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RESUMO

0 efeito da administracdo de Piracetam (100 e
500mg/Kg, v.0o.), durante 1, 7 e 15 dias, sobre a densidade
dos receptores colinérgicos muscarinicos (RCM) e atividade da
acetilcolinesterase (AChE) foi estudado em cdortex motor cere-
bral de ratos jovens e velhos.

Foi observado que o tratamento agudo (24h) nédo pro-
duziu nenhum efeito sobre os RCM, ao passo que, o0 tratamento
crOonico causou um aumento significativo na densidade dos re-
ceptores muscarinicos nos animais jovens (777,2fmoles/mg de
proteina) e velhos (741,9fmoles/mg de proteina) em relacao
aos seus respectivos controles (546,00 e 545.,4fmoles/mg de
prot eina) .

A analise de Scatchard mostrou elevacdes nos valores
encontrados para a densidade maxima dos receptores muscari-
nicos (Bmax) e para a constante de dissociacdo (Kd) de ratos
jovens Bpzy = 663,4fmoles/mg de proteina; Kd = 0,45nM) e

velhos (I%Mw = 628,0fmo les/mg de proteina; Kd = 0,47nM) nao

tratados (controles) em relacdo aos animais jovens (Bmax

961,9fmoles/mg de proteina; Kd = 0,82nM) e velhos (Bmax
747 .6fmoles/mg de proteina; Kd = 0,84nM) tratados com Pira-
cetam (500mg/Kg), durante 1 semana.

Nenhuma alteracdo na atividade acetilcolinesterasica
foi observada nos dois grupos tratados com Piracetam
(500mg/Kg) durante ! semana, nem mesmo Nnos animais tratados e
pré-tratados com Litio (50 e 100mg/Kg). Contudo, com uma dose

menor (100mg/Kg) foi observado uma diminuicdo significativa

XVi



na atividade desta enzima.

Nos experimentos "in vitro', a adicdo de Piracetam em
concentr*ag()es variando de I"M até ImM nao modificcf)u a ativi-
dade da acetilcolinesterase

A adicdo de Piracetam”in vitro"™ demonstrou que a
droga ndo interage diretamente com o0s sitios colinoceptivos
afastando assim a possibilidade de que um fenébmeno classico
de "up - regulation" dos receptores possa explicar a elevacéao
dos RCM.

A administracdo combinada de Litio (60 e 100mg/Kg) e
Piracetam (500mg/Kg>, durante 1 semana, resultou no bloqueio
da elevacdo dos RCM causada pelo Piracetam. Este resultado
pode ser explicado pelo fato da droga estimular a hidrdlise
de fosfoinositidios e o litio, por sua vez, causar uma IinNni-
bicdo desse processo hidrolitico.

0 aumento na densidade dos RCM, entdo, pode se dever

a um tipo de "up - regulation” onde o Piracetam agiria indi-
retamente através de um segundo mensageiro, associado as suas
propriedades de alterar a fluidez e a plasticidade da mem-

brana .

xXvi 1l



ABSTRACT

The effect of Piracetam admlnistration (100 e
500mg/Kg, v.0.) during 1, 7 and 15 days on. the muscarinic
receptor density (MRD) and acetylcholinesterase activity
(AChE) was studied in cerebral motor cortex of young and old
rats.

It was observed that the acute treatment (24h) did
not produce any effect on the MRD. On the other hand, the
chronic treatment caused a significative increase in the
receptor density in the young animais (777,2fmol/mg protein)
and the old ones (741,9fmol/mg protein) relative to their
respective Controls (546,0 and 545,4fmol/mg protein)

Scatchard analysis revealed an increase in the values
of receptors maximal density (Bmax) and for the equilibrium
dissociation constant (Kd) of the control groups of young
(Bmax = 663,4fmol/mg protein; Kd = 0,45nM) and old rats (Bmax

= 628,0fmol/mg protein; Kd = 0,47nM) in relation to young

(Bm,,, 961,9fmol/mg protein; Kd = 0,88nM) and old animais

<Bm,u = 747.,6fmol/mg protein; Kd 0,84nMO belonging to the
group treated with Piracetam <500mg/Kg) during 1 week

No alteration was seen in the acetylcholinesterase
activity in the two groups treated with Piracetam <500mg/KQg)
during 1 week and also in the groups treated and pretreated
before with Lithium. However at a small dose (100mg/Kg) the
drug caused a significant decrease in enzyme activity

In the "in wvitro"” experiments the addition of

Piracetam in concentrations ranging from IuM up to ImM did

XViili



not modify the acetylcholinesterase activity

The addition of Piracetam "in vitro” showed that the
drug doesnt interact directly with colinoceptive sites
discarding the possibility that a classic "up - regulation”
phenomenon could explain the increase in MRD.

The combined administration of Lithium (50 and
100mg/Kg) and Piracetam (500mg/Kg) during 1 week resulted in
blockade of increase in MRD caused by Piracetam alone This
result could be explained because the drug stimulates the
hydrolysis of phosphoinositides and the Ilithium causes an
inhibition of this hydrolitic process

The increase in MRD could be the result of an up -
regulation” where Piracetam would act indirectily through a
2nd messenger, which associated with its properties altermg
membrane fluidity and plasticity could expiam the drug

effect on muscarinic receptor density.

Xix



[ - INTRPPUC™Q

Numerosos medicamentos recentemente comercializados
se destinam a agir sobre o0 sistema nervoso central, melhoran-
do o0 -Fluxo circulatdorio por efeito vasodilatador ou anti-
espasmodico, enquanto outros visam melhorar a oxigenacao ce-
lular. 0 Piracetam <2 - oxo - pirrolidina - 1 - acetamida)
(FIGURA 1), um exemplo de droga nootréopica, tem sido vasta-
mente estudado por apresentar caracteristicas protetoras e
estimulantes a nivel cerebral, sendo considerado um ativador
do metabolismo da célula nervosa.

Os agentes nootropicos melhoram a aprendizagem e a
memoria nos animais velhos (UALZELLI et al, 1980; BARTUS et
al, 1981; CAUOY & DELACOUR, 1988) e em animais sujeitos a hi-
poxia, choques eletroconvulsivos, isquemia, drogas amnésticas
tais como, escopolamina e antibidticos (GAMZU, 1985; GRAU et
al, 1987; PIERCEY et al, 1987). Efeitos similares foram ob-
servados nos humanos sdos e em pacientes sofrendo de patolo-

gias cerebrais (MINDUS, 1978; KAZDOVA et al, 1984).

111 - fl. Sistema Cgl inér™~iCQ B. a Memoria

0 declinio das funcdes cognitivas e da memdria com o0
envelhecimento normal ou patoldgico do cérebro tem sido atri-

buido a uma perda local ou generalizada das células nervosas,



dos dendritos e de sinapses, havendo mudancas degenerativas
(NORDBERG & WINBLAD, 1981; NARANG 8 CUTLER, 1986; WHITEHOUSE
& SING AU, 1986). Estudos quantitativos tém mostrado que al-
gumas areas cerebrais sdao mais susceptiveis de uma diminuicao
relacionada com a idade nos neurdnios de pessoas normais,
enquanto que outras areas nao sdo (BRODY, 1978; HENDERSON et
al, 1980). Na doenca de Alzheimer (ALZHEIMER, 1907), o envol-
vimento neuropatldgico do cortex motor e hipocampo
(CORSELLIS, 1970), e as anormalidades no sistema colinérgico
sugerem um papel anatdbmico e bioquimico destas areas e deste
sistema, respectlvamente, sobre as funcdes cognitivas.
Alteragcbes neuroquimicas cerebrais, nos casos de
deméncia, incluem mudancas na atividade de enzimas como a co-
mo a colina acetiltransferase (CHAT), nas concentragdes de
neurotransmissores tais como dopamina, norepinefrina, seroto-
nina, além de mudancas em receptores colinérgicos e dopami-
nérgicos (COYLE et al, 1983; GOTTFRIES et al, 1983, PRICE et
al, 1985). Contudo, embora todos os principais sistemas de
neurotransmissao tenham sido implicados na doenca de
Alzheimer, 0s mais consistentes e dramaticos achados estao
relacionados com as deficiéncias no sistema colinérgico
Estudos farmacoldégicos no homem, bem como nos ani-
mais, sustentam a hip6otese de que mudancas funcionais na
atividade do sistema colinérgico afetam o processo de apren-
dizagem e memodria. Nos primatas, grandes lesBes do sistema
colinérgico estdo associadas as deficiéncias primarias cogni-
tivas, enquanto que pequenas lesdes produzem falha na memoria
somente quando os animais sédo tratados com drogas anticoli-
nérgicas, tal como a escopolamina (PIERCEY et al, 1987)

A hipdotese colinérgica é baseada no fato de que a



colina acetiltransferase (ChAT), que pode ser considerada co-
mo um marcador da atividade colinérgica preé-sinaptica, tem se
apresentado diminuida no hipocampo e em regides do cortex
frontal associadas com a memodria e a cognicao. Outros achados
morfomeétricos e neuroquimicos da perda de corpos celulares na
substancia inominata (COYLE et al, 1983), deficiéncias na
acetilcolinesterase (AChE), uma enzima que degrada a acetil-
colina (ACh), bem como alteragcdes nos niveis e na sintese do
proprio neurotransmissor colinérgico, fornecem suporte para o
envolvimento do sistema colinérgico na deméncia, ¢ sabido
também que é na substancia inominata que se encontra grande
parte da inervacao colineérgica do cortex cerebral de mamife-
ros, mais especificamente no nudcleo basal de Meynert (NnBM),
nos primatas. Nos roedores esse complexo neuronal equivalente
ao nBM é conhecido como nucleo basal (nB). Lesdes nesses
nucleos podem simular o quadro patoloégico da doenca de
Alzheimer (McKINNEY & COYLE, 1982).

Mudancas na atividade pds-sinaptica, com um ndmero
diminuido de receptores e /ou mudancas na afinidade ou funcao
do receptor com o avanco da idade, podem ser outra explicacao
estrutural para a diminuicdo da funcéo intelectual. 0 efeito
da idade sobre os receptores muscarinicos, no cérebro de ido-
sos normais, ainda néo foi bem esclarecido. Nenhuma mudancga
ou diminuicdo no numero dos receptores tem sido registrada
nas Aareas corticais do cérebro, em individuos normais ou
dementes (WHITE et al, 1977; PERRY, 1980).

Un melhor entendimento das alteracbes desses recepto-
res, nessas condicdes, é importante para a compreensdo da
disfuncao no sistema colinérgico, servindo para identificar

as caracteristicas dos neurbnios corticais colinoceptivos



inervados por esse sistema e também para a tentativa terapéu-
tica de aumentar a funcdo colinérgica nos casos patologicos,
pois muitas drogas neuroativas atuam diretamente ou indireta-

mente, estimulando ou inibindo esses receptores.

1.2 - Drogas Nootropicas; Piracetam (Protodtipo)

Nos ultimos anos, uma variedade de substancias tem
sido clinicamente testada em pacientes idosos, para o trata-
mento das desordens cérebro-vasculares relacionadas com a
idade, e para as sindromes organicas cerebrais dos senescen-
tes; o0s agentes nootropicos constituem um exemplo. Sendo cha-
madas de protetoras cerebrais” ou drogas ‘pslcoat!vas"
(SPAGNDLI & TOGNONI, 1983), as substancias noot ropi-cas,
segundo GIURGEA (1978), inauguram uma nova classe de medica-
mentos que estimulam o sistema nervoso central (SNC) de ma-
neira diferente dos psicotréopicos, pois ndo provocam sonolén-
cia, nem sedacdo ou efeito tranquilizante, e ndo apresentam,
também, atividade excitante ou alucindbgena (MOYERSOONS &

GIURGEA, 1974).



