretanto, na dose de 20 mg/kg a atropina
causou um aumento de 45 % na densidade de D2-simile. O fato
observado da atropina em concentragdoes micromolares (100 jliM) inibir
0 binding de 3H-SCH 23390 e 3H-espiroperidol, sugere que ela interage
com receptores dopaminérgicos, no caso, DI e D2-simile, demonstrando
uma atividade antagonista que pode ter induzido a upregulation
ocorrida nos receptores dopaminérgicos no grupo tratado pela atropina.

Boyson et al., (1988) verificaram que a co-administracdo de
flufenazina, um neuroléptico, com a atropina atenuava 0 aumento
observado no binding do 3H-QNB com atropina. Semelhantemente, no
presente trabalho, a sulpirida, também um neuroléptico, bloqueou o
aumento no binding de 3H-NMS observado com a atropina sozinha.

Antagonistas  D2-seletivos promovem  diminuicdes  dose-
dependente no contetudo de acetilcolina no corpo estriado (Consolo et
al., 1981; Scatton, 1982a) e produzem aumento na liberacdo de
acetilcolina estriatal in vivo (Damsma et al., 1990a; Imperato et al.,
1993). Como a atropina causou uma upregulation que ndo foi observada
na presenca da sulpirida, conclui-se de maneira clara que a sulpirida
interferiu nos efeitos muscarinicos da atropina. Este efeito pode também
estar envolvido no caso dos receptores D2-simile pois a sulpirida nédo
competiu pelo binding de 3H-NMS, mas a atropina na concentracdo de
100 1M competiu pelo binding do 3H-espiroperidol. Contudo, uma
interacdo com os receptores DI-simile também nédo pode ser descartada,
considerando que a atropina também competiu pelo binding de 3H-SCH
23390.
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A atropina e mazindol quando associados continuaram causando
um aumento nos receptores Ml + M2-simile observado com ambas as
drogas isoladamente. De fato no PROTOCOLO Il ja havia sido
observado que o mazindol também competia pelo binding de 3H-NMS.
Do mesmo modo que resultados anteriores, estes dados corroboram a
interacdo entre os sistemas dopaminérgico e colinérgico e sugerem que
as drogas de ambos os sistemas podem interagir de forma sinérgica ou
antagbnica. A atropina um antagonista muscarinico agiu de forma
sinérgica com 0 mazindol, um agonista dopaminérgico, sobre a
densidade de receptores muscarinicos, enquanto que a sulpirida, um
antagonista dopaminérgico, bloqueou os efeitos da atropina sobre os
receptores muscarinicos.
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CONCLUSOES

* A atropina, antagonista muscarinico, causou uma upregulation
dos receptores DI e também competiu pelo binding de 3H-SCH 23390.
Isto indica que seu efeito pode ter sido mediado via interacdo com os
receptores DI-simile. Entretanto, os receptores D2 ndo podem ser
descartados, considerando que a sulpirida blogueou este efeito.

e O aumento dos receptores DI-simile induzido pelo carbacol
indica uma influéncia muscarinica na regulacdo dopaminérgica a nivel
estriatal. Entretanto, ndo se pode descartar a hipotese deste aumento de
DI-simile ser devido a interacdo do carbacol com estes receptores, pois
esta droga competiu pelo binding do 3H-SCH 23390.
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PROTOCOLO V

Efeito da cocaina sobre o0s receptores muscarinicos e
dopaminérgicos em corpo estriado de rato
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INTRODUCAO

A cocaina é um poderoso estimulante psicomotor cujo uso
compulsivo, ndo medico, tem aumentado grandemente durante a ultima
década. Os efeitos farmacoldgicos da cocaina, resultam primariamente
do bloqueio da recaptacdo de dopamina, norepinefrina e serotonina
(Johanson & Schuster, 1995). A cocaina aumenta a concentracao
sinaptica de dopamina na sinapse e assim age como um agonista
dopaminérgico indireto (Lim et al., 1990).

Evidéncias mostram que a sintese e a liberacdo de dopamina séo
reguladas por receptores dopaminérgicos, particularmente receptores
D2 (Drukarch & Stoof, 1990; Kalsner & Westfall, 1990). Alguns
estudos indicam que ap0s o tratamento crénico com cocaina ocorre um
aumento da liberacdo de dopamina (Kalivas & Duffy, 1990; Pettit et al.,
1990) que requer a ativacdo do receptor dopaminérgico (Peris &
Zahniser, 1989). Tambéem tem sido observado alteragbes na recaptacédo
de dopamina apds o tratamento crbnico com cocaina (Ng et al., 1991;
Parson et al., 1991), podendo ser hipotetizado que junto com a sintese e
a liberacdo, a captacdo de dopamina também esta sob a regulacdo do
receptor dopaminérgico.

A administracdo de cocaina altera as caracteristicas de binding dos
receptores dopaminérgicos, embora muitos dos resultados sejam
contraditérios. Alguns estudos mostram que a administracdo aguda de
cocaina aumenta (Memo et al., 1981) ou tem efeitos minimos (Dwoskin
et al.,, 1988) sobre a densidade de receptores dopaminérgicos em
maultiplos tecidos. Efeitos diferentes sobre o namero de receptores
dopaminérgicos estriatais também foram observados apds o tratamento

sub-agudo com cocaina (Lim et al., 1990).
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Alguns estudos sugerem o envolvimento dos receptores DI e D2
nos efeitos da cocaina em causar dependéncia. Os primeiros trabalhos de
autoadministracdo (Johanson & Fischman, 1989) usando agonistas e
antagonistas dopaminérgicos sugeriam um papel proeminente dos
receptores D2 pos-sinapticos (Wooverton & Virus, 1989). Outros
trabalhos demonstraram que o SCH 23390, um antagonista relativamente
especifico de receptores DI-simile blogueou os efeitos causadores de
dependéncia da cocaina em ratos (Koob et al., 1987; Maldonado et al.,
1993). Wooverton et al., (1986) mostraram que o SCH 23390 nédo afetou
a autoadministracdo de cocaina em macacos rhesus. Além do mais,
alguns estudos em ratos verificaram que tanto antagonistas DI quanto
D2 especificamente diminuem os efeitos da cocaina relacionados com a
dependéncia, sugerindo que ambos 0s subtipos de receptores sdo
importantes neste fendmeno (Hubner & Moreton, 1991; Roberts et al.,
1989). Assim, no presente momento, as interacfes entre 0s varios
receptores dopaminérgicos e a dependéncia causada pela cocaina nao
foram ainda completamente delineados.

Indubitavelmente, os receptores dopaminérgicos e possivelmente
outros (Cunninghan & Callahan, 1991; Koob & Bloom, 1988; Mello et
al., 1989; Pulvirenti et al.,, 1992; Schenk et al., 1993), incluindo
receptores muscarinicos (Tan & Costa, 1994), desempenham algum
papel na dependéncia e em outros efeitos causados pela cocaina.
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OBJETIVOS

Considerando que a cocaina inibe a recaptacdo de dopamina,
aumentando consequentemente os niveis extracelulares de dopamina e
sabendo que a dopamina pode influenciar tanto o sistema dopaminérgico
como o colinérgico, o objetivo do presente trabalho foi estudar os
efeitos da administracdo crbnica de cocaina sobre 0s receptores
muscarinicos e dopaminérgicos a fim de elucidar as acfes da cocaina
sobre estes dois sistemas de neurotransmissores.
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RESULTADOS

A Tabela 1 mostra que a administracdo diaria durante 1 semana
de cocaina (5, 10 e 50 mg/kg, i.p.) causou aumentos de 25,7 (664,4 +
40,12 fmol/mg de proteina); 34,3 (709,8 + 35,46 fmol/mg de proteina)
e 48,6 % (785,4 £ 37,40 fmol/mg de proteina), respectivamente, sobre
0s receptores MI + M2-simile. Aumentos menores, mas também
significativos de 27 (366,9 + 40,52 fmol/mg de proteina) e 41 % (407,9
+ 19,40 fmol/mg de proteina) foram observados nos receptores MI-
simile ap6s o tratamento com cocaina 5 e 10 mg/kg, i.p.,
respectivamente. Com a maior dose de cocaina (50 mg/kg, i.p.) foi
detectado um efeito menor de apenas 18 % (339,4 + 35,87 fmol/mg de
proteina). A administracdo diaria de cocaina (5 e 10 mg/kg, i.p.)
produziu aumentos (dose-dependente) de 30 (46,0 = 2,64 fmol/mg de
proteina) e 84 % (65,3 + 5,87 fmol/mg de proteina) sobre os receptores
do subtipo M2 quando comparados ao grupo controle (353 + 1,26
fmol/mg de proteina). O efeito diminuiu drasticamente com um aumento
de apenas 17 %, (41,5 £ 1,48 fmol/mg de proteina) apds a administracdo
de cocaina na dose de 50 mg/kg, i.p. (Tabela 2).

