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RESUMO

O efeito da administração de Piracetam (100 e 

500mg/Kg, v.o.), durante 1, 7 e 15 dias, sobre a densidade 

dos receptores colinérgicos muscarínicos (RCM) e atividade da 

aceti1colinesterase (AChE) foi estudado em córtex motor cere

bral de ratos jovens e velhos.

Foi observado que o tratamento agudo (24h) não pro

duziu nenhum efeito sobre os RCM, ao passo que, o tratamento 

crônico causou um aumento significativo na densidade dos re

ceptores muscarínicos nos animais jovens (777,2fmo 1es/mg de 

proteína) e velhos (741,9fmo 1es/mg de proteína) em relação 

aos seus respectivos controles (546,0 e 545,4fmoles/mg de 

prot eína) .

A análise de Scatchard mostrou elevações nos valores 

encontrados para a densidade máxima dos receptores muscarí

nicos (Bmax) e para a constante de dissociação (Kd) de ratos 

jovens (Bm = w = 663,4fmoles/mg de proteína; Kd = 0,45nM) e
lUdx

velhos (B_,w = 628,0fmo 1es/mg de proteína; Kd = 0,47nM) não JOll €8 X
tratados (controles) em relação aos animais jovens (Bmax = 

961,9fmoles/mg de proteína; Kd = 0,82nM) e velhos (Bmax = 

747,6fmoles/mg de proteína; Kd = 0,84nM) tratados com Pira

cetam (500mg/Kg), durante 1 semana.

Nenhuma alteração na atividade aceti1colinesterásica 

foi observada nos dois grupos tratados com Piracetam 

(500mg/Kg) durante 1 semana, nem mesmo nos animais tratados e 

pré-tratados com Lítio (50 e 100mg/Kg). Contudo, com uma dose 

menor (100mg/Kg) foi observado uma diminuição significativa 
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na atividade desta enzima.

Nos experimentos "in vitro", a adição de Piracetam em
* f

concentrações variando de l^M até lmM não modificou a ativi

dade da aceti1colinesterase.

A adição de Piracetam”in vitro" demonstrou que a 

droga não interage diretamente com os sítios colinoceptivos 

afastando assim a possibilidade de que um fenômeno clássico 

de "up - regulation" dos receptores possa explicar a elevação 

dos RCM.

A administração combinada de Lítio (50 e 100mg/Kg) e 

Piracetam (500mg/Kg>, durante 1 semana, resultou no bloqueio 

da elevação dos RCM causada pelo Piracetam. Este resultado 

pode ser explicado pelo fato da droga estimular a hidrólise 

de fosfoinositídios e o lítio, por sua vez, causar uma ini

bição desse processo hidrolítico.

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

a um tipo de "up - regulation" onde o Piracetam agiría indi

retamente através de um segundo mensageiro, associado às suas 

propriedades de alterar a fluidez e a plasticidade da mem

brana .
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ABSTRACT

The effect of Piracetam adm 1 n i st r at i on (100 e

500mg/Kg, v.o.) during 1, 7 and 15 days on . the muscarinic 

receptor density (MRD) and acety1cholinesterase activity 

(AChE) was studied ín cerebral motor córtex of young and old 

rat s .

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 ín 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 - 0,84nM0 belonging to the 

group treated with Piracetam <500mg/Kg) during 1 week

No alteration was seen in the acety1cho1inesterase 

activity in the two groups treated with Piracetam <500mg/Kg) 

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 vitro" experiments the addition of 

Piracetam in concentrations ranging from luM up to lmM did 
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not modify the acety1cho1inesterase activity

The addition of Piracetam "in vitro" showed that the 

drug doesnt interact directly with colinoceptíve sites 

discarding the possibility that a classic "up - regulation" 

phenomenon could explain the increase in MRD.

The combined administratíon 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 phosphoinosítides and the lithium 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 íts properties altermg 

membrane fluidity and plasticity could expiam the drug 

effect on muscarinic receptor density.
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1 - INTRPPUC^Q

Numerosos medicamentos recentemente comercializados 

se destinam a agir sobre o sistema nervoso central, melhoran

do o -Fluxo circulatório por efeito vasod i 1 at ador ou anti- 

espasmódico, enquanto outros visam melhorar a oxigenação ce

lular. 0 Piracetam <2 - oxo - pirrolidina - 1 - acetamida) 

(FIGURA 1), um exemplo de droga nootrópica, tem sido vasta

mente estudado por apresentar características protetoras e 

estimulantes a nível cerebral, sendo considerado um ativador 

do metabolismo da célula nervosa.

Os agentes nootrópicos melhoram a aprendizagem e a 

memória nos animais velhos (UALZELLI et al, 1980; BARTUS et 

al, 1981; CAUOY & DELACOUR, 1988) e em animais sujeitos à hi- 

póxia, choques eletroconvulsivos, isquemia, drogas amnésticas 

tais como, escopolamina e antibióticos (GAMZU, 1985; GRAU et 

al, 1987; PIERCEY et al, 1987). Efeitos similares foram ob

servados nos humanos sãos e em pacientes sofrendo de patolo

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

1 ■ 1 - fl. Sistema ÇqI inér^íCQ B. à Memória

0 declínio das funções cognitivas e da memória com o 

envelhecimento normal ou patológico do cérebro tem sido atri

buído a uma perda local ou generalizada das células nervosas, 
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dos dendritos e de sinápses, havendo mudanças degenerativas 

(NORDBERG & WINBLAD, 1981; NARANG 8. CUTLER, 1986; WHITEHOUSE 

& SING AU, 1986). Estudos quantitativos têm mostrado que al

gumas áreas cerebrais são mais susceptíveis de uma diminuição 

relacionada com a idade nos neurônios de pessoas normais, 

enquanto que outras áreas não são (BRODY, 1978; HENDERSON et 

al, 1980). Na doença de Alzheimer (ALZHEIMER, 1907), o envol

vimento neuropat□1ógico do córtex motor e hipocampo 

(CORSELLIS, 1970), e as anormalidades no sistema colinérgico 

sugerem um papel anatômico e bioquímico destas áreas e deste 

sistema, respect1vamente, sobre as funções cognitivas.

Alterações neuroquímicas cerebrais, nos casos de 

demência, incluem mudanças na atividade de enzimas como a co

mo a colina aceti1transferase (CHAT), nas concentrações de 

neurotransmissores tais como dopamina, norepinefrina, seroto- 

nína, além de mudanças 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 

neurotransmissão tenham sido implicados na doença de 

Alzheimer, os mais consistentes e dramáticos achados estão 

relacionados com as deficiências no sistema colinérgico

Estudos farmacológicos no homem, bem como nos ani

mais, sustentam a hipótese de que mudanças funcionais na 

atividade do sistema colinérgico afetam o processo de apren

dizagem e memória. Nos primatas, grandes lesões do sistema 

colinérgico estão associadas às deficiências primárias cogni

tivas, enquanto que pequenas lesões produzem falha na memória 

somente quando os animais são tratados com drogas anticoli- 

nérgicas, tal como a escopolamina (PIERCEY et al, 1987)

A hipótese colinérgica é baseada no fato de que a 
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colina aceti1transferase (ChAT), que pode ser considerada co

mo um marcador da atividade colinérgica pré-sináptíca, tem se 

apresentado diminuída no hipocampo e em regiões do córtex 

frontal associadas com a memória e a cognição. Outros achados 

morfométricos e neuroquímicos da perda de corpos celulares na 

substância inominata (COYLE et al, 1983), deficiências na 

aceti1colinesterase (AChE), uma enzima que degrada a acetil- 

colina (ACh), bem como alterações nos níveis e na síntese do 

próprio neurotransmissor colinérgico, fornecem suporte para o 

envolvimento do sistema colinérgico na demência, é sabido 

também que é na substância inominata que se encontra grande 

parte da inervação colinérgica do córtex cerebral de mamífe

ros, mais especifícamente no núcleo basal de Meynert (nBM), 

nos primatas. Nos roedores esse complexo neuronal equivalente 

ao nBM é conhecido como núcleo basal (nB). Lesões nesses 

núcleos podem simular o quadro patológico da doença de 

Alzheimer (McKINNEY & COYLE, 1982).

Mudanças na atividade pós-sináptica, com um número 

diminuído de receptores e /ou mudanças na afinidade ou função 

do receptor com o avanço da idade, podem ser outra explicação 

estrutural para a diminuição da função intelectual. 0 efeito 

da idade sobre os receptores muscarínicos, no cérebro de ido

sos normais, ainda não foi bem esclarecido. Nenhuma mudança 

ou diminuição no número dos receptores tem sido registrada 

nas áreas corticais do cérebro, em indivíduos normais ou 

dementes (WHITE et al, 1977; PERRY, 1980).

Um melhor entendimento das alterações desses recepto

res, nessas condições, é importante para a compreensão da 

disfunção no sistema colinérgico, servindo para identificar 

as características dos neurônios corticais colinoceptívos
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inervados por esse sistema e também para a tentativa terapêu

tica de aumentar a função colinérgica nos casos patológicos, 

pois muitas drogas neuroativas atuam diretamente ou indireta

mente, estimulando ou inibindo esses receptores.

i.2 - Drogas Noot rópícas; Piracet am (Prot ót ipo)

Nos últimos anos, uma variedade de substâncias tem 

sido clinicamente testada em pacientes idosos, para o trata

mento das desordens cérebro-vasculares relacionadas com a 

idade, e para as síndromes orgânicas cerebrais dos senescen- 

tes; os agentes nootrópicos constituem um exemplo. Sendo cha

madas de "protetoras cerebrais" ou drogas "ps1coat1 vas" 

(SPAGNDLI & TOGNONI, 1983), as substâncias noot rópí-cas, 

segundo GIURGEA (1978), inauguram uma nova classe de medica

mentos que estimulam o sistema nervoso central (SNC) de ma

neira diferente dos psicotrópicos, pois não provocam sonolên

cia, nem sedação ou efeito tranquilizante, e não apresentam, 

também, atividade excitante ou alucinógena (MOYERSOONS & 

GIURGEA, 1974).
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Uma droga nootrópica (GIURGEA, 1977; GIURGEA et al, 

1981) deve: -Facilitar a aprendizagem; melhorar a memória, ser 

antiamnestica; facilitar a transferência interhemisféríca, 

reduzir a sensibilidade cerebral às convulsões, hipóxia ou 

intoxicações químicas e não induzir efeitos colaterais auto-

nômicos e comportamentais, quando administradas em altas

doses e por longo t empo.

Os agentes nootrópicos podem ser classificados em 4

tipos, de acordo com o seu modo de ação, segundo SARTER

(1986):

1 - Drogas agindo por melhorar o estado cerebral de

pois de uma administração crônica;

2 - Drogas que melhoram a aprendizagem (ou capacidade

de reaprend1zagem) por aumentar componentes não 

específicos (não associativos), tais como motiva

ção, vigilância e etc;

3 - Drogas que melhoram a consolidação da memória,

4 - Drogas que facilitam a recuperação.

