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PROLOGO

Nosso envolvimento no estudo de eventuais recepto
res dopaminérgicos no ducto deferenté de rato (DDR) iniciou
-se com uma observagao casual, como costuma ocorrer na in
vestigacao cientifica. Em 1975, quando comegamos a nos inte
ressar pela farmacologia do DDR, procuravamos verificar as
alteracoes no sistema adrenoceptor do ducto deferente de a

(1)

nimais castrados . Entre outros parametros avaliamos a po
tencia relativa de tres agonistas adrenérgicos: noradrenalli
na, adrenalina e fenilefrina, na presenga de cocafna. Veri

ficamos que a adi¢ao de cocaina, em concentragoes relativa

mente altas (10-5 e 3x10—5M) podia produzir, per se, uma
resposta contratil do DDR(Z). Ao tentar inferir qual o re

ceptor farmacologico capaz de interagir com a cocaina e res
ponsavel por esse efeito, utilizamos, entre outras drogas,
a noradrenalina e a dopamina como agonistas, escolhidas de
cerfa forma arbitrariamente. Nossa surpresa foi observar um
comportamento farmacologico distinto para cada uma destas

(3)

drogas na presenga de antagonistas o-adrenérgicos .



Embora os resultados nao indicassem, neéessaria-
mente, a presenga de um receptor independente para a dopamj
na, pfocuramos investigar esta hipotese. "Ha uma tenden
cia na literatura a.mostra} que existem receptores dopami
nergicos no ducto deferente de rato. No entanto,os dados ex
‘perimentais em que estao fundamentados cérecem, em sua gran
de maiorfa,‘dos cuidados necessarios a tal tipo de conclu
sao (van RoSsﬁm, 1965; Simon & van Maanen, 1971 e 1976).

A ocorrencia e a jmportEncia da dopamina no siste
ma nervoso central (SNC) estd estabelecida desde longa data
(Carlisson & cols, 1958; lversen, 1975); entretanto, as refe
rencias a receptores dopaminérgicos fora do SNC s3ao relati
vamente escassas e, até o presente, a’pfincipal delas estd
relacionada com a vasodilatagao .da artéria renal e de alguns
outros’ leitos vasculares (Goldberg e cols, 1978a). Nos de
mais’casos o efeito da dopamina é resultante da - interagao
com receptores o 6u B-adrenérgicos (Goldberg, 1972).

A existencia de receptores dopaminérgicos numa
preparagao simples como o DDR facilitaria o estudo de dro

. gas que imitam ou antagonigam a dopamina‘nb_SNC. Por oﬁtro
lado, extrapolaéaes desse tipo, bhaseadas em prémi#sas fal
sas, teriam o risco, devido a sha origem e natﬁreza,‘dé‘Blg
quear o avango do conhecimento néssa éréa; Em conséqﬁénéia,

o objetivo geral do nosso trabalho foi o de verificar se




no DDR existem, ou nao, duas populagoes independéntes de re
ceptores, uma para a dopamina e outra para a noradrenalina,
empregando a metodologia farmacologica. Foi objetivo secunda
rio o estudo de fatores que, no DDR, podem influir na medida
de parametros farmacologicos relacionados com a . "classifica

¢ao de receptores.

(1) 0s resultados dessas experiencias integraram parte da nossa tese de
Mestrado apresentada a Escola Paulista de Medicina, em 1977, sob o titu
lo: "Receptores da Noradrenalina e do Cloreto de Bario em Ductos Deferen
tes de Ratos Castrados: Determinagao de Parametros Farmacoldgicos_e Estu
do da Influéncia do Calcio', que resultou na publicagdo do artigo: '"Time
-response curves for barium and noradrenaline in vas deferens of castra
ted rat'', no Europ. J. Pharmacol. 45:145-51; 1977.

(2) Parte desses resultados foram apresentados nas 283; 299 e 30é reu
nices anuais da Sociedade Brasileira para o Progresso da Ciéncia. Os res
pectivos resumos estao publicados em Ciéncia e Cultura, 28 (Supl): 548;
1976, Ciéncia e Cultura, 29 (Supl): 602; 1977 e Ciencia e Cultura, 30
(Supl): 451; 1978.

(3) Parte desses resultados foram apresentados nas 302 e 313 reunides
anuais da Sociedade Brasileira para o Progresso da Ciencia. Os réspectl
vos resumos estao publicados em Ciencia e Cultura;'}Qﬂ(Shpl): 458; 1978
e Ciencia e Cultura, él_(Sup]): 525; 1979. Algﬁns résultados também fo
ram apresentados no VII? Congresso Latinoaméricano dé Farmacologia, rea
lizado em 1978, SP.



CAPTTULO |

BASES TEORICAS PARA A DIFERENCIACAO DE RECEPTORES

Para facilitar o entendimento da metodologia usa
.da no presente trabalho € preciso considerar, primeiramente,
alguns conceitos de uso habitual no estudo do modo de agao
de drogas. Nao ha a pretensao de revisar o assunto, o que

seria dificil dentro das limitagoes dos objetivos desta te

se.

1. Métodos para caracterizac3o e diferenciacdo de recepto

res farmacologicos

A luz da teoria dosrheceptores (Ariens, 1964;
Furchgott, 1964 e 1972; Waud, 1968) uma droga A para produ
zjr séu efeito (E) deve interagir comvum réceptor ou siste
mé receptor (R). Desta interagao resulta o complexo droga-

-receptor (AR) ao qual se segue uma.cadeia de eventos (a»n)



que culmina com o evento final (E): contragao, secregdao ou

outro, de acordo com o esquema:

A+ R T AR » a » b =+ ...~> n > E

x X
oxidagao captagao neuronal ou extraneuronal

E sabido que a concentragao da droga A na vizi
nhanga dos receptores (biofase) pode ser alterada ipor va
rios mecanismos, pFincipalmente pela - oxidacgao catalitica

(Furéhgott, 1955) e pela paptagéo neuronal ou extraneuronal
(lversen, 1973).

A droga que produz o efeito ao interagir com o re
ceptor € denominada - agonista. Dois ou mais agonistas po
dem produzirro mesmo tipo de efeito atraves da ° . interagao
comio"mesmo receptor (R) ou com receptores diferentes (R e Rw.

0s receptores para um determinado grupo de drogas
estao dfstribgidos, nas diversas espécies, em Varios o6rgaos.
Para se avaliésﬂaté que ponto os receptores de dois o6rgaos
distintos sao, ou nao, do mesmo tipo, sao necessarios al
guns~Procediméntqs especiais (Furchgott, 1972). Como exem
- plo podemos citar a metodologia empregada para a classifica
cao dos recepfores adrenérgicos em o e B por Ahlquist (1948)
é a posterior rec]éssificagio dos receptores B em B1 e BZ

por Lands e cols (1966; 1967).
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Ahlquist classificou os adrenoceptores ém o e B
baseado, fundamentalmente, nas diferengas encontradas entre
as potencias relativas da noradrenalina (NA), adreha”ha (A),
a- metilnoradrenalina (MNA), o-metiladrenalina (MA), e iso
propilnoradrenalina (INA). Ele observou qﬁé, no efeito vaso
constritor, na contragao da membrana nictitante e na inibi
¢ao da musculatura lisa intestinal, entré‘éfeitos obtidos
em outras preparagaes; 0s agonistas testados tinham uma po
tencia relativa na ordem: A > NA > MNA > MA > INA, mas que
no efeito vasodilatador e na frequencia cardiaca, a poten
cia relativa era inversa: INA > A > MA > MNA > NA. Baseado
nessas duas relagoes de potencia os adrenoceptores foram
classificados, respectivamente, em o e B. Demonstrou-se
tambem, poste}iormente,que os efeitos devidos a ' finteracao
com os a-adrenoceptores eram passiveis de‘sérem bloqueados
com © emprego’dosantagonistas existentes na épo;a (bloqueado
fes a), enquanto que os B-adrenoceptores s6 puderam ser blo
queados seletivamente cerca de 10 anos depois, com o desen
volvimento e caractefizaggo farmacologica do DCI (dicloroi-
soproterenol), andlogo da INA (Powel & Slater, 1958). Lands
e cols (1966; i96;5 seguiram um procedimento similar . para
avaliar as respostas devidas a interacao com receptores B

em 6rgaos isolados e in vivo. Empregando a NA, A, INA, MNA,



a-etilnoradrenalina e uma série de N-substituidos da NA, de
monstraram que o aumento da frequencia e forga de contragao
cardiaca, a lipolise e o relaxamento do intestino delgado
obedeciam a uma relagao de poténcia distinta da = observada
para a bronco.e vasodilatacao. Dessas evidencias resultou a
divisao dos receptores B em 51 e 82. Em consequencia do ex
posto, podemos concluir que o principal metodo usado para a
classificagao e diferenciacao de receptores consiste na de

terminacao da pOténcié relativa de drogas. Furchgott (1972)
preconisa o emprego de sé;ies de agonistas e ‘anta90nfstas
Competitivos‘baseado na experiencia de varios autores. Além
da potencia relativa de agonistas, Patil e cols (1971) .pos
tularam que o:empregofdé'isame¥osfépticos dos agonistas de
ve fornecer uma relacao de potencia constante, se o rZ;eE
tor envolvido na resposta farmacologica for de um unico ti
po. A vantagem do emprego de isomeros Opticos esta em mini
mizar as diferengas nas fe]agSes de poténcia decorrentes de
processos difusionais.