Uma droga nootropica (GIURGEA, 1977; GIURGEA et al,
1981) deve: -Facilitar a aprendizagem; melhorar a memodria, ser
antiamnestica; facilitar a transferéncia interhemisférica,
reduzir a sensibilidade cerebral as convulsdes, hipoxia ou
intoxicagcdes quimicas e ndo induzir efeitos colaterais auto-
nomicos € comportamentais, quando administradas em altas
doses e por longo tempo

Os agentes nootropicos podem ser classificados em 4
tipos, de acordo com o seu modo de acgéo, segundo SARTER
(1986):

1 - Drogas agindo por melhorar o estado cerebral de-

pois de uma administracdo crénica;

2 - Drogas que melhoram a aprendizagem (ou capacidade
de reaprendlzagem) por aumentar componentes néao
especificos (ndo associativos), tais como motiva-
cédo, vigilancia e etc;

3 - Drogas que melhoram a consolidacdo da memoria,

4 - Drogas que facilitam a recuperacao.

Sintetizado em 1963, o Piracetam (2 - oxo -pirrolidi-
na - 1 - acetamida) é tido como o prototipo das drogas noo-
tropicas. é classificado como uma droga que melhora a ativi-
dade cerebral cronlcamente, podendo ser gerontoprofilatico
Seu peso molecular é igual a 142, e apresenta, quimicamente,
certa semelhanca com o acido gama-aminobutirico (GABA) 0 nud-
cleo da molécula pode ser obtido a partir da simples supres-
sdo de uma molécula de agua do acido seguida de uma cicliza-
cdo (STUBBE & CYPRISIAK, 1967) (FIGURA 1).

A toxicidade aguda do Piracetam foi estudada em rato
e em camundongo, sendo a dose letal de ingestdo situada acima

de 10g/Kg A toxicidade crbénica (rato Uistar e cdo Beagle)
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foi nula, mesmo acima de Ig/Kg/dia, durante 60 meses, no rato,
e de 10g/Kg/dia no cédo (GIURGEA, 1972).

Os estudos farmacoc inét. icos permitiram mostrar que a
velocidade de distribuicdo no organismo deste agente nootro-
pico ¢é rapida, atingindo a taxa sanguinea maxima no homem
depois de 30 minutos. Sua eliminagdo também ¢é feita rapida-
mente. 0 tempo de meia eliminacdo, no homem, é de cerca de 5
horas. A eliminacao ¢é total e se faz exclusivamente por via
urinaria (85 a 100%). Em consequéncia, a molécula do Pirace-
tam ndo é metabolizada

0 estudo da distribuicado dessa droga nos o6rgaos foi
realizado no rato, utilizando-se Piracetam marcado por Cl14
(OSTROWSKI et al, 1975). Foi concluido que, para a maior
parte dos o6rgaos (figado, rins, coracdo), a concentragdo do
Piracetam era proporcional a concentragcdo sanguinea Para o
cérebro e cerebelo do rato e o liquido cefalorraquldiano hu-
mano, as concentragcbes maximas eram alcancadas apods periodos
mais longos, entre 3 e 4 horas, e o0s tempos de meia-vida eram
marcadamente mais elevados (7,7 horas). Desse modo, a concen-
tracdo cerebral pareceu aumentar regularmente em relacao a
concentragcao sanguinea, indicando, claramente, uma afinidade
particular da molécula pelo cérebro atravées de um trofismo
pelo tecido cerebral

Nos testes farmacoldgicos classicos, o Piracetam néao
demonstrou qualquer efeito. Nao apresentou propriedade anal-
geésiga, nem antico linérgica, anti-histaminica ou mesmo espas-
molitica (BOISSIER; HOFF, 1980). Ndo exerceu agdo no sistema
cardiovascul ar ou respiratorio (GIURGEA, 1972) nem interferiu
no comportamento do animal.

A atividade bioguimica do Piracetam sobre o metabo-



lismo cerebral de animais normais, ao nivel dos centros
produtores de energia, consiste essencialmente numa acelera-
cao da glicolise anaerdbica e respiratdria, traduzindo-se por
aumento do consumo de glicose e de lactato, e por uma produ-
cdo maior de ATP (DOMANSKA & ZALESKA, 1979). 0 crescimento
das potencialidades energéticas das ceélulas nervosas sera a
principal consequéncia do aumento das taxas de ATP e da
relacdo ATP/ADP Os centros consumidores de ATP, tais como
as biossinteses das macromoléculas (fosfolipidios, &acidos nu-
cleicos, etc.), serdo os mais beneficiados, havendo um aumen-
to de 30 a 50% na concentracdo dos derivados fosfatados orgéa-
nicos e, principalmente, dos fosfolipidios

Nos casos de hipoxia, o Piracetam acelera os proces-
sos de restauracdo da atividade bioquimica normal da célula
A sintese dos &cidos ribonucleicos, particularmente atingida
pela hipdxia, volta mais depressa ao normal.

As proteinas sdo sintetizadas ao nivel dos polirn-
bossomos. Uma célula tera uma sintese proteica tanto mais
ativa quanto mais elevado for seu teor em polirribossomos
Nas ceélulas nervosas, a ligacao entre a capacidade de memori-
zacdo e o0 teor em polirribossomos ja foi estabelecida. Com o
envelhecimento, o ndmero de polirribossomos diminui. 0 Pira-
cetam, contudo, manifesta seu efeito, reformando as estrutu-
ras ativas (polirribossomos), a partir das estruturas inati-
vas (mondmeros) .

Dados farmacologicos e bioquimicos tendem a eviden-

ciar uma ativacao especifica da célula do cortex cerebral na

presenca desse nootropico. Suas indicagdes clinicas sao a

z

priori’, numerosas. Seu emprego é justificado sempre que a

célula cerebral for submetida a um estado de 'stress" ou de
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célula cerebral for submetida a um estado de 'stress" ou de



sofrimento, tais como:

- oxigenacdo cerebral deficiente;

- agressao pelos toxicos mais diversos;

- perturbacbes de natureza desconhecida, em que o

funcionamento da célula cortical estd comprometido
como, perturbacdes da memorizacdo, do aprendizado e
da concentracdo intelectual.

Os efeitos do Piracetam melhorando a aprendizagem e a
memoria (UINCENT et al, 1985; MONDADORI et al, 1986), e sua
indicacdo nas sindromes psico-organicas senis, tém sido
objeto de numerosos estudos Seu envolvimento com o sistema
colinérgico constitui um problema de consideravel interesse
para a obtencéo de futuras drogas para o tratamento da doenca
de Alzheimer. Poucos dados sugerem que o Piracetam pode
interferir com funcgdes colinérgicas preée-sinapticas, talvez
aumentando a captacdo neuronal de alta afinidade da colina
(WURTMAN et al, 1981; PEDATA et al, 1985). Contudo, SHIH &
PUGSLEY (1985), juntamente com outros autores, ndo confirma-
ram essa hipotese. 0 efeito combinado do Piracetam e dos pre-
cursores colinérgicos sobre a sintese da acetilcolina e/ou
liberacao deste neurotransmissor é ainda controversa

Muitos experimentos evidenciam uma grande perda dos
terminais nervosos pré-sinapticos colinérgicos do cortex
cerebral e hipocampo na deméncia pré-senil, ndao sendo isto
acompanhado por alguma mudanca significativa nos receptores
pos-sinapticos, segundo QUIRION & col. (1986). Desse modo, o0s
receptores muscarinicos colinérgicos pods-sinapticos podem
representar um possivel alvo de atuacdo dessas drogas

nootropicas (PILCH & MciLLER, 1988).
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1.3 - Receptores Colinérgicos Muscarinicos

0 conceito de que a maioria das drogas, hormoénios e
neurotransmissores produziam seus efeitos interagindo com os
receptores nas células, foi introduzido por John Newport
Langley, em 1905. LANGLEY (1906) criou o termo ‘'substancias
receptivas" ou 'receptoras" quando escreveu sobre os sitios
de acdo da atropina e pilocarpina e também da nicotina e cu-
rare. A partir dai, entdao, o0 conceito de receptores passou a
ser vastamente utilizado pelos farmacologistas 0 receptor
seria, portanto, um sSitio de competicdo para agonista e
antagonista, e o estimulo produzido pelo agonista através de
um mecanismo ainda n&o bem esclarecido, levaria a uma deter-
minada resposta fisioldgica (LADURON, 1984).

A idéia que a sensibilidade dos tecidos as drogas era
principa lmente controlada pelas propriedades e quantidades de
receptores presentes num determinado tecido (YOSHIDA, 1984),
embora outros fatores também ndo fossem excluidos, juntamente
com a compreensdo dos efeitos agonistas e antagonistas sobre
0 comportamento, levaram nao sO0 a perspectiva de criacao de
novas drogas mais especificas e eficazes, mas também estimu-
laram o0s cientistas a pesquisa exaustiva da natureza desses
receptores, investigando suas propriedades neuroquimicas e
est rutura ls

Os receptores colinérgicos muscarinicos (RCM) séao
abundantes no sistema nervoso central. Evidéncias oriundas
dos estudos funcionais e de "binding", usando radio ligantes,
tém revelado caracteristicas importantes desses receptores no

cérebro, podendo-se citar como exemplo, antagonistas
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classicos de receptores muscarinicos, como N - metil

escopolamina <C3H] NMS) e benzilato de quinuclidil (C3HJ

QNB), que se ligam com alta afinidade a uma uUnica populacédo
de receptores (HULME et al, 1978). Outros estudos, porém, tém
sugerido a existéncia de ligacbes heterogéneas com agonistas
e antagonistas nestes receptores (ROM) em varios tecidos de
mamiferos, incluindo o cerebral (CAULFIELD & STRAUGHAM, 1983;
CORTES & PALACIOS, 1986). Recentemente, a Pirenzepina (PZ2),
um composto com atividade antlmuscarinica seletiva, tem sido
apontada por HAMMER et al (1980), em distinguir subclasses
diferentes de RCM.

Os subtipos de receptores muscarinicos Mj e Mg séo
caracterizados por exibirem uma alta e uma baixa seletividade
a Pirenzepina (PZ), respectlvamente. Parecem também diferir
quanto as suas distribuicbes e mecanismos de acoplamento
receptor-efetor (HEPLER et al, 1987).

EVANS, WATSDN & YAMAMURA (1985), examinando o desen-
volvimento dos receptores muscarinicos em cortex cerebral e
coragcado de camundongos, atraves da técnica de "binding e
usando Pirenzepina (CQH3 PzZ) e benzilato de quinuclidil (CSH
QNB) como ligantes, encontraram predominantemente no cortex
cerebral, receptores muscarinicos com alta afinidade para
C3H3 PZ, ditos receptores M|(RCM1l), enquanto que, nho coracgao
a grande quantidade encontrada foi de Mg(RCMg).