Sintetizado em 1963, o Piracet am (2 - oxo -pirrolidi- 

na - 1 - acetamida) é tido como o protótipo das drogas noo- 

trópicas. é classificado como uma droga que melhora a ativi

dade cerebral cron1camente, podendo ser gerontoprofi1ático 

Seu peso molecular é igual a 142, e apresenta, quimicamente, 

certa semelhança com o ácido gama-aminobutírico (GABA) 0 nú

cleo da molécula pode ser obtido a partir da simples supres

são de uma molécula de água do ácido seguida de uma cicliza- 

ção (STUBBE & CYPRISIAK, 1967) (FIGURA 1).

A toxicidade aguda do Piracetam foi estudada em rato 

e em camundongo, sendo a dose letal de ingestão situada acima 

de 10g/Kg. A toxicidade crônica (rato Uistar e cão Beagle)
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FIGURA 1 Estrutura química do Piracetam
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foi nula, mesmo acima de lg/Kg/dia, durante ó meses, no rato, 

e de 10g/Kg/dia no cão (GIURGEA, 1972).

Os estudos f armacoc ínét. icos permitiram mostrar que a 

velocidade de distribuição no organismo deste agente nootró- 

pico é rápida, atingindo a taxa sanguínea máxima no homem 

depois de 30 minutos. Sua eliminação também é feita rapida

mente. 0 tempo de meia eliminação, no homem, é de cerca de 5 

horas. A eliminação é total e se faz exclusivamente por via 

urinária (85 a 100%). Em consequência, a molécula do Pirace

tam não é metabolizada.

0 estudo da distribuição dessa droga nos órgãos foi 

realizado no rato, utilizando-se Piracetam marcado por C14 

(OSTROWSKI et al, 1975). Foi concluído que, para a maior 

parte dos órgãos (fígado, rins, coração), a concentração do 

Piracetam era proporcional à concentração sanguínea Para o 

cérebro e cerebelo do rato e o líquido cefa 1orraqu1 díano hu

mano, as concentrações máximas eram alcançadas após períodos 

mais longos, entre 3 e 4 horas, e os tempos de meia-vida eram 

marcadamente mais elevados (7,7 horas). Desse modo, a concen

tração cerebral pareceu aumentar regularmente em relação à 

concentração sanguínea, indicando, claramente, uma afinidade 

particular da molécula pelo cérebro através de um t rofismo 

pelo tecido cerebral

Nos testes farmacológicos clássicos, o Piracetam não 

demonstrou qualquer efeito. Não apresentou propriedade anal- 

gésiga, nem antico 1inérgica, anti-histamínica ou mesmo espas- 

molítica (BOISSIER; HOFF, 1980). Não exerceu ação no sistema 

cardiovascul ar ou respiratório (GIURGEA, 1972) nem interferiu 

no comportamento do animal.

A atividade bioquímica do Piracetam sobre o metabo
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lismo cerebral de animais normais, ao nível dos centros

produtores de energia, consiste essencia 1mente numa acelera

ção da glicólise anaeróbica e respiratória, traduzindo-se por 

aumento do consumo de glicose e de lactato, e por uma produ

ção maior de ATP (DOMANSKA & ZALESKA, 1979). 0 crescimento 

das potencialidades energéticas das células nervosas será a 

principal consequência do aumento das taxas de ATP e da

relação ATP/ADP Os centros consumidores de ATP, tais c orno

as biossínteses das macromoléculas ( fosfolipídios, ácidos nu-

cleicos, etc.), serão os mais beneficiados, havendo um aumen

to de 30 a 50% na concentração dos derivados fosfatados orgâ

nicos e, principalmente, dos fosfolipídios.

Nos casos de hipóxia, o Piracetam acelera os proces

sos de restauração da atividade bioquímica normal da célula 

A síntese dos ácidos ribonuc1eicos, particularmente atingida 

pela hipóxia, volta mais depressa ao normal.

As proteínas são sintetizadas ao nível dos polirn- 

bossomos. Uma célula terá uma síntese proteica tanto mais 

ativa quanto mais elevado for seu teor em polirribossomos 

Nas células nervosas, a ligação entre a capacidade de memori

zação e o teor em polirribossomos já foi estabelecida. Com o 

envelhecimento, o número de polirribossomos diminui. 0 Pira

cetam, contudo, manifesta seu efeito, reformando as estrutu

ras ativas (polirribossomos), a partir das estruturas inati

vas (monômeros) .

Dados farmacológicos e bioquímicos tendem a eviden

ciar uma ativação específica da célula do córtex cerebral na 

presença desse nootrópico. Suas indicações clínicas são "a 

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

célula cerebral for submetida a um estado de "stress" ou de 
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sofrimento, tais como:

- oxigenação cerebral deficiente;

- agressão pelos tóxicos mais diversos;

- perturbações de natureza desconhecida, em que o 

funcionamento da célula cortical está comprometido 

como, perturbações da memorização, do aprendizado e 

da concentração intelectual.

Os efeitos do Piracetam melhorando a aprendizagem e a 

memória (UINCENT et al, 1985; MONDADORI et al, 1986), e sua 

indicação nas síndromes psico-orgânicas senis, têm sido 

objeto de numerosos estudos Seu envolvimento com o sistema 

colinérgico constitui um problema de considerável interesse 

para a obtenção de futuras drogas para o tratamento da doença 

de Alzheimer. Poucos dados sugerem que o Piracetam pode 

interferir com funções colinérgicas pré-sináptícas, talvez 

aumentando a captação neuronal de alta afinidade da colina 

(WURTMAN et al, 1981; PEDATA et al, 1985). Contudo, SHIH &

PUGSLEY (1985), juntamente com outros autores, não confirma

ram essa hipótese. 0 efeito combinado do Piracetam e dos pre

cursores colinérgicos sobre a síntese da acetilcolina e/ou 

liberação deste neurotransmissor é ainda controversa

Muitos experimentos evidenciam uma grande perda dos 

terminais nervosos pré-sinápticos colinérgicos do córtex 

cerebral e hipocampo na demência pré-senil, não sendo isto 

acompanhado por alguma mudança significativa nos receptores 

pós-sinápticos, segundo QUIRION & col. (1986). Desse modo, os 

receptores muscarínicos colinérgicos pós-sinápticos podem 

representar um possível alvo de atuação dessas drogas 

nootrópicas (PILCH & MciLLER, 1988).
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1.3 - Recept ores Colinérg icos Muscarínicos

0 conceito de que a maioria das drogas, hormônios e 

neurotransmissores produziam seus efeitos interagindo com os 

receptores nas células, foi introduzido por John Newport 

Langley, em 1905. LANGLEY (1906) criou o termo "substâncias 

receptivas" ou "receptoras" quando escreveu sobre os sítios 

de ação da atropina e pilocarpina e também da nicotina e cu

rare. A partir daí, então, o conceito de receptores passou a 

ser vastamente utilizado pelos farmaco1ogistas. 0 receptor 

seria, portanto, um sítio de competição para agonista e 

antagonista, e o estímulo produzido pelo agonista através de 

um mecanismo ainda não bem esclarecido, levaria a uma deter

minada resposta fisiológica (LADURON, 1984).

A idéia que a sensibilidade dos tecidos às drogas era 

principa 1mente controlada pelas propriedades e quantidades de 

receptores presentes num determinado tecido (YOSHIDA, 1984), 

embora outros fatores também não fossem excluídos, juntamente 

com a compreensão dos efeitos agonistas e antagonistas sobre 

o comportamento, levaram não só à perspectiva de criação de 

novas drogas mais específicas e eficazes, mas também estimu

laram os cientistas à pesquisa exaustiva da natureza desses 

receptores, investigando suas propriedades neuroquímicas e 

est rut ura 1s .

Os receptores colinérgicos muscarínicos (RCM) são 

abundantes no sistema nervoso central. Evidências oriundas 

dos estudos funcionais e de "binding", usando radio 1igantes, 

têm revelado característícas importantes desses receptores no 

cérebro, podendo-se citar como exemplo, antagonistas
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c 1 ássicos de

escopolamina

receptores muscarinícos, como N - metil 

<C3H] NMS) e benzilato de quinuclidil (C3HJ

QNB), que se ligam com alta afinidade a uma única população 

de receptores (HULME et al, 1978). Outros estudos, porém, têm 

sugerido a existência de ligações heterogêneas com agonistas 

e antagonistas nestes receptores (ROM) em vários tecidos de

mamíferos, incluindo o cerebral (CAULFIELD & STRAUGHAM, 1983; 

CORTÊS & PALACIOS, 1986). Recentemente, a Pirenzepina (PZ), 

um composto com atividade ant1muscarínica seletiva, tem sido 

apontada por HAMMER et al (1980), em distinguir subclasses 

diferentes de RCM .

Os subtipos de receptores muscarínicos Mj e Mg são

caracterizados por exibirem uma alta e uma baixa seletividade 

à Pirenzepina (PZ), respect1vamente. Parecem também diferir 

quanto as suas distribuições e mecanismos de acoplamento

receptor-efetor (HEPLER et al, 1987).

EVANS, WATSDN & YAMAMURA (1985), examinando o desen

volvimento dos receptores muscarínicos em córtex cerebral e 

coração de camundongos, através da técnica de "binding1 e 
Q 3

usando Pirenzepina (C H3 PZ) e benzilato de quinuclidil (C H 

QNB) como ligantes, encontraram predominantemente no cortex 

cerebral, receptores muscarínicos com alta afinidade para 

C3H3 PZ, ditos receptores M|(RCM1), enquanto que, no coração 

a grande quantidade encontrada foi de Mg(RCMg).