Mais recentemente, Jurkiewicz e cols (1969 e 1976)
sugeriram a medida dos valores de responsividade relativa
de agonistas, com objetivo de se obter uma visao geral dos
espectros de acao de detérminados sistemas receptores em va
rios orgaos.

Outros procedimentos também foram cogitados. Em



1954 e 1966, Furchgott propds a protecao de receptores con
tra a ligagao irreversivel (inativacao) de antagonistas cogA
petitivos irreversiveis com o receptor, mediante o emprego
de altas toncentragaes de agonista. Janis & Triggle (1971 e
"1973) propuseram-a medida da velocidade de recuperacio dg efeito apos
o bloqueio com "antagonistas irreversiveis de curta dura-
¢cao', para comparar e diferenciar receptores u-adrenérgicos.

Quando queremos distinguir entre dois receptores
numa mesma preparagao, tais como b noradrenérgicp e o dopa
minérgico no ducto deferente de rato, os procedimentos sao
relativamente mais faceis. Teoricamente bastaria um antago
nista competitivo revers{vel que bloqueasse o efeito de um
-agbnista e nao o de outro. Guardadas as devidas proporgoes,
o procedimento serié semelhante ao'us:ao, por exemplo, para
distinguir o efeito contratil da acetilcolina e o da nora
drenalina, no ducto deferente de rato; 0 primeiro € hloquea
do pela atropina e o segundo bloqueado pela ioimbina. Além
disso ambos agonistas tem afinidades diferentes e seus - re
ceptores. possuem reépons{vidades relativas distintas ' (Jur-
kiewicz e cols, 1969). No caso da -dopamina e noradrenalina
terTamos que ¢ontar com um bloqueador especifico para cada
‘agonista ou, pelo menos, com um antagonista capaz de discri
minar entre os dois agonistas. Esta discriminagéb se mani

festaria por uma diferenca entre os valores de PAz’ o que

-



Ceresponderhé‘a Qma diférenga éntre as constantes de disso
ciagao antagonista-receptor da noradrenalina e antagonista-
~receptor da dopamina. Segundo Furchgott (1972), uma dife
renca maior de 0,5 unidades entre os valores de pA2 de um
determinado antagon[star(que equivale dizer uma 'diferencga
maior do que tres vezes nos valoreS‘dekKB), pode ser consi
derada como uma evidencia preliminar da existéncia de ‘dois
receptores. Duas ou mais diferengcas de pA, desta mesma or
dem (0,5 unidades) ou maiores, obtidas com o emprego de ou
tros antagonistas, pode éer considerada como uma grande evi
déncia.

0 emprego de antagoniétas competitivos irreversi-
veis pode caracterizar dois receptores se a diminui¢do da
sensibilidade para os dois agonistas for diferente ou se for
possivel executar a protegao de apenas um dos ' receptores.
Por outro lado, se os dois agonistas atuam no mesmo recep
tor, ambos devem proteger-se mutuamente contra a .inativacdo
irreversivel prbduztda pelo antagonista (Furchgott, 1954 e

- 1966) .

2. Fatores qué podem influir na medida dos parametros farma

~ cologicos

Em extensa revisao relacionada com a classifica-
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cao de receptores adrenérgicos 'Furchgott, (1972) chamou a
atencao sobre varios casos em que se chegou a conclusdes eL.
roneas no processo de diferenciagao de receptores. lséo por
que varios fatores podem influir na évaliagéo dos parame
tros farmacolégicos dos agonistas adrenérgicos e de seus an
tagonistas, levando a determinacao de valores ' diferentes
dos reais. Dentre esses fatores poderfamos citar: a) -capti
¢cao neufénal e ou egtraneuronal; b) agao indireta, através
daflfberagéo de mediador endégeno; c) agao em mais de um re
ceptor; d) perda de sensibilrdade da preparagao e e) falta
de equilibrio entre a concentracao do agonista ou do antago

nista ao nivel do receptor, na hora da medida do efeito.

2.1. Captacao neuronal e extraneuronal

Os- mecanismos de captagao sao muito ativ05~ho sen
tido de remover o mediador endb6geno das proximidades do re
ceptor, armazenando-o: a) na terminagao nervosa pré-sinaptl
ca, no caso dédcaptaggo neuronal ou b) em outros tecidos, no
caso da captagao extraneuronal (Iversen, 1965; 1967 e 1973;
Graefe e cols, 1977). A consequéncia € que a .concentracgao
do agonista ex69eno, acrescentada ao banho, nao corresponde
a concentracao efetiva ao nivel da hiofase. Desta forma a a

finidade calculada para o agonista sera sempre menor -do que



a afinidade real. A determinagao experimental dos valores.

de K, ou pA, tambem pode ser afetada, mesmo que o antagonis

B 2
ta nao sofra captagao (Furchgott, 1972).

2.2. Acao indireta

0 efeito contratil de alguns agonistas adrenérgi
cos, conhecidos como drogas de acao indireta (por exemplo a
tiramina), nao reflete a .interagao da droga com o seu recep
tor (R1), sendo dependente da liberagao de um mediador endo
geno que sera o intermediario, atuando em um segundo recep
tor (R2). Este Ultimo representa o mesmo receptor que inte
rage normalmente com drogas de égao direta. Na eventualida
de de uma,deplegéo_AO mediador endégeno esses agonistas nao
produzem nenhuma resposta contratil ou apresentam um efeito

reduzido devido a interagao com o receptor R2.

2.3. Acao em mais de um receptor

0 estudo de drogasiadrenérgicas no intestino de
coelhos, por exemplo, foi dificultado até o estabelecimento
da existéncia de receptores o e B adrenérgicos atuando  no

mesmo sentido (sinérgicos) nesta preparagao (Ahlquist & Le



vy, 1959). 0 mesmo ttpo~dé prohlema»écorreu até que foi es
taﬁélectda a exfsténcia?de'receptoreS'd e B adrenérgicos na
artéria renal do c3o (Yeh e cols, 1969). Em ambos os casos
a administragao de dopamina produz um efeito, resultante da
interagao com todos os receptores citados, impedindo a ava
liagao correta da - afinidade. Uma outra possihilidade é
qﬁe o efeito observado seja resultado da agao em um recep
tor excitatbério e inibitério. A agao no receptor inibitdrio
pode ser direta, como & o caso da NA (Jurkiewicz & Jurkiewicz
1 1976) ou indireta, atravé§ da liberagao de puriﬁas ~ (Burn
stock, 1972; Muller & Paton, 1979). A aminofilina, que & um
bloqueador pﬁrinérgfco (Burnstock, 1972) poderié caracteri-

zar este caso.

2.4, Perda de Sensibilidade.

A redugao da”sensibtlfdade da prebaragEo farmaco
16gica novdeéuréo-do experimento &€ amplamente conhecida; en
tretanto, algumas drogas apresentam como caracteristica o
fato de produzirem uma dessensibilizacao mais rapida (Paiva
e cols,v1977); Em geral, nestes casos, as doses altas provo
cam maior dessensibilizagao do que as menores. A determina
égo:aa afinidade do agonista e de outros parametros farmaco

16gicos, como a afinidade do antagonista, para drogas com
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essa caracteristica estd sujeita a erros. Assim, o delinea
mento experimental deve prever o emprego de uma metodologia
que permita verificar, quantificar e, se possivel, evitar a

dessensibilizagao (Furchgott, 1972).

2.5, Falta de equilibrio na interac3do droga-receptor

- No antagonismo produzido pela fentolamina no efei

to contréttl obtido com fgntlefrtna em tiras de aorta, foi
‘observado que os‘valores de pA2 e, por conseguinte, os -de
Kgs variavam de acordo com o tempo de incubagao do . antago
nista com a preparacao, Somente ap6s um conta;o longo, maior
do que 90 minutos neste caso pargicular, € que os valores de
pA, para a fentolamina se>tornayam constantes (Furchgott,
1967) . Esta observacdo foi estendida a outros agonistas e
antagonistas revelando a importancia do tempo.reqUef{do pa
ra que a interagao antagonista-receptor alcance o eqdili
Erio e fornega valores reais.

3. Procedimentos para reduzir ou anular as influencias inde

Para minimizar os erros introduzidos na avaliagdo

dos parametros farmacolbégicos usados na caracterizagao de
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adrenoceptores, devem ser observados alguns cuidados espe
ciais (Fdrchgott,’1967,'1970 e 1972). S3o necessarios: a)
bloquear os mecanismos de captagao neuronal e ou extraneurg
nal que podem reduzir a concentracao efetiva do agonista na
biofase, o que se consegue com emprego de cocalina e metane
frina, respectivamente; b) certificar-se que o agonista em
estudo atua diretamente no receptor e nado indiretamente. Is
to pode ser cbnseguido pelo emprego de drogas; tais como a
reserpina, que diminuem ofconteﬁdo‘de mediador endSgeno; c)
reduzir ou anular as respostas resultantes da interagao com
outros receptores que}nEo o alvo de estudo, pelo emprego de
antagonistas espegfficos; d) estabelecer um protocolo expe-
rimental que possibilite a detecggovde possiveis altgragSes
'de sensibilidade da preparacgao no decorrer do experimento e
eventualmente,‘éorrigi} estas élteragSes nos cadlculos que
forem efetuados. Isso pode ser conseguido com: 1) emprego
“de duas preparagoes do mesmo tecido (por exemplo duas tiras
da mesma aorta) ou de preparagOes contralaterais, onde s6
uma recebe o dgonista enquanto a outra recebe o mesmo ago
nista mais o antagonista e 2) empregando a técnica de 'brack
eting" (Furchéott, 1967); e) aguardar tempo suficiente para
alcancar as condic¢des de eqﬁf]fbrio e assim atingir o efel
to maximo de cada dose de agonista ou antagoﬁista acrescen-

tada ‘ao banho.
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Em resumo, ao nos depararmos com diferengas nas
'caracter?stiﬁas farmacologicas de dois agonistas, sao neces
sarios alguns procedimentos realizados com as devidas - pre
caucoes, antes de se coneluir a respeito dos  receptores

existentes em uma determinada preparagao.
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CAPTTULO 11

CARACTERISTICAS FARMACOLOGICAS DO DUCTO DEFERENTE DE RATO

Waddell, em 1916, foi o primeiro investigador a pu
blicar resultados farmacologicos obtidos em ductos deferen
tes de varias espécies. Em nosso meio o uso de ductos defe
rentes de rato na experimentacdo fisiolégica e farmacolégi-
ca rémonta aos idos de 13937 quando Martins e Valle, no labo
ratorio de Fisiopatblogié do Instituto Butantan, 'tiveram a
ideia . de estudar in vitro nesta espécie, o comportamento do
canal deferente desembaragado dos outros elementos do cor
dao'", do que-fesultaram-inﬁmeras contribuicoes (ver Valle,

.