No sistema nervoso central de ratos, o subtipo M
pareceu predominar no corpo estriado, hipocampo e cortex
cerebral; 0 subtipo Mg, embora em pouca quantidade foi
predominante em cerebelo e tronco cerebral (MIYOSHI et al,
1987)

Na década de 80, com o desenvolvimento da cromatogra-
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Fia liquida de alta "performance" (HPLC), os sitios de Iliga-
cdo dos RCM foram purificados e sua natureza glico-proteica
confirmada (HAGA & HAGA, 1985). A sequéncia de aminoacidos
destas proteinas foi, determinada com o auxilio da tecnologia
do DNA recombinante (FUKUDA et al, 1987; BONNER et al, 1987),
representando um avancgco na caracterizacao dessas moléculas
receptoras. BONNER et al (1987) registraram a existéncia de

quatro genes diferentes para codificar os receptores musca-

rinicos de ratos, sendo designados de mp mg, mg e m"
Estudos em suinos permitiram a caracterizagcao de dois
subtipos de receptores, o PM| cerebral, e o PMg atrial

(PERALTA et al, 1988). Os receptores humanos HM* e HMg foram
codificados com base na analise da sequéncia de nucleotideos
codificadores dos receptores colinérgicos de suinos, apresen-
tando uma sequéncia praticamente idéntica ao PMj e PMg, res-
pectivamente. Ja os receptores HMg e HM* apresentaram se-
quéncias de aminoacidos diferentes das observadas nos suinos
Com relacdo a interacdo droga-receptor, a estimulacao

destes receptores muscarinicos resulta na ativacao de varios
sistemas transmembrana de sinalizac&o, incluindo: a) inibicao
direta da adenilciclase e uma diminuicdo no AMP ciclico
(HARDEN et al, 1986); b) ativacdo direta da fosfolipase C e
um aumento na concentracdo celular de fosfato de inositol
(InsP) e diac 11glicero! (DG) (HARDEN et al, 1986); c¢) aumento
no Ca+” citosodlico induzido pelo InsP, seguido de aumento nas
celulares de acido aracdbnico e GMP cicllco

(DEGEORGE et al, 1987); d) regulagcdo de uma variedade de
condut ancias iOnicas de membrana (CHRISTIE & NORTH, 1988),
como por exemplo, a abertura de certa classe de canais de

K+ (CODINA et al, 1987)
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Uma clara associacdo das subclasses de receptores com
respostas bioquimicas particulares nao foi ainda estabeleci-
da. YAMAMURA & SMITH (1984), GIL & UOLFE (1985) sugeriram que
os RCM] estariam relacionados com o0 metabolismo de fosfoino-
sitideos, sendo isso confirmado, posteriormente, por McKINNEY
et al (1988); este tipo de receptor seria mediador de efeitos
excitatorios no cortex e hipocampo (DUTAR & NICOLL, 1988) Ja
0s receptores Mg(RCMg) estariam envolvidos com a inibicdo da
atividade da adenllclclase nos tecidos cerebrais.

Estudos ontogénicos do cérebro de rato sugerem que o0s
receptores M* e Mg podem apresentar, no periodo pos-natal,
modelos de desenvolvimento diferentes, sendo os RCM* primei-
ramente desenvolvidos (MIYOSHI et al, 1987), aumentando sua
densidade com o avanco da idade (EVANS et al, 1985) Em cére-
bros humanos adultos, GARVEY et al (1984), encontraram  0s
dois subtipos de receptores muscarinicos no cortex frontal

A perda de moléculas receptoras sinapticas ou uma
diminuicdo da afinidade para com seus respectivos neurotrans-
missores, pode ser a base para o envelhecimento do cerebro
Estudos sobre alteragcdes no receptor colinérgico durante a
velhice e nos casos de deméncia sdo disponiveis, mas mcer-
tos. A densidade dos receptores colinérgicos muscarinicos
(RCM), tanto no homem como nos animais idosos em relagdo aos
animais jovens, esta diminuida (FREUND, 1980; PEDIGO et al,
1984) ou nao esta alterada (MORIN & WASTERLAIN, 1980, DRAVID,
1983). Ja nos casos patoldgicos, como na doenca de Alzheimer,
a populacao desses receptores parece também estar diminuida
(WOOD et al, 1983), ndo alterada (REISINE et al, 1978; LANG &
HENKE, 1983) ou ainda, segundo JENNI - EIERMANN et al (1984),

pode apresentar-se aumentada.
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A técnica de "binding” (BENNETT Jr., 1978) e 0s es-
tudos autorradiograficos muito tém contribuido para o escla-
recimento destas alteracdes. A densidade de receptores mus-
carinicos <B> expressa em fentomoles por miligrama de protei-
na, para cada concentracao do ligante radioativo utilizada ¢
determinada pelos experimentos de "binding’, sendo a densida-
de maxima (Bmax) destes receptores, bem como a constante de
dissociacao no equilibrio (Kd), obtida pela analise de

Scatchard (BURT, 1981).

1.4 - Acetilcolinesterase

Em 1914, DALE sugeriu que deveria existir uma enzima
que hidrolizava a acetilcolina (ACh). Contudo, somente em
1926, LOEWI & NAURATIL demonstraram que esta enzima realmente
existia. STEDMAN et al (1932) mediram a velocidade de hidro-
lise da acetilcolina por meios quimicos e mostraram que a en-
zima responsavel pela hidrolise da acetilcolina era diferente
das outras esterases até entdo conhecidas. A enzima foi cha-
mada colina-esterase e foi encontrada primeiramente no soro
de cavalo. Posteriormente, as colinesterases foram também en-
contradas no soro e ceélulas sanguineas de outros animais, e
em tecidos nervosos, incluindo partes do cérebro. Somente na
década de 40 esta enzima pode ser melhor caracterizada, a
partir de estudos cinéticos dessa reacao enzimatica. ALLES &
HAWES (1940) compararam o0 substrato cinético da colinesterase
em soro humano com o das células sanguineas, e observaram que

estes substratos eram diferentes. Eles também demonstraram
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que, enquanto a col inesterase do,s eritrocitos humanos hlidro-
lisava acetil beta - met il colina numa velocidade signl-
ficante, a colinesterase sérica dificilmente hidrolisava este
substrato (MAIN, 1979).

Em 1949, AUGUSTINSSON & NACHMANSOHN denominaram a co-
linesterase do eritrocito e também predominante no tecido
nervoso de acetilcolinesterase (AChE) e a colinesterase séri-
ca de butirilcolinesterase ou pseudocolinesterase (BuChE),
haja visto que estudos anteriores (MENDEL & RUDNEY , 1943,
NACHMANSOHN, 1944) revelaram que a colinesterase das células
sanguineas era especifica, hidrolisando somente ésteres da
colina e a colinesterase sérica ndo era; que também a coli-
nesterase presente no tecido nervoso hidrolisava a ACh muito
mais rapidamente que a butiri lcolinesterase Dessa ®mForma, en-
tdo, a acetilcolinesterase é uma enzima ligada as membranas
celulares com a funcdo fisiologica de hidrolisar a ACh
liberada dos neurdnios collnérgicos

As colinesterases estao localizadas na membrana pos-
sinapt ica, podendo também ser encontradas no axdénio do nervo,
sarcolema e sarcoplasma do tecido muscular, em tecidos néo
neuronais tais como: plasma, eritrocitos e plaquetas (MAIN,
1979). Em cérebros de ratos, uma alta AChE
mFoi observada em neurdnios do striatum, no nudcleo lateral do
talamo, no tubérculo olfatério e no nudcleo accunbens, em
outras areas a atividade acetllcolinesterasica apresentou-se
em menor grau (PALKOVITS & JACOBOWITZ, 1974). Em camundongos
neonatais, FIEDLER et al (1987) observaram que a atividade da
enzima era baixa, havendo aumento e posterior equilibrio 20
dias apdés o nascimento. BALDUINI et al (1987) também encon-

traram atividade aumentada durante o desenvolvimento do cere-
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bro de ratos

Em encéfalo humano, estudos feitos por VIANA et al
(1984), revelaram que as maiores concentracdes de acetilcoli-
nesterase estavam no neoestriado, seguindo-se 0 neocerebelo,
paleocerebelo e paleoestriado

A acetilcolinesterase pode apresentar-se em diferen-
tes formas moleculares que se diferenciam atraveés da

solubilidade e modo de ligacao a membrana celular (MASSOULIé

& BON, 1988). Atualmente existem seis formas moleculares
diferentes; G" e G" sdo as predominantes no cérebro (PERRY,
1986). Estudos em tecidos corticais tém revelado a perda

seletiva da forma molecular G* (tetrameétrica) nos casos de

deméncia senil e pré-senil (ATACK et al, 1983).

1.5- Objetivos

0 presente trabalho procura mostrar que o Piracetam
podera ser utilizado no tratamento das disfungcdes cerebrais,
princlpa 1Imente dos casos de deméncia senil, por sua Influén-
cia na densidade dos receptores colinérgicos muscarinicos
Para isso, entdo, foram feitos estudos com alguns componentes
do sistema colinérgico (receptor muscarinico e atividade
acetilcolinesterasica) no cortex motor de ratos, em funcao da
idade, apo6s tratamento cronico com Piracetam, sendo determi-
nada:

a) a densidade (Bmax) e a afinidade (Kd) dos receptores mus-
carinicos nos grupos tratados e nao tratados.

b) a atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) e o
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2 - MATERIAL £ METODOS

2.1 - Animais

Foram utilizados ratos albinos Wistar de ambos os
sexos, jovens (3-4 meses) e velhos (12 - 30 meses), com pe-
so variando de 100 - 200g e 200 - 380g, respectivamente Os
animais foram fornecidos pelo biotério do De-partamento de
Fisiologia e Farmacologia do Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal do Ceara.

Durante os experimentos todos o0s animais Foram
mantidos em caixas com no maximo 6 animais, em condicdes am-
bientais semelhantes, submetidos a um ciclo de alterna&ncia de
claridade e escuriddo a cada 12 horas, determinado pela du-
racdo do dia e da noite na regiao, com livre acesso a agua e

racdo do tipo "Purina" (Brasil).

2.2 - Preparo das Drogas

Ampolas com 200mg/ml de Piracetam (Nootropil - Rhodia
S.A,, Bélgica) foram utilizadas nos experimentos para a

administracao oral.
Dez gramas de Hidréoxido de Litio (UETEC - Quimica

Fina Ltda, Brasil), dissolvidas em agua bidestilada foram

18
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necessarias para a obtencao de uma solugcao de 100mg/ml de

Cloreto de Litio ajustado a um pH 7,6 com o auxilio de acido
cloridrico concentrado (Reagen - Quimibras Indudstrias S.A

Brasil ) .

2.3 - Tratamento dos Grupos Experiment ais

Ratos albinos de ambos os sexos foram separados em
grupo de 4 a 6 animais, divididos em faixas etarias diferen-
tes (3-4 meses e 12 - 30 meses), sendo tratados entre 8 e
10h da manhd, durante 1, 7 e 15 dias, com 100 e/ou 500mg/Kg
de Piracetam Também foram feitas administracbes combinadas
de Piracetam (500mg/Kg) e Cloreto de Litio (50 e 100mg/Kg).
Para tais experimentos foram utilizados ratos albinos (12
30 meses), o0s quais foram tratados inicialmente com Cloreto
de Litio e, ap6s 30 minutos, com Piracetam, durante 7 dias
As drogas foram administradas por via oral, utilizando-se uma
canula intra-gastrica de polietileno, num volume final de Iml
para cada animal. Os animais controles foram tratados com
solugcdo salina 0,9%.

Trintas minutos depois da administracdo da(s) dro-
gais), o0s animais foram observados durante 90 minutos no meio
e no final do tratamento, a fim de se verificar possiveis
alteragcdes comportamentais nos grupos tratados.

Apds vinte e quatro horas da ultima administragcdo, os
animais foram sacrificados, seus cérebros removidos e as

areas cerebrais dissecadas sobre gelo.
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2.4 - Dissecacao das areas Cerebrals (Hipocampo, Nduacleos Ja
Base, Cortex Motor e Somat osensorial)

Os animais foram decapitados com uma guilhotina
Harvard, USA, e, em seguida, os encéfalos foram rapidamente
retirados e colocados numa lamina de metal sobre gelo

Acompanhando a fissura sagital mediana, a camada cor-
tical cerebral foi liberada das leptomeninges com a ajuda de
uma pinga reta de mlcrodissecacdo que divulsionou o cortex,
delicadamente, em toda a sua extensdo fronto-occipllal 0
cortex ja divulsionado foi rebatido para os Ilados, expondo
parte do hipocampo que, com divul sionamento foi descolado e
ret irado.

Os nucleos da base (caudado, putamen e globo palido)
foram isolados das estruturas cireunjacentes por divulsiona-
mento com uma tesoura de microdissecagc&o, sendo a sua retira-
da orientada pelo didmetro da porgcao tuberosa visivel desses
nucleos, apds o rebatimento lateral do cortex.