Os efeitos da administracdo de cocaina sobre os receptores DI e
D2-simile sdo apresentados na Tabela 3. Ndo foram encontradas
alteracGes significativas nos receptores DI-simile com a menor dose de
cocaina, 5 mg/kg, i.p. (1451 £ 1590 fmol/mg de proteina) quando
comparado ao controle (168,7 + 16,69 fmol/mg de proteina). Em
maiores doses (10 e 50 mg/kg , i.p.) houve aumentos similares em torno
de 32 % (221,3 £ 24,36 e 223,1 = 23,11 fmol/mg de proteina,
respectivamente). Com relacdo aos receptores D2-simile foram
observados aumentos de 63 (393,5 + 23,96 fmol/mg de proteina) e 54 %
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(372,5 8,15 fmol/mg de proteina) com as doses de 5 e 10 mg/kg, i.p.,
respectivamente, quando comparados ao controle (241,9 £10, fmol/mg
de proteina). Um aumento muito maior (109 %) foi observado nestes
receptores com a dose de 50 mg/kg, i.p. (507,4 + 33,77 fmol/mg de
proteina).

A Tabela 4 mostra os efeitos da cocaina diretamente sobre o
binding de 3H-NMS, 3H-SCH 23390 e 3H-espiroperidol (experimento
in vitro). Nas doses de 12,5 e 25 |LtM a cocaina diminuiu o binding de
3H-NMS em torno de 60 % (153,7 = 14,45 e 183,2 = 23,40 fmol/mg de
proteina, respectivamente) quando comparado ao controle (456,5 *
47,10 fmol/mg de proteina). Com as doses de 50 e 100 pM as
percentagens de inibicdo do binding de 3H-NMS subiram para 70 %
(109,4 + 8,96 e 130,2 £ 16,60 fmol/mg de proteina, respectivamente).
Enquanto nenhum efeito foi detectado no binding de 3H-SCH 23390 ou
3H-espiroperidol apds incubacdo dos homogenatos com cocaina 100 pM,
uma inibicdo em torno de 70 % foi demonstrado no binding de 3H-
espiroperidol na presenca de cocaina 12,5 pM (dados ndo mostrados) no
binding do 3H-espiroperidol. Esta percentagem de inibicdo ndo variou
com o0 aumento das doses até 100 pM. Nesta dose observou-se uma
inibicdo em torno de 50 % no binding do 3H-espiroperidol (118,2 %
18,70 fmol/mg de proteina).

A Tabela 5 apresenta os efeitos da cocaina sobre os valores de
Bmax e Kd utilizando 3H-NMS, 3H-SCH 23390 e 3H-espiroperidol
como ligantes muscarinicos (Ml + M2), DI e D2, respectivamente. No
caso dos receptores Ml + M2 simile foram detectados aumentos de 52 e
57 % nos valores de Bmax (cocaina 5= 776,9 = 76,30 fmol/mg de
proteina; cocaina 50= 8025 + 37,27 fmol/mg de proteina,
respectivamente) quando comparados ao controle (511,4 = 32,67
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fmol/mg de proteina). Aumentos maiores do que 100 % foram obtidos
nos valores de Kd com cocaina 5 e 10 mg/kg, i.p., (1,67 + 0,62 e 1,59 *
0,09 nM, respectivamente). Nenhuma alteracdo ocorreu na densidade de
receptores DI-simile na presenca de cocaina nas doses de 5 e 50 mg/kg,
i.p. (146,6 = 2581 e 1984 * 37,74 fmol/mg de proteina) quando
comparado ao controle (216,0 = 21,68 fmol/mg de proteina).
Entretanto, uma diminuicdo dose-dependente, ocorreu em ambas as
doses nos valores de Kd (1,78 £ 0,57 e 0,86 £ 0,17 nM para 0s grupos
tratados com cocaina 5 e 10 mg/kg, i.p., respectivamente), quando
comparados ao grupo controle (2,40 £ 0,39 nM). Similarmente ao que
aconteceu no caso dos receptores Ml + M2-simile, houve um aumento
dose-dependente nos valores de Bmax nos grupos tratados com cocaina 5
e 10 mg/kg., i.p (363.3 £ 43,94 e 518,7 + 45,71 fmol/mg de proteina,
respectivamente) quando comparado ao controle (246,2 + 43,72
fmol/mg de proteina). Efeitos maiores foram observados nos valores de
Kd que aumentaram de 1,8 = 0,51 nM no grupo controle para 85 +
1,46 e 17,6 £ 3,64 nM nos grupos tratados com cocaina (5 e 10 mg/kg,
I.p., respectivamente).

139



Tabela 1 - Efeito da cocaina sobre o binding de 3H-NMS (Ml
+ M2-simile) em corpo estriado de rato

Cocaina 3H-NMS binding

(mg/kg, 1.p.) (Ml + M2-simile)
0 528,4 +25,69 (11)

5 664,4 +£40,12 (12)*

10 709,8 + 35,46 (8)*

50 785,4 + 37,40 (11)*

Os animais foram tratados diariamente por I semama com cocaina 5, 10
e 50 mg/kg, i.p., e decapitados 24 h apos a ultima injecdo. Os dados sdo
expressos como média £ EPM do numero de experimentos mostrados
nos parénteses. Para analise estatistica, ANOVA e teste de Fisher post
hoc foi usado. *p < 0,05 quando comparado ao controle.
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Tabela 2 - Efeito da cocaina sobre o binding de 3H-NMS
(receptores Ml e M2-simile) em corpo estriado de rato

Cocaina 3H-NMS + cbc 3H-NMS + PZ
(mg/kg, i.p.) (Ml-simile) (M2-simile)
0 288,5 + 17,45 (07) 35,5 + 1,26 (06)
5 366,9 + 40,52 (06) 46,0 £ 2,64 (06)
10 407,9 + 19,40 (06)* 65,3 + 5,87 (12)*
50 339,4 + 35,87 (06) 41,5 + 1,48 (06)

Os ensaios foram executados como descrito na Tabela 1. Os dados em
fmol/mg de proteina sdo expressos como média + EPM do namero de
experimentos em parénteses. Para analise estatistica, ANOVA e teste de
Fisher post hoc foi usado. *p < 0,05 quando comparado ao controle.
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Tabela 3 - Efeito da cocaina sobre o binding de 3H-SCH
23390 e 3H-espiroperidol em corpo estriado de rato

Cocaina 3H-SCH 23390 3H-espiroperidol
(mg/kg, i.p.) (Dl-simile) (D2-simile)
0 168,7 + 16,69 (13) 241,9 + 10,03 (06)
5 145,1 £+ 15,90 (9) 393,5 + 23,96 (10)*
10 221,3 +24,36 (14) 72,5 + 8,15 (06)*
50 223,1 £23,11 (7) 507,4 + 33,77 (10)*

Os animais foram tratados diariamente por | semana com cocaina 5, 10
e 50 mg/kg, i.p.. Os resultados sdo expressos como média + EPM do
nimero de experimentos em parénteses. Para analise estatistica,
ANOVA e teste de Fisher post hoc foi usado. *p < 0,05 quando
comparado ao controle.
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Tabela 4 - Efeito da cocaina sobre o binding de 3H-NMS, 3H-
SCH 23390 e 3H-espiroperidol em homogenatos de corpo
estriado de rato (experimentos in vitro)

Cocaina 3H-NMS 3H-SCH 23390 3H-espiroperidol
(im) (M1 + M2 simile)  (DIl-simile) (D2-simile)