No sistema nervoso central de ratos, o subtipo M^ 

pareceu predominar no corpo estriado, hipocampo e córtex 

cerebral; o 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 líquida de alta "performance" (HPLC), os sítios de liga

ção dos RCM foram purificados e sua natureza glico-proteica 

confirmada (HAGA & HAGA, 1985). A sequência de aminoácidos 

destas proteínas foi, determinada com o auxílio da tecnologia 

do DNA recombinante (FUKUDA et al , 1987; BONNER et al, 1987),

representando um avanço na caracterização dessas moléculas 

receptoras. BONNER et al (1987) registraram a existência de 

quatro genes diferentes para codificar os receptores musca

rínicos de ratos, sendo designados de mp mg, mg e m^ 

Estudos em suínos permitiram a caracterização 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 análise da sequência de nucleotideos 

codificadores dos receptores colinérgicos de suínos, apresen

tando uma sequência pratícamente idêntica ao PMj e PMg, res

pectivamente. Já os receptores HMg e HM^ apresentaram se

quências de aminoácidos diferentes das observadas nos suínos

Com relação a interação droga-receptor, a estimulação 

destes receptores muscarínicos resulta na ativação de vários 

sistemas transmembrana de sinalização, incluindo: a) inibição 

direta da adeni1cic1 ase e uma diminuição no AMP cíclico 

(HARDEN et al, 1986); b) ativação direta da fosfolipase C e 

um aumento na concentração celular de fosfato de inositol

(InsP) e diac 11g1icero1 (DG) (HARDEN et al, 1986); c) aumento 

no Ca+^ citosólico induzido pelo InsP, seguido de aumento nas

celulares de ácido aracdônico e GMP c í c 1 1 c o

(DEGEORGE et 1987); d) regulação de uma variedade de

condut âncias iônicas de membrana (CHRISTIE & NORTH, 1988),

al ,

como por exemplo, a abertura de certa classe de canais de

K+ (CODINA et al, 1987)
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Uma clara associação das subclasses de receptores com 

respostas bioquímicas particulares nao foi ainda estabeleci

da. YAMAMURA & SMITH (1984), GIL & UOLFE (1985) sugeriram que 

os RCMj estariam relacionados com o metabolismo de fosfoino- 

sitídeos, sendo isso confirmado, posteriormente, por McKINNEY 

et al (1988); este tipo de receptor seria mediador de efeitos 

excitatórios no córtex e hipocampo (DUTAR & NICOLL, 1988) Ja 

os receptores Mg(RCMg) estariam envolvidos com a inibição da 

atividade da aden11c1c1 ase nos tecidos cerebrais.

Estudos ontogênicos do cérebro de rato sugerem que os 

receptores M^ e Mg podem apresentar, no período pós-natal, 

modelos de desenvolvimento diferentes, sendo os RCM^ primei- 

ramente desenvolvidos (MIYOSHI et al, 1987), aumentando sua 

densidade com o avanço da idade (EVANS et al, 1985) Em cére

bros humanos adultos, GARVEY et al (1984), encontraram os 

dois subtipos de receptores muscarínicos no córtex frontal

A perda de moléculas receptoras sinápticas ou uma 

diminuição da afinidade para com seus respectivos neurotrans- 

missores, pode ser a base para o envelhecimento do cerebro

Estudos sobre alterações no receptor colinérgico durante a

velhice e nos casos de demência são disponíveis, mas mcer-

tos. A densidade dos receptores colinérgicos muscarínicos

(RCM), tanto no homem como nos animais idosos em relação aos 

animais jovens, está diminuída (FREUND, 1980; PEDIGO et al, 

1984) ou não está alterada (MORIN & WASTERLAIN, 1980, DRAVID, 

1983). Já nos casos patológicos, como na doença de Alzheimer, 

a população desses receptores parece também estar diminuída 

(WOOD et al, 1983), não 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 os es

tudos autorradiográficos muito têm contribuído para o escla

recimento destas alterações. A densidade de receptores mus

carínicos <B> expressa em fentomoles por miligrama de proteí

na, para cada concentração do ligante radioativo utilizada é 

determinada pelos experimentos de "binding”, sendo a densida

de máxima (Bmax) destes receptores, bem como a constante de 

dissociação no equilíbrio (Kd), obtida pela análise 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 químicos e mostraram que a en

zima responsável pela hidrólise da acetilcolina era diferente 

das outras esterases até então conhecidas. A enzima foi cha

mada colina-esterase e foi encontrada primeiramente no soro 

de cavalo. Posteríormente, as colinesterases foram também en

contradas no soro e células sanguíneas 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 reação enzimática. ALLES & 

HAWES (1940) compararam o substrato cinético da colinesterase 

em soro humano com o das células sanguíneas, e observaram que 

estes substratos eram diferentes. Eles também demonstraram
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que, enquanto a col inest erase do,s eritrócitos humanos h1 d ro-

lisava acetil beta - met i1 colina numa velocidade s ign 1 -

ficante, a colinesterase sérica dificilmente hidrolisava este 

substrato (MAIN, 1979).

Em 1949, AUGUSTINSSON & NACHMANSOHN denominaram a co-

linesterase do eritrócito e também predominante no tecido 

nervoso de aceti1colinesterase (AChE) e a colinesterase séri-

ca de butiri1co1inesterase ou pseudocolinesterase (BuChE),

haja visto que estudos anteriores (MENDEL & RUDNEY , 1943,

NACHMANSOHN, 1944) revelaram que a colinesterase das células

sanguíneas era específica, hidrolisando somente ésteres da

colina e a colinesterase sérica não era; que também a coli-

nesterase presente no tecido nervoso hidrolisava a ACh muito

mais rapidamente que a butiri 1co1inesterase. Dessa ■Forma, e n -

tão, a aceti1colinesterase é uma enzima ligada as membranas

celulares com a função fisiológica de hidrolisar a ACh

liberada dos neurônios co 11nérgicos.

As colinesterases estão localizadas na membrana pos-

sinápt ica, podendo também ser encontradas no axônio do nervo,

sarcolema e sarcoplasma do tecido muscular, em tecidos não

neuronais tais como: plasma, eritrócitos e plaquetas (MAIN,

1979). Em cérebros de ratos, uma alta AChE

■Foi observada em neurônios do st riatum, no núc1eo lateral do

tálamo, no tubérculo olfatório e no núcleo accunbens, em

outras áreas a atividade acet11colinesterásica apresentou-se

em menor grau (PALKOVITS & JACOBOWITZ, 1974). Em camundongos

neonatais, FIEDLER et al (1987) observaram que a at ividade da

enzima era baixa, havendo aumento e post erior equi1íbrio 20

dias após o nascimento. BALDUINI et al (1987) também encon-

traram atividade aumentada durante o desenvolvimento do cere-
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bro de rat os

Em en c é f a 1 o humano, estudos feitos por VIANA et al 

(1984), revelaram que as maiores concentrações de acetilcoli- 

nesterase estavam no neoestriado, seguindo-se o neocerebelo, 

paleocerebelo e paleoestriado.

A aceti1colinesterase pode apresentar-se em diferen

tes formas moleculares que se diferenciam através da 

solubilidade e modo de ligação à membrana celular (MASSOULIé 

& BON, 1988). Atualmente existem seis formas moleculares 

diferentes; G^ e G^ são as predominantes no cérebro (PERRY, 

1986). Estudos em tecidos corticais têm revelado a perda 

seletiva da forma molecular G^ (tetramétríca) nos casos de 

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

1.5- Objetivos

0 presente trabalho procura mostrar que o Piracetam 

poderá ser utilizado no tratamento das disfunções cerebrais, 

princ1pa 1mente dos casos de demência senil, por sua influên

cia na densidade dos receptores colinérgicos muscarínicos 

Para isso, então, foram feitos estudos com alguns componentes 

do sistema colinérgico (receptor muscarínico e atividade 

aceti1colinesterásica) no córtex motor de ratos, em função da 

idade, após tratamento crônico com Piracetam, sendo determi

nada:

a) a densidade (Bmax) e a afinidade (Kd) dos receptores mus

carínicos nos grupos tratados e não tratados.

b) a atividade da enzima aceti1colinesterase (AChE) e o
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conteúdo de proteína em ambos os grupos.

c) a provável atuação da substância sobre os sítios colino-

ceptivos e sobre a ac eti1co 1inesterase (mecanismo de 

ação).



2 - MATERIAL £ MÉTODOS

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 Ciências da Saúde da 

Universidade Federal do Ceará.

Durante os experimentos todos os animais Foram 

mantidos em caixas com no máximo 6 animais, em condições am

bientais semelhantes, submetidos a um ciclo de alternância de 

claridade e escuridão a cada 12 horas, determinado pela du

ração do dia e da noite na região, com livre acesso à água e 

ração do tipo "Purina" (Brasil).

2.2 - Preparo das Drogas

Ampolas com 200mg/ml de Piracet am (Nootropil - Rhodia

S.A., Bélgica) foram utilizadas nos experimentos para a 

administração oral.

Dez gramas de Hidróxido de Lítio (UETEC - Química

Fina Ltda, Brasil), dissolvidas em água bidestilada foram 

18
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necessárias para a obtenção de uma solução de 100mg/ml de 

C1oret o de Lítio, ajustado a um pH 7,6 com o auxílio de ácido 

clorídrico concentrado (Reagen - Quimibrás Indústrias 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 etárias diferen

tes (3-4 meses e 12 - 30 meses), sendo tratados entre 8 e 

10h da manhã, durante 1, 7 e 15 dias, com 100 e/ou 500mg/Kg 

de Piracetam Também foram feitas administrações combinadas 

de Piracetam (500mg/Kg) e Cloreto de Lítio (50 e 100mg/Kg). 

Para tais experimentos foram utilizados ratos albinos (12 

30 meses), os quais foram tratados inicialmente com Cloreto 

de Lítio e, após 30 minutos, com Piracetam, durante 7 dias 

As drogas foram administradas por via oral, utilizando-se uma 

cânula intra-gástrica de polietileno, num volume final de lml 

para cada animal. Os animais controles foram tratados com 

solução salina 0,9%.

Trinta minutos depois da administração da(s) dro

gais), os animais foram observados durante 90 minutos no meio 

e no final do tratamento, a fim de se verificar possíveis 

alterações comportamentais nos grupos tratados.

Após vinte e quatro horas da última administração, os 

animais foram sacrificados, seus cérebros removidos e as 

áreas cerebrais dissecadas sobre gelo.
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2.4 - Dissecação das áreas Cerebrals (Hipocampo, Núcleos Jã 
Base, Córtex Motor e Somat osensorial )

Os animais foram decapitados com uma guilhotina 

Harvard, USA, e, em seguida, os encéfalos foram rapidamente 

retirados e colocados numa lâmina de metal sobre gelo

Acompanhando a fissura sagital mediana, a camada cor- 

tical cerebral foi liberada das 1eptomeninges com a ajuda de 

uma pinça reta de m1crodissecação que divulsionou o córtex, 

delicadamente, em toda a sua extensão fronto-occíp11a 1 0

córtex já divulsionado foi rebatido para os lados, expondo 

parte do hipocampo que, com divu1 sionamento foi descolado e 

ret irado.

Os núcleos da base (caudado, putamen e globo pálido) 

foram isolados das estruturas cireunjacentes por divulsiona- 

mento com uma tesoura de microdissecação, sendo a sua retira

da orientada pelo diâmetro da porção tuberosa visível desses 

núcleos, após o rebatimento lateral do córtex.

Após retirada dos núcleos, o rebatimento da camada 

cortical foi desfeito, procurando-se reconstituir o contorno 

dos hemisférios cerebrais e recolocar o córtex na sua posição 

inicial. Com uma tesoura de microdissecação foi retirada uma 

porção superior e mediana do córtex, numa extensão de cerca 

de 3 - 5mm, tendo como limite posterior um plano imaginário 

que dividiría o cérebro em partes iguais, anterior e poste

rior. Esta porção retirada corresponde à área motora do 

córtex fronto-parietal (ZILLES & WREE, 1985).