1939; Martins, 1952 e Jurkiewicz e cols, 1977).

‘1. Caracteristicas da transmissao adrenérgica

0 ducto deferente de rato &€ uma estrutura inerva
da por fibras pos-ganglionares simpaticas originadas no ple
xo hipogdstrico. Este esta situado na vizinhanca da base
das vesfculas seminais e dos proprios ductos deferentes (Vi

kade & Kirpekar, 1971). 0 plexo hipogadstrico recebe fibras

" nervosas oriundas do nervo hipogastrico.



Classicaménté o dbcto déferente de rato € consi-
derado como uma estrutura muscular lisa, inervada pelo sim
patico, onde o neurotransmissor liberado . fisioldgicamente
pela atividade nervosa € a noradrenalina. A despeito‘de al
gumas controvérsias (Ambache e cols, 1972; Adebanjo e Am$3
che, 1978), inlmeras evidéncias histomorfologicas, fisiolo
gicas e farmacoloégicas aponta& nésse sentido:

a - atraves de técnicas de histofluorescéncia € possivel vi
sualizar seletivamente oéfterminais nervosos contendo cate-
colaminas (van Orden I[Il e cols, 1966; SjHUstrand & Swedin,
1976; Jurkiewicz e cols, 1977);

b - a microscopia eletronica permite‘a visualizagao dos ter
minails nervosos e dos granulos cézkidos no seu. interior. Es
tes granulos armazenam o mediador quimico, no caso a noradre
nalina e se assemelham aos observados em outras estruturas
inervadas pelo simpatico..(van Orden IIll e cols, 1966; Bloom,
1972) ; | |

¢ - nos terminais nervosos simpaticos intramurais do ducto
deferente de rato pode-se comprovaria;éxisténcia de noradre
nalina, de seUS’precursorés, entre os quais DA, e dos enzi
mas envolvidos em sua sintese, atraves de dosagens . adequi'
das (Wak;de e cols, 1975; Graefe e cols, 1977);

d - através da preparagao nervo-ducto deferente e com auxilio
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de estimulacao elétrica ou de drogas de agao indireta e pos

sivel promover a liberagao de quantidades apreciaveis de no
radrenalina para o liquido. de incubagao. Essa noradrenali
na liberada péde ser dosada com o uso de técnicas convenien
tes ( Langer, 1970).

e - o tratamento com bloqueadores de sintese como a a-metil
-p-tirosina, acompanhado de estimulaggo eletrica, leva a
uma redugao nos niveis de noradrenalina armazenada (Swedin,
1972);

f - a desnervacgao cirﬁrgfca por destruigao do plexo hipogas
trico e consequente degeneragao das fibras simpaticas pos-
-ganglionares (Birmingham, 1970), leva a um aumento da sensi
bilidade para a noradrenalina e outras drogas ' "(Lee e
cols, 1975) e a uma redugao no contetddo = de- catecolaminas
(Westfall e .cols, 1975; Jurkiewicz e cols, 1977);

g - o tratamento do animal com reserpina provoca, simulta
neamente, a deplecao do contelGdo de catecolaminas’ C Lee e
cols, 1975) e o aumento da sensibilidade no mesmo sentido
que ocorre na desnervacao cirargica (Westfall, 1977);

h - a presenga de cocaina no liquido nutritivo do ducto de
ferente de rato in vitro provoca um aumento dos efeitos da
noradrenalina exégeha, manifestado por um deslocamento a es
querda das curvas dose-efeito, devido a sua classica agao

como bloqueadora da captagao neuronal (Jurkiewicz & Jurkie



19

wicz, 1976).

Conclui~se que o ducto deferente de rato, por es
timulagao nervosa, libera noradrenalina endogena cujos re
ceptores devem estar localizados na vizinhanga das termina
¢oes nervosas. E também evidente, pelos dados referidos nos
itens f, g e h, que a integridade do tecido nervoso contri
bui de alguma forma para diminuir a sensibilidade da prepa
ragao a noradrenalina, possivelmente devfdo a presencga de
um-mecanismo de captagao neuronal.

Apesar da impbrténcia desses receptores. sua natu
reza farmacologica ainda e sujeita a controvérsias, ja que
alguns aufores propoem a existéhcia, nessa preparacao, de
duas populagoes de receptores relaﬁlpnadas ao sistema nervo
so simpatico, uma interagindo préferencialmente com a nora
drenalina e a outra com a dopamina (van Rossum, 1965; Simon
& van Maanen, 1971 e 1976). As evidencias que indicam a

existencia desses e de outros receptores farmacologicos no

ducto deferente de rato serao discutidos a seguir.

2. Receptores farmacolégicos,56 ducto deferente de rato

Alem de receptores adrenergicos, existem no ducto
deferente populacoes de receptores para outros agonistas in

dependentes como a acetilcolina, a histamina, a serotonina
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e o cloreto de bario (Jurkiewicz e cols, 1969). A caracteri
zagao de alguns destes receptores €& relativamente facil de
vido a existencia de drogas antagonistas especificas.

Além disso, algumas drogas sao capazes de . produ
zir uma resposta contratil no ducto deferente de rato atra
vés de uma acao indireta,pela liberagao dé neurotransmissor
endogeno; entre essas drogas citam-se a tiramina ( Carneiro

e cols, 1977 e 1978) e a cocaina (Langeloh e cols, 1978).

3. Indicacoes da presenga de receptores dopaminergicos fo

ra do SNC

Em 1965, van Rossum fez um estudo comparativo en
tre os receptores deadrenérgicoi.existentes no ducto defe
rente de rato e os do duodeno isolado de coelho, Empregou
uma série de agonistas adrenérgicos: (—)jqoradrenalina, do
pamina, (-)-adrenalina, L");fenilefrina e (-)-oxedrina; seus
isBmeros 5ptTcos: (+)-noradrenalina, (+)-adrenalina, (+)-fe
nilefrina; (+)-oxedrina e uma série de drogas bloqueadoras
adrenérgicas. Baseado nas diferencas de potencia ~relativa
dos agonistas e na pot%ncia relativa dos antagonistas em am
bos os tecidds, concluiu que os receptores no intestino do
coelho s3ao mais especificos para a noradrenalina;qdékos do

ducto deferente, sugerindo que os receptores do DDR teriam maior afi
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nidade pela dopamina e, portanto, seriam melhor bloqueados
pelo droperidol. Entretanto, o droberidol, descrito ..como -
bloqueadof dopaminérgico no SNC,‘também tem nitida agao blo
queadora o em vario tecidos ricos neste tipo.de  receptor,
tais como bago de coelho, tiras de aorta,,artérié central
da orelha de coelho e ducto deferente de rato (van Neuten e
cols,_1977). Assim a ocorréncia de um virtual reﬁeptor para
aidopamina no ducto deferente capaz de‘discriminar a nora
drenalina ficava por ser comprovada pela falta de um = blo
queador especifico para os efeitos da dopamina.

Nesta mesma €poca, McNay & Goldberg (1966) conse
guiram demonstrar um efeito vasbdilatador renal  produzido
pela dopamina, no cao, in vivo, apos um tratamento com feno
xibenzamina para bldquear'os efeitos resultantes da intera~-
¢ao com o a-adrenoceptoh,ﬁb emprego de DCl e pronetalol nao
alterou o efeito vasodilatador, excluindo o ~envolvimento
dos ‘receptores B-adrenérgicos. Algumas drogas como o halope
ridol, o sulpiride e a metoclopramida sao capazes de blo
quear de forma mais ou menos seletiva o efeito vasodilata-
dor renal devido a dopamina (Kohli e cols, 1978), caracteri
zando-se, assim, a existencia de receptores dopaminérgicos
fora do SNC.

Com as mesmas caracteristicas da vasodilétagéo re

nal, foi descrito um efeito vasodilatador produzido pela do

pamina no leito vascular mesentérico (Yeh e cols, 1969).
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Vale ressaltar que algumas caracteristicas do re
ceptor dopaminergico do SNC (Carlsson e cols, 1958; |lversen,
1975) coincidem com as observadas para os receptores vascu
lares, embora hajam discrepancias (Goldberg e cols, 1978a, b).
Assim o pimozide (R 6823), que € uma'drogé’neuroléptICa de
desenvolvimento relativamente recente (Jansen e cols, 1968),
e capaz de bloquear, no SNC, os receptores dopaﬁinérgicbs
de forma especifica e competitiva (Andén e cols, 1970). En
tretanto mostra-se inativo como antagonista dopaminérgico
no coracao (Setler e co]él 1975) e na secregao de renina no
cao (Imbs e cols, 1976), n3o tendo sido possivel testa-lo
no receptor vascular propriamente dito, devido a sua peque
na hidrossolubilidade (Goldberg e cols, 1978a).