0 456,5 +47,10 (10) 1476 + 14,60 (4)  253,3 + 26,63 (4)

125 1537 + 14,45 (5)* _ -

25 183,2 + 23,40 (7)* S -

50 1094+ 8,96(4)* _ _

100 130,2 + 16,60 (6)* 26,8 = 10,34 (4) 118,2 + 18,70 (6)*

Os homogenatos foram incubados por 30 min com cocaina (pM), na
presenca de 3H-NMS, 3H-SCH 23390 (100 pM) ou 3H-espiroperidol
(100 pM), ligantes especificos para receptores muscarinicos, DI e D2-
simile, respectivamente. Os ensaios foram executados como descrito na
Tabela 1. Para analise estatistica, ANOVA e teste de Fisher post hoc foi
usado. *p < 0,05 quando comparado ao controle.
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Tabela 5 - Efeito da administracdo repetida de cocaina nos receptores muscarinicos e dopaminérgicos
DIl e D2-simile sobre os valores de Bmax e Kd no corpo estriado de rato

MI+M2-simile DIl-simile D2-simile
CcocC Bmax Kd Bmax Kd Bmax Kd
0 511,4132,67(4) 0,7610,24(4) 216,0121,68(5) 2,4010,39 (5) 246,2143,72(4) 1,810,51(4)

5 776,9+76,30(4)*  16710,62(4) 146,612581(3)  1,7810,57(4)  363,3143,94(4) 8,511,46(4)

50  802,5137,27(3)*  1,5910,09(3) 198,4137,74(3)  0,8610,17(3)* 518,7145,71(4)*  17,613,64(4)*

Os ensaios foram executados como descrito na Tabela 1. Para andlise estatistica, ANOVA e teste de Fisher post hoc foi
usado. *p < 0,05 quando comparado ao controle.



DISCUSSAO

O presente trabalho mostrou aumento significativo e dose-
dependente dos receptores muscarinicos em corpo estriado de rato apos
0 tratamento com cocaina. As alteracbes no Bmax ocorreram
acompanhadas de aumentos maiores do que 100 % nos valores da
constante de dissociacdo, sugerindo uma diminuicdo de afinidade do
receptor na presenca de cocaina. Este aumento (upregulatiori) detectado
nos receptores MI + M2-simile foi também verificado em MI e M2-
simile separadamente. Embora muitos dos efeitos da cocaina sejam
no caso da capacidade de induzir dependéncia, especificamente a inibicéo
da recaptacdo de dopamina no cérebro (Ritz et al., 1987), existem
evidéncias de que a cocaina tem afinidade para receptores muscarinicos
(Sharkey et al., 1988).

Assim, Sharkey et al., (1988) mostraram que a cocaina inibia o
binding muscarinico no coracdo e no cérebro com uma maior afinidade
para receptores M2 do que Ml-simile. Trabalho mais recente (Lipton et
al., 1995) mostrou diminuicdo no binding muscarinico em corpo
estriado de ratos tratados durante 3 a 5 dias, e em hipocampo de ratos
tratados durante 5 e 21 dias apés a Gltima administracdo. Entretanto, 12
horas apos a ultima administracdo de cocaina em um tratamento de 5
dias foi observado um aumento no binding do 3H-QNB no corpo
estriado, o qual persistiu até 2 dias ap6s o periodo de administracao.
Resultados similares foram observados em hipocampo.

Trabalhos anteriores (Karpen & Hess, 1986 e Sharkey et al.,

1988) mostraram que a cocaina pode diretamente antagonizar 0s

receptores colinérgicos. Experimentos in vitro demonstraram que nédo
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somente a cocaina, mas também seus metabdlitos foram capazes de
interagir com 0s receptores muscarinicos, inibindo o binding de 3H-
telenzepina em cortex cerebral, de uma maneira dose-dependente.
Portanto, nos estudos envolvendo mecanismo de acdo da cocaina devem
ser considerados parametros tais como a dose, a duracdo do tratamento e
0 tempo decorrido apos a ultima injecao.

No presente trabalho todas as avaliacdes dos efeitos da cocaina
foram determinadas 24 horas ap6s a ultima injecdo. N&o foram
observados alteracdes significativas nos receptores DI-simile, ap0s o
tratamento com cocaina. A acdo predominante da droga sobre o sistema
dopaminérgico foi detectada nos receptores D2-simile. Neste caso,
efeitos similares aos ocorridos nos receptores Ml + M2-simile foram
observados, tais como uma upregulation associada com um drastico
aumento nos valores da constante de dissociacdo. Estes resultados sdo
discordantes com aqueles obtidos por Alburges et al., (1992) e também
Alburges & Wamsley (1993) que mostraram um aumento significativo
no numero de receptores dopaminérgicos DI-simile e nenhuma
alteracdo em D2-simile em coOrtex motor e corpo estriado de rato.
Nestes experimentos os animais foram tratados durante 1, 3, 7, 14 e 21
dias e as medidas foram executadas 21 dias apos a ultima injecdo. Os
autores consideraram que o aumento ocorrido no receptor DI-simile
poderia indicar que este receptor se tornou dessensibilizado na presenca
de cocaina.

Similarmente ao presente trabalho, outros pesquisadores (Zeigler
et al., 1991) verificaram um aumento no binding da 3H-espiperona em
nacleo caudado de ratos tratados com cocaina (20 mg/kg, s.c.)
diariamente, 30 dias ap6s a ultima injecdo. Zahniser et al., (1988)
mostraram um aumento significativo de receptores D2-simile no SNC
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apos o tratamento crénico com cocaina. Por outro lado, Peris et al.,
(1990) mediu os receptores D2 e DI-simile 1 dia ap6s o tratamento com
cocaina (10 mg/kg, i.p.) usando como ligantes 3H-espiroperidol e 3H-
SCH 23390, respectivamente, durante 8 dias. Estes experimentos
mostraram um aumento do binding do 3H-espiroperidol, e o nucleo
accumbens foi a Unica area que apresentou um aumento de D2-simile.
Por outro lado, os receptores DI-simile ndo foram alterados.

De acordo com estes autores, pelo menos dois mecanismos
poderiam contribuir para um aumento transitorio na responsividade do
ndcleo accumbens ap6s o tratamento com a cocaina: 0 aumento na
densidade de receptores D2-simile e a sensibilidade aumentada de
agonistas dos receptores D2-simile nesta area. Goeders & Kuhar (1987)
mostraram que a administracdo de cocaina durante 15 dias causou uma
diminuicdo na densidade de receptores D2-simile no corpo estriado e um
aumento na densidade destes receptores em nucleo accumbens,
imediatamente apds a Ultima injecdo de cocaina. Outros autores (Kleven
et al., 1990) mostraram que no nucleo accumbens os receptores DI-
simile diminuiram, enguanto os D2-simile aumentaram imediatamente
apos a ultima injecdo, 0 mesmo ndo ocorrendo 2 semanas apos a Ultima
Injecdo de cocaina.

Em suma, as evidéncias indicam que a cocaina causa mudancas nos
receptores dopaminérgicos no corpo estriado. Além disso, ela apresenta
efeitos diferenciais, ndo somente qualitativos mas também quantitativos,
sobre os receptores muscarinicos e dopaminérgicos pds-sinapticos, que
podem variar em funcdo da dose, duracdo do tratamento e periodo
decorrido apés a Ultima injecdo da droga.
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CONCLUSOES

» O efeito da cocaina sobre 0s receptores muscarinicos pode ter
sido mediado tanto via receptores muscarinicos uma vez que esta droga
competiu in vitro com o ligante 3H-NMS quanto por receptores
dopaminérgicos, considerando que o mecanismo de acdo da cocaina
neste caso consiste em aumentar os niveis de dopamina atraves da

inibico de receptores deste neurotransmissor.

e Os efeitos da cocaina sobre a densidade de receptores
muscarinicos e dopaminérgicos podem variar em funcdo da dose,
duracéo do tratamento e intervalo entre o Ultimo tratamento e anlise da
densidade dos receptores.
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PROTOCOLO VI

Efeito de agonista e antagonista
muscarinico ou dopaminérgico
sobre os niveis de nucleotideos ciclicos
(AMPc e GMPc)

em cortex motor e corpo estriado de rato
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INTRODUCAO

Sinais extracelulares tais como neurotransmissores, horménios e
fatores do crescimento controlam seus efeitos bioldgicos nas células se
ligando a receptores especificos de membrana e ativando uma cascata de
eventos sinalizadores dentro da célula. Estes mecanismos de transducgéo

celular ainda nao estdo bem definidos.