Ap6s retirada dos nudcleos, o rebatimento da camada
cortical foi desfeito, procurando-se reconstituir o contorno
dos hemisférios cerebrais e recolocar o cdértex na sua posicao
inicial. Com uma tesoura de microdissecacdo foi retirada uma
porcao superior e mediana do cortex, numa extensao de cerca
de 3 - 5mm, tendo como Ilimite posterior um plano imaginario
que dividiria o cérebro em partes iguais, anterior e poste-
rior. Esta porcdo retirada corresponde a &area motora do
cortex fronto-parietal (ZILLES & WREE, 1985).

0 cortex somatossensorial foi retirado com o auxilio
da tesoura de microdissecacdo, numa extensdo de cerca de 3

5mm anteriores ao plano frontal ja mencionado anteriormente,
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imediatamente acima da fissura rinal, na face lateral de cada
hemisfério cerebral.

AplOs a dissecacao, cada area cerebral foi colocada em
papel de aluminio, pesada e armazenada a - 10°C para uso pos-
terior. 0 cortex motor foi utilizado nos nossos experimentos,
sendo conservado no maximo, durante 24 horas. Contudo, em
alguns experimentos iniciais esta area foi estocada por um
maior periodo de tempo (maximo de 7 dias), sendo, porém, 0s
tecidos considerados viaveis para experimentagcdo da mesma

forma que os outros (BURKE & GREENBAUM, 1987; FIEDLER & col |

1987).

2.5 - Mat eriais das Técnicas Empregadas

Foram utilizados os seguintes materiais nas diversas
técnicas experimentais empregadas:

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

- Balanca Mettler (modelo P3, Suica);

- Banho-maria (FANEM, S&o Paulo, Brasil),

- Cubetas de plastico (Sarstedt, Alemanha Oriental);

- Espetrofotbmetro (modelo DU, Beckman, Fullerton, CA, EUA)
com medidor de absorbancia digital (Modernization System,
Gilford, Oberlin, Ohio, EUA);

- Homogeneizadores (Belco, EUA);

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

- Pipetador automatico (Gilson, Middleton, WS, EUA);

- Filtro de fibra de vidro (GF/B, Whatman, Maidstone,

England ) ;



- Aparelho para filtragcdo a vacuo (Millipore apparatus,
Bedford, MA, EUA);

- Estufa de secagem (modelo 315 SE, FANEM, S&o Paulo, Brasil)

- Frascos de vidro para contagem de cintilagcdo (Value Vials,
Beckman, Fullerton, CA, EUA);

- Contador de cintilacdo Iliquida (LS - 100, Beckman,

Fullerton, CA, EUA)

2,6- Técnicas

2.6.1 - Determinacdo da Densidade de Receptores Muscarinicos
(Técnica de "Binding")

2.6.1.1 - Solucbes Reagentes

As seguintes solugdes reagentes foram empregadas
nessa técnica:

- Solucédo estoque de N - metil - escopolamina cloreto de
C3HJ NMS <85 Ci/mmol, New England Nuclear, Boston, MA, EUA)
23,52nM em tampédo fosfato de sodio 150mM, pH 7.,4;

- Solucdo estoque de atropina: sulfato de atropina (Sigma,
St. Louis, MO, EUA) O,5mM em agua bidestilada;

- Tampdo fosfato de sodio. NaHgPO4.H20 (Reagen, Rio de Janei-
ro, Brasil) 150mM em agua bidestilada, pH 7,4, ajustado com
solucdo de HC1l, IN (Merck, Rio de Janeiro, Brasil);

- Coquetel de cintilacdo; 0,5 de p - bis - 2 - (6 - fenil-
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oxazolil) benzeno, POPOP (Sigma, St. Louis, MO, EUA) e 4,09
de 2,5 - difeniloxazol, PPO (Sigma, St. Louis, MO, EUA) 0
volume foi completado para 1000ml com tolueno para cinti-

lacdo (Beckman, Fullerton, CA, EUA).

2.6.1.2 - Método

A densidade de receptores muscarinicos foi determi-
nada utilizando-se E HIN - metil - escopolamina como ligante
especifico dos receptores muscarinicos, por apresentar, se-
gundo WHEATLEY (1988), a capacidade de:

- Iinteragir com os sitios especificos exitentes nos fragmen-
tos de membranas dos tecidos homogeneizados;
- ficar retida no filtro de fibra de vidro que permite apenas

a filtracao de particulas de tamanho inferior a I™"m.

Desse modo a C3H3 NMS marca especlficamente os
receptores colinérgicos presentes no tecido estudado (B

"bound™).

A atropina (12,5u.M), outro antagonista muscarinico, ¢
acrescentada, na forma ndo marcada, nos tubos correspondentes
ao "binding" ndo especifico, numa concentracao muito superior
a da C3H] NMS (2,35nM), para assim interagir, seletivamente,
com oS mesmos sitios de ligacao do receptor, deslocando o
ligante tritiado, deixando-o livre. Este ligante livre (F
"free'") ¢é retido no filtro, e a radioatividade é contada por
cintilacao liquida, correspondendo as ligacbes ndo especifi-

cas
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Assim, homogeneizados a 10% (peso/volume) do tecido
cerebral em estudo foram feitos em tampao fosfato de sddio
Rapidamente, aliquotas de 1071 de homogeneizado foram pipe-
tadas em duplicatas e triplicatas, na presenca ou nao de sul-
fato de atropina, respectivamente, segundo DOMBROWSKI (1983)
Todas as amostras foram incubadas com [ H1I NMS 2,35nM e
tampao fosfato de soédio num volume final de 200yul, para expe-
rimentos de ponto uUnico. Nos experimentos de saturacgao, 0
ligante foi utilizado em concentragcdes que variavam de 0,058
a 9,408nM

Apés incubacdo a 37°C, em banho-maria, por 30 minu-
tos, a reacao foi terminada por filtrac&o a vacuo em filtros
GF/B Whatman. Os tubos de ensaio foram lavados 3 vezes com
4ml de solucdo gelada de cloreto de soédio 0,9% (peso/volume)
Os filtros foram secos em estufa a 60°C, por no minimo 2
horas, e colocados em frascos contendo 3ml do coquetel de
cintilacao. A radioatividade foi medida apds 2 horas, de modo
a permitir que os Tfiltros ficassem transldcidos, em um
contador de cintilacao liquida, com eficiéncia média de 48%
A ligacao especifica foi calculada pela diferenca da ligacao
total e da ligagcao nao especifica, sendo os resultados ex-

pressos em fentomoles por miligrama de proteina.
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2.6.2 - Dosagem de Proteina

2.6.2.1 - Solugcbes Reagentes

Para a dosagem de proteina foram usados o0s seguintes

reagent es:

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

- Reagente B: CuSO”.5HgO a 0,5% em N & F<.4HgO (Grupo Qui-
mica, Rio de Janeiro, Brasil) a 1%,

- Reagente C: solucdo de cobre alcalina (24ml do reagente A
com iml do reagente B, misturados no momento de usar?,

- Reagente de Folin - Ciocalteau - fenol (Laborclin, Piraqua-
ra, PR, Brasil) 1:1 em agua bidestilada;

- Solugcdo de albumina sérica bovina (Sigma, St. Louis, MO,

EUA) Img/ml em &gua bidestilada.

2 6.2.2 - Método

A quantidade de proteina em homogeneizados de cortex
cerebral foi determinada utilizando albumina sérica bovina
como padrdao, de acordo com o método de LOWRY e colaboladores
(1951), que emprega duas reacdes de formacdo de cor para
analisar a concentracdo proteica fotometricamente

Inicialmente ¢é feita uma reacdo biureto de baixa

eficiénciana qual os ions de cobre alcalino produzem uma cor
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azulada na presenca de ligacbes peptidicas. Esta cor biureto
€ caracteristicas de todas as proteinas e fornece uma cor
basica de fundo para a proxima etapa do ensaio. Depois, o
método emprega uma mistura complexa de sais inorganicos, 0
reagente de Folin-Ciocalteu, que produz uma cor verde azulada
intensa na presenca de tirosina ou triptofano livres ou
ligados a proteinas. Como as quantidades desses dois aminoa-
cidos sdo geralmente constantes nas proteinas solaveis, com
poucas excegdes, a cor das reacdes (verde - azulada) é indi-
cativa da presenca de proteina e a Iintensidade da cor
proporcional a concentracdo. Esta coloracdao é medida no com-
Primento de onda de 750nm, através de um espectrofotdmetro
Beck man DU, acoplado a um sistema de modernlzagéao da

Gilford, USA.

2.6.3 - Determinacdo da Atividade Acetilcolinesteraslca (AChE)

2.6.3.1 - Solugbes Reagentes

Foram utilizadas as seguintes solucdes reagentes
- tampao fosfato de sdodio. NaHgPO"M.HgO (Reagen, Rio de
Janeiro, Brasil) 0,1M em agua bidestilada, pH 7,0;
- solugcdo de iodeto de acetiltiocolina, ATC (Sigma, St
Louis, MO, EUA) 75mM em &gua bidestilada;
- solugcdo do acido 5:5' - ditiobis - 2 - nitrobenzoato, DTNB
(Sigma, St. Louis, MO, EUA) 10mM em tampdo fosfato de

séd io
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26.3.2 - Meétodo

A atividade acetilcolinesterasica foi determinada
segundo ELLMAN e colaboradores (1961), tendo como principio a
medida da velocidade de producao de tiocolina a proporgcao que

a acetiltiocolina (ACT), utilizada como substrato é hidrol!l-

sada Isto é acompanhado pela reacdo continua do tiol com o
ion 5.5 - ditiobis - 2 - nitrobenzoato (lI) para produzir ¢
anion amarelo do acido 5 - tio - 2 - nitro - benzélco (11),

cuja coloracao é medida em 412 nm, atravées de um espectrofo-
tometro Beckman D(J acoplado a um sistema de modernizacdo da
G1ll ford, EUA, o que permitiu leituras automaticas em sistema
digital e forneceu maior sensibilidade (leitura em décimos de

milésimos de absorbancias)
h20 + (CH3)3icH2ai2sc(iaid-afilti~™ (chd)3iwileh2s™ -ch2eoo_ - 2Ht

(CHO RSB - > (CHoJNCHoSSS ¢ K™
() )

000

A atividade enziméatica e medida através da leitura da
variagcdo da absorbancia por minuto, durante 3 minutos, sendo
a reacao linear durante pelo menos 10 minutos (ALLES & HAWES,
1953) A atividade especifica foi expressa em nmoles de ATC

hidrolisados por miligrama de proteina por minuto



2.7 Andalise Estat istica

A analise estatistica dos dados -Foi feita em computa-
dor TRS - 80 modelo 4, Radio Sherp, sendo comparada a média
dos experimentos obtidos através do teste £ de Student néao
pareado, baseado num nivel de significancia de 5%.

Nos experimentos de saturacao foi feita a analise de

regressao linear.



3 - RESULTADOS

3.1 - Efeito da Administracdo de Piracetam sobre os Recepto-

res Col inérgicos Musfa.r-iiLIE.flI5. <RCM? & a. Atividade da
Acet 1lcolinest erase (AChE) em Cortex Motor Cerebral dE

Ratos - Experimentos "'in vivo”

A  TABELA 1 apresenta o efeito da administracdo oral
do Piracetam, durante uma semana, sobre a densidade dos re-
ceptores muscarinicos, no cortex motor de ratos jovens e Vve-
lIhos em funcéo da concentracdo da droga Os resultados mos-
tram um aumento significativo no numero de receptores, ex-
pressos em fentomoles por miligrama de proteina, no grupo dos
ratos jovens (777,2fmoles/mg de proteina, p < 0,05) e idosos
(741,9fmo les/mg de proteina, p < 0,01), na dose de 500mg/Kg
de Piracetam, equivalendo a um percentual de aumento de
42,34% e 36,03%, respectivamente, em relagcdo aos grupos con-
trole (546,0 e 545,4fmoles/mg de proteina). Embora ndo sigm-
ficativo, um pequeno aumento na densidade destes sitios re-
ceptores foi também observado apdés a administracao de

100mg/Kg da droga nos animais de idade avancada

0 efeito da administracdo crdonica de Piracetam
(500mg/Kg), alterando a densidade dos receptores muscar inl-
cos foi Vverificado mesmo apds uma semana de tratamento

(485fmoles/mg de proteina, p < 0,01), sem haver alteracdo na
atividade acetilcolinesterasica (TABELA 2). Nesta mesma tabe-
la, com a administracdo de Piracetam (500mg/Kg) durante 15
dias foi observado novamente um aumento significativo

29
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TABELA 1 - Efeito da administracdo do Piracetam sobre a den-
sidade dos receptores muscarinicos no cortex motor

cerebral de ratos jovens e velhos.