A apomorfina,»que no SNC e um potente agonista do

paminergico (Anden e cols, 1967), no receptor dopaminérgico

vascular se comporta como um égonista parcial (Crumly e
cols, 1976). As fenotiazinas contendo fluor na molécula
(flufenazina e triflufenazina) s3o mais potentes do que o
haloperidol em inibir os efeitos da dopamina no SNC, mas

tem somente 50% da potencia deste como antagonista da vaso
dilatacao renal (Goldberg e coié, 1978a).

Tem sido investigada e constatada a presencga de
receptores especificos para a dopamina em outras prepara

coes periféricas (Goldberg e cols, 1978a, b), sem que, en



23

tretanto, os preceitos necessdrios para a caracterizagao do

receptor (Furchgott, 1972) tenham sido satisfeitos.

'3.1. Indicacoes da presenca de receptores dopaminérgicos no
/

ducto-deferente de rato

Apos o trabalho pioneiro de van Rossum (1965), Si
mon & van Maanen (1971) observaram que a apomorfina produzi
a um deslocamento para a direita, dose-dependente, das cur-
vas dose-efeito de dopamiﬁa obtidas em ductos deferentes de
rato. Nas mesmas condigoes as curvas dose-efeito de noradre
nalina nao eram afetadas. Esses dados foram confirmados por
Ferrini & Miragoli (1972) e estendidos a adrenalina e a fe
nilefrina. Estes dois agonistas tambem nao foram“;ntagonixi
dos competitivamente pela apomorfina nas concentracoes capé

zes de deslocar a dopamina. A dose de 3x10—5 g.ml depri

miu a resposta do 6rg3o & dopamina, mas foram necessarias
concentragoes entre trés e dez vezes maiores para reduzir o
efeito maximo da noradrenalina (Simon & van Maanen, 1971).

A diferenca entre os valores de pD; determinados para a no
radrenalina (6,0 * 0,30) e para a dopamina (5,3 * 0,24) en
;éorajou os autores a concluir que ambos os agonistas atuam

em receptores diferentes.

Posteriormente foi mostrado que a apomorfina anta
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gonigava de‘forma semelhante os efeitos obtidos com a esti-
mulagao elétrica transmural, a tiramina e a dopamina (Simon
& vén Maanen, 1976), tendo sido sugerido que.o neurotrans
missor fisioldgico no ducto deferente de ra%o € a dbpamina
e que esta atuaria através de receptores dopaminérgicos (Si
mon & van Maanen, 1976). Reforgando esta hipotese foi obser
vado que, no ducto deferente, o haloperidol, cuja agao anti
dopaminérgicé no SNC € comprovada (Andén e cols, 1970), a
presenta um antagdnismo tipo competitivo contra a dopamina,
mas nao contra a noradren;lina (Ferrini & Miragoli, 1973).
Também a fentolamina, um antagonista a-adrenérgico classico
(Jﬁrkiewicz & Jurkiewicz, 1976), apresentou maior afinidade
contra os efeitos da dopamina do que contra os da noradrena
lina (Siﬁon & van Maanen, 1971, 1976; Ferrini & Miragoli,
1973).

Recentemente, Tayo (1977, 1979a), apresentou evi
dencias que sugerem a existéncia de receptores dopaminérgi
cos pré-sinapticos no DDR. A ativacao destes receptores pe
la dopamina reduz a amplitude da contragao do du;to prqduzi
da por estimulagao elétrica. Em doses adequadas a noradrena
lina tambem produz esse efeito, mas por acao em a-adrenocep
tores pré-sinapticos (Langer, 1977).

Apesar dessas informagoes sugerindo a existéncia

de receptores especificos para a dopamina e propondo a me
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diacao dopaminergica no ducto deferente de rato, ha muitas
controversias. Patil e cols (1973) mostraram que a apomorfi
na e um agonista parcial, capaz de antagonixér os efeitos
da dopamina no ducto deferente de rato. Emprééando a bulbo
capnina, que € um antagonista seletivo da acao da dopamina
no SNC (Ernst, 1969), Patil e cols encontraram valore§ de

pA, semelhantes, seja contra a fenilefrina ou contra a dopa

2
mina, concluindo que o'efeito produzido pelos dois agonis
tas se fazia através do mesmo sistema receptor. A nomifensi
na, que € um agonista dopgminérgfco no SNC, nao produz res-
posta contratil no ducto deferente de rato (Tayo, 1979b).
Estudos executados no ducto deferente‘de camundon
go por Gibson & Samini (1978), empregando a dopamina e a no
radrenalina como agonistas também nao conseguiram caracterj

zar receptores diferentes para cada agonista. Além disso o

| =

emprego de hromocriptina, um agonista dopaminérgico ao n
vel do SNC (Johnson e cols, 1976), nao produziu resposta
contratil mas, pelo contrario, antagonizou os efeitos da no
radrenalina e da dopamina (Gibson & Samini, 1978).

Assim, as evidencias a favor da presenga de recep
tores dopaminérgicos no ducto deferente de rato baseadas em
a) diferentes potéencias relativas de agonistas e antagonis
tas (van Rossum, 1965); b) antagonismo competitivo da apo-

morfina e do haloperidol contra o efeito contratil da do



pamina, mas nao da noradrenalina (Simon & van Maanen, 1971 e

1976; Ferrini & Miragoli, 1972 e 1973) e c) atuagao da apo

morfina como agonista parcial (Patil e cols, 1973), ficam

contrabalangadas pelas evidéncias em contrario, como ' por
/

exemplo: a) a determinagd3o de valores de pA2 iguais para a

fentolamina,. seja com emprego de_noradrenalina ou dopamina;
(Patil e cols, 1973; Gibson & Samini, 1978); b) os efeitos
da dopamina e da nOradréna]inafséo antagoaiaados'péla bromo
criptina, fornecendo valores de pD; iguais’(Gibson & Samini,
1978); ¢) a ausencia de esﬁgcificidade do antagonista drope
ridol (van Neuten e cols,'1977) e d) a ausencia de resposta
contratil com o emprego de agonista% dopaminérgicos como a
nomifensjna (Tayo, 1979b) e a bromocriptina (Gibson & Samini,
1978).

Ainda deve ser acrescentado que os cuidados preco-~
nizados por Furchgott (1972) para a clasSificagéo de adreno-

ceptores nao foram observados nos experimentos de van Rossum

(j965)refde'5imon~8¢van Maanen (1976).

L, Objetivos especificos

Em vista dos dados acima e de nossos objetivos ge
rais, ja revelados no prologo da presente dissertagdo, os ob

jetivos especificos do nosso trabalho compreenderam:



a - medir algumas caracteristicas farmacologicas dos efei
tos contrateis induzidos pela dopamina e noradrenalina no
ducto deferente de rato;

b - verificar a influencia de fatofes Capazeﬁ de alterar a
resposta farmacologica a esses agonistas, tais como capta
cao neuronal, captagao extraneuronal, liberagEd de media-
dor endogeno e presencga de dessensibilizacao;

¢ - verificar o efeito de algumas drogas descritas como a
gonistas e antagonistas dopaminérgicos, tais coho a apomor
fina, o haloperidol e o pimozide;

d - verificar -se o bloqueio de receptores a?adrenérgicos
por fenoxibenzamina, que & um antagonista Tfreversfvef,pqg
mite evidenciar a presenga de uma populagSO'de receptores
especificos para a dopémfha; |

e -_estudar o comportamentc'dés*agonistas,dopamtna e nora
drenalina, frente afalguns antagonistas competitivos, lem
brando o efeito dual descrito por Jurkiewicz & Jurkiewicz

(1976) para a noradrenalina e adrenalina frente a antago

nistas a-adrenérgicos competitivos cldssicos.
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MATERIAL E METODOS

CAPITULO 111

1. Aparelhagem

A figura 1 mostra esquematicamente a aparelhagem
empregada, ja conhecida por agueles que se dedicam ao estu
do da Farmacolégia.

Consiste de uma Fuba de vidro onde se localiza a
camara muscular com lﬂ,mllde volume Gtil e uma serpentina
helicoidal., Uma bomba de circulagao de agua, com aquecimen
to regulSVel'por termostato, uma bomba de ar, frasco de Ma
riotte, haste de vidro para a aeracgao do liquido nutritivo

e fixagao do 6rgao, alavanca inscritora e quimoégrafo comple

tam a relagao.

2. Liquido nutritivo

Foi utilizado o 1{quido de Tyrode-modichado com
a seguinte composig?é»(mM): NaCl! 138,0; KCI1 5,7; CaCl, 1,8;
NaH,P0, 0,36; 'Naﬂco3 15,0 e glicose 5,5 em agua destilada
(Picarelli e cols, 1962). Essa solucdo nutritiva era prepa
radarimediatamentewéntes dos experimentos, a partir de wuma

solucao estoque composta de (g/1): NaCl 160Q,0; KCI 8,4 e
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FIGURA 1. Representacao esquematica da aparelhagem wutiliza

da na experimentagao farmacologica com misculo isolado.
L= frasco de Mariotte com liquido nutritivo; A = bomba de
ar; B = bomba de circulagao; C = aquecimento, ajustavel com

]

termostato; S== serpentina; CM camara muscular onde -~ se
monta-a_ preparacao fixada na haste T, por onde se efetua _a _ _
aeragao. 0 registro é feito em papel esfumagado (R) fixado

em tambor de quimografo, através de alavanca isotonica.
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CaCl ;ZHZO 5,3, conservada sob reﬁﬁggrag50134°C.Tomavam -sei

2

50 ml da solugao estoque para cada litro de 1iquido nutri

tivo acrescentando-se os demais componentes (fosfato, bi

carbonato_e glicose) .no momento.desta diluigao.