As respostas fisioldgicas destes sinais extracelulares sdo mediadas
através de segundos mensageiros. Este € um termo descrito por
Sutherland et al., (1968) para moléculas que sdo capazes de transmitir
intracelularmente, os efeitos bioldgicos de compostos que sdo incapazes

de entrar nas células-alvo.

O AMPc, desde sua descoberta ha 30 anos atras, exerce um papel
decisivo no entendimento da funcdo dos segundos mensageiros nos
sistemas de transducédo do sinal de membrana (Cook et al., 1957; Lipkin
et al., 1959; Sutherland et al., 1968; Sutherland & Rali., 1957). Apds a
ligacdo da droga ao receptor, a enzima adenilil ciclase converte ATP em
AMPc o qual exerce seus efeitos ativando uma proteina cinase capaz de
fosforilar substratos especificos. A ativagdo ou inibicdo da adenilil
ciclase pelos receptores de membrana nos mamiferos e feita atraves de
proteina regulatorias - GTP (proteinas G) (Gilman, 1987; Levitzki,
1986). A informacdo quimica vem do receptor para a adenilil ciclase
através de uma proteina G heterotrimérica.

O AMPc esta envolvido com os sistemas nervoso (Drummond,
1983) e cardiovascular (Hamet, 1980), em mecanismos imunologicos
(Plaut, 1980), crescimento e diferenciacdo celular (Boynton &
Whitfield, 1983), bem como no metabolismo geral (Exton, 1980). A
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medida dos niveis de AMPc intracelular é de consideravel interesse para
0 entendimento dos processos fisiologicos e da patologia de muitas
doencas.

Apols a descoberta de que o AMPc atua como um importante
regulador intracelular em muitos tecidos a pesquisa se voltou para o
estudo de outros nucleotideos ciclicos. O GMPc foi primeiro
identificado por Ashman (1963) e desde essa epoca sabe-se que €
largamente distribuido, ocorrendo na maioria dos tecidos animais. Os
niveis de GMPc na maioria dos tecidos sdo muito baixos, sendo 1-10 %
dos niveis do AMPc.

A administracdo de alguns compostos conhecidos afeta os niveis
de AMPc e GMPc nos tecidos. Os maiores Orgdos-alvo das fibras
colinérgicas parassimpaticas contém receptores muscarinicos que
conduzem a um aumento no GMPc (Goldberg & Haddox, 1973). Os
receptores muscarinicos dos ganglios simpaticos e do céerebro também
induzem a sintese de GMPc.

Os receptores muscarinicos podem se acoplar negativamente a
adenilil ciclase, ou seja, através da inibicdo da ativacdo desta enzima. Os
subtipos MI, M3 e M5 se acoplam a hidrolise de fosfoinositideos,

N

da adenilil ciclase (Peralta et al., 1988).

Os receptores dopaminergicos exercem suas acdes biologicas
através do acoplamento e ativacdo de diferentes complexos de proteinas
G. O receptor DI interage com complexos G estimulatorios resultando

na ativagdo da adenilil ciclase e um consequente aumento dos niveis de
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AMPc intracelular, enquanto o receptor D2 interage com complexos
inibitérios que inibem a producdo de AMPc (Civelli et al., 1993).
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OBJETIVOS

Considerando que as drogas dopaminérgicas e muscarinicas
exercem suas acOes influenciando os niveis de nucleotideos ciclicos,
procurou-se verificar os efeitos da interacdo entre agonistas e
antagonistas dopaminérgicos e muscarinicas sobre os niveis de AMPc e
GMPc em cértex motor e corpo estriado de rato.
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RESULTADOS

A Figura 1 apresenta os efeitos de agonistas e antagonistas
dopaminérgicos, isoladamente ou associados sobre o0s niveis de AMPc
em cortex motor e corpo estriado de rato. Os resultados mostraram que
0 mazindol e a pimozida quando administrados isoladamente né&o
promoveram alteracdes nos niveis de AMPc (4,29 + 0,47 e 3.20 £+ 0,46
pmol/mg de proteina, respectivamente) em coOrtex motor de ratos,
quando comparados ao controle (3,96 + 0,38 pmol/mg de proteina).
Entretanto, quando associados houve um aumento significativo (44 %)
dos niveis de AMPc (4,61 + 0,50 pmol/mg de proteina) com relacdo a
pimozida sozinha. Em corpo estriado foi mostrado que o mazindol e a
pimozida causaram um aumento ndo significativo de 15 (2,28 +0,13
pmol/mg de proteina) e 18 % (2,33 %= 0,16 pmol/mg de proteina),
respectivamente quando comparados ao controle (pmol/mg de proteina).
A associacdo de pimozida + mazindol ndo promoveu alteracdo
significativa (2,09 £0,12 pmol/mg de proteina).

A Figura 2 mostra que em coOrtex motor, a atropina causou uma
diminuicdo de 47 % dos niveis de AMPc (2,1 + 0,27 pmol/mg de
proteina) quando comparado ao controle (3,96 + 0,38 pmol/mg de
proteina), e quando associada (atropina + mazindol) diminuiu em 30 %
(3,0 £ 0,45 pmol/mg de proteina) o efeito observado com o mazindol
sozinho (4,29 £+ 0,47 pmol/mg de proteina). O carbacol sozinho (3,3 +
0,36 pmol/mg de proteina) ou associado a pimozida (pimozida +
carbacol) ndo produziu efeito significativo (4,3 = 0,69 pmol/mg de
proteina). No corpo estriado (Figura 3) foi observado que tanto a
atropina como o carbacol apresentaram uma tendéncia a um aumento de
26 % nos niveis de AMPc (25 + 0,29 e 2,5 = 0,20 pmol/mg de
proteina) em relacdo ao controle (1,98 £ 0,17 pmol/mg de proteina). A
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associacdo da pimozida + carbacol promoveu um aumento de 31 % nos
niveis de AMPc (2,6 = 0,30 pmol/mg de proteina) quando comparado ao
controle, enquanto que a associacdo de atropina + mazindol néo
promoveu nenhuma alteracao significativa.

A Figura 4 mostra que o mazindol (0,205 + 0,04 pmol/mg de
proteina) e a pimozida sozinhos (0,207 + 0,03 pmol/mg de proteina), ou
associados (0,165 + 0,01 pmol/mg de proteina) ndo promoveram
alteracbes significativas nos niveis de GMPc quando comparados ao
controle (0,214 = 0,03 pmol/mg de proteina) em cOrtex motor de ratos.
Entretanto, no corpo estriado, 0 mazindol causou um aumento de 55 %
nos niveis de GMPc (0,208 = 0,004 pmol/mg de proteina) aumento este
que foi blogueado pela pimozida (0,143 + 0,020 pmol/mg de proteina).
Entretanto a pimozida sozinha ndo causou efeito significativo (0,0116 +
0,0048 pmol/mg de proteina) quando comparada ao controle (0,134 +
0,0100 pmol/mg de proteina).
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0,0048 pmol/mg de proteina) quando comparada ao controle (0,134 +
0,0100 pmol/mg de proteina).
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Figura 1 - Efeito da administracdo de mazindol e pimozida,
sozinhos ou associados sobre os niveis de AMPc em coOrtex motor
e corpo estriado de rato. Ratos Wistar (180 - 200 g) foram mortos por
decapitacdo; as regides cerebrais foram removidas e pesadas, e a
concentracdo de AMPc foi medida como descrito em Materiais e Métodos.
Os valores representam media + EPM de 5 a 10 experimentos. Os
experimentos foram realizados em duplicata, cada grupo com 6 a 10
animais. Para analise estatistica dos dados foi utilizado ANOVA e teste de
Fisher post hoc*p< 0,05 quando comparado a pimozida.
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Figura 2 - Efeito da administracdo de carbacol e atropina,
sozinhos ou associados com pimozida ou mazindol, respectivamente,
sobre os niveis de AMPc em coOrtex motor de rato. Ratos Wistar(180 -
200 g) foram mortos por decapitacdo; as regibes cerebrais foram removidas e
pesadas, e a concentracdo de AMPc foi medida como descrito em Materiais e
Métodos. Os valores representam média £+ EPM de 5 a 10 experimentos. Os
experimentos foram realizados em duplicata, cada grupo com 6 a 10 animais. Para
anélise estatistica dos dados foi utilizado ANOVA e teste de Fisher post
hoc. * p< 0,05 quando comparado ao controle.
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igura 3 - Efeito da administracdo de carbacol e atropina, sozinhos ou
ssociados com pimozida ou mazindol, respectivamente, sobre os
iveis de AMPc em corpo estriado de rato. Ratos Wistar (180 - 200 Q)
ttam mortos por decapitacdo: as regides cerebrais foram removidas e pesadas, e
concentracdo de AMPc foi medida como descrito em Materiais e Métodos. Os
alores representam média + EPM de 5 a 10 experimentos. Os experimentos
yram realizados em duplicata, cada grupo com 6 a 10 animais. Para analise
statistica dos dados foi utilizado ANOVA e teste de Fisher post hoc. * p< 0,05
uando comparado ao controle.