0 córtex somatossensorial foi retirado com o auxilio 

da tesoura de microdissecação, numa extensão de cerca de 3 

5mm anteriores ao plano frontal já mencionado anteriormente,
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imediatamente acima da fissura rinal, na face lateral de cada 

hemisfério cerebral.

Após a dissecação, cada área cerebral foi colocada em 

papel de alumínio, pesada e armazenada a - 10°C para uso pos

terior. 0 córtex motor foi utilizado nos nossos experimentos, 

sendo conservado no máximo, durante 24 horas. Contudo, em 

alguns experimentos iniciais esta área foi estocada por um 

maior período de tempo (máximo de 7 dias), sendo, porém, os 

tecidos considerados viáveis para experimentação 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:

- Balança analítica (modelo H5, Mettler, Suiça);

- Balança Mettler (modelo P3, Suíça);

- Banho-maria (FANEM, São Paulo, Brasil),

- Cubetas de plástico (Sarstedt, Alemanha Oriental);

- Espetrofotômetro (modelo DU, Beckman, Fullerton, CA, EUA) 

com medidor de absorbância digital (Modernization System, 

Gilford, Oberlin, Ohio, EUA);

- Homogeneizadores (Belco, EUA);

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

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

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

Eng1and ) ;



- Aparelho para filtração a vácuo (Millipore apparatus, 

Bedford, MA, EUA);

- Estufa de secagem (modelo 315 SE, FANEM, São Paulo, Brasil)

- Frascos de vidro para contagem de cintilação (Value Vials, 

Beckman, Fullerton, CA, EUA);

- Contador de cintilação líquida (LS - 100, Beckman,

Fullerton, CA, EUA)

2,6- Técnicas

2.6.1 - Determinação da Densidade de Receptores Muscarínicos 
(Técnica de "Binding")

2.6.1.1 - Soluções Reagentes

As seguintes soluções reagentes foram empregadas

nessa técnica:

- Solução estoque de N - metil - escopolamina. cloreto de 

C3HJ NMS <85 Ci/mmol, New England Nuclear, Boston, MA, EUA) 

23,52nM em tampão fosfato de sódio 150mM, pH 7,4;

- Solução estoque de atropina: sulfato de atropina (Sigma, 

St. Louis, MO, EUA) 0,5mM em água bidestilada;

- Tampão fosfato de sódio. NaHgPO4.H20 (Reagen, Rio de Janei

ro, Brasil) 150mM em água bidestilada, pH 7,4, ajustado com 

solução de HC1, IN (Merck, Rio de Janeiro, Brasil);

- Coquetel de cintilação; 0,5g de p - bis - 2 - (5 - fenil- 
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oxazolil) benzeno, POPOP (Sigma, St. Louis, MO, EUA) e 4,0g 

de 2,5 - difeni1oxazo1, PPO (Sigma, St. Louis, MO, EUA) 0 

volume foi completado para 1000ml com tolueno para cinti- 

lação (Beckman, Fullerton, CA, EUA).

2.6.1.2 - Método

A densidade de receptores muscarínicos foi determi- 

nada utilizando-se E HJN - meti1 - escopolamina como ligante 

específico dos receptores muscarínicos, por apresentar, se

gundo WHEATLEY (1988), a capacidade de:

- interagir com os sítios específicos exitentes nos fragmen

tos de membranas dos tecidos homogeneizados;

- ficar retida no filtro de fibra de vidro que permite apenas 

a filtração de partículas de tamanho inferior a l^m.

Desse modo a C3H3 NMS marca espec1ficamente os 

receptores colinérgicos presentes no tecido estudado (B 

"bound").

A atropina (12,5u.M), outro antagonista muscarínico, é 

acrescentada, na forma não marcada, nos tubos correspondentes 

ao "binding'' não específico, numa concentração muito superior 

a da C3H] NMS (2,35nM), para assim interagir, seletivamente, 

com os mesmos sítios de ligação do receptor, deslocando o 

ligante tritiado, deixando-o livre. Este ligante livre (F 

"free") é retido no filtro, e a radioatividade é contada por 

cintilação líquida, correspondendo às ligações não especifi

cas
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Assim, homogeneizados a 10% (peso/volume) do tecido 

cerebral em estudo foram feitos em tampão fosfato de sódio 

Rapidamente, alíquotas de 10^1 de homogeneizado foram pipe- 

tadas em duplicatas e triplicatas, na presença ou não de sul

fato de atropina, respectivamente, segundo DOMBROWSKI (1983) 

Todas as amostras foram incubadas com [ H1 NMS 2,35nM e 

tampão fosfato de sódio num volume final de 200yu.l , para expe

rimentos de ponto único. Nos experimentos de saturação, o 

ligante foi utilizado em concentrações que variavam de 0,058 

a 9,408nM.

Após incubação a 37°C, em banho-maria, por 30 minu

tos, a reação foi terminada por filtração a vácuo em filtros 

GF/B Whatman. Os tubos de ensaio foram lavados 3 vezes com 

4ml de solução gelada de cloreto de sódio 0,9% (peso/volume) 

Os filtros foram secos em estufa a 60°C, por no mínimo 2 

horas, e colocados em frascos contendo 3ml do coquetel de 

cintilação. A radioatividade foi medida após 2 horas, de modo 

a permitir que os filtros ficassem translúcidos, em um 

contador de cintilação líquida, com eficiência média de 48% 

A ligação específica foi calculada pela diferença da ligação 

total e da ligação não específica, sendo os resultados ex

pressos em fentomoles por miligrama de proteína.
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2.6.2 - Dosagem de Proteína

2.6.2.1 - Soluções Reagentes

Para a dosagem de proteína foram usados os 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 NaK.4HgO (Grupo Quí

mica, Rio de Janeiro, Brasil) a 1%,

- Reagente C: solução 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 água bidestilada;

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

EUA) lmg/ml em água bidestilada.

2 6.2.2 - Mét odo

A quantidade de proteína em homogeneizados de córtex 

cerebral foi determinada utilizando albumina sérica bovina 

como padrão, de acordo com o método de LOWRY e colaboladores 

(1951), que emprega duas reações de formação de cor para 

analisar a concentração proteica fotometricamente

Inicialmente é feita uma reação biureto de baixa 

eficiênciana qual os íons de cobre alcalino produzem uma cor 
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azulada na presença de ligações peptídicas. Esta cor biureto 

é características de todas as proteínas e fornece uma cor 

básica de fundo para a próxima etapa do ensaio. Depois, o 

método emprega uma mistura complexa de sais inorgânicos, o 

reagente de Fo1in-Cioca1teu, que produz uma cor verde azulada 

intensa na presença de tirosina ou triptófano livres ou 

ligados à proteínas. Como as quantidades desses dois aminoa- 

cidos são geralmente constantes nas proteínas solúveis, com 

poucas exceções, a cor das reações (verde - azulada) é indi

cativa da presença de proteína e a intensidade da cor 

proporcional à concentração. Esta coloração é medida no com-

P r1men t o de onda de 750nm, através de um espectrofotômetro

Beck man DU, acoplado a um sistema de modern1zaç ão da

Gi1ford, USA .

2.6.3 - Determinação da Atividade Ac eti1colinesterás 1ca (AChE)

2.6.3.1 - Soluções Reagentes

Foram utilizadas as seguintes soluções reagentes

- tampão fosfato de sódio. NaHgPO^.HgO (Reagen, Rio de

Janeiro, Brasil) 0,1M em água bidestilada, pH 7,0;

- solução de iodeto de aceti1tiocolina, ATC (Sigma, St

Louis, MO, EUA) 75mM em água bidestilada;

- solução do ácido 5:5' - ditiobis - 2 - nitrobenzoato, DTNB

(Sigma, St. Louis, MO, EUA) 10mM em tampão fosfato de 

sód io
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26.3.2 - Método

A atividade acetilcolinesterásica foi determinada 

segundo ELLMAN e colaboradores (1961), tendo como principio a 

medida da velocidade de produção de tiocolina à proporção que 

a acetíltíocolina (ACT), utilizada como substrato é hidrol1 - 

sada Isto é acompanhado pela reação contínua do tiol com o 

íon 5.5 - ditiobis - 2 - nitrobenzoato (I) para produzir c 

ânion amarelo do acido 5 - tio - 2 - nitro - b e n z ó 1 c o (11), 

cuja coloração é medida em 412 n m, através de um espectrofo-

milésimos de absorbâncias)

t o m e t r o Beckman D(J acoplado a um sistema de modernização da

G11 ford, EUA, o que permitiu leituras automáticas em sistema

digital e forneceu maior sensibilidade (leitura em décimos de

h2o ♦ (CH3)3ícH2ai2sc(iai3-!afiÍ!i^ (ch3)3íwi2ch2s’* -ch2coo_ - 2H*

(CHq♦ RSSB -------- > (CHqJqNCHoSSS ♦ K"
(I) (II)

COO
A atividade enzimática e medida através da leitura da 

variação da absorbância por minuto, durante 3 minutos, sendo 

a reação linear durante pelo menos 10 minutos (ALLES & HAWES, 

1953) A atividade específica foi expressa em nmoles de ATC 

hidrolisados por miligrama de proteína por minuto



2.7 Análise Estat ística

A análise estatística 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 não 

pareado, baseado num nível de significância de 5%.

Nos experimentos de saturação foi feita a análise de 

regressão linear.



3 - RESULTADOS

3.1 - Efeito d a Administração de Piracetam sobre os Recepto
res Col inérg icos Mus£a..r-íiLÍ£.fl5. <,R.CM ? ê. a. Atividade da
Acet i1colinest erase (AChE) em Cort ex Mot or Cerebral dÊ 
Rat os - Experimentos "i n vivo"

A TABELA 1 apresenta o efeito da administração oral 

do Piracetam, durante uma semana, sobre a densidade dos re

ceptores muscarínicos, no córtex motor de ratos jovens e ve

lhos em função da concent racão da droga. Os resultados mos

tram um aumento significativo no numero de receptores, ex

pressos em fentomoles por miligrama de proteína, no grupo dos

ratos jovens (777,2fmoles/mg de proteína, p < 0,05) e idosos 

(741,9fmo 1es/mg de proteína, p < 0,01), na dose de 500mg/Kg 

de Piracetam, equivalendo a um percentual de aumento de 

42,34% e 36,03%, respectivamente, em relação aos grupos con

trole (546,0 e 545,4fmoles/mg de 

ficativo, um pequeno aumento na 

ceptores foi também observado 

100mg/Kg da droga nos animais de

proteína). Embora não sigm- 

densidade destes sítios r e - 

após a administração de 

idade avançada.