PIRACETAM RECEPTOR MUSCARFNICO (fmol/mg de proteina)
(mg/K g)
JOVENS VELHOS
0 546 ,0 + 39,20 (18) 545.4 42,76 (6)
100 495,3 16,37 (5) 590,2 + 38,49 (3)
500 777 ,2 + 87,45 (8)* 7419 + 11,68 (8)**

Os animais foram tratados com Piracetam (100 e
500mg/Kg, por via oral), diariamente, durante ! semana Os
valores representam a média + desvio padrdo do numero de
animais em parénteses.

* p < 0,05

** p < 0,01 (teste t. de Student)
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TABELA £ - Efeito da administragcdo do Piracetam sobre a den-
sidade dos receptores muscarinicos e atividade
acetilcollnesterasica (AChE) no cortex motor de

ratos em funcdo do tempo.

TEMPO DE RECEPTOR MUSCARINICO ATIVIDADE DA AChE
ADMINISTRACSO (fmol/mg proteina) (nmol/mg proteina/min.)
Cont role 356,0 + E8,03 (10) E3,9 + E,41 (9)

1 semana 485,0 + 31,03 (D* £0,4+3,98 (6)

E semanas 499,3 + 65,06 (6)* £5,£ + 0,88 (6)

Ratos jovens foram tratados com Piracetam 500mg/K9,
por via oral. Os valores representam a média + desvio padrao
do numero de animais em parénteses.

* P < 0,01 (teste t de Student)
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(499,3fmoles/mg de proteina, p < 0,01) dos RCM nos ratos
jovens

Nenhuma diferenca significativa no numero de recep-
tores foi vista apo6s vinte e quatro horas de administracdo de
uma Unica dose de Piracetam 500mg/Kg, por via oral, nos dois
grupos estudados (TABELA 3). Estes resultados foram também
expressos de maneira percentual na FIGURA 2, mostrando um
aumento e uma diminuicdo ndo significativa de 6,4% e de 4% na
densidade dos receptores colinérgicos de ratos jovens e ve-
lhos, respectivamente, em relacdo aos seus controles (100%)
Nesta mesma figura foi observado também que, com uma semana
de tratamento (Piracetam 500mg/Kg), houve um aumento dos RCM
de 31,08% (p < 0,05) nos animais jovens e de 18, 7% (p < 0,01)
nos velhos.

Os resultados das curvas de saturacdo (TABELA 4)
mostraram um aumento nos valores encontrados para as densi-
dades maximas dos receptores muscarinicos <B|nax) tanto nos
ratos jovens (96l.,9fmoles/mg de proteina, p < 0,05) como nos
de idade avancada (747,6fmoles/mg de proteina, p < 0,05) tra-
tados diariamente com 500mg/Kg de Piracetam, durante uma se-
mana, por via oral, quando comparados com os Vvalores dos seus
respectivos controles, 663,4 e 628,0fmoles/mg de proteina
Houve também um aumento nos valores da constante de disso-
ciacdo de equilibrio (Kd) de ambos o0s grupos (0,82 e
0,84nM) em relacdo aos controles jovens (0,45nM) e velhos
(0,47nM), respectivamente. 0Os valores de Kd ndo se apresen-
taram diferentes e s6 uma pequena diminuicao nos valores de
Bmc:tw foi vista ao se comparar os animais jovens e velhos néo
tratados com a droga

As FIGURAS 3 e 4 mostraram "Scatchard"” representa-
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TABELA 3 - Efeito da administracdo de uma Unica dose de Pira-

cetam sobre a densidade dos receptores muscarini-

cos no cortex motor cerebral de ratos jovens e ve-

lhos.

CONDIGNO

Cont role

Piracetam

Os animais

RECEPTOR MUSCARINICO (mFmol/mg de proteina)

JOVENS VELHOS
592,9 + 12,72 (7) 620,8 + 9,30 (3)
630,8 + 24,16 (7) 600,5 + 53,8 (3)

foram sacrificados 24 horas depois da ad-

ministracdo de Piracetam (500mg/Kg, por via oral) Os valores

representam a média + desvio padrao do ndmero de animais em

parént eses.
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FIGURA 2
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jum Meu-0

| MOLE

Percentagem de aumento da densidade de receptores
colinérgicos (RCM) em cortex motor cerebral de
ratos jovens e Vvelhos, com administracao de
Piracetam (500mg/Kg, por via oral) numa uUnica dose
(24h) ou durante 7 dias, diariamente. Os valores
mostrados em parénteses representam o0 numero de
animais utilizados.

* P < 0,05

** p < 0,01 (teste t. de Student)
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TABELA 4 - Efeito da administracdo de Piracetam sobre a den-
sidade dos receptores muscarinicos (Bma><) e cons-
tante de dissociacao (Kd) no cortex motor de ratos

jovens e velhos

—————

RATOS TRATAMENTO =3
max . -
(fmol/mg prot eina) oMl
Contro le 663,4 + 101,81 (4) 0,45 + 0,06 (4)
Jovens
Piracet am 961,9 + 109,70 (4)* 0,82 + 0,15 (A)*
Contro le 628,0 + 33,54 (3) 0,47 + 0,05 (3)
Velhos
Piracet am 747,66 + 12,24 (3)* 0,84 = 0,06 (A4)**

Os animais foram tratados com Piracetam, diariamente,

durante 1| semana (500mg/Kg, p-.o0.). Os valores representam a
média + desvio padrao do numero de experimentos em parénte-
ses feito com o tecido cerebral de 3 - 4 animais.

* P < 0,05

** p < 0,01 em relagcdo aos respectivos controles (teste t de

St udent)
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tivos do "binding" especifico da C3H3 N - metilescopolamina
nos cortices cerebrais motores de ratos jovens e idosos de-
pois da administracdo de Piracetam 500mg/Kg, durante uma e
duas semanas. Os coeficientes de correlacdo obtidos por
regressao linear nos animais jovens (FIGURA 3) foram r =
0,988 e r = 0,970 para o controle (Bmax = 664,8 fmoles/mg de
proteina, Kd = 0,47nM) e para o grupo tratado coin Piracetam
(500mg/KQq), durante 15 dias (Bmax = 774,7 fmoles/mg de
proteina; Kd = 0,55nM) J4& nos idosos (FIGURA 4) os valores
dos coeficientes de correlacdo obtidos foram r = 0,986 para
0 grupo controle (Bmax = 634 fmoles/mg de proteina; Kd

0,45nM)e r = 0,976 e r = 0,940 para o0s grupos tratados com

Piracetam (500mg/KQg) durante 7 (BmaK 738,8 fmoles/mg de

proteina; Kd = 0,90nM) e 15 dias (BmaM 838,7 fmoles de pro-
teina; Kd = 0,95nM), respectlvamente A representacao grafica
das curvas de saturacao de ligacdes especificas e inespecifi-
cas sdo também apresentadas em cada figura.

A atividade da Acetilcolinesterase (AChE) foi alte-
rada de maneira significativa com a administracdo de Pirace-
tam 100mg/Kg, durante uma semana, nos dois grupos de idade
(TABELA 5), sendo os valores obtidos equivalentes a 17,1
nmoles/mg de proteina/minuto ((ovens) e 12,75 nmoles/mg de
prot ei na/mmut o (velhos) em relagcdo aos seus respectivos
controles (82, 95 e 24 nmoles/mg de proteina/minuto). Ja com
uma dose maior (500mg/Kg) foi observado um pequeno aumento da
atividade acetll col inesterasica, porém sem nenhum significado
est at istico.

0 contedudo de proteina no cortex cerebral de ratos

jovens e velhos foi aumentado cerca de 18 e 17%, respectiva-

mente, depois de duas semanas de tratamento com Piracetam
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B
C3HJIJNMS (nM)
C
- Representacao grafica do Scatchard das ligacOes

especificas da C"MMJ NMS em cdortex motor de ratos
velhos controles (=) e tratados com Piracetam
500mg/Kg, durante 7 (x) e 15 dias (Ao ) A, B e L
ligacdes especificas (curvas) e lnespeciflcas (re-

tas) de [dHJ NMS em homogeneizados de cdértex motor
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TABELA 5 - Efeito da administracdo do Piracetam sobre a ati-

vidade da Acetilcolinesterase (AChE) em cortex

motor de ratos jovens e velhos.

ANIMAIS CONCENTRACSO DO ATIVIDADE DA AChE
PIRACETAM
(mg/Kg) (nmol/mg de proteina/minuto)
0 22,95 + 2,16 (5)
JOVENS 100 17,10 + 1,30 (&)*
500 25,95 + 4,05 (5)
0 24,00 + 0,63 (3)
VELHOS 100 12,75 +1,83 (3)**
500 31,65 2,77 (3)
Ratos jovens e velhos foram tratados, diariamente,
com Piracetam (100 e 500mg/Kg, por via oral, 1 semana) Os

valores acima representam a meédia = desvio padrdao do numero
de animais em parénteses.
m P < 0,05

m* p < 0,01 em relacdo aos respectivos controles (teste t de

Student )
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500mg/Kg, sendo esse valor somente significativo nos animais
jovens (TABELA 6). Os valores obtidos foram de 107,05 e
103,3mg/g de tecido para o0os grupos controles jovens e velhos
e de 119,64 e 121,34mg/g de tecido para os grupos testes,

respectivamente.

3.2 - Estudo do Mecanismo de Acéo do Piracetam sobre os Re-
ceptores Col inérgicos Muscarinicos (RCM) e sobre a Ati-
vidade flLa Acet il col inesterase (ACfagE) ejh Cprteh Motor

3.2.1 - Efeito do Piracetam sobre a Atividade da Acetilcoli-
nesterase (AChE) - Experimentos "in vitro"

Concentragbes variadas de Piracetam (1, 5, 10, 100 e
1000MM) foram acrescentadas ao meio de reacdo usado para en-
saios enzimaticos, contendo homogeneizados de cdortex motor de
ratos. A incubacdo foi feita durante 30 minutos, prosseguin-
do-se com a determinacao da atividade enzimatica. A TABELA 7
apresenta o0s resultados destes experimentos tendo sido ob-
tidos os valores de 27,0; 24,3; 30,3; 27,5 e 28,8nmoles/mg de
proteina/minuto para as concentragBes utilizadas, respecti-
vamente, e de 29,Inmoles/mg de proteina/minuto para o grupo

controle
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TABELA 6 - Efeito da administracdo do Piracetam sobre o con-
teddo de proteina (mg/g de tecido) em cortex cere-

bral de ratos jovens e velhos.

CONDICSO CONTEUDO DE PROTEINA
(mg/g de tecido)
JOVENS VELHOS
Cont role 107,05 + 4,32 (19) 103,30 + 9,63 (6)
Piracet am 119,64 + 3,71 (17)* 121,34 += 3,27 (5)
Os animais foram tratados, diariamente, com
500mg/Kg de Piracetam, por via oral, durante 2 semanas Os

valores representam a média + desvio padrdo do numero de

experimentos em parénteses.