158



200

Figura 4 - Efeito da administracdo de mazindol e pimozida, sozinhos
ou associados sobre os niveis de GMPc em cOrtex motor e corpo
estriado de rato. Ratos adultos-jovens foram mortos por decapitagdo; as
regides cerebrais foram removidas e pesadas, e a concentracdo de GMPc foi
medida como descrito em Materiais e Métodos. Os valores representam media +
EPM do 10 a 13 experimentos, os quais foram realizados em duplicata, cada
grupo com 10 a 15 animais. Para andlise estatistica dos dados foi utilizado
ANOVA e teste de Fisher post hoc. a, b= p< 0.05 quando comparado ao
controle e mazindol, respectivamente.
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DISCUSSAO

O efeito de agonistas muscarinicos sobre os niveis de AMPc e
GMPc ¢ dependente do subtipo de receptor envolvido. Ge et al., (1995)
mostraram que a pilocarpina, agonista muscarinico seletivo para o
receptor do subtipo M1, aumentou o contetdo de GMPc mas ndo causou
nenhuma alteracdo nos niveis de AMPc no cortex cerebral. Este
aumento de GMPc foi antagonizado por pirenzepina e escopolamina.
Jope et al, (1992) também mostraram que a administracdo de
pilocarpina ndo alterou a concentracdo de AMPc em cortex cerebral e
hipocampo de rato, embora tenham apresentado uma tendéncia a um
aumento dos niveis deste nucleotideo em hipocampo. Sobre 0s niveis de
GMPc a pilocarpina induziu um pequeno aumento em cortex.

O efeito do carbacol, agonista do subtipo M2-simile parece variar
dependendo da area estudada, considerando que esta droga néo
apresentou nenhuma alteragdo e tendéncia a um aumento,
respectivamente dos niveis de AMPc em cOrtex motor e corpo estriado
de rato. E possivel que o efeito do carbacol seja também dependente da
dose utilizada. Ge et al., (1995) mostraram que 0 agonista M2, 6 beta-
AN (25 pg/kg ") reduziu os niveis de AMPc e GMPc no cerebelo e no
cortex cerebral, enquanto que 6 beta-AN na dose de 12 pg/Kg |
diminuiu somente os niveis de AMPc. As diminui¢cdes de GMPc e AMPc
causadas por 6 beta-AN foram antagonizadas por AF-DX 116 e

atropina, respectivamente.

No presente trabalho, o aumento significativo dos niveis de AMPc
em corpo estriado, com a associagdo pimozida + carbacol sugere
ocorrer uma interacdo entre 0s sistemas dopaminérgico e colinérgico
também a nivel de segundos mensageiros. H& um envolvimento dos
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receptores D2-simile no efeito do carbacol sobre os niveis de AMPc,
onde o bloqueio destes receptores pela pimozida leva a um aumento
significativo dos niveis de AMPc. E possivel que a pimozida ao
antagonizar o receptor D2-simile tenha estimulado a adenilil ciclase,
aumentando consequentemente os niveis de AMPCc.

A atropina, um antagonista muscarinico que interage tanto em
receptores MI como M2-simile, causou uma diminuicdo de AMPc no
cdrtex motor, mas ndo no corpo estriado de ratos sugerindo diferentes
mecanismos nas duas areas. Quando associada ao mazindol, persistiu a
diminuic@o observada com a atropina sozinha, embora em menor grau.

O SKF 38393 é um agonista muito potente nos receptores DI-
simile e pouco potente no receptor D2-simile da hipofise (Brown et al.,
1980; Setler et al., 1978; Watling & Dowling, 1981). Stoof & Kebabian
(1981) mostraram que esta droga causou um aumento tempo e dose-
dependente no fluxo de AMPc em corpo estriado de rato. A flufenazina
atenuou este aumento do fluxo de AMPc provocado pelo SKF 38393.
Entretanto, a sulpirida, um antagonista D2 da hipofise (Munemura et al.,
1980; Scapagnini, 1979) que ndo tem acdo antagonista em DI-simile
(Spano et al., 1979) nédo alterou o fluxo de AMPc, mas induziu uma
potencializacédo estatisticamente insignificante do efeito do SKF 38393.
Estes resultados demonstram que o fluxo de AMPc em corpo estriado de
rato € um sinal da estimulacdo do receptor DI-simile neste tecido.

Stoof & Kebabian (1981) também mostraram que a apomorfina
um agonista dopaminérgico que age tanto em receptores DI como em
D2-simile aumentou o fluxo de AMPc somente na presenca de (-)
sulpirida. A dopamina, um agonista de receptores DI (Watling &
Dowling, 1981) e D2-simile em hipofise (Munemura et al.,, 1980)
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aumentou o fluxo de AMPc no corpo estriado de rato. Interessantemente
a (-) sulpirida potenciou o fluxo de AMPc estimulado por dopamina
enquanto a (+) sulpirida foi inefetivo.

O Ly 141865, um agonista do receptor D2 em hipdfise (Bach et
al., 1980; Tsuruta et al., 1981), que ndo tem efeito em receptor DI de
retina de peixe ou corpo estriado de rato (Tsuruta et al., 1981) ndo
estimulou o fluxo de AMPc nem na presenca ou auséncia de (-)
sulpirida. Por outro lado, o Ly 141865 reduziu o fluxo de AMPc
estimulado por SKF 38393. Este efeito inibitorio foi revertido pela (-)
sulpirida (Stoof & Kebabian, 1981).

Baseados nestes resultados obtidos com dopamina, apomorfina e
Ly 141865, Stoof & Kebabian (1981), prop6em a existéncia de um
segundo receptor dopaminérgico no corpo estriado, regulando o fluxo
(e por inferéncia a formacdo) de AMPc. A estimulacdo deste receptor
inibe a formacdo de AMPc que ocorre como uma consequéncia da
estimulacdo do receptor DI. De acordo com esta interpretacdo, a
dopamina interage com ambos 0s subtipos de receptores no corpo
estriado simultaneamente estimulando e inibindo a formacdo e o fluxo
de AMPc. A (-) sulpirida poténcia o fluxo estimulado por dopamina
bloqueando o segundo receptor dopaminérgico, removendo a influéncia
inibitéria sobre a formacdo de AMPc e, portanto, estimulando o fluxo
observado de AMPc. Da mesma forma, a apomorfina estimula ambos 0s
receptores dopaminérgicos; (-) sulpirida antagoniza a interacdo entre
apomorfina e o segundo receptor dopaminérgico, portanto, permitindo a
interacdo entre apomorfina e o receptor DI que como consequéncia

produz um aumentado no fluxo de AMPc.
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Similarmente, o presente trabalho mostra que a pimozida, também
um antagonista D2-simile, ndo alterou os niveis de AMPc, mas quando
associada ao mazindol, causou um aumento significativo nos niveis deste
nucleotideo. O mazindol inibe a recaptacdo de dopamina, deixando mais
dopamina disponivel para interagir com receptores DI ou D2-simile.
Provavelmente, o efeito é contrabalancado, ndo dando para observar um
aumento estatisticamente significativo. Entretanto, em animais pre-
tratados com pimozida, esta droga impede a interacdo de dopamina com
0s receptores D2, sendo evidente o aumento nos niveis de AMPc
induzido pela estimulagdo dos receptores DI-simile. Além do mais, tem
sido recentemente demonstrado que a administracdo de cocaina, que tem
um mecanismo de acdo similar ao do mazindol, pode aumentar a
atividade da adenilil ciclase e da proteina cinase C dependente de AMPc,
ambas as quais podem ser reguladas pelos receptores dopaminérgicos
DI-simile (Terwilliger et al., 1991).