0 efeito da administração crônica d e Piracetam

(500mg/Kg), alterando a densidade dos receptores muscar ín1 -

cos foi verificado mesmo após uma semana de tratamento

(485fmoles/mg de proteína, p < 0,01), sem haver alteração na 

atividade aceti1colinesterásica (TABELA 2). Nesta mesma tabe

la, com a administração de Piracetam (500mg/Kg) durante 15 

dias foi observado novamente um aumento significativo

29
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TABELA 1 - Efeito da administração do Piracetam sobre a den

sidade dos receptores muscarínicos no córtex motor 

cerebral de ratos jovens e velhos.

PIRACETAM 
(mg/K g)

RECEPTOR MUSCARfNICO (fmol/mg de proteína)

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)* 741,9 + 11,68 (8)**

□s animais foram tratados com Piracetam (100 e 

500mg/Kg, por via oral), diariamente, durante 1 semana Os 

valores representam a média + desvio padrão do número de 

animais em parênteses.

* p < 0,05

** p < 0,01 (teste t. de Student)
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TABELA £ - Efeito da administração do Piracetam sobre a den

sidade dos receptores muscarínicos e atividade 

aceti1co11nesterásíca (AChE) no córtex motor de 

ratos em função do tempo.

TEMPO DE
ADMINISTRACSO

RECEPTOR MUSCARÍNICO 
(fmol/mg proteína)

ATIVIDADE DA AChE 
(nmol/mg proteína/min.)

Cont role 356,0 ± E8,03 (10) E3,9 + E,41 (9)

1 semana 485,0 + 31,03 (4)* £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 padrão 

do número de animais em parênteses.

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

jovens.

Nenhuma diferença significativa no número de recep

tores foi vista após vinte e quatro horas de administração de 

uma única 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 diminuição não significativa de 6,4% e de 4% na 

densidade dos receptores colinérgicos de ratos jovens e ve

lhos, respectivamente, em relação 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.

□s resultados das curvas de saturação (TABELA 4) 

mostraram um aumento nos valores encontrados para as densi

dades máximas dos receptores muscarínicos < B|r)ax) tanto nos 

ratos jovens ( 961. , 9f mo 1 es/mg de proteína, p < 0,05) como nos 

de idade avançada (747,6fmoles/mg de proteína, p < 0,05) tra

tados diariamente com 500mg/Kg de Piracetam, durante uma se

mana, por via oral, quando comparados com os valores dos seus 

respectivos controles, 663,4 e 628,0fmo 1es/mg de proteína 

Houve também um aumento nos valores da constante de disso

ciação de equilíbrio (Kd) de ambos os grupos (0,82 e 

0,84nM) em relação aos controles jovens (0,45nM) e velhos 

(0,47nM), respectivamente. Os valores de Kd não se apresen

taram diferentes e só uma pequena diminuição nos valores de 

B_ = w foi vista ao se comparar os animais jovens e velhos não m ct m

tratados com a droga

As FIGURAS 3 e 4 mostraram "Scatchard" representa-
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TABELA 3 - Efeito da administração de uma única dose de Pira

cetam sobre a densidade dos receptores muscaríni

cos no córtex motor cerebral de ratos jovens e ve

lhos.

CONDIGNO RECEPTOR MUSCARÍNICO

JOVENS

(■Fmol/mg de proteína)

VELHOS

Cont role 592,9 + 12,72 (7) 620,8 + 9,30 (3)

Piracetam 630,8 + 24,16 (7) 600,5 ± 53,8 (3)

Os animais foram sacrificados 24 horas depois da ad

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

representam a média + desvio padrão do número de animais em 

parênt eses.
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| MOLE
FIGURA 2 - Percentagem de aumento da densidade de receptores 

colinérgicos (RCM) em córtex motor cerebral de 

ratos jovens e velhos, com administração de 

Piracetam (500mg/Kg, por via oral) numa única dose 

(24h) ou durante 7 dias, diariamente. Os valores 

mostrados em parênteses representam o número de 

animais utilizados.

* P < 0,05

* * P < 0,01 (teste t. de Student)
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TABELA 4 - Efeito da administração de Piracetam sobre a den

sidade dos receptores muscarínicos (Bma><) e cons

tante de dissociação (Kd) no córtex motor de ratos 

jovens e velhos.

RATOS TRATAMENTO B
(fmol/mg max . . .prot eina)

i 
i

i 
i

i 
i

i 
i

i 
i

i 
i

i 
i

i 
i

i 
— 

i

i 
xá z: 

i 
1 ü 

C 
i 

i 
i

i 
i

i 
i

i 
i

i 
i

i 
i

i 
i

Con t ro 1e 663,4 +. 101,81 (4) 0,45 + 0,06 (4)

Jovens

Piracet am 961,9 ± 109,70 (4)* 0,82 ± 0,15 (4)*

Con t ro 1e 628,0 + 33,54 (3) 0,47 + 0,05 (3)

Velhos

Piracet am 747,6 + 12,24 (3)* 0,84 ± 0,06 (4)**

Os animais foram tratados com Piracetam, diariamente, 

durante 1 semana (500mg/Kg, p.o.). Os valores representam a 

média + desvio padrão do número de experimentos em parênte

ses feito com o tecido cerebral de 3 - 4 animais.

* P < 0,05

** p < 0,01 em relação aos respectivos controles (teste t_ de

St udent)
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tivos do "binding" especifico da C3H3 N - metilescopolamina 

nos córtices cerebrais motores de ratos jovens e idosos de

pois da administração de Piracetam 500mg/Kg, durante uma e 

duas semanas. Os coeficientes de correlação obtidos por 

regressão linear nos animais jovens (FIGURA 3) foram r = 

0,988 e r = 0,970 para o controle ( Bmax = 664,8 fmoles/mg de 

proteína, Kd = 0,47nM) e para o grupo tratado coin Piracetam 

(500mg/Kg), durante 15 dias (Bmax = 774,7 fmoles/mg de 

proteína; Kd = 0,55nM), Já nos idosos (FIGURA 4) os valores 

dos coeficientes de correlação obtidos foram r = 0,986 para 

o grupo controle (Bmax = 634 fmoles/mg de proteína; Kd

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

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

proteína; Kd = 0,90nM) e 15 dias (BmaM = 838,7 fmoles de pro

teína; Kd = 0,95nM), respect1vamente. A representação gráfica 

das curvas de saturação de ligações específicas e ínespecifi- 

cas são também apresentadas em cada figura.

A atividade d a Acetílcolinesterase (AChE) foi alte

rada de maneira significativa com a administração 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 proteína/minuto (jovens) e 12,75 nmoles/mg de 

prot eí na/mmut o (velhos) em relação aos seus respectivos 

controles (82, 95 e 24 nmoles/mg de proteína/minuto). Já com 

uma dose maior (500mg/Kg) foi observado um pequeno aumento da 

atividade acet11 col inesterásica , porém sem nenhum significado 

est at ístico.

0 conteúdo de proteína no córtex 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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FIGURA 4 - Representação gráfica do Scatchard das ligações 

específicas da C^HJ NMS em córtex motor de ratos 

velhos controles (•) e tratados com Piracetam 

500mg/Kg, durante 7 (x) e 15 dias (▲ ) A, B e L 

ligações específicas (curvas) e 1nespecíf1cas (re

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

vidade da Aceti1colinesterase (AChE) em córtex 

motor de ratos jovens e velhos.

ANIMAIS CONCENTRACSO DO 
PIRACETAM 
(mg/Kg)

ATIVIDADE DA AChE

(nmol/mg de proteina/minuto)

0 22,95 ± 2,16 (5)

JOVENS 100 17,10 + 1,30 (6)*

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 média ± desvio padrão do número 

de animais em parênteses.

m P < 0,05

m* p < 0,01 em relação 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 os grupos controles jovens e velhos 

e de 119,64 e 121,34mg/g de tecido para os grupos testes, 

respectivamente.

3.2 - Est udo do Mecanismo de Acão do Piracetam sobre os Re
ceptores Col inérg icos Muscar í n icos ( RCM) e sobre a. Ati
vidade £Là Acet il col inest erase (AÇfaE) êjh Çprt eh Motor

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

Concentrações variadas de Piracetam (1, 5, 10, 100 e 

1000^M) foram acrescentadas ao meio de reação usado para en

saios enzimáticos, contendo homogeneizados de córtex motor de 

ratos. A incubação foi feita durante 30 minutos, prosseguin

do-se com a determinação da atividade enzimática. A TABELA 7 

apresenta os 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 concentrações utilizadas, respecti- 

vamente, e de 29,lnmoles/mg de proteina/minuto para o grupo 

cont role.
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TABELA 6 - Efeito da administração do Piracetam sobre o con

teúdo de proteína (mg/g de tecido) em córtex cere

bral de ratos jovens e velhos.

CONDICSO CONTEÚDO DE PROTEÍNA 
(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 padrão do número de 

experimentos em parênteses.

* P < 0,05 (teste í. de Student)
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- Efeito do Piracetam sobre a atividade da Acetilco- 

linesterase (AChE) em córtex motor cerebral de ra

tos jovens (ín vitro")

PIRACETAM
</kM)

ATIVIDADE DA AChE 
(nmol/mg de proteína/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 HF 0,50 (2)

1000 28,8 + 1,32 (2)

0 Piracetam, nas concentrações indicadas, foi adicio

nado no meio de reação usado para ensaios enzimáticos, 

contendo homogeneizados de 4 animais. A incubação foi feita 

durante 30 minutos. Os valores representam a média +. desvio 

padrão do número de experimentos em parênteses.
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3.2.2 - Ação do Piracetam sobre os Sítios de Ligação da L3H1 
NMS - Experimentos "in vitro" (de competição)

□ Piracetam nas concentrações de 10, 100 e 1000)aM foi 

adicionado ao meio de reação contendo tampão fosfato de sódio 

150nM, pH 7,4, e uma alíquota do homogeneizado a 10% do cór

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, então, toda a metodologia 

requerida pela técnica de "binding".

Os resultados mostraram que não houve nenhuma alte

ração na ligação específica da N - meti1escopolamina aos re

ceptores muscarínicos, quando se comparou os valores obtidos 

com as concentrações utilizadas (444,5; 491,9 e 

524,2fmoles/mg de proteína) ao controle determinado 

(481,ófmoles/mg de proteína) (TABELA 8).