* P < 0,05 (teste i. de Student)
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TABELA 7 - Efeito do Piracetam sobre a atividade da Acetilco-
linesterase (AChE) em cdértex motor cerebral de ra-

tos jovens (in vitro")

PIRACETAM ATIVIDADE DA AChE
</kM) (nmol/mg de proteina/minuto)

0 29,1 + 1,25 (2)

1 27,0 0,40 (2)

5 24,3 + 0,21 (2)

10 30,3 0,65 (2)

100 27,5 # 0,50 (2)

1000 28,8 + 1,32 (2)

0 Piracetam, nas concentragcdes indicadas, foi adicio-
nado no meio de reacdo usado para ensaios enzimaticos,
contendo homogeneizados de 4 animais. A incubacéo foi feita
durante 30 minutos. Os valores representam a meédia + desvio

padrdo do numero de experimentos em parénteses.
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3.2.2 - Acdo do Piracetam sobre os Sitios de Ligacdo da L3H1
NMS - Experimentos "in vitro™ (de competicao)

O Piracetam nas concentracdes de 10, 100 e 1000)aM foi
adicionado ao meio de reacao contendo tampado fosfato de sdédio
150nM, pH 7,4, e uma aliquota do homogeneizado a 10% do cOr-
tex cerebral de ratos jovens. Em seguida, antes de se adi-
cionar o ligante radioativo (C3H3 NMS), a droga foi incubada
por 10 minutos, prosseguindo-se, entdo, toda a metodologia
requerida pela técnica de "binding".

Os resultados mostraram que ndo houve nenhuma alte-
racdo na ligacao especifica da N - metilescopolamina aos re-
ceptores muscarinicos, quando se comparou os valores obtidos
com as concentracdes utilizadas (444,5; 491,9 e
524 ,2fmoles/mg de proteina) ao controle determinado

(481,6fmoles/mg de proteina) (TABELA 8).

3.2.3 - Efeito da Administracdo Combinada de Cloreto de Litio
e Piracetam sobre a Densidade dos RCM, Atividade Ace-
tilcolinesteras lca e Conteudo de Proteina - Experi-
mentos "in vivo"

Animais de idade avancada foram tratados com Cloreto
de Litio (50 e 100mg/Kg) e/ou Piracetam (500mg/Kg) durante 7
dias, diariamente por via oral. As administragcfes em conjunto
foram feitas inicialmente com Cloreto de Litio e, apos 30
minutos, com Piracetam. Todos os animais foram observados e
nenhuma alteracdo comportamental foi detectada

A densidade dos receptores colinérgicos muscarinicos
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TABELA 8 - Efeito do Piracetam sobre os sitios de ligacao da

NMS em homogeneizados de cortex motor

cerebral de ratos jovens "in vitro".

CONCENTRAG30 SITIOS DE LIGACAO DA
DO PIRACETAM NMS
(/iM) (fmol/mg de proteina)
0 481,6 + 17,20 (3)
10 4445 + 5,88 (3)
100 491,9 + 3,18 (3)
1000 524,2 + 30,65 (3)
0 Piracetam, nas concentracdes indicadas, foi adi-

cionado no meio de reacdo contendo homogeneizados de tecidos
cerebrais de 3 animais. A incubacdo foi feita durante 10
minutos antes da filtragc&o. Os valores representam a média +

desvio padrdo do numero de experimentos em parénteses
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no cortex motor cerebral ndo foi alterada nos animais
tratados com 50 <430,60fmoles/mg de proteina) e 100mg/Kg
(404,20fmo les/mg de proteina) de Cloreto de Litio em relacao
ao grupo controle <410,30fmoles/mg de proteina) Ja nas
administracdes feitas de maneira combinada, o Piracetam
<500mg/KgQg) teve seu efeito de aumento do numero de RCM
(455,40fmo les/mg de proteina), visto também em resultados
anteriores, blogueado ao se fazer um pré - tratamento com
Litio 50mg/Kg (367,90fmoles/mg de proteina) e 100mg/Kg
(416,20fmoles/mg de proteina), sendo o seu valor reduzidos a
aproximadamente 20% e 9%, respectivamente (TABELA 9, FIGURA
5) .

A atividade acetilcolinesterasica (nmol/mg de pro-
teina/minuto) e o conteddo de proteina, expresso em miligrama
por grama de tecido, sédo apresentados nas TABELAS 10 e 11,
respectivamente, ndo havendo qualquer alteracdo significativa

nos grupos em estudo
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TABELA 9 - Efeito da administragcdo de Cloreto de Litio e/ou
Piracetam sobre a densidade dos receptores musca-

rinicos em cortex motor de ratos velhos

DENSIDADE DOS RECEPTORES MUSCARINICOS
(fmol/mg de proteina)

Controle 410,30 + 21,36 (10)
Piracetam (500mg/KQg) 455,40 + 18,09 (8)
Cloreto de Litio (50mg/Kg) 430,60 t+ 30,08 (7)
Cloreto de Litio (100mg/Kg) 404,20 23,22 (11)

Cloreto de Litio (50mg/Kg)
+ 367,90 23,56 (5)*

Piracetam (500mg/KQg)

Cloreto de Litio (100mg/Kg)
+ 416,20 *+ 46,41 (5)

Piracetam (500mg/Kg)

Ratos Wistar foram tratados com Cloreto de Litio e/ou
Piracetam por via oral, diariamente, durante 1 semana. As ad-
ministragcdes combinadas foram feitas inicialmente com Cloreto
de Litio e, apd6s 30 minutos, com Piracetam. Cada resultado
representa a média + desvio padrdo do numero de experimentos
em parénteses.

* p < 0,02 (teste £ de Student) em relagdo ao grupo Pirace-

tam (500mg/K g)
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5 - Efeito da administracdo de Cloreto de L.itio (50 e
100mg/Kg) e/ou Piracetam (500mg/Kg), durante 7
dias, sobre a densidade dos receptores colmergi-
cos muscarinicos, em coOrtex cerebral de ratos ve-
Ihos

* P < 0,02 (teste i. de Student)
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TABELA 10 - Efeito da administracdo de Cloreto de Litio e/ou

Piracetam sobre a atividade acetilcolinesterasica

(AChE) em cortex motor de ratos velhos

ATIVIDADE ACETILCOLINESTERASICA
(nmol/mg de proteina/minuto)

Controle 19,54 + 0,51 (11)
Piracetam (500mg/Kg) 19,80 + 1,11 (7)
Cloreto de Litio (50mg/Kg) 80,80 + 0,90 (7)
Cloreto de Litio (100mg/Kg) 80,40 + 0,60 (8)

Cloreto de Litio (50mg/Kg)
+ 19,58 + 0,54 (5)

Piracetam (500mg/Kg )

Cloreto de Litio (100mg/Kg=>
+ 88,86 + 1,34 (4)

Piracetam (500mg/Kg)

Os animais receberam, por via oral, Cloreto de Litio
e/ou Piracetam, durante lf semana, diariamente. As administra-
¢cdes combinadas foram feitas inicialmente com L.itio e, apos
30 minutos, com Piracetam. Cada resultado representa a média

+ desvio padrao do nudmero de experimentos em parénteses
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TABELA 11 - Efeito da administragcdo de Cloreto de Litio e/ou

Piracetam sobre o conteddo de proteina em cortex

motor de ratos velhos.

CONTEUDO DE PROTEINA
(mg/g de tecido)

Controle 125,10 + 1,65 (7)
Piracetam (500mg/Kg) 130,20 4 4,64 (4)
Cloreto de Litio (50mg/Kg) 120,20 + 9,43 (4)
Cloreto de Litio (100mg/Kg) 135,25 § 5,50 (3)
Cloreto de Litio (50mg/Kg)

+ 107,32 + 6,57 (3)
Piracetam (500mg/KQg)
Cloreto de Litio (100mg/Kg)

+ 138,25 6,35 (3)

Piracetam (500mg/Kg)

Os animais receberam, por via oral, Cloreto de Litio
e/ou Piracetam, durante 1 semana, diariamente.As administra-
¢cbes combinadas foram feitas inicialmente com L.itio e, apos
30 minutos, com Piracetam. Cada resultado representa a média

+ desvio padrdo do numero de experimentos em parénteses



4 - Discussao

Estudos farmacoldégicos em varias espécies e no homem
tém sustentado a hipotese de mudancas funcionais na atividade
colinérgica central afetarem os processos de aprendizagem e
memoria (HAROUTUNIAN et al, 1985; BURKE & GREENBAUM, 1987,
ALTAVISTA et al, 1988). WHITEHOUSE & SIN AU (1986) chegaram a
afirmar que o sistema colinérgico era o mais afetado nos ca-
sos de deméncia pré-senil e senil.

Tentativas terapéuticas envolvendo drogas colinér-
gicas (agonistas, precursores, agentes anticolinesterasicos)
foram feitas no sentido de compensar, pelo menos em parte, a
profunda disfuncdo nesse sistema, porém sem sucesso (CORKIN,
et al, 1982; IVERSEN, 1986). Estudos feitos por BARTUS et al
(1981) revelaram um otimo efeito da combinagcdo do precursor
colina com drogas nootropicas, prlncipalmente com Piracetam,
sobre a memodria de ratos velhos. Efeitos positivos dessa
combinacdo foram também Vvistos numa triagem clinica com
pacientes dementes (FRIEDMAN et al, 1981) e confirmados,
posterlormente, por PLATEL et al (J984), em camundongos. Con-
tudo resultados negativos foram registrados por ENNACEUR &
DELACOUR (1987). Assim, o uso da combinacdo de precursores
colinérgicos com Piracetam, no tratamento de pacientes com
Alzheimer ainda ¢ muito discutido. 0 mecanismo pelo qual
esse nootropico aumenta os efeitos das drogas colinérgicas
sobre a memdria e outras funcdes cognitivas tem sido consi-

derado de grande interesse para o desenvolvimento de novas

50
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estratégias terapéuticas para essa patologia. Alguns dados
sugerem que o Piracetam pode interferir nas fungbes colinér-
gicas preé-sinapticas, talvez aumentando a captacdo de colina
(WURTMAN et al, 1981) ou aumentando os niveis de colina livre
no cérebro (PEDATA et al, 1985); outros estudos, porém, nao
confirmam estes dados (SHIH 8 PUGSLEY, 1985; FRANKLIN et al,
1986). PILCH 8 MILLER (1988) tém sugerido efeitos pos-
sinapticos do Piracetam, o que vem a concordar com os resul-
tados do presente trabalho que apresentam como possivel alvo
de atuacdo do Piracetam, os receptores colinérgicos pos-
sinapticos

Como modelo para estudar os provaveis efeitos do
Piracetam sobre os receptores muscarinicos foram escolhidos
ratos Wistar jovens e velhos devido ao fato de estudos ante-
riores indicarem que os roedores sofriam perdas de receptores
muscarinicos corticais de maneira semelhante aquelas ocorri-
das no colinoceptores humanos (FREUND, 1980 e 1984)

0 Piracetam ¢é praticamente at oxico. Estudos de
toxicidade aguda realizados em ratos, por via oral e intra-
venosa, indicaram que as doses letais excediam a 10g/Kg e
89/Kg , respectlvamente; nos estudos de toxicidade cronica,
ratas tratadas por 6 meses, por via oral, com até 1000mg/Kg,
ndo sofreram qualquer anormalidade comportamental, hematolo-
gica, bioguimica ou histoldgica (HOFF, 1980). Seu efeito tam-
bém ndo se diferenciou quanto ao sexo dos animais

Nossos experimentos foram feitos, na sua maioria, com
a dose de 500mg/Kg durante 1 semana, haja visto que, nessas
condicbes, o0 efeito da administragcdo da droga sobre os RCM ja
era evidenciado, além do mais outros trabalhos apontaram

resultados positivos do Piracetam sobre a memodria também
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nessa faixa de dose e tempo (VALZELLI et al, 1986; PORSOLT et
al, 1987; PILCH & MulLLER, .1988)

Os resultados deste trabalho, utiliaando um trata-
mento crénico com 500mg/Kg de Piracetam, demonstraram um
aumento da densidade de receptores muscarinicos colinérgicos
no cortex motor de ratos jovens e velhos, concordando, em
parte, com estudos semelhantes feitos por PILCH & MulLLER
(1988), em camundongos. Estes autores encontraram alteracles
nos receptores de ratos velhos, mas ndo nos jovens A obser-

ambas as ida-
des, ndo pode ser explicada por um aumento ndo especifico do
"binding” da C3HJ NMS, Visto que esse efeito nd3o foi ob-
servado depois de uma Unica dose oral da droga e nem téo
pouco nos experlmentos objetivando demonstrar uma possivel

interacdo do Piracetam com os sitios de ligagdao da 3HJ NMS

A elevacdo do numero de RCM ndo foi vista quando a
droga foi administrada numa Unica dose e 0s animais sacri-
ficados 24h  depois, refletindo respostas negativas do
Piracetam agudamente (GELBMANN & MUuULLER, em preparacao)

As alteragcbes dos receptores colinérgicos muscari-
nicos (RCM) com a idade ndo foram ainda definidas. Redug¢do no
numero dos RCM em humanos adultos (BROOKSBANK et al, 1978) e
idosos tem sido detectada em varias areas cerebrais tais como
hipocampo, cortex temporal e frontal (RINNE, 1987); contra-
riamente outros investigadores ndo encontraram nenhuma mu-
danca no que tange a este parametro (DAVIES & VERTH 1982,
ALLEN et al, 1983)

ALTAVISTA et al (1988), em seus dados preliminares,

sugeriram uma diminuicdo difusa de neurbnios colinérgicos,
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afetando todas as regibes cerebrais; RINNE (1987), no
entanto, pressupds que certas vias de neurotransmissao é que
seriam afetadas pela idade ao invés de areas cerebrais.