Seria importante, contudo, confirmar estes resultados através de
testes in vitro. IEZ possivel que estes efeitos sejam seletivos para cértex
motor, considerando que no corpo estriado estes efeitos ndo foram
observados. De fato como citado anteriormente varios autores
obtiveram resultados diferentes dependendo da é&rea estudada. Os
resultados obtidos podem também sugerir que o aumento ocorrido nos
niveis de AMPc em cortex motor de rato é um sinal da estimulacdo do
receptor DI neste tecido. Entretanto, deve-se ter cautela na
interpretacdo destes resultados de vez que os mesmos podem depender
do esquema de tratamento utilizado ou mudangas postmortem nos niveis
dos nucleotideos apés a decapitacdo. Embora os resultados apresentados
demonstrem uma consequéncia da estimulacdo do receptor em coértex

motor de ratos, as consequéncias fisioldgicas da estimulacdo de ambos os
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subtipos de receptores DI e D2-simile nesta area cerebral ainda néo

estdo claramente definidas.

O fato da pimozida sozinha ndo ter efeitos sobre os niveis de
GMPc, mas quando associada ao mazindol, bloguear o aumento ocorrido
com esta droga sozinha sugere que 0 aumento dos niveis de GMPc pode
estar envolvido com a estimulacdo dos receptores D2-simile. Os
resultados também sugerem que a regulacdo da concentracdo de GMPc
ocorrida apos o tratamento com mazindol e pimozida é diferente no
cortex motor e corpo estriado. Estudos posteriores sdo necessarios para
clarificar os mecanismos e significado fisiologico da regulacdo de GMPc
induzido por estas drogas neste estudo.
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CONCLUSOES

¢+ O carbacol na dose utilizada ndo alterou os niveis de AMPc em
corpo estriado, embora uma tendéncia a um aumento tenha sido
observada. O fato da pimozida quando associada ao carbacol levar a um
aumento significativo das concentracdes de AMPc sugere uma interacédo
entre 0s sistemas dopaminérgico e colinérgico também a nivel de
segundos mensageiros onde os receptores D2 parecem exercer um papel
nos efeitos do carbacol. E possivel que o antagonismo de D2-simile

estimule a adenilil ciclase.

» A atropina, um antagonista muscarinico que interage tanto em
receptores MI quanto M2-simile, causou uma diminui¢do dos niveis de
AMPc no cortex motor, mas ndao no corpo estriado de rato sugerindo
diferentes mecanismos nas duas areas. A diminuicdo observada nos
niveis de AMPc em clrtex motor, ndo persistiu apos a associacdo desta
droga com o mazindol, sugerindo uma interacdo entre as mesmas no que
se refere a regulacdo de AMPc em cdrtex motor.
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PROTOCOLO VII

Efeito de agonistas e antagonistas muscarinicos ou
dopaminérgicos sobre a atividade acetilcolinesterasica em
cortex motor e corpo estriado de rato
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INTRODUCAO

Os impulsos nervosos podem ser transmitidos atraves das juncdes
sinapticas em frequéncias de varias centenas por segundos e € 0bvio que
devem haver meios eficientes de acabar com a acdo do transmissor apds
cada impulso. Na maioria das sinapses colinérgicas envolvidas na
neurotransmissdo rdpida, concentracbes altas e localizadas de
acetilcolinesterase (AChE) estdo disponiveis para este proposito
(Lefkowitz et al., 1996). A AChE degrada a acetilcolina, com grande
eficacia, em colina e acetato, ambos sem poténcia neurotransmissora
significativa, e desta forma pde fim a acdo do neurotransmissor.

A acetilcolinesterase é encontrada nos neurbnios colinérgicos
(dendritos, pericario e axénios) na vizinhanga das sinapses colinérgicas e
em outros tecidos, como por exemplo, nas hemacias. (Berkovitz &
Katzung, 1994). E altamente concentrada na juncdo neuromuscular. A
hidrélise da acetilcolina ocorre na vizinhanca imediata do terminal
nervoso (Lefkowitz et al., 1996).

No SNC a acetilcolinesterase é encontrada em grandes quantidades
na membrana pos-sinaptica das sinapses colinérgicas (Meneguz et al.,
1992). Varios estudos mostram evidéncias de que esta enzima estd
também associada com os terminais nervosos colinérgicos pré-sinapticos
(Atack et al., 1983; Fischman et al., 1986; Markis & Fischman, 1985).

As concentracdes mais altas de colinesterase se encontram no
nicleo caudado e putamen, onde os niveis sdo 5 a 20 vezes maiores do
que no cortex, talamo e substancia negra (Burgen & Chipman, 1951;
Fahn & Cote, 1968; Hebb, 1957; McGeer & McGeer, 1971). Estudos de
fracionamento celular mostram que a maioria das colinesterases estdo
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associadas com estruturas de membranas de células nervosas (De
Robertis et al,, 1963)

Os neurdnios colinoceptivos expressam AChE com o objetivo de
hidrolisar acetilcolina. Entretanto, somente um subgrupo de neurénios
colinoceptivos da uma reacdo histoquimica rica em AChE (Hasselmo et
al., 1992; Mesulam & Geula, 1991). Alguns destes neurdnios sdo
polimérficos e distribuidos preferencialmente nas camadas mais
profundas e na substancia branca subjacente. Outros sdo piramidais e
estdo localizados nas camadas Il e V, especialmente em associagdo no
cortex. E interessante notar que tais neurdnios ricos em AChE tém uma
baixa densidade nas areas limbicas e paralimbicas, embora estas partes
do coértex cerebral contenham a mais alta inervacdo colinérgica pré-
sindptica (Mesulam, 1995).

Através de métodos histoquimicos convencionais, sabe-se que a
AChE estd presente em altas concentracbes em neurdnios
catecolaminérgicos, proeminentemente incluindo células dopaminérgicas
da substancia negra. A AChE nos neurbnios dopaminérgicos
nigroestriatais ndo parece funcionar (pelo menos predominantemente)
como uma enzima metabdlica para a acetilcolina, embora haja um
impulso colinérgico para esta regido. A AChE ¢é liberada de dentritos
destes neurdnios dopaminérgicos em resposta a certos estimulos. As
funcbes especificas da AChE nos neurdnios dopaminérgicos ainda néo
estd clara (Greenfield, 1991).
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OBJETIVOS

Estudar os efeitos de agonistas e antagonistas muscarinicos e
dopaminérgicos, sozinhos ou associados sobre a atividade

acetilcolinesterasica em cortex motor e corpo estriado de rato.
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RESULTADQOS

A Figura 1 mostra os efeitos de drogas dopaminérgicas,
agonistas e antagonistas, sozinhas ou administradas em associa¢do sobre
a atividade acetilcolinesterasica em cortex motor de ratos. Foi observado
que o mazindol (52,0 = 1,66 nmol/mg de proteina/min) e a pimozida
(61,3 = 1,60 nmol/mg de proteina/min), sozinhos ou associados
(pimozida + mazindol = 54,3 £ 1,40 nmol/mg de proteina/min) ndo
produziram efeito significativo sobre a acetilcolinesterase quando
comparados ao controle (56,0 + 2,27 nmol/mg de proteina/min). Do
mesmo modo, a apomorfina, sozinha, (55,7 %= 4,12 nmol/mg de
proteina/min) ou associada com a pimozida (pimozida + apomorfina=
60,8 + 2,33 nmol/mg de proteina/min) ndo alterou esta atividade. A
sulpirida, sozinha (52,8 + 3,35 nmol/mg de proteina/min) ou associada
ao mazindol (sulpirida + mazindol), ndo produziu nenhuma alteracéo
(59,6 = 2,09 nmol/mg de proteina/min). Entretanto, quando a sulpirida
foi administrada 30 minutos antes da apomorfina, houve uma
diminuicdo significativa (22 %) da atividade acetilcolinesterasica (43,5 +
2,08 nmol/mg de proteina/min), quando comparada ao controle,

apomorfina e sulpirida isoladamente.