3.2.3 - Efeito da Administração Combinada de Cloreto de Lítio 
e Piracetam sobre a Densidade dos RCM, Atividade Ace- 
ti1co1inesterás 1ca e Conteúdo de Proteína - Experi
mentos "in vivo"

Animais de idade avançada foram tratados com Cloreto 

de Lítio (50 e 100mg/Kg) e/ou Piracetam (500mg/Kg) durante 7 

dias, diariamente por via oral. As administrações em conjunto 

foram feitas inicialmente com Cloreto de Lítio e, após 30 

minutos, com Piracetam. Todos os animais foram observados e 

nenhuma alteração comportamental foi detectada

A densidade dos receptores colinérgicos muscarínicos
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TABELA 8 - Efeito do Piracetam sobre os sítios de ligação da

NMS em homogeneizados de córtex motor

cerebral de ratos jovens "ín vitro".

CONCENTRAÇ3O SÍTIOS DE LIGAÇÃO DA
DO PIRACETAM NMS

(/iM) (fmol/mg de proteína)

0 481,6 + 17,20 (3)

10 444,5 + 5,88 (3)

100 491,9 + 3,18 (3)

1000 524,2 + 30,65 (3)

0 Piracetam, nas concentrações indicadas, foi adi

cionado no meio de reação contendo homogeneizados de tecidos 

cerebrais de 3 animais. A incubação foi feita durante 10 

minutos antes da filtração. Os valores representam a média + 

desvio padrão do número de experimentos em parênteses
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no córtex motor cerebral não foi alterada nos animais 

tratados com 50 <430,60fmoles/mg de proteína) e 100mg/Kg 

(404,20fmo 1es/mg de proteína) de Cloreto de Lítio em relação 

ao grupo controle <410,30fmoles/mg de proteína) Já nas 

administrações feitas de maneira combinada, o Piracetam 

<500mg/Kg) teve seu efeito de aumento do número de RCM 

(455,40fmo 1es/mg de proteína), visto também em resultados 

anteriores, bloqueado ao se fazer um pré - tratamento com 

Lítio 50mg/Kg (367,90fmoles/mg de proteína) e 100mg/Kg 

(416,20fmoles/mg de proteína), sendo o seu valor reduzidos a 

aproximadamente 20% e 9%, respectivamente (TABELA 9, FIGURA 

5) .

A at ividade acet ilcolinesterásica (nmol/mg de pro- 

teína/minuto) e o conteúdo de prot eína, expresso em miligrama 

por grama de tecido, são apresentados nas TABELAS 10 e 11, 

respectivamente, não havendo qualquer alteração significativa 

nos grupos em estudo
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TABELA 9 - Efeito da administração de Cloreto de Lítio e/ou

Piracetam sobre a densidade dos receptores musca

rínicos em córtex motor de ratos velhos

DENSIDADE DOS RECEPTORES MUSCARÍNICOS 
(fmol/mg de proteína)

Piracetam (500mg/Kg)

Controle 410,30 + 21,36 (10)

Piracetam (500mg/Kg) 455,40 + 18,09 (8)

Cloreto de Lítio (50mg/Kg) 430,60 + 30,08 (7)

Cloreto de Lítio (100mg/Kg) 404,20 23,22 ( 11 )

Cloreto de Lítio (50mg/Kg)

+ 367,90 23,56 (5)*

Piracetam (500mg/Kg)

Cloreto de Lítio (100mg/Kg)

+ 416,20 + 46,41 (5)

Ratos Wistar foram tratados com Cloreto de Lítio e/ou 

Piracetam por via oral, diariamente, durante 1 semana. As ad

ministrações combinadas foram feitas inicialmente com Cloreto 

de Lítio e, após 30 minutos, com Piracetam. Cada resultado 

representa a média +. desvio padrão do número de experimentos 

em parênteses.

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

tam (500mg/K g)
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C = CONTROLE (SRLINA 1,92) 
P = PIBRCIIRN (59l)ng/Kg)
11 ■ L iC 1 (5« ng/Kg)
12 - L iC1 (IHm/Kg)

FIGURA 5 - Efeito da administração de Cloreto de Litio (50 e 

100mg/Kg) e/ou Piracetam (500mg/Kg), durante 7 

dias, sobre a densidade dos receptores colmergi- 

cos muscarínicos, em córtex cerebral de ratos ve

lhos

* P < 0,02 (teste í. de Student)
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TABELA 10 - Efeito da administração de Cloreto de Lítio e/ou

Piracetam sobre a atividade aceti1colinesterásica

(AChE) em córtex motor de ratos velhos

ATIVIDADE ACETILCOLINESTERASICA 
(nmol/mg de proteína/minuto )

Con t role 19,54 + 0,51 ( 11 )

Piracetam (500mg/Kg ) 19,80 + 1,11 (7)

Cloreto de Lítio (50mg/Kg) 80,80 + 0,90 (7)

Cloreto de Lítio (100mg/Kg) 80,40 + 0,60 (8)

C1oret o de Lítio (50mg/Kg)

+ 19,58 + 0,54 (5)

Piracetam (500mg/Kg )

Cloret o de Lítio (100mg/Kg>

+ 88,86 + 1,34 ( 4 )

Piracetam (500mg/Kg )

Os animais receberam, por via oral, Cloreto de Lítio 
f

e/ou Piracetam, durante 1 semana, diariamente. As administra

ções combinadas foram feitas ínicialmente com Lítio e, após 

30 minutos, com Piracetam. Cada resultado representa a média 

+ desvio padrão do número de experimentos em parênteses
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TABELA 11 - Efeito da administração de Cloreto de Lítio e/ou

Piracetam sobre o conteúdo de proteína em córtex

motor de ratos velhos.

CONTEÚDO DE: PROTEÍNA
(mg/g de tecido)

Con t ro1e 125,10 + 1,65 (7 )

Piracetam (500mg/Kg) 130,20 4; 4,64 (4)

Cloreto de Lítio (50mg/Kg) 120,20 + 9,43 ( 4 )

Cloreto de Lítio (100mg/Kg) 135,25 i 5,50 (3)

Cloreto de Lítio (50mg/Kg)

+ 107,32 + 6,57 (3)

Piracetam (500mg/Kg)

Cloreto de Lítio (100mg/Kg)

+ 138,25 6,35 (3)

Piracetam (500mg/Kg)

Os animais receberam, por via oral, Cloret o de Lítio

e/ou Piracetam, durante 1 semana, diariamente.As administra

ções combinadas foram feitas inicialmente com Lítio e, após 

30 minutos, com Piracetam. Cada resultado representa a média

+ desvio padrão do número de experimentos em parênteses



4 - Discussão

Estudos farmacológicos em várias espécies e no homem 

têm sustentado a hipótese de mudanças funcionais na atividade 

colinérgica central afetarem os processos de aprendizagem e 

memória (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 demência pré-senil e senil.

Tentativas terapêuticas envolvendo drogas colinér- 

gicas (agonistas, precursores, agentes anticolinesterásicos) 

foram feitas no sentido de compensar, pelo menos em parte, a 

profunda disfunção nesse sistema, porém sem sucesso (CORKIN, 

et al, 1982; IVERSEN, 1986). Estudos feitos por BARTUS et al 

(1981) revelaram um ótimo efeito da combinação do precursor 

colina com drogas nootrópicas, pr1ncipa 1mente com Piracetam, 

sobre a memória de ratos velhos. Efeitos positivos dessa 

combinação foram também vistos numa triagem clínica com 

pacientes dementes (FRIEDMAN et al, 1981) e confirmados, 

poster1ormente, por PLATEL et al (J984), em camundongos. Con

tudo resultados negativos foram registrados por ENNACEUR & 

DELACOUR (1987). Assim, o uso da combinação de precursores 

colinérgicos com Piracetam, no tratamento de pacientes com 

Alzheimer ainda é muito discutido. 0 mecanismo pelo qual 

esse nootrópico aumenta os efeitos das drogas colinérgicas 

sobre a memória e outras funções cognitivas tem sido consi

derado de grande interesse para o desenvolvimento de novas 

50
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estratégias terapêuticas para essa patologia. Alguns dados 

sugerem que o Piracetam pode interferir nas funções colinér- 

gicas pré-sináptícas, talvez aumentando a captação de colina 

(WURTMAN et al, 1981) ou aumentando os níveis de colina livre 

no cérebro (PEDATA et al, 1985); outros estudos, porém, não 

confirmam estes dados (SHIH 8 PUGSLEY, 1985; FRANKLIN et al, 

1986). PILCH 8 MüLLER (1988) têm sugerido efeitos pós- 

sinápticos do Piracetam, o que vem a concordar com os resul

tados do presente trabalho que apresentam como possível alvo 

de atuação do Piracetam, os receptores colinérgicos pós- 

sinápticos.

Como modelo para estudar os prováveis efeitos do 

Piracetam sobre os receptores muscarínicos foram escolhidos 

ratos Wistar jovens e velhos devido ao fato de estudos ante

riores indicarem que os roedores sofriam perdas de receptores 

muscarínicos corticais de maneira semelhante àquelas ocorri

das no colinoceptores humanos (FREUND, 1980 e 1984)

d e0 Piracetam é praticamente at óxico. Estudos

toxicidade aguda realizados em ratos, por via oral e ín t ra-

v e n o s a , indicaram que as doses letais excediam a 10g /K g e

8g/Kg , respect1vamente; nos estudos de toxicidade crônica,

ratas tratadas por 6 meses, por via oral, com até 1000mg/Kg, 

não sofreram qualquer anormalidade comportamental, hematoló- 

gica, bioquímica ou histológica (HOFF, 1980). Seu efeito tam

bém não 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 

condições, o efeito da administração da droga sobre os RCM já 

era evidenciado, além do mais outros trabalhos apontaram 

resultados positivos do Piracetam sobre a memória também
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nessa faixa de dose e tempo (VALZELLI et al, 1986; PORSOLT et

al, 1987; PILCH & MuLLER, .1988)

Os resultados deste trabalho, utiliaando um trata

mento crônico com 500mg/Kg de Piracetam, demonstraram um 

aumento da densidade de receptores muscarínicos colinérgicos 

no córtex motor de ratos jovens e velhos, concordando, em 

parte, com estudos semelhantes feitos por PILCH & MuLLER 

(1988), em camundongos. Estes autores encontraram alterações 

nos receptores de ratos velhos, mas não nos jovens A obser-

ambas as ída-

des, não pode ser explicada por um aumento não esp ec í f í c o do

"binding" da C3HJ NMS, visto que esse efeito não foi ob -

servado depois de uma única dose oral da droga e nem t ão

pouco nos exper1men t os objetivando demonstrar uma possível

int eracão do Piracetam com os sítios de ligação da r. 3HJ NMS

A elevação do número de RCM não foi vista quando a

droga foi administrada numa única dose e os animais sacri

ficados 24h depois, refletindo respostas negativas do 

Piracetam agudamente (GELBMANN & MuLLER, em preparação)

As alterações dos receptores colinérgicos muscarí

nicos (RCM) com a idade não foram ainda definidas. Redução no

número dos RCM em humanos adultos (BROOKSBANK et al, 1978) e 

idosos tem sido detectada em várias áreas cerebrais tais como 

hipocampo, córtex temporal e frontal (RINNE, 1987); contra-

riamente outros investigadores não encontraram nenhuma mu

dança no que tange a este parâmetro (DAVIES & VERTH, 1982,
ALLEN et al, 1983)

ALTAVISTA et al (1988), em seus dados

sugeriram uma diminuição difusa de neurônios 

preliminares,

colinérgicos,



53

afetando todas as regiões cerebrais; RINNE (1987), no 

entanto, pressupôs que certas vias de neurotransmissão é que 

seriam afetadas pela idade ao invés de áreas cerebrais.