A ndo diminuicdo do numero de neurdnios nos cérebros
de ratos velhos (HOLLANDER & BARROWS, 1968; STURROCK, 1977)
tem sugerido que o0s roedores ndo sejam modelos ideais para
estudar o envelhecimento do SNC Todavia, a disfuncdo cog-
nitiva com o avanco da idade tem sido estabelecida (GOLD &
McGAUGH, 1975; FREUND & WALKER, 1978) e, realmente, as perdas
celulares ou mudancas nas ceélulas nervosas e nos seus pro-
cessos devem ser a causa do envelhecimento funcional

Nos NOosSsos experimentos, comparando os animais
controles jovens e velhos, ndo foram observadas diminuicdes
acentuadas desses receptores e, muitas ve2es, nenhuma alte-
racdo foi detectada FREUND (1980), estudando os receptores
colinérgicos em camundongos, observou que s6 apds 18 meses de
idade havia uma diminuicdo do numero desses sitios e que,
provavelmente, a perda dos RCM ocorreria, s6 que existiria um
mecanismo compensatorio efetivo antes do estabelecimento da
deficiéncia no sistema colinérgico que aparece com a idade
Este mecanismo seria refletido por um aumento na sintese das
moléculas receptoras nos neurbnios remanescentes e que, com 0
passar do tempo, havendo grandes perdas neuronais, deixaria
de existir, tornando-se, entdo, evidente a diminuicdo dos re-
ceptores

A faixa etaria dos animais idosos  utilizados no
presente trabalho variou de 18 - 30meses Talvez fosse ne-
cessaria uma variagcdo menor e/ou animais idosos ainda.

Os ensaios utilizando concentragcbes variadas do

ligante radioativo, ditos de ‘'saturacao", apresentaram,
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atraves dos "plots" de Scatchard, isotermas lineares na li-
gacdo especifica da | 3HD NMS, sugerindo o envolvimento de uma
Unica populacdo homogénea de receptores, Os valores da cons-
tante de dissociacdo (Kd) obtidos nesses experimentos, ndo se
diferenciaram entre os controles jovens e velhos, semelhante
aos resultados conseguidos por RINNE (1987) em cérebro hu-
mano Recentes dados da literatura também mostram que, duran-
te o desenvolvimento, quase nenhuma diferenca nos valores de
Kd dos RCM existe no cérebro de rato (PINTOR et al, 1986) e
de coelho (YAVIN & HAREL, 1979).

Com relacdo ao efeito de administracdo croénica do
Piracetam, em ambas as idades, nos experimentos de Scatchard,
foi observado uma elevacdo da densidade maxima dos receptores
(B,- ) e também dos valores de Kd. 0 aumento dos valores da
constante de dissociagcdo do radioligante contraria os achados
de PILCH ¢& MILLER (1988), que ndo encontraram nenhuma mu-
dancas nos valores deste parametro apés tratamento com a
droga em camundongos 0 aumento do Kd reflete uma diminuicdo
da afinidade do ligante para os receptores, indicando modi-
ficagcbes funcionais desses sitios. BIRDSALL et al (1980) su-
geriram que o0s sitios de baixa afinidade poderiam representar
formas ativas do receptor; dessa forma, entdo, o agente noo-
tropico estaria mantendo esses sitios em estado ativado Por
outro lado, esta diminuicdo na afinidade pode ter ocorrido na
tentativa de manter o funcionamento normal do sistema
colinérgico, haja visto ter sido observado um aumento dos RCM
ap6s o0 tratamento com Piracetam. Entretando, isto pode ser
especulativo, pois no conhecido fendmeno de "down
regulation', provocado pela administracdo de acet ilcolineste-

rasicos, nenhuma alteragc&o nos valores de Kd foi evidenciada
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(UCHIDA et al, 1979). Ja os resultados dos valores de Bmax
concordam com o0s dados obtidos nos ensaios com uma unica
concentracao de NMS (ensaios de "um ponto™), demonstran-
do alteracdes na densidade dos RCM

A atividade da enzima acet 1lco linesterase (AChE) néo
foi afetada pelo Piracetam na dose de 500mg/Kg nem mesmo nos
animais tratados e pré-tratados com Litio (60 e 100mg/Kg),
porém, com uma dose menor de Piracetam (100mg/Kg) foi obser-
vada uma diminuicdo significativa da atividade acetilcoli-
nesterasica nos dois grupos de idade em estudo. A atuacao do
Piracetam a nivel enznnatico, nos experimentos "in vitro",
revelou que a droga parece nado interferir na enzima, haja
Vvisto que nenhuma alteracdo na sua atividade foi detectada
mesmo em concentracdes altas de Piracetam.

BERING & MuLLER (1985), analisando a interagcdo do
Piracetam com Vvarios receptores do SNC, encontraram uma
ligacdo dessa substancia com o receptor glutamatérglco em
concentragcbes 20 vezes menores do que a necessaria para
interagcao com o receptor muscarinico. Este achado é de grande
importancia haja visto que o L - glutamato é empregado em
terapéutica para melhorar processos de memodria e aprendizagem
(VOGEL & BROVERMAN, 190606). Talvez as alteracdes nos processos
de neurotransmissao glutamatérgica e colinérgica causadas
pelo Piracetam, possam estar envolvidas nos efeitos tera-
péuticos da droga.

Apesar de ser um derivado do acido gama - aminobu-
tirico (GABA), nenhuma evidéncia da interagcdo do Piracetam
com mecanismos gabaérgicos nas sinapses do SNC foi constatada
(SOURANDER et al,1987) Posteriormente, porém, MAILLIS et al

(1988) registraram interacdes dessa substdncia com efeitos
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sinapticos do glutamato, acetilcolina e GABA, em estudos mi-
croiontoforéticos com o cortex somatossensorial e hipocampo
de rato. Esses autores postularam o envolvimento do Piracetam
nos mecanismos neuromodulatdrios e na plasticidade sinaptica
em geral

0 conhecimento da participacdo desse agente nootro-
Pico na atividade neuronal e, pnncipalmente, na interacao
neurotransmissor - receptor é de fundamental importancia para
a elucidacdo de seus efeitos sobre as funcbes cognitivas
Nossos resultados mostrando uma alteracéo na densidade dos
RCM podem contribuir também, apresentando efeitos pOs-
sinapticos "per si" da droga. A maneira pela qual o Piracetam
aumenta o0 numero desses receptores no cortex motor de ratos
jovens e velhos nédo esta clara, é sabido que muitas substan-
cias ditas "psicoatlvas" atuam, diretamente ou indlretamente,
estimulando ou inibindo os sitios de Iligacao (WHITEHOUSE &
SIN AU, 1986). Nossos ensaios investigando atuacbes diretas a
nivel de receptor corroborarlam com os de PILCH & MuLLER
(1988), no que tange a uma acao ndo especifica da droga,
atraves dos resultados obtidos nos experimentos "in vitro" de
competicao. Sugestbes de interagcdo do Piracetam com o0s RCM
somente em concentracfes elevadas foram citadas por BERING &
MuLLER (1985), contudo, em nossos ensaios onde incubamos ate
ImM de Piracetam, nédo evidenciamos qualquer diminuicdo no

"binding" da NMS

Mecanismos fisioldgicos regulando os receptores apods

tratamentos crénicos, podem estar envolvidos no efeito do
Piracetam sobre os sitios colinérgicos 0 fendbmeno de "up
regulation” pode explicar o aumento da densidade dos RCM,

representando uma plasticidade sinaptica. SCHUARTZ et al
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(1978) destacaram duas possibilidades de alteracdes na sensi-
bilidade das ceélulas pods-sinapticas, a primeira dela advoga
que, tais processos podem -Funcionar apenas durante a sinapto
génese e/ou sob condicbes artificiais como a desnervagcdo e 0
bloqueio prolongado da transmiss&o. A segunda considera que
tais alteragcdes possam representar mecanismos homeostaticos
reguladores do controle sinaptico, os quais estariam presen-
tes sempre e seriam mantidos dentro de certos limites apesar
das acentuadas variagcdes do fluxo sinaptico.

A plasticidade do receptor foi observada nos ratos
jovens e adultos, mas ndo foi encontrada nos ratos (PEDIGO &
POLK, 1985; PEDIGO, 1986) ou em camundongos (PILCH & MULLER,
1988) velhos; isso sugere uma falha da plasticidade do siste-
ma muscarinico com a idade Outros autores, contudo, cogita-
ram a idéia da plasticidade também nos idosos, mas ate uma
certa idade, onde haveria uma reducdo drastica da capacidade
de reserva e as perdas neuronais nao poderiam ser mais com-
pensadas (FREUND, 1980; CARLSSON, 1985; UIGET & BRILEY,
1989). Fendbmenos de plasticidade também foram observados em
cérebros humanos apds lesdes subcortlicals, através de estudos
post-mortem dos RCM (BRACCO et al, 1982). PILCH & MuLIER
(1988) néo concordaram em relacionar 0 efeito da
administracdo do Piracetam com processos de plasticidade,
haja visto que a droga ndo Iinteragiu diretamente com o
receptor e isSsO é necessario para a regulagcao. Estes mesmos
autores também sugeriram uma diminuida plasticidade do recep-
tor em animais idosos por diminuicdo da fluidez da membrana
(FREUND et al, 1986)

YOSHIDA (1984) sugeriu que o processo de up

regulation” poderia se originar de um efeito depressor sobre
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a destruicao dos receptores, incluindo a Iinternaiizacao, e
também de um aumento da sintese e transporte intracelular
desses sitios. Mecanismos de fosforilagcao - desfoforll acao
podem também regular os RCM (EHRLICH et al, 1982); um aumento
no "binding"” do CM™MJ QNB foi observado com a desfoforllacao
dos receptores (HO et al, 1988). é sabido que o Piracetam es-
timula a sintese de proteina no cérebro de ratos jovens e
idosos (PLATT et al, 1974; MOUREN et al, 1972), e que as ati-
vidades enzimaticas associadas aos lisossomos sdo reduzidas
(PLATT et al, 1974). A droga causa desfosforilacdo das
proteinas de membrana, segundo HENRY et al (1979), e também
estimula a sintese de fosfo lipidlos, consequentemente, aumen-
tando a plasticidade e fluidez da membrana.