Diferentemente dos resultados observados em cortex motor, em
corpo estriado foi detectado uma diminuicdo pequena (12 %), mas
significativa da atividade acetilcolinesterasica do grupo tratado com
mazindol (247,9 + 12,22 nmol/mg de proteina/min) em relacdo ao
controle (280,4 £ 11,64 nmol/m de proteina/min). Ja a pimozida néao
alterou esta atividade (312,3 = 13,95 nmol/mg de proteina/min).
Quando associados, pimozida + mazindol, houve um aumento de 19 %
na atividade da acetilcolinesterase (2952 %= 859 nmol/mg de
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proteina/min) quando comparado ao mazindol isoladamente (Figura

2).

A apomorfina, isoladamente ndo produziu efeito singificativo
(255,5 + 8,02 nmol/mg de proteina/min), mas quando associada a
pimozida foi observada uma diminuicdo de 20 % (249,5 + 8,05
nmol/mg de proteina/min) quando comparado com a pimozida sozinha.
A sulpirida sozinha, ndo produziu efeito significativo (276,9 + 18,24
nmol/mg de proteina/min), entretanto quando associada ao mazindol foi
observada uma diminuicdo de 12 % (247,0 = 10,05 nmol/mg de
proteina/min) quando comparado ao controle. Uma diminuicdo mais
acentuada foi detectada na associacdo de sulpirida com apomorfina
(222,4 + 7,13 nmol/mg de proteina/min), quando comparado ao
controle e apomorfina isoladamente (Figura 2).

A Figura 3 mostra que em cortex motor, a atropina, sozinha
(55,0 = 2,09 nmol/mg de proteina/min) ou associada com o mazindol
(51,3 += 4,05 nmol/mg de proteina/min) ndo produziu efeito
significativo. Similarmente, o carbacol e a pimozida sozinhos (56,0 +
4,30 e 61,3 = 1,60 nmol/mg de proteina/min, respectivamente) ou
associados (62,6 + 2,85 nmol/mg de proteina/min) ndo alteraram esta
atividade.

Entretanto, quando associados, pimozida + carbacol aumentaram
significativamente a atividade da acetilcolinesterase (62,6 + 2,85
nmol/mg de proteina/min) quando comparado ao controle e carbacol
sozinho. Em corpo estriado (Figura 4), foi visto que a diminuicéo
ocorrida com o mazindol (247,9 £ 12,22 nmol/mg de proteina/min) e a
atropina (247,2 = 12,52 nmol/mg de proteina/min) isoladamente,
permaneceu quando as duas drogas foram associadas (239,5 + 5,94

171



nmol/mg de proteina/min). O carbacol sozinho ndo alterou a atividade
acetilcolinesterasica (269,6 + 8,81 nmol/mg de proteina/min), entretanto
quando associado a pimozida (323,9 = 25,14 nmol/mg de proteina/min)
permaneceu 0 aumento ocorrido com a pimozida sozinha (312,8 £ 13,95
nmol/mg de proteina/min).

Os efeitos da cocaina sobre a atividade acetilcolinesterdsica em
cortex motor e corpo estriado sdo apresentados na Tabela 1. Em cértex
motor a cocaina 5 mg/kg apresentou tendéncia (11 %) a uma diminuicdo
(48,4 £ 1,85 nmol/mg de proteina/min), a qual foi significativamente
detectada com a dose de 50 mg/kg (47,1 *= 1,82 nmol/mg de
proteina/min) quando comparado ao controle (54,1 + 2,75 nmol/mg de
proteina/min). Em corpo estriado ndo foi observada alteracdo
significativa com cocaina nas doses de 5 e 50 mg/kg (256,4 + 13,31 e
251, 8 = 16,18 nmol/mg de proteina/min, respectivamente), quando
comparadas ao controle (263,9 £ 15,72 nmol/mg de proteina/min).
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Figura 1 - Efeito de agonistas e antagonistas dopaminérgicos sobre a
atividade acetilcolinesterasica em coOrtex motor de rato. Ratos Wistar
(150-180 @) foram tratados diariamente durante 7 dias com maz 10, pim 20, apo 1.
sul 100, sozinhos ou associados (pim 20 + maz 10; pim 20 + apo 1; sul 100 + maz
10; sul 100 + apo 1). Vinte e quatro horas apos a Gltima administracdo os animais
foram sacrificados, seus cérebros removidos e a atividade acetilcolinesterasica
determinada como descrita em Materiais e Métodos. Os valores representam média
+ EPM de 5 a 10 experimentos cada grupo experimental com 6 a 10 animais. Para
anélise estatistica foi utilizado a anélise de variancia e o teste de Fisher como teste
p<?$7 hoc. a, b, c= p < 0.05 quando comparados ao controle, apomorfina e
sulpirida.
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Figura 2 - Efeito de agonistas e antagonistas dopaminérgicos sobre a
atividade acetilcolinesterasica em corpo estriado de rato. Ratos Wistar
(150-180 g) foram tratados diariamente durante 7 dias com maz 10, pim 20, apo
1, sul 100, sozinhos ou associados (pim 20 + maz 10; pim 20 + apo 1; sul 100 +
maz 10: sul 100 + apo 1). Vinte e quatro horas apos a ultima administracdo 0s
animais foram sacrificados, seus ceérebros removidos e a atividade
acetilcolinesterasica determinada como descrita em Materiais e Métodos. Os
valores representam media £+ EPM de 5 a 10 experimentos, cada grupo com 6 a
10 animais. Para analise estatistica foi utilizado a anélise de variancia e o teste de
Fisher como teste post hoc. a, b. ¢, d = p< 0,05 quando comparados ao
controle, mazindol, pimozida e apomorfina.
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Figura 3 - Efeito do carbacol e atropina sobre a atividade
acetilcolinesterasica em coOrtex motor de rato. Ratos Wistar (150-180 g)
foram tratados diariamente durante 7 dias com maz 10, pim 20, atr 5 e chc 5
sozinhos ou associados (pim 20 + cbc 5; atr 5 + maz 10). Vinte e quatro horas
apos a ultima administracdo os animais foram sacrificados, seus cérebros
removidos e a atividade acetilcolinesterasica determinada como descrita em
Materiais e Métodos. Os valores representam média + EPM de 5 a 10
experimentos, cada grupo experimental com 6 a 10 animais. Para analise
estatistica foi utilizado a analise de variancia e o teste de Fisher como teste post
hoc.
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Figura 4 - Efeito do carbacol e atropina sobre a atividade
acetilcolinesterasica em corpo estriado de rato. Ratos Wistar (150-180 g)
foram tratados diariamente durante 7 dias com maz 10, pim 20, atr 5 e cbc 5
sozinhos ou associados (pim 20 + cbc 5; atr 5 + maz 10). Vinte e quatro horas apos
a Ultima administracdo os animais foram sacrificados, seus cerebros removidos e a
atividade acetilcolinesterasica determinada como descrita em Materiais e Métodos.
Os valores representam média + EPM de 5 a 10 experimentos, cada grupo
experimental com 6 a 10 experimentos. Para anélise estatistica foi utilizado a
analise de variancia e o teste de Fisher como teste post hoc. a, b - p< 0.05 quando
comparado ao controle e carbacol.
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DISCUSSAO

Através de analises morfoldgicas e bioquimicas foi demonstrado
que o tratamento crénico com haloperidol em ratos estava associado
com perda de neurénios colinérgicos em vérias regides cerebrais (corpo
estriado > hipocampo > cértex (Mahadik et al., 1988a). Posteriormente
foi verificado que esta perda refletia um nivel aumentado de AChE
neuronal especifica no plasma (Korenovski et al., 1990). A lesédo dos
neurbnios colinérgicos estriatais causa a liberacdo de AChE no plasma,
provavelmente através do liquido cefaloraquidiano (LCR) (Chubb et al.,
1976). Niveis aumentados de AChE foram encontrados no soro de
pacientes esquizofrénicos bem como de outros pacientes psiquiatricos
que se trataram com neurolépticos (Deutsch & Campbell, 1984; Jope et
al., 1985).