3. Animals

Foram usados ratos albinos, machos, adultos, 'da
colonia 2BAW, com idade entre 5 e 6 meses e peso entre 250
e 320 gramas. Os animais eram sacrificados com pancada na
regiao occipito-cervical e exanguinados por seccionamento

dos vasos cervicais.

4, Ducto deferente "in. vitro"

Ambos os ductos eram removidos, limpos dos teci
dos adjacentes e a luz lavada com liquido nutritivo. A se

guir eram montados na camara muscular contendo liquido nu-

"tritivo aerado e aquecido a 30°%¢c.

Decorridos de 30 a 60 minutos, tempo necessario
para o relaxamento e a estahiliza¢ao do ducto na solugao

nutritiva, iniciava-se o experimento.
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Registraram-se as contragBes isotonicas dos duc
tos deferentes submetidos a uma carga de 1 g e com 6 vezes
de ampliagdo. |

A inscrigao foi feita em papel esfumagado com au
xflio de quimdgrafo e de alavanca isotdnica de inscrigao

tangencial.

6. Curvas dose-efeito

Foram executadas- curvas dose-efeito (D-E)} comple
tas, a intervalos regulares de 30 a 35 minutos, pela técni
cavdaS‘dqses cuhulétiVas conforme van Rossum & van den
Brink (1963) e van Rossum (1963). Por esta técnica a con
centragdo da droga no l{quido que banha o .8rgdo vai :cres
cendo, passo a passo, numa razao de 3,0 ou 3,3, sem lavar
o 6rgao apSs cada dose. lniciava-se com péquenas concentra
§8es de agonista, incapazes de provocar um efeito mensurd
vel, até alcangar doses altas 3s quais nao se seguia aumen
‘to de efeito,

Em_géral foram ohtidas 3 ou 4 curvas D-E comple
tas para o agonfsta em estudo. Se estas eram reprodﬁzfvei%
ou seja, semelhantes entre si com referéncia ao efeito ma

ximo e a afinidade passava-se a obter as curvas D-E experi



mentais. Em alguns casos houve um controle adicional que
consistiu no bloqueio de captaééo neuronal com cocaina. Uma
ou duas curvas D-E para O‘agoﬁista eram obtidas nessas con
digoes (curvas d e e na figura 9 dos resultados). Em seqdéﬁ
cia acrescentava-se ao banho, se fosse o caso, um novo féi
maco (por-exemplo um antagonista) na menor dose _escolhida.
Na presenga.de cocaina e da dose eleita de antagoniéta nova
curva D-E era obtida. Assim sucessivamente até a maior dose
de antagonista empregada.ﬂ Em media foram usadas tres doses
crescentes em cada experimento. Cada dose de antagonista
bem como a cocafna‘e a metanefrina} sempre foram incubados
durante 30 minutos antes de se iniciar a construgao da cur

va dose-efeito.

7. Método "bracketing"

A tecnica de '"hracketing", probosta por Furchgott
(1967), designa um dos- métodos empregados no estudo do meca
ni#mo de agao de drogas para minimizar as diferengas entre
agonistas, decorrentesde alteragSes de sensibilidade da pre
paracao farmaéol&gica. 0 método consiété na alternancia de
curvas D-E de dois agohistas na mesma preparacao. Assim as

curvas D-E obtidas ficam precedidas e sucedidas de curvas do
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mesmo agonista. A figura 6, em resultados, épresehta um ex
perimento.onde se empregou esta técnica.

0 metodo de ''bracketing' foi empregado: a) na de
terminagao da atividade:ihtrfhseca (o) e.efeito méximo; b)
na determinagao da poténcia relativa de agonistas; c) no es
tudo do antagonismo competitivq e determinagSo do pAZ e d)

na protecao de receptores.

8. Curvas dose-efeito médias

Em experimentos executados conforme degcrito aci
ma, era determinada a curva D-E média para cada agonista em
estudo e cadavcondTgSo’experimentélf

Essa determiﬁaggo consistia em: a) relacionar em
tabelas o~efeito contratil, em milfmgtros, com as doses em
‘cdncentraQSO molar; Bb) trahsformar os efeitos parciais em
porcentagem do efeito midximo de cada curva e c) efetuar . a
hédia. Para exemplificar, no experimento mostrado na figura
9, das trés curvas iniciais de dopamina (a, b e c) resulta
uma curva média, coﬁtréle‘para.o bloqueiode captacgao amicocqi
na. Das duas curvas de dopamina na presencga de cocaina (é
e e] resulta uma curva‘média, controle para as obtidas na
presenga de antaQoniSta\Ccurvas f em diante). O0s valores mé

dios eram tabelados em lotes experimentais do mesmo  grupo



sendo-somados os efeitos para as mesmas doses. Caléulava-se
a média e o erro padrSo'da média.

Em papel milimetrado langava-se, em abcissa, o lo
garftmé das doses e, em ordenada, o‘efeifo. Este podev ser
répresentado: a) em porcentagem da resposta maxima da curva
dose-efeito controle ou b) em porcentagem da resposta maxi

ma de cada curva dose-efeito.

9, 'Médidas farmacoldgicas efetuadas

9.1 Afinidade do agonista (pD,) ‘

0s valores de pD2 foram determinados pelo método
grafico a partir da dose dovagonista que provbca 50% do
efeito mdximo (ED50), para cada curva D-E. Utilizou-se a se

guinte formula:

pD, = log - - = ~(log ED50Q)
ED5Q
Para determinar a ED50 & preciso: a) construir a
curva D-E completa; b) tabelar os dados, como foi descrito
9 _
no ftem J4, para obtengao das curvas D-E médias; c) tragar

grificos em papel milimetrado relacionando na abcissa, 05

logarTtmos das doses e, na ordenada, o efeito (em milimetros
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ou em porcentagem do efeito maximo) e d) calcular a ED50 pe
la intersec¢ao, no eixo das abcissas, da perpendicular tira
da da curva no ponto correspondente a metade do efeito maxi

mo.

9.2 Atividade intrinseca (o)

A atividade intrinseca é expressa pela relagao en
tre os efeitos maximos obhtidos na preparagao por  distintos
agonistas que atuam atravéé do mesmo sistema receptor; de a
cordo com a equacao (Ariens, 1964, van Rossum;']963):

EAm

E_.
m

¢ A.=

onde E, € o efeito mdximo produzido por um agonista, e E
é o efeito médximo da preparagao, produzido através do mesmo
~_sistema de receptores pelo agonista de referéncia, chamado

‘Agonista Total, Para o sistema a-adrenoceptor do ducto defe

rente de rato o agonista total € a noradrenalina.

9.3 Poténcia relativa (DR)

A poténcia relativa entre a noradrenalina e a do

““pamina foi avaliada pela medida do antilogaritmo da dife



36

renca dos valores de pD2 ou pela relacao entre as ED50. - Ar
bitrariamente a poténcia da dopamina foi escolhida como re

ferencia tendo, em .consequencia, valor unitario.

ED50 DA
ED50 NA

DR = antilog (pD2 da NA - pb, da DA) =
Em outros casos foi medida a potencia relativa pa
ra a dopamina ou noradrenalina em duas condigoes experimen-
tais diferentes: uma era a controle e a outra era a presen

¢a de um antagonista ou bloqueador de captacao, etc.

9.4 Afinidade do antagonista (pAZI

Os va]orés de pAZ fpram~determinados através da a
nalise de regressao linear a partfr dos dados lancgados no
grafico prdposto»por Schild (1957), com auxilio da equagao:

log (DR =~ 1) = log (B) - log Kg
onde DR € a relacdo de poténcia; (B) € a concentracgao molar
do antagonista em equilibrio com o receptor e KB € a cons
tante de dissociacao do complexo antagonista-receptor. Quan
do  a relagao de potencia (DR) for igual a duas unidades te
remos: -log (B) = -log KB.‘Esté ﬁltfmé, por definigao cons

titui o PAZ'



Langcando-se em grafico cartesiano os valores de
log (DR?-1)‘na ordenada e -log (B) na abcissa, os pontos
distribuem-se ao longo de uma reta cuja inclinagao deve ser
proxima de 1,0 se o ahtagonfsmo for do tipo . competitivo
(Arunlakshana & Schild, 1959; Furchgott, 1972). 0 prolonga
hento da reta, na intersecgao com o eixo '"x'" (onde - estao
lancados os valores logaritmicos negativos da ”concéntragéo
do antagonista), nos fornece o valor de PA, -

B i
9.5 Afinidade do antagonista nao-competitivo (pD,)

Pode ser calculada a partir de uma modificagao no

grafico de Schild (Ariens & van Rossum, 1957). Esta modifi

e

cagao consiste em relacionar o log (ER - 1) na ordenada, on
de ER € a relagao dos efeitos maximos obtidos na auséncia
e na presenga do antagonista, respectivamente. Pode-se de

monstrar que:

1)
log (ER = 1} = 1log (B ) - log KB
]
onde (B ) € a concentragao do antagonista nao competitivo,