A não diminuição do número de neurônios nos cérebros 

de ratos velhos (HOLLANDER & BARROWS, 1968; STURROCK, 1977) 

tem sugerido que os roedores não sejam modelos ideais para 

estudar o envelhecimento do SNC. Todavia, a disfunção cog

nitiva com o avanço da idade tem sido estabelecida (GOLD & 

McGAUGH, 1975; FREUND & WALKER, 1978) e, realmente, as perdas 

celulares ou mudanças nas células nervosas e nos seus pro

cessos devem ser a causa do envelhecimento funcional

Nos nossos experimentos, comparando os animais 

controles jovens e velhos, não foram observadas diminuições 

acentuadas desses receptores e, muitas ve2es, nenhuma alte

ração foi detectada FREUND (1980), estudando os receptores 

colinérgicos em camundongos, observou que só após 18 meses de 

idade havia uma diminuição do número desses sítios e que, 

provavelmente, a perda dos RCM ocorrería, só que existiría um 

mecanismo compensatório efetivo antes do estabelecimento da 

deficiência no sistema colinérgico que aparece com a idade 

Este mecanismo seria refletido por um aumento na síntese das 

moléculas receptoras nos neurônios remanescentes e que, com o 

passar do tempo, havendo grandes perdas neuronais, deixaria 

de existir, tornando-se, então, evidente a diminuição dos re- 

cep t ores.

A faixa etária dos animais idosos utilizados no 

presente trabalho variou de 18 - 30meses. Talvez fosse ne

cessária uma variação menor e/ou animais idosos ainda.

Os ensaios utilizando concentrações variadas do 

ligante radioativo, ditos de "saturação", apresentaram, 
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através dos "plots" de Scatchard, isotermas lineares na li

gação específica da I 3H D NMS, sugerindo o envolvimento de uma 

única população homogênea de receptores, Os valores da cons

tante de dissociação (Kd) obtidos nesses experimentos, não 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-

t e o desenvolvimento, quase nenhuma diferença nos valores de

Kd dos RCM existe no cérebro de rato (PINTOR et al, 1986) e

de coelho (YAVIN & HAREL, 1979).

Com relação ao efeito de administração crôníca do

Piracetam, em ambas as idades, nos experimentos de Scatchard, 

foi observado uma elevação da densidade máxima dos receptores 

(B„- ) e também dos valores de Kd. 0 aumento dos valores da 

constante de dissociação do radioligante contraria os achados 

de PILCH & MliLLER ( 1988), que não encontraram nenhuma mu

danças nos valores deste parâmetro após tratamento com a 

droga em camundongos 0 aumento do Kd reflete uma diminuição 

da afinidade do ligante para os receptores, indicando modi

ficações funcionais desses sítios. BIRDSALL et al (1980) su

geriram que os sítios de baixa afinidade poderíam representar 

formas ativas do receptor; dessa forma, então, o agente noo- 

trópico estaria mantendo esses sítios em estado ativado Por 

outro lado, esta diminuição na afinidade pode ter ocorrido na 

tentativa de manter o funcionamento normal do sistema 

colinérgico, haja visto ter sido observado um aumento dos RCM 

após o tratamento com Piracetam. Entretando, isto pode ser 

especulativo, pois no conhecido fenômeno de "down 

regulation", provocado pela administração de acet ilcolineste- 

rasicos, nenhuma alteração nos valores de Kd foi evidenciada 
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(UCHIDA et al, 1979). Já os resultados dos valores de Bmax 

concordam com os dados obtidos nos ensaios com uma unica 

concentração de NMS (ensaios de "um ponto"), demonstran

do alterações na densidade dos RCM

A atividade da enzima ac et 11co 1inesterase (AChE) não 

foi afetada pelo Piracetam na dose de 500mg/Kg nem mesmo nos 

animais tratados e pré-tratados com Lítio (50 e 100mg/Kg), 

porém, com uma dose menor de Piracetam (100mg/Kg) foi obser

vada uma diminuição significativa da atividade acetilcoli- 

nesterásica nos dois grupos de idade em estudo. A atuação do

Piracetam a nível enznnático, nos experimentos "in vitro", 

revelou que a droga parece não interferir na enzima, haja 

visto que nenhuma alteração na sua atividade foi detectada 

mesmo em concentrações altas de Piracetam.

BERING & MuLLER (1985), analisando a interação do

Piracetam com vários receptores do SNC, encontraram uma

ligação dessa substância com o receptor g1utamatérg1co em

concentrações 20 vezes menores do que a necessária para 

interação com o receptor muscarínico. Este achado é de grande 

importância haja visto que o L - glutamato é empregado em 

terapêutica para melhorar processos de memória e aprendizagem 

(VOGEL & BROVERMAN, 19óó). Talvez as alterações nos processos 

de neurotransmissão g1utamatérgica e colinérgica causadas 

pelo Piracetam, possam estar envolvidas nos efeitos tera

pêuticos da droga.

Apesar de ser um derivado do ácido gama - aminobu- 

tírico (GABA), nenhuma evidência da interação do Piracetam 

com mecanismos gabaérgicos nas sinapses do SNC foi constatada 

(SOURANDER et al,1987) Posteriormente, porém, MAILLIS et al 

(1988) registraram interações dessa substância com efeitos 
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sinápticos do glutamato, acetilcolina e GABA, em estudos mi- 

croiontoforéticos com o córtex somatossensorial e hipocampo 

de rato. Esses autores postularam o envolvimento do Piracetam 

nos mecanismos neuromodulatórios e na plasticidade sináptica 

em geral

0 conhecimento da participação desse agente nootro- 

Pico na atividade neuronal e, pnncipalmente, na interação 

neurotransmissor - receptor é de fundamental importância para 

a elucidação de seus efeitos sobre as funções cognitivas 

Nossos resultados mostrando uma alteração na densidade dos 

RCM podem contribuir também, apresentando efeitos pós- 

sinápticos "per si" da droga. A maneira pela qual o Piracetam 

aumenta o número desses receptores no córtex motor de ratos 

jovens e velhos não está clara, é sabido que muitas substân

cias ditas "psicoat1 vas" atuam, diretamente ou ind1retamente, 

estimulando ou inibindo os sítios de ligação (WHITEHOUSE & 

SIN AU, 1986). Nossos ensaios investigando atuações diretas a 

nível de receptor corroborar1am com os de PILCH & MuLLER 

(1988), no que tange a uma ação não específica da droga, 

através dos resultados obtidos nos experimentos "in vitro" de 

competição. Sugestões de interação do Piracetam com os RCM 

somente em concentrações elevadas foram citadas por BERING & 

MuLLER (1985), contudo, em nossos ensaios onde incubamos ate 

lmM de Piracetam, não evidenciamos qualquer diminuição no 

"binding" da NMS

Mecanismos fisiológicos regulando os receptores após 

tratamentos crônicos, podem estar envolvidos no efeito do 

Piracetam sobre os sítios colinérgicos. 0 fenômeno de "up

regulation" pode explicar o aumento da densidade dos RCM, 

representando uma plasticidade sináptica. SCHUARTZ et al 
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(1978) destacaram duas possibilidades de alterações na sensi

bilidade das células pós-sináptícas, a primeira dela advoga 

que, tais processos podem -Funcionar apenas durante a sinapto 

gênese e/ou sob condições artificiais como a desnervação e o 

bloqueio prolongado da transmissão. A segunda considera que 

tais alterações possam representar mecanismos homeostatícos 

reguladores do controle sináptico, os quais estariam presen

tes sempre e seriam mantidos dentro de certos limites apesar 

das acentuadas variações do fluxo sináptico.

A plasticidade do receptor foi observada nos ratos 

jovens e adultos, mas não foi encontrada nos ratos (PEDIGO & 

POLK, 1985; PEDIGO, 1986) ou em camundongos (PILCH & MüLLER, 

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 havería uma redução drástica da capacidade 

de reserva e as perdas neuronais não poderíam ser mais com

pensadas (FREUND, 1980; CARLSSON, 1985; UIGET & BRILEY, 

1989). Fenômenos de plasticidade também foram observados em 

cérebros humanos após lesões subcort1ca 1s, através de estudos 

post-mortem dos RCM (BRACCO et al, 1982). PILCH & MuLlER 

(1988) não concordaram em relacionar o efeito da 

administração do Piracetam com processos de plasticidade, 

haja visto que a droga não interagiu diretamente com o 

receptor e isso é necessário para a regulação. Estes mesmos 

autores também sugeriram uma diminuída plasticidade do recep

tor em animais idosos por diminuição da fluidez da membrana 

(FREUND et al, 1986)

YOSHIDA ( 1984) sugeriu que o processo de up

regulation" podería se originar de um efeito depressor sobre 
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a destruição dos receptores, incluindo a internaiízação, e 

também de um aumento da síntese e transporte intracelular 

desses sítios. Mecanismos de fosforilação - desfofor11 ação 

podem também regular os RCM (EHRLICH et al, 1982); um aumento 

no "binding" do C^HJ QNB foi observado com a desfofor11ação 

dos receptores (HO et al, 1988). é sabido que o Piracetam es

timula a síntese de proteína no cérebro de ratos jovens e 

idosos (PLATT et al, 1974; MOUREN et al, 1972), e que as ati

vidades enzimáticas associadas aos lisossomos são reduzidas 

(PLATT et al, 1974). A droga causa desfosfori1ação das 

proteínas de membrana, segundo HENRY et al (1979), e também 

estimula a síntese de fosfo 1ipíd 1 os, consequentemente, aumen

tando a plasticidade e fluidez da membrana.

0 aumento da síntese proteica não pode explicar o 

efeito do Piracetam, pois esta elevação não foi observada 

depois da administração de uma única dose. Nossos resultados 

em mg/g de tecido do conteúdo de proteína, também não nos 

forneceram suportes suficientes para fazer tal relacionamen

to, haja visto que somente um pequeno aumento significativo 

do conteúdo proteico foi evidenciado nos animais jovens, além 

do mais a parcela de proteína correspondente aos receptores e 

mínima, diante do conteúdo proteico cortical.