No cortex e no hipocampo a AChE estd presente também em
neurbnios ndo colinérgicos. Foi sugerido (Mahadik et al., 1988a) que
estes niveis aumentados de enzimas colinérgicas provavelmente refletiam
uma atividade colinérgica aumentada e um turnover de ACh aumentado
(Costa et al., 1978; Sethy, 1976; Sethy & Van Woert, 1974; Trabuchi et
al., 1974), captacdo de colina (Pedata et al., 1980) e liberacdo de ACh
evocada por potassio em fatias de corpo estriado (Kerwin et al., 1984).

Mahadik & Mukherjee (1995) mostraram que o tratamento com
haloperidol durante 8 dias aumentou os niveis de ChAT no corpo
estriado, hipocampo e cOrtex de ratos, e o0s niveis de AChE no corpo
estriado. Também tem sido mostrado que no cérebro o tratamento com
haloperidol bloqueia a inibicho da dopamina sobre a atividade
colinérgica através do bloqueio de receptores colinérgicos que estdo
localizados nos neurdnios colinérgicos (Coyle & Campochiaro 1976;
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Kubota et al.,, 1987; Scheel-Kruger, 1985). Esta funcdo colinérgica
aumentada ap0s o tratamento cronico com haloperidol € também
consistente com estudos clinicos que mostram que as acdes agudas
associadas com o tratamento com haloperidol podem ser suprimidas pelo
tratamento com drogas anticolinérgicas (Johnstone et al., 1983; Singh &
Kay, 1985).

A atividade acetilcolinesterasica observada foi 5 vezes maior em
corpo estriado do que em cortex motor, confirmando dados da literatura
de que as concentracbes mais altas de colinesterase se encontram no
nucleo caudado e putamen, onde os niveis desta enzima sdo 5 a 20 vezes
maiores do que no coértex, talamo e substancia negra (Burgen &
Chipman, 1951; Fahn & Cote, 1968; Hebb, 1957; McGeer & McGeer,
1971).

No presente trabalho foram observadas interacOes entre o0s
sistemas dopaminérgico e colinérgico em nivel de atividade enzimatica.
Esta interacdo ocorreu na mesma direcdo, ou seja, 0 mazindol, agonista
dopaminérgico, e a atropina, antagonista muscarinico, interferiram na
atividade acetilcolinesterasica, de forma similar.

A acdo de agonistas e antagonistas dopaminérgicos e colinérgicos
sozinhos ou associados parece ser seletiva para corpo estriado com
excecdo da cocaina (que teve atividade somente em cOrtex) e da
associacdo sulpirida + apomorfina que diminuiu a atividade da
acetilcolinesterase em corpo estriado e cortex. A interacdo dopamina
acetilcolina ocorreu no sentido de que os agonistas dopaminérgicos
indiretos  (mazindol e cocaina) diminuiram a  atividade

acetilcolinesterdsica. Provavelmente a inibicdo da recaptacdo de
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dopamina por estas drogas, propicia a acdo inibitoria deste
neurotransmissor sobre a atividade da acetilcolinesterase.

Os antagonistas dopaminérgicos ndo apresentaram efeitos
isoladamente, embora a pimozida tenha apresentado uma tendéncia a
aumentar esta atividade. E possivel que o haja envolvimento dos
receptores D2 no efeito do mazindol pois na presenca da pimozida este
efeito foi blogueado. Entretanto, o neuroléptico atipico, sulpirida nédo
interferiu no efeito do mazindol. A literatura mostra que em varios
parametros ha realmente diferencas entre os diversos neurolépticos

tipicos e atipicos.

Considerando que alguns efeitos colaterais tais como a discinesia
tardia que ocorre em pacientes tratados com neurolépticos tipicos
melhoram com a coadministracdo de anticolinérgicos, o0 presente
trabalho também verificou os efeitos de agonistas e antagonistas
colinérgicos muscarinicos e sua associacdo com agonistas e antagonistas
dopaminérgicos também sobre a atividade acetilcolinesterasica. A
diminuicdo da atividade da AChE causada pela atropina e mazindol
persistiu quando estas duas drogas estavam associadas, indicando que a

atropina nao interfere no efeito do mazindol.

A auséncia de efeito do carbacol, sobre a atividade
acetilcolinesterasica, pode ser devido a dose utilizada. A pimozida na
presenca do carbacol causou um aumento da atividade enzimaética, efeito
que pode estar relacionado a sua interacdo com receptores D2. De fato a
pimozida ndo parece interagir com receptores muscarinicos. Contudo,
sabe-se que 0s receptores muscarinicos diminuem a liberacdo de
dopamina dos terminais nervosos dopaminérgicos no corpo estriado
(Warpman et al.,, 1996). Os receptores muscarinicos Ml (Xu et al.,
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1989) que se localizam pre-sinapticamente atuam estimulando a
liberacdo de dopamina, enquanto os receptores M2 cuja localizacéo
ainda néo é precisamente definida diminuem a liberacdo de dopamina no
corpo estriado in vivo (De Klippel et al., 1993). E possivel que o
carbacol diminuindo a liberacdo de dopamina, diminuiu também sua
influéncia inibitoria sobre a atividade acetilcolinesterasica potenciando
assim o efeito da pimozida que sozinha ja havia apresentado uma

tendéncia a um aumento desta atividade enzimatica.

Mazindol e cocaina inibiram a atividade acetilcolinesterasica,
assim levando a um aumento da atividade colinérgica central. Estes
dados poderiam indicai que estas drogas poderiam ser utilizadas no
tratamento, por exemplo, da doenca senil do tipo Alzheimer. Entretanto,
vale salientar que a percentagem de inibicdo da atividade
acetilcolinesterasica induzida por estas drogas foi muito pequena.

181



CONCLUSOES

 Os agonistas dopaminérgicos, mazindol e cocaina, diminuiram a
atividade acetilcolinesterasica indicando uma interacdo a nivel de

atividade enzimatica do sistema colinérgico.

» A pimozida, antagonista dopaminérgico, bloqueou a inibicdo da
atividade da acetilcolinesterase ocorrida com o mazindol, indicando que
os receptores D2-simile influenciam de alguma forma esta atividade.
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CONSIDERACOES FINAIS

» O estudo dos receptores dopaminérgicos e colinérgicos é muito
importante para 0 entendimento dos sistemas dopaminérgico e
colinérgico e de suas implicacbes fisiologicas, bem como para o
esclarecimento e tratamento das varias doencas a estes sistemas

vinculadas.

A relevéncia de se estudar a interagdo entre 0s sistemas
dopaminérgico e colinérgico se evidencia em doencas (Parkinsonismo,
Alzheimer, entre outras) nas quais claramente ocorre um desequilibrio
entre os dois sistemas e nas quais sdo usadas drogas que de um modo ou
de outro afetam ambos 0s sistemas.

e O presente estudo mostra que a interacdo entre estes sistemas
pode ocorrer no mesmo sentido ou em sentidos opostos, como
consequéncia de fatores tais como por exemplo, seletividade da droga
pelo receptor, dose utilizada e area cerebral estudada.

e Agonistas dopaminérgicos diretos (apomorfina) ou indiretos
(mazindol e cocaina) influenciam o sistema muscarinico aumentando a
densidade de receptores muscarinicos. Este efeito é diferencial sobre os
subtipos de receptores muscarinicos.

« Antagonistas dopaminérgicos apresentam efeitos diferentes
sobre a densidade de receptores muscarinicos que podem variar em
termos qualitativos e quantitativos dependendo da droga utilizada e da
area cerebral estudada.
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e A ativacdo ou bloqueio dos receptores muscarinicos também

afeta o sistema dopaminérgico.

 Esta interacdo dopamina-acetilcolina se reflete também a nivel
de nucleotideos ciclicos, e atividade enzimética da acetilcolinesterase,
bem como sobre o comportamento de animais administrados com drogas

que atuam nos dois sistemas de neurotransmissao.
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