! ] .
em molaridade e KB‘é a constante de dissociacao deste anta-
° . . 1 . 1
gonista nao-competitivo. Por convengao: - log KB e o pDZ.
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10. Pesquisa de taquifilaxia

A possihilidade da presenga de taquifilaxia para
a dopamina foi estudada mediante a obtengao de curvas dose-
-efeito cumulativas para este agonista a intervalos constan
tes de 30 a 35 minutos, obtendo-se pelo menos séis cﬂrvas
’pér preparagao. A noradrenalina fol empregada como céntrole

em ductos contralaterais./

“

11, Tratamento com reserpina

Nos ratos que receberam reserpina (7,5 mg.kg—]) o
‘tratamento foi iniciado 72 horas antes do sacrificio, admi
nistrandorse 2,;tmg.kg"] de Serpasol, via '“tntrapérfténiél
55 72, 48 e 24 horas antes do experimento. Este esquema se
mostrou eficiente na deplegéo de catecolaminas endogenas:

a - os ratos sempre mostravam sinais de ”réserpinizagéd'com
intensa diarréia, depressao profunda, sonoléncia e redugao
de peso;

b - as dosagens espectrofotofluori%étricas de noradrenafina
pelo método de Anton & Sayre (1962), feitos em ductos de ra
tos submetidos ao mesmo tratamento com reserpina, revelaram

concentragoes de noradrenalina da ordem de 0,11 + 0,03 Qg/g

(n=6) em comparagao com 9,25 * 0,81 pg/g (n=3) nos ductos



deferentes de ratos controles que receberam solugao ffsiolé
Qiéa; e

¢ = os ductos deférentes de ratos tratados com reserpina e
 montados'In.vitfo como-descfito anteriormente, nao responde

ram & tiramina (ver (tem a seguir).

11.1 Teste de deplecdo de noradrenalina enddgena

Sendo a tiramina um agénista de agao predominante
mente indireta (Trendelenﬁurg, 1972) foi utilizada para ava
liar os estoques liheraveis de noradfenalina endégena nos
ductos deferentes montados in Vitrb,-provenientes de ratos
tratados com reserpina evdos contro]és.

Foi utilizada uma dose simples de 3x10—h M ( 52

ﬁ9~ml']) administrada no infcio do experimento, logo apds o
periodo de Qstabilfzégéo do ducto. Em alguns casos a mesma
aosé foi repetida ao final do experimento. 0Os ductos defe
rentes de ratos tratados com reserpina que produziam respos
ta contratil significativa(eram excluidos, ainda que o efel
to observado pudesse ser atribuido a acao direta sobre o

a~adrenoceptof, devido a elevada dose de tiramina empregada

(Furchgott e cols, 1963; Krzanowski & Woodbury, 1966).
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12. ProtegSokde'receptores

A técniéa de protecgao de receptores contfa o blo-
queio produzido pela fenoXiEenzamina, foi executada com o©Os
seguintes agonistas: dopamina, nhoradrenalina, fenilefrina e
acetilcolina e com a apomorfina e o pimozidé,'que no fducto
deferente se revelaram antagonistas nao-competitivos.

Nos experimentos com protecdo, obtinham-se um ou
dois pares de curvas D-E, goﬁpletas e feproduzfveis, com al
gum dos agonistas mencionados. A concentragao de agonista
que produzia o efeito mdximo na dGltima curva D-E era manti
da por mais 5 minutos e, sem lavar, acrescentava-se a feno
xibenzamina, 3x]0-8M, por 5 minutos, lavando-se, entao, a
preparagao tf€s ou quatro vezes, |

Quand§ empregamosvapomorfina-ou pimozide, a droga
era incubada 5 minutos antes da adigao de fenoxibenzamina.

Nos experimentos controles, sem protegao, a condu
fa experimental era similar, exceto que o agonisfa era lava
do ap6és as curvas D-E controles e a fenoxibenzamina incuba-
da, entao, na auséncia deste.

Para-avaliar_O’grau de protegao .do bloqueio produ
zido pela fenoxibenzamina comparamos d; efeiftos maximos das
curva§ D~E obtidas apb6s o bloqueio (com ou sem protegao)com
as curvas obtidas antes de incubar o antagonista e as repre

sentamos em porcentagem,
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'13;‘Dr6gas

Foram usadas as seguintes drogés:

Acetilcolina CAéetylcholtne chloride]; Adrenalina
(Lwépinepﬁrtne hBitartrate]; Dopamina (3,hydroxy-tyramine hy
drochforidel; Fenilefrina (L-phenylephrine); 'Noradrenalina
((-)~arterenol hydrochloride); Papaverina (papaverine hydrg
cﬁloride) e Tiramina (tyramtne-hydrochloridé) da Sigma Che
| mical Co., EE,UU. |

Apomorfina ((-]l-apomorphine-HCI1); Cocafna ((-)-co
caine hydrochloride) e loimbina (yohimbinium <chlorid) da
Merck, Darmstadt, Alemanha.

- Haloperidol e Pimozide (R 6238) da Johnson & John
son, Sao Paulo, Brasil,

Amtnofiltna~(téoff]inakcombosta;com étilenodtami—
na) dafwagderHSandoz,‘Sgo Paulo, Brasil.

Metanefrina (DL-metanephrine hydrochloride) da
Man Research Lahoratories, EE.UU.

Fenoxibenzamina da Smith Kline and French, Fila
délfia, EE.UU.

Reserpina'(Serpasolllda Ciba~Geygi Quimica SA., -
SEO'Paulo, Braéil.

0s demais sais utilizados: a) na preparagdo do 11
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quido nutritivo; 5) como conservante das solugoes | estoque
(EDTA, HCI1, metabiséulfifo sSdico e acido ascorbico) e c)
como solventes (efanol e HC1) eram reagentes P.A. da Merck
do Brasil ou da J.T. Bakef Chemical Co., Phillfpsburg, N.Y.
EE.UU,

As solucoes estoque de catecolaminas eram dissol-
vidas em acido clorfdfiqo @,01 N contendo EDTA (10 ﬁg/ml)ou
dcido ascérbico CSQ-ﬁg/mIl, para retardar a oxidagao por
tragos de metais (Furchgotg, 1955) e conservadas congeladas
‘até o momento de sua diluigdo e uso. A apomofffna, a fenoxi
Benzamina e o pimozide "eram preparados no dia da utilizagao
a partir dos respectivos sais. A apomorfina era dissolvida
em metabissulfito sodico 0,05% (Patil e cols, 1973), a feno
xihenzamina e o pimozide.em étanol actdificado. As “dilul
coes p0§teriore§, da ordem 1071 M para 1072 M ( 10.000 x ),

~eram feitas em agua destilada.

14, Estatistica

0s "valores deiprZ;“atividade'intrfnseca, efel

i ’ .
to maximo , pA2 e pD2 obtidos para os agonistas ou antago-
nistas em estudo foram comparados e as diferencas ﬁ;eétadas

com teste "t' de Student para amostras ndo pareadas (Snede-
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cor s‘tochram, 1967). No estudo da presenca de téquifilaxia
foi usado o teste 't' pareado (Snedecor ¢ Cochram, 1967). A
ceitamos como egtatfsticamente significativo o nivel mfnimo’
de 5%, mas indicamos, quando for o caso, o nivel de siénifi
cancia alcancgado.

0s valores de pA,, pD; e inclinagéovda‘reta foram
determinados com emprego da analise de regressao pelo méto
do dos minimos quadrados (Snedecor & Cochram, 1967).

Todos os nossos resultados sao apresentados pela

média e erro padrao da média (epm).

PR
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RESULTADOS

CAPITULO IV

A figura 2 mostra curvas log dose-efeito cumulati
~vas média§ para o efeito contr3til da dopamina (DA) e nora-
drenalina (NA); no ducto deferente de rato. Quando se apli._.
ca 0 antagonista dopamfﬁérgico halobéridol, hd " necessidade
de se aumentarem as doses de DA e NA ﬁara a obtenggo'de e
feitos equfvalentes aos obtidos na auséncia de agonista. No
.éntanto o] desigéamento para a direita produzidb pela dose

7M de haloperidol foi maior para a curva de DA do

de 3x10°
que para a NA, Essa diferenciagao entre os efeitos dos dois
agohistas, produzida pelo haloperidol, poderia indicar a
presenca de receptores dopaminérgicos no ducto deferente de
‘rato.’ No entantb, essa experiéncia nao nos permitév elimi

nar a hipbtese da presenca de distorgdes devidas a alguns

dos fatores discutidos no capitulo ll. Esses fatores so pode
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FIGURA 2, Curvas log dose-efeito §umulativas médias para a
a,,NAv,;,A,em'A, ,e,pa’rg a.DA, em B, obtidas em ductos deferentes
/ 7 M de ha

loperidol, Pode-se verificar que a NA sofreu um antagonismo

in vitro, na auséncia (0) e na presenca de 3 x.10

discreto, mas o efeito maximo estd aumentado. Com a DA, en
tretanto, ocorreu um antagonismo maior e nao foi - observada
alteracgado significativa do efeito maximo. As barras verti

cais representam um erro padrao da médta.



rao ser evidenciados, ou nao, através de uma analise quanti
‘tativa de nossos resultados obtidos dentro-dos . critérios de

lineados no ftem 3 daquele capitulo.

1. Comparacao entre os efeitos da DA e NA na ausencia de an

tagonistas competitivos

1.1. Em condicoes normais

-Foram consideradas condigoes normais aquelas em
que as curvas dosefefeitayeram obtidas em ductos deferentes
com o agonista considerado semvadig50 de qualquer outra dro
ga e sem qualquer tratamento do animal doador.

e

1..1.1. Afinidade

Em condigoes normais, a NA foi 4;27 vezes (0,63 %
0,02 unidades de pDZ) mais potente do que a DA (n=57) nas
nossas condigoes experimentais, como podemos verificar na ta

bela 1.