Foi sugerido por BARTUS et al (1984) e WECKER (1986) 

a atuação do Piracetam na neurotransmissão, através de modi

ficações do metabolismo dos fosfol1pídios. MOUREN et al 

(1972) registraram um aumento de 30 a 50% da concentração dos 

derivados fosfatados orgânicos e, em particular, dos fosfo- 

lipídios, devido ao crescimento energético celular obtido 

pela elevação das taxas de ATP. Preparações neuronais e 

s1naptosoma1s evidenciaram, com o uso da droga, um incremento
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d e aproximadamente 50% da atividade enzimática da

A8 (WOELK, 1979), que hidrolisa o g1icerofosfato, 

f o s f o 1 ipase

aumentando

os níveis de fósforo (P) e, consequentemente, de ATP. Este

mesmo autor, investigando o efeito do Piracetam (100mg/Kg,

intraperitoneal, durante 3 semanas) sobre o metabol ismo fos-

folipídico em coelhos, comprovou o aumento da incorporação de

32P no sistema fosfat1 di1inositol . 0 Piracetam parece também

aumentar a quantidade de inositol no cérebro, haja visto que

o mositol livre deve ser derivado das reações de glicólise

anaerób ica, pois o inositol plasmático não pode atravessar a

barreira hematoencefálica. Por sua vez a glicólise é acelera-

da por esse agente nootrópico, e isso poderia funcionar como

um fator regulatório para o sistema de segundo mensageiro

envolvendo a hidrólise de fosfoinositídios (COOPER et al,

1986).

A hidrólise fosfo 1ipídica do inositol estimulada pelo

receptor tem sido proposta como um mecanismo de transdução

para neurotransmissores e hormônios no SNC e periférico

(FARESE, 1984). Essa hidrólise participa do mecanismo para

mobilização de Ca++, ativação da proteína quinase C, est i -

mulação da guanilato - ciclase e liberação de ácido ar ac -

dônico (NISHIZUKA, 1984). Os dois produtos formados da

hidrólise dos fosfoinositídios são IP3 ou InsPg (trifosfato

1,4,5 de inositol ou fosfato de inositol), que est á envolvido

na mobilização de Ca++, e DG <diac 11g1icero 1 ) , que ativa a

proteína quinase C. Estes produtos funcionam como segundos

mensageiros, iniciando uma cascata de sinais que vão conduzir

a uma resposta fisiológica. Eles poderão agir isoladamente, 

cooperativamente, ou de modo antagônico, dependendo do meca

nismo modulatório necessário.
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0 evento principal nesse processo de transdução é a 

estimulação da fosfod1esterase (PDE), uma fosfolipase C es

pecífica, feita pela ligação do agonista ao receptor de 

membrana. A PDE estimula a hidrólise de 4,5 - bifosfato de 

fosfatidilinositol (PIPp ou Pt dIns<4,5)Pg) levando à formação 

desses dois segundos mensageiros. 0 fosfato de inositol, que 

é solúvel na água, faz uma ligação ao receptor (R£) no 

retículo endop1asmático, liberando cálcio e, consequentemen

te, aumentando a concentração intracelular desse íon, que 

poderá diretamente produzir uma resposta biológica ou poderá 

ativar uma calmodulina - quinase, promovendo a fosforilação 

de proteínas específicas, proporcíonando também uma resposta 

biológica. Paralelamente, o diacilglicerol (lipofílico) pode

rá também promover uma resposta fisiológica pela produção de 

prostaglandinas e ácido aracdônico que, por sua vez, poderá 

estimular a guanilato - ciclase e gerar GMPc. 0 DG também, 

por estimular a proteína quinase C, poderá fosforilar as 

proteínas (COOPER et al, 1986).

0 papel exato e as funções do sistema fosfoinosití- 

dico junto aos receptores no cérebro não é conhecida ainda. 

Estudos em outros tecidos têm sugerido que a via da proteína 

quinase C e os lipídios do inositol podem ser fundamentais na 

regulação da proliferação celular (BERRIDGE, 1984, HIRASAWA & 

NISHIZUKA, 1985), pois a estimulação máxima da hidrólise dos 

fosfoinos 11ídios, de acordo com BALDUINI et al ( 1987), coin

cidiu com o período de crescimento cerebral nos ratos, suge

rindo que esse sistema no córtex cerebral esteja envolvido no 

processo de divisão e d 1ferenc1ação celular. BALDUINI et al 

(1987) também encontraram uma correlação entre os sítios re

ceptores e o metabolismo do fosfoinositol. Usando organofos- 
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fato cronicamente, em córtex cerebral de ratos, eles obser

varam uma diminuição na densidade dos RCM e um acúmulo de 

C3HJ InsPs (fosfatos de inositol) estimulado por carbacol, 

havendo posterior recuperação de forma paralela e num mesmo 

t emp o.

Pelo que foi expresso anteriormente, assoeíando-se às 

ações sobre o sistema fosfoinositídico, aumentando a hidró- 

1ise de fosfoinositóis, e metabolismo energético, o Piracetam 

poderia aumentar os níveis de inositol, e, de acordo com a 

correlação feita, poderia produzir um aumento na densidade 

dos RCM. Para melhor averiguar a participação dessa substân

cia sobre o mecanismo fosf01 nos 11ídico foram feitos experi

mentos "in vivo" utilizando, conjuntamente, Piracetam e Clo

reto de Lítio (LiCl) e os efeitos dessa interação sobre os 

receptores foram observados.

ALLISON et al (1976) foram os primeiros a evidenciar 

que o Lítio afetava o sistema dos fosfoinositídíos pela ini

bição da enzima inositol - 1 - fosfatase, levando a uma 

diminuição do inositol livre e, correspondentemente, aumen

tando o nível de inositol - 1 - fosfato (IPou InsP|)) (FI

GURA 6), no cérebro de roedores e bovinos (HALLCHER & 

SHERMAN, 1980), e em eritrócitos humanos (AGAM & LIúNE, 

1989). Também BERRIDGE et al (1988) argumentaram que o trata

mento crônico com Lítio levaria a uma redução no inositol 

intracelular e, portanto, depleção do conteúdo da membrana de 

fosfatidil - 4,5 - bifosfato (PIPg ou Ptdlns^ 5)Pg) em expe

rimentos "in vitro", sendo estes efeitos posteriormente con

firmados "in vivo" Assim, o Lítio bloqueia a formação de 

inositol, impedindo o mecanismo de ativação do receptor

Nossas observações revelaram que o tratamento crônico 
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com LiCl não altera a densidade dos receptores muscarínicos 

colinérgicos no córtex cerebral de ratos idosos. Já a admi

nistração combinada de LiCl e Piracetam pareceu bloquear os 

efeitos observados com o Piracetam sozinho. 0 Lítio parece, 

então, interferir no mecanismo de ação deste nootropico 

(FIGURA 6). Com relação à atividade aceti1colinesterásica, 

nenhuma modificação significativa foi vista tanto nos 

animais tratados só com Lítio, como também naqueles tratados 

com as duas drogas 0 conteúdo de proteína não foi alterado e 

também não houve qualquer alteração comportamenta 1 nos 

grupos.

Em se tratando de alterações feitas pelo Piracetam e 

por outros nootrópicos 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 

correlação com o sistema de receptores nada pode ser afir

mado é sabido que, quando os lipídios são metilados, eles 

são translocados do lado citop1asmátíco para fora da membrana 

e que essa translocação aparentemente diminui a viscosidade 

da membrana. Isso pode resultar numa liberação aumentada de 

agentes neuroativos, um aumento na densidade dos receptores e 

ativação da fosfolipase Ag que liberaria ácido aracdônico com 

uma subsequente produção de prostaglandinas, tromboxanos e 

leucotrienos (COOPER et al, 1986). Não se sabe porém, como o 

Piracetam altera a fluidez da membrana; é conhecido, como já 

mencionado anteriormente, que ele estimula a biossíntese de 

fosfo 1ipíd 1 os, ativa a fosfolipase Ag e interfere no meta

bolismo energético. Talvez esses efeitos possam contribuir de 

alguma forma para essas modificações na membrana.

0 efeito do Piracetam, então, não parece ser um
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■Fenômeno clássico de "up - regu1at ion" , haja visto que a dro

ga não se ligou ao receptor muscarímco. Contudo, não só a 

ocupação, mas também a ativação do receptor é requerida para 

a regulação do sítio de ligação no receptor (EL - FAKAHANY & 

LEE, 1986). Desse modo, esse efeito sobre os RCM pode 

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

indiretamente através de um segundo mensageiro.



5 - CONCLUSÕES

O estudo dos efeitos da administração de Piracetam

sobre os receptores colinérgicos e a atividade acetilcoli-

nesterásica em córtex motor cerebral de ratos jovens e velhos

permitiu as seguintes conclusões

A administração de Piracetam causou um aumento signifi

cativo da densidade dos receptores colinérgicos muscari-

(RCM) em córtex motor cerebral de ratos jovens e

velhos. Este aumento foi dependente da dose administrada

e da duração do t rat ament o.

1

n i c o s

2 - A análise de Scatchard mostrou que a administração crô

nica da droga (500mg/Kg) causa uma elevação na densidade 

máxima dos receptores colinérgicos <B(riaK)/ bem como nos 

valores da constante de dissociação (Kd) nos dois grupos 

etários.

A administ

alterações

ração de Piracetam (500mg/Kg) não provocou 

significativas da atividade aceti1colineste-

4

rásica em córtex motor de ratos, nem mesmo nos animais

tratados e pré-t rat ados com Lítio (50 e 100mg/Kg)

0 Piracetam não alterou a atividade aceti1colinesterásica

"in vitro".

5-0 fenômeno de ”up - regulation" parece ser, a primeira

vista, o mecanismo pelo qual o Piracetam aumenta a densi

dade dos RCM no córtex motor dos dois grupos etários es

tudados .

6-0 pequeno aumento do conteúdo proteico observado nos 

65
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ratos jovens e velhos não nos forneceu suporte suficien

tes para associar o mecanismo de "up - regulation" do Pi

racetam com um aumento da síntese proteica, alem do 

mais a parcela de proteína correspondente aos receptores 

é mínima, diante do conteúdo proteico cortical

7 - A elevação do número de receptores colinérgicos nos dois 

grupos etários não parece ser um fenômeno clássico de "up 

regulation", haja visto que a droga não interagiu 

diretamente com os RCM

8-0 fato do pré-tratamento com Lítio ter bloqueado o efeito 

do Piracetam de aumentar a densidade dos RCM sugere o 

possível envolvimento da droga com o mecanismo dos fos- 

foinositídios. é sabido que o Piracetam aumenta a hidró- 

1íse de fosfoinositóis e que o Lítio bloqueia esse 

processo hidrolítico. A droga pode, então, produzir um 

tipo de "up - regulation", agindo indiretamente através 

de um segundo mensageiro, assoeiando-se a isto suas pro

priedades de alterar a fluidez e a plasticidade da mem

brana
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