0 aumento da sintese proteica ndo pode explicar o
efeito do Piracetam, pois esta elevacdo nado foi observada
depois da administracdo de uma uUnica dose. Nossos resultados
em mg/g de tecido do contedudo de proteina, também n&o nos
forneceram suportes suficientes para fazer tal relacionamen-
to, haja visto que somente um pequeno aumento significativo
do conteddo proteico foi evidenciado nos animais jovens, além
do mais a parcela de proteina correspondente aos receptores e
minima, diante do conteddo proteico cortical.

Foi sugerido por BARTUS et al (1984) e WECKER (1986)
a atuacdo do Piracetam na neurotransmissao, através de modi-
ficacbes do metabolismo dos fosfollpidios. MOUREN et al
(1972) registraram um aumento de 30 a 50% da concentragcdo dos
derivados fosfatados organicos e, em particular, dos fosfo-
lipidios, devido ao crescimento energético celular obtido
pela elevagcdo das taxas de ATP. Preparagdes neuronais e

slnaptosomals evidenciaram, com o uso da droga, um incremento
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de aproximadamente 50% da atividade enzimatica da fosfol ipase
Ag (WOELK, 1979), que hidrolisa o glicerofosfato, aumentando
os niveis de fosforo (P) e, consequentemente, de ATP. Este
mesmo autor, investigando o efeito do Piracetam (100mg/Kg,
intraperitoneal, durante 3 semanas) sobre o metabol ismo fos-

folipidico em coelhos, comprovou o aumento da incorporacao de

32P no sistema fosfatldilinositol . 0 Piracetam parece também
aumentar a quantidade de inositol no cérebro, haja visto que
o mositol livre deve ser derivado das reacdes de glicdolise
anaerdb ica, pois o0 Iinositol plasmatico ndo pode atravessar a
barreira hematoencefalica. Por sua vez a glicolise ¢é acelera-
da por esse agente nootropico, e isso poderia funcionar como
um fator regulatdrio para o sistema de segundo mensageiro
envolvendo a hidrdlise de fosfoinositidios (COOPER et al,
1986).

A hidrolise fosfo lipidica do inositol estimulada pelo
receptor tem sido proposta como um mecanismo de transducao
para neurotransmissores e hormoénios no SNC e periférico
(FARESE, 1984). Essa hidrolise participa do mecanismo para
mobilizacdo de Ca++, ativacdo da proteina quinase C, esti-
mulacdo da guanilato - ciclase e liberacdo de acido arac-
doénico (NISHIZUKA, 1984). Os dois produtos formados da
hidrolise dos fosfoinositidios sdo IP3 ou InsPg (trifosfato
1,4,5 de inositol ou fosfato de inositol), que estid envolvido
na mobilizacdo de Ca++, e DG <diac llglicerol), que ativa a
proteina quinase C. Estes produtos funcionam como segundos
mensageiros, iniciando uma cascata de sinais que vao conduzir
a uma resposta fisioldgica. Eles poderdao agir isoladamente,
cooperativamente, ou de modo antagdnico, dependendo do meca-

nismo modulatério necessario.
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0 evento principal nesse processo de transducao é a
estimulacdo da fosfodlesterase (PDE), uma fosfolipase C es-
pecifica, feita pela ligagcdo do agonista ao receptor de
membrana. A PDE estimula a hidrdolise de 4,5 - Dbifosfato de

fosfatidilinositol (PIPp ou Ptdins<4,5)Pg) levando a formacao

desses dois segundos mensageiros. 0 fosfato de inositol, que
é solavel na agua, faz uma ligacao ao receptor (RE) no
reticulo endoplasmatico, liberando calcio e, consequentemen-
te, aumentando a concentracdo intracelular desse ion, que

podera diretamente produzir uma resposta bioldgica ou podera
ativar uma calmodulina - quinase, promovendo a fosforilacao
de proteinas especificas, proporcionando também uma resposta
biolodgica. Paralelamente, o diacilglicerol (ipofilico) pode-

ra também promover uma resposta fisioldogica pela producdo de

prostaglandinas e acido aracddnico que, por sua vez, podera
estimular a guanilato - ciclase e gerar GMPc. 0 DG também,
por estimular a proteina quinase C, podera fosforilar as

proteinas (COOPER et al, 1986).

0 papel exato e as funcdbes do sistema fosfoinositi-
dico junto aos receptores no cérebro ndo é conhecida ainda.
Estudos em outros tecidos tém sugerido que a via da proteina
quinase C e os lipidios do inositol podem ser fundamentais na
regulacdo da proliferacdo celular (BERRIDGE, 1984, HIRASAWA &
NISHIZUKA, 1985), pois a estimulagdo méxima da hidrdlise dos
fosfoinos 11lidios, de acordo com BALDUINI et al (1987), coin-
cidiu com o periodo de crescimento cerebral nos ratos, suge-
rindo que esse sistema no cortex cerebral esteja envolvido no
processo de divisao e d1lferenclacédo celular. BALDUINI et al
(1987) também encontraram uma correlagcdo entre os sitios re-

ceptores e o0 metabolismo do fosfoinositol Usando organofos-
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fato cronicamente, em cortex cerebral de ratos, eles obser-
varam uma diminuicdo na densidade dos RCM e um acumulo de
C3HJ InsPs (fosfatos de inositol) estimulado por carbacol,
havendo posterior recuperacdo de forma paralela e num mesmo
temp o

Pelo que foi expresso anteriormente, assoeiando-se as
acbes sobre o sistema fosfoinositidico, aumentando a hidro-
lise de fosfoinositdis, e metabolismo energético, o Piracetam
poderia aumentar os niveis de inositol, e, de acordo com a
correlacdo feita, poderia produzir um aumento na densidade
dos RCM. Para melhor averiguar a participacdo dessa substan-
cia sobre o mecanismo fosf0lnosllidico foram feitos experi-
mentos "in vivo" utilizando, conjuntamente, Piracetam e Clo-
reto de Litio (LiCl) e os efeitos dessa interagcdo sobre os
receptores foram observados.

ALLISON et al (1976) foram os primeiros a evidenciar

que o Litio afetava o sistema dos fosfoinositidios pela ini-
bicdo da enzima Iinositol - 1 - fosfatase, levando a uma
diminuicdo do inositol livre e, correspondentemente, aumen-
tando o nivel de inositol - 1 - fosfato (IPou InsP)|)) (FI1-

GURA 6), no cérebro de roedores e bovinos (HALLCHER &
SHERMAN, 1980), e em eritrocitos humanos (AGAM & LIGONE,
1989). Também BERRIDGE et al (1988) argumentaram que o trata-
mento crénico com Litio levaria a uma redugcdo no inositol

intracelular e, portanto, deplecdo do conteddo da membrana de

fosfatidil - 4,5 - bifosfato (PIPg ou Ptdins”™ 5)Pg) em expe-
rimentos "in vitro', sendo estes efeitos posteriormente con-
firmados "in vivo" Assim, o Litio bloqueia a formacdo de
inositol, impedindo o mecanismo de ativacdo do receptor

Nossas observacbes revelaram que o tratamento crénico
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com LiCl ndo altera a densidade dos receptores muscarinicos
colinérgicos no cortex cerebral de ratos idosos. Ja a admi-
nistracdo combinada de LIiCl e Piracetam pareceu bloquear os
efeitos observados com o Piracetam sozinho. 0 Litio parece,
entéao, interferir no mecanismo de acdo deste nootropico
(FIGURA 6). Com relagcao a atividade acetilcolinesterasica,
nenhuma modificacdo significativa foi vista tanto nos
animais tratados s6 com L.itio, como também naqueles tratados
com as duas drogas 0 conteudo de proteina ndo foi alterado e
também ndo houve qualquer alteracdo comportamental! nos
grupos

Em se tratando de alteracdes feitas pelo Piracetam e
por outros nootropicos sobre a fluidez da membrana, sabe-se,
através de estudos feitos por WOOD et al (1986), que eles
aumentam a fluidez das membranas do SNC Se esse efeito tem
correlacdo com o0 sistema de receptores nada pode ser afir-
mado ¢ sabido que, quando os lipidios sdo metilados, eles
sdo translocados do lado citoplasmatico para fora da membrana
e que essa translocacdo aparentemente diminui a Vviscosidade
da membrana. Isso pode resultar numa liberacdo aumentada de
agentes neuroativos, um aumento na densidade dos receptores e
ativacado da fosfolipase Ag que liberaria acido aracddnico com
uma subsequente producdo de prostaglandinas, tromboxanos e
leucotrienos (COOPER et al, 1986). Ndo se sabe porém, como o
Piracetam altera a fluidez da membrana; é conhecido, como ja
mencionado anteriormente, que ele estimula a biossintese de
fosfo lipid 1 os, ativa a fosfolipase Ag e interfere no meta-
bolismo energético. Talvez esses efeitos possam contribuir de
alguma forma para essas modificacdes na membrana.

0 efeito do Piracetam, entdo, ndo parece ser um
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mFendmeno classico de "up - regulation”, haja visto que a dro-

ga nao se ligou ao receptor muscarimco. Contudo, ndo sO0 a
ocupacao, mas também a ativacdo do receptor é requerida para
a regulacdo do sitio de ligacdo no receptor (EL - FAKAHANY &
LEE, 1986). Desse modo, esse efeito sobre o0os RCM pode

representar um tipo de "up - regulation”™ com a droga agindo

indiretamente através de um segundo mensageiro.
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CONCLUSOES

0 estudo dos efeitos da administracdo de Piracetam

sobre o0s receptores colinérgicos e a atividade acetilcoli-

nesterasica em cortex motor cerebral de ratos jovens e velhos

permitiu as seguintes conclusdes

1

5-0O fenbmeno de

A administracdo de Piracetam causou um aumento signifi-
cativo da densidade dos receptores colinérgicos muscari-
nicos (RCM) em coOrtex motor cerebral de ratos jovens e
velhos. Este aumento foi dependente da dose administrada
e da duracdo do tratament o

A analise de Scatchard mostrou que a administracado cro-
nica da droga (500mg/Kg) causa uma elevacdo na densidade
maxima dos receptores colinérgicos <B(riaK)/ bem como nos
valores da constante de dissociacdo (Kd) nos dois grupos
etarios.

A administracdo de Piracetam (500mg/KQg) ndo provocou
alteracdes significativas da atividade acetilcolineste-
rasica em cOrtex motor de ratos, nem mesmo nos animais
tratados e pré-tratados com Litio (50 e 100mg/Kg)

0 Piracetam ndo alterou a atividade acetilcolinesterasica
"in vitro™.

“up - regulation" parece ser, a primeira
Vvista, 0 mecanismo pelo qual o Piracetam aumenta a densi-

dade dos RCM no cortex motor dos dois grupos etarios es-

tudados

6-0O pequeno aumento do conteudo proteico observado nos

65
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ratos jovens e velhos ndo nos forneceu suporte suficien-
tes para associar 0 mecanismo de "up - regulation” do Pi-
racetam com um aumento da sintese proteica, alem do
mais a parcela de proteina correspondente aos receptores

¢ minima, diante do conteddo proteico cortical

7 - A elevacdo do numero de receptores colinérgicos nos dois
grupos etarios nao parece ser um fendmeno classico de "up
regulation”, haja visto que a droga néao interagiu

diretamente com os RCM

8-0 fato do pré-tratamento com Litio ter bloqueado o efeito
do Piracetam de aumentar a densidade dos RCM sugere o
possivel envolvimento da droga com o mecanismo dos fos-
foinositidios ¢é sabido que o Piracetam aumenta a hidro-
lise de fosfoinositdis e que o Litio bloqueia esse
processo hidrolitico. A droga pode, entao, produzir um
tipo de "up - regulation”, agindo indiretamente através
de um segundo mensageiro, assoeiando-se a iIsto suas pro-
priedades de alterar a fluidez e a plasticidade da mem-

brana
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