1.1.2. Atividade intrfnseca relativa

0 efeito contratil maximo da DA, no ducto deferen-

te de rato foi semelhante ao obtido com a NA, o que lhes con
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TABELA 1. Parametros medidos em curvas dose-
~efeito cumulativas para noradrena

1ina (NA) e dopamina (DA)

" Parametros NA DA
n - 57 57
* %
.pD2 * epm 5,66 £ 0,02 5,03 + 0,02
Tog (DR) 0,63 + 0,02 0
DR S, hy27 o 1,00
Emax + epm ' : o
) ’ ) +
(mm) 98,28 + 2,68 99,45 + 2,56
o 1,00 - 1,03 = 0,02
n = nimero de experimentos

** b < 0,01 em relagdo a NA

o = atividade intrinseca relativa



fere a mesma atividade intrinseca (a) partindo-se do presu:
posto que atuem no mesmo receptor. Na tabela | sao -apresen
tados os valores médios de efeito maximo e o valor de a pa

ra a DA e a NA obtidos em 57 experimentos.

1.1.3 Presenca de taquifilaxia

A bcorréntféfde dessensibilizacgdo para a DA  foi
pesquisada em curvas D-E cuﬁulativas. Em algumas preparagoes
a dessensibilizacao foi muito evidente (figura 3) enquanto
noutras ndo. Os resultados médi@s de pD, e efeito méximo’ei
tao representados na tahela 2. Podemos notar que a variagao
méxf@a de pD, para a DA foi da ordem de 0,16 unidades de
pD, (5,10 - 4,94), enquanto o efefto méximo se reduziu em
cerca de 15%,.

Em contraste com os resultados obtidos com a DA,
a NA nao apresentoﬁ taquifilaxia, seja sob a forma de queda
dé efeito maximo, seja em termos de pDZ, embora tenha apre
sentado uma queda gfadativa de efeito, nao alcangou - nivel

significante (p » 0,05) até a 6% curva D-E investigada.
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FIGURA 3. Curvas dose-efeito cumulativas tipicas obtidas
"~ no ducto deferente de rato, com o emprego de dopamina (DA)
a 30-35 minutos de intervalo. Pode-se notar que houve uma

gradativa dessensibilizacdao da preparagao, tanto no que se

zrefere ao efeito méximo, como em relagdo a afinidade apa

rente.
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TABELA 2. Valores de pD,.eefeito maximo (Eméx)" para noradre

nalina (NA) e dopamina (DA) e potencia relativa
(DR NA/DA) obtidas de curvas dose-efeito cumulativas - em duc
tos deferentes de ratos a intervalos de 30 minutos. Média de

4 experimentos para a NA e de 8 para a DA.

NA | DA

curva -~ ' NAD/RDA
D-E pD, E5x (%) pD, E 2, (%)

12 5,56 + 0,06 100 5,10 * 0,04 100 2,9
22 5,54+ 0,046 98,3 % 5,6 5,11 + 0,08 99,0 2,2 2,7
3-Ei 5,50 £ 0,05 99,0 * 4,7 5,07 = 0,03 93,9 + 2,7 2,7

42 5,53 %0,05 98,080 500 0,05 88,5 k1 3,4
53 5,53+0,08 97,3+7,8 4,96 0,05 85,5 k1 3,7

+ erro padrao da média
* p < 0,05 em relagao & primeira curva D-E

** p < 0,01 em relagao & primeira curva D-E



1.2. Efeitos da DA e NA apds deplecdo dos depdsitos enddge

nos de catecolaminas por reserpina

Nos ductos deferentes de ratos reserpinisados a

DA produziu efeitos maximos comparaveis aos da NA (tabela
.3). Foi possivel observar, também, que os efeitos ~maximos

nessas preparacgoes foram:maiores-do que os correspondentes
em controles nao reserpinisados (tabela 3).

Com relagao a afinidade, nao houve uma alteragao
significativa para'é DA,’mas Ia NA sofreu uma potenciagao
discreta, porém significativa, de cerca de 2 vezes. Como
resultado, alterou-se a relagao de potencia entre os dois a
gonistas (tabela 3): a NA passou a ser 12,88 vezes mais po

PR

tente dobqué a DA.

1.3. Efeitos da DA e NA apés bloqueio da captacdo neuronal

por cocaina

Na tabela 4 sao representados os valores de pD,
para a-DA e a NA obtidos em curvas D-E mmmIéHvasrw ausencia
(controle) e na presenca de cocafina IO—SM. Podemos observar
que a DA foi potenciada discretamente, da ordem de 2 vezes
‘(0,3& unidades de pDzlwvenquanto que .com a NA se observou
uma potenciagao de 39,8 vezes (1,60 unidades de pDz). Assim

a relagao de potencia NA/DA passou a ser de 97,7 vezes ou
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TABELA 3. Parametros medidos em curvas dose-efeito cumulati
| vas pafa noradrenalina (NA) e dopamina (DA) em
ductos deferentes de.ratos controle (nao tratados) e de tra
tados com reserpina (7,5 mg x kg—1). Média de 5 experimen

tos para cada condi¢cao experimental e cada agonista.

| Controlé (n3o tratado) Tratado.com reserpina
NA DA NA DA
pD, 5,50 + 0,09 4,80 % 0,11@ 580 1 o,oz(»b) h,62 + 0,05(3)
log(DR) 0,71 % 0,09 0 1,11 + 0,06 () 0
DR 5,12 1,00 12,88 1,00
£ ax | @
(mm)f 87,6 + 5,7 97,4 7,4 117,8 + 8,3 112,4 £ 9,3

% erro padrao da média

(a) p< 0,01 comparado com o respectivo valor obtido para NA
(b) p< 0,05 comparado com NA controle

(¢) p< 0,01 comparado com log(DR) controle

(d) p< 0,01 comparado com NA controle
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TABELA 4. Valores de pD2 para noradrenalina (NA) e dopamina

(DA) calculados de curvas dose-efeito cumulativas
executadas na presenga de cocaina (COC) ou metanefrina (MN)
e seus respectivos cdntroles. Apresentadas, também, as rela
¢oes de potencia entre NA e DA (DR NA/DA) e entre o valor ex

perimental e o controle (DR COC ou MN/controle).

NA DA DR(NA/DA)
Controle 5,67 = 0,04 4,9y + 0,03 5,4
Presenga de * %
coc IO_SM‘ 7,27 + 0,06 5,28 £ 0,04 97,7
(23) (18)
DR COC/controle 39,8 2,2
Controle 5,69 = 0,03 5,06 + 0,07 4,3
Presenca de "
N 3x1075 M 6,04 + 0,07 5,03 % 0’07, 10,2
(4) ()
DR MN/controle 2,2 0,9

+ erro padrao da média
(n) nimero de experimentos

*%* p < 0,01 comparado com o respectivo controle



1,99 unidades de pD, na presenca de cocaina (tabela 4).

2
" A potenciagao da DA e NA, produzida pela cocaina,
também pode ser observada nas figuras 10 e 13 através do des

locamento para a esquerda das curvas log D-E médias.

1.4, Efeitos da DA e NA apos bloqueio da captacao extraneuro

nal por metanefrina

Na figura 4 temos a representagao_grafica das  cur

vas D-E médias e na tabela L4 estao apresentados osk valores
de pDz obtidos na presengca do-bloqueador de captagao  extra
ﬁeuronal‘para a DA e NA e seus }espectivos controles. Pode
mos ohservar que a curva D-E de DA‘pifticamente nao foi afe
tada pela presenga da metanefrina ‘(MN), obtendo-se valores
de pD2 semelhantes,ymas,para a NA tivemos umaﬂﬁ*mpq;gnclagéoW”(

discreta, mas significativa (p < 0,01), manifestadalﬁblo des
locamento a esquerda da curva D-E (figura L4). Essa diferenga
no comportamento de DA e NA frente a MN resultou na modifica

¢ao da potencia relativa entre os agonistas (tabela 4).

1.5. Efeitos da DA e NA apos bloqueio de receptores purinér

gicos com aminofilina

As curvas D-E médias de DA e NA obtidas na presen-
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FIGURA 4. Curvas log dose-efeito médias obtidas antes _ (1}
nha tracejada) e na presenca de metanefrina (MN) 3 x 16-5M,

incubada 30 minutos antes da obtengadao da curva. A NA sofreu
uma discreta potenciagao enquanto a DA permaneceu ~ virtual

mente inalterada. As barras verticais representam um epm.



56

¢a de aminofilina estao representadas na figura 5. Foi possl
vel verificar que os efeitos de ambos agonistas sofreram ai
teragoes que se coadunam com aquelas descritas para o antago
nismo nao-competitivo. Os valores de pD; determinadosia par
tir destes dados foram 2,95 = 0,05.contra a NA (n=3) e 3,07
'+ 0,02 frente a DA (n=3), que nao sao significativamente di

ferentes entre si (p > 0,05).

2. Comparacao entre os efeitos da DA e NA na presenca de

antagonistas competifivos

Foram empregados: ioimbina, por ser um antagonista
o-adrenergico classico; haloperidol e pimozide, por suas a
goes contra o;’efeitos.dopaminérgicos periféricos; apomorfi-
na por seu efeito dopaminérgico ao nivel do SNC e sua  agao
antidopaminérgfca no ducto.deferente. Como controie para o

antagonismo nao-competitivo utilizamos a papaverina.

2.1. Presenca de antagonista a-adrenérgico, ioimbina

Registros de curvas D-E cumulativas tipicas para o
efeito contratil da DA e NA no DDR, na presenga de ioimbina,
podem ser ohservadas na figura 6. Podemos verificar que a

ioimbina foi mais eficiente em antagonigar os efeitos da DA
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FIGURA”S;'CﬁrQas ]ogidose-efeito para a NAgyhm A, e DA, em
B, obtidas na presenga do'bloqueédof purinergico, aminofi
vlina; ﬁas doses indicadas e seus respectivos controles (0).
A aminofilina se comportou como um antagonista nao-competi

tivo frente a ambos agonistas. As barras verticais repre

sentam um epm.
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FIGURA 6. Curvas dose-efeito cumulativas obtidas com emprego de dopamina (DA) e
horadrenalina (NA) pela técnica de “bracketing”, ho ducto deferente de rato in
vitro. Nesta preparagao foram obtidas 17 curvas D-E completas com intervalos de
30 minutos nos quais, a partir da curva g, foi incubada ioimbina na dose indic_a-
da. Podemos observar: -3) o efeito da DA foi virtualmente igual ao da NA nas cur
vas controle (c, d e e); b) na presenga de'ioimbina ocorreu um gradativo aumen

to da resposta maxima da NA, enquanto que a DA permaneceu relativamente estavel.
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do que os da NA. A mesma observagao havia sido féita com o
‘emprego do haloperidol (ver fighra 2) e, a exémp]o'deste, a
ioimbiha também foi capaz de aumentar o efeito maximo da NA
mas nao o da DA (tabela 5, figura 6). As duas alteragoes po
dem ser visualizadas melhor na figura 7, onde estao repre
sentadas as curvas log D-E médias para os dois . agonistas
frente a ioimbina, obtidas em experimentos siﬁilares‘aos a
presentado§ na figura 6. A ioimbina, mesmo sendo um antago-
nista a-adrenérgico produ;iu‘um deslocamento paralelo das
curvas D-E de‘DA? que foi maior do que o observado para a
NA. A pequena queda do efeito maximo da DA, na presencga de
ioimbina, nao alcanca niveis siénificativos se forem efetua
das correcoes para compensar a queda devida a taquifilaxia
referida no ftem 1.1.3.. A paftir das curvas D-E apresenta-
das na figura 7 foram determinados os valores ge pA2 e de
inclinagao segundo o'méfodo grafico de Schild. Foram langa
dos em ordenadas cartesianas os valores log (DR - 1) em fun
¢ao da concentragao de antagonista, obtendo-se duas retas
(figura 8). A reta de menor inclinagao foi obtfda para a NA
enquéhto que a DA apresentou valores de inclinagao que se a
proximam da uhidade, dentro da faixa de doses de antagonis-
ta utilizada. A determinag¢ao dos valores de pAz; através da
analise de regressao pelo método dos minimos quadrados, mos
trou valores para a DA diferentes dos obtidos para a NA (ta

bela 6).
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TABELA 5. Efeito maximo (Eméx.) e atividade intrinseca (o)

para noradrenalina (NA) e dopamina (DA) medidos
em curvas dose-efeito cumulativas no ducto deferénte de
rato, antes (controle) e>na presenca de ioimbina. Média de

5 experimentos conduzidos pelo método de '"bracketing'.

Agonista “méx. o
(mm)

NA 0 119,5 = 6,1 1,00

Controle _ : - ‘
DA 119,5 * 6,8 © 1,00 = 0,03

* % ‘
NA 156,2 = 8,2 1,00
loimbina _ o * %

’ ‘ DA 107,8 % 6,2 0,69 £ 0,03

+ erro padrao da média
** p < 0,01 comparado com o respectivo controle

}+ p < 0,01 comparado com o valor obtido para NA mais ioimbina
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- FIGURA 7. Curvas log dose-efeito medias obtidas no ducto
deferente de rato com a NA, a esquerda (A) e com DA, a di
reita (B), na-auséncia (0) e na presenga de doses -‘crescen
tes de ioimhina. Na presenga do antagonista, as curvas D-E
de NA apresentaram um aumento :do efeito maximo nao observa
do com o emprego de DA. 0 antagonista provocou o desloca
mento paralelo das curvas D-E de agonista para a direita.
Notar que o deslocamento de DA ocorreu com concentragoes
menores de antagonista do que o deslocamento das curvas de
NA. As curvas D-E s3o médias de, no.minimo, 8 experimentos
para a NA e de 10 para a DA, As barras verticais represen

tam £ um epm.
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FIGURA 8. Graficos de Schild (ver material e métodos, [tenm
9.4) obtidos‘cdm o antagonismo dos efeitos contrateis  de
DA e NA:péla ioimbina, em experimentos semelhantes ao da
figura 6., Em A, na auséncia de cocalna, notamos que os va
lores log(DR~1) para a DA se distribuiram a0»Tongo de uma
reta com inclinagdo proxima da unidade, enquanto os valo
res obtidos para a NA, nas mesmas condigdes, tiveram incli
nagao menor. Em B, experimentos similares executados na
presenca de cocaflna. Neste caso as duas retas se confundem
e ambas tiveram inclinagao que se aproximou da esperada pe
la teoria. As linhas verticais indicam um epm. Os valores
entre parénteses indicam o nimero de experiencias executa-

das para cada dose de ‘antagonista.
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TABELA 6. Valores de pA, e inclinagao (a) para a ioimbina e

2
o haloperidol, obtidos por andlise de regressao a
partir do metodo grafico de Schild, com emprego de noradrena

lina (NA) e dopamina (DA), na auséncia e na presenga de co

catna (COC) 10 °M.

ausencia de COC presénga de COC

pA a pA2 a

2

NA (12) 6,20%0,11 0,54*0,04 (5) 6,90+0,18 0,86 0,66
|0IMBINA o "
DA.(12) 6,88+0,06 0,96:0,04 (5) 6,84%0,11 0,85%0,08

NA (5) 7,19+0,25 0,35+0,03 (5) 7,80%0,06 1,32%0,07
HALOPER1DOL . O ax
DA (15) 7,68+0,09 1,15+0,08 (9) 7,75+0,03 1,32%0,08

(n) = nimero de experimentos
+ erro padrao da media

** p < 0,01 comparado com o respectivo valor obtido com NA
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2.1.1. Antagonista o-adrenergico ioimbina na presenca de co

1 4
cailna

Experimentos semelhantes ao descrito no ftem ante
rior, mas efetuados na presenga do antagonista mais o blo
queador de captagao neuronal cocaina, mostraram alteragoes
no grau de deslocémento das curvas D-E de NA (figuras 9 e
10): na presenga de cocaina, a curva D-E seAapresentou sen-
sivelménte deslocada para a esquerda, cerca de 1,6 unidades

de pD, (como foi referido no Ttem 1.3.) e foi a esta que

2
comparamos as curvas D-E de NA na presenca de cocaina mais
ioimbina. A coﬁsequéncia do maior grau de deslocamento para
a direita, provocado pela ioimbina, foi uma inclinagao no
grafico de Schild, para a NA, mais proxima da unidade (tabe
la 6 e figura 88).‘Assim a ioimbina, na presencga de cocaina,
provocou um antagonismo semelhanté para a NA e DA (figura

10) e, avaliando-se o PA, nestas condigoes, ndo se observou

diferénga significativa (p > 0,05), como podemos ver na ta

bela 6.

Com relagao aos efeitos maximos de NA e DA, na
presenca de cbcafna, as observagées ficaram = prejudicadas
porque esta droga geralmente provocava uma redug¢ao da res

posta contratil (ver figura 9, curvas d e e). Quando ocorria

essa reducao, a ioimbina sempre era capaz de fazer voltar o
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FIGURA 9. Curvas dose-efeito cumulativas de experimento tipico, obtidas no ducto
deferente de rato, com emprego de DA a intervalos de 30 minutos. Apos a estabill
zagao da preparagao (curvas a, b e c), foi adicionado cocaina 30 minutos antes

de se obter as curvas d e e, verificando-se uma redugao no efeito maximo, acompa

nhada de discreta potenciagao. As curvas f em diante foram obtidas na ~presenca

de ioimbina, nas doses indicadas, adicionadas juntamente com a cocaina 30 minutos
antes de se iniciar a curva D-E. Verificou-se que a ioimbina foi capaz de rever

ter a redugao do efei'to maximo provocada pela cocaina (curvas h em diante).
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FIGURA 10. Curvas log dose-efeito médias para & NA em A, e DA,
em B, obtidas na auséncia de cocaina (linhas tracejadas), na
presenga de cocafna (0) ou de cocafna mais ioimbina nas doses
indicadas.. Em contréste>com-ovque foi mostrado na figura 7, no
tamOS'uh de§Iocamento das curvés D-E de NA para a direita, con
forme esperado pela teoria para o antagonismo competitivo. Na
comparacao com as curvas D-E de DA, em B, podemos notar que as
doses de 3x1(]“6 e 10—5M de ioimbina produziram - deslocamentos
para a direita muito semelhantes para ambos agonistas. Obser
var, também, que a potenciacao produzida pela cocaina para a
NA foi maior do'que para a DA. Médias de, no minimo, 5 experi-
mentos para cada agonista. As linhas verticais representam um

epm.
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efeito a valores equivalentes ao observado antes da incubar~
¢ao de cocafina, independentemente do agonista, DAou NA, .con

siderado.

2.2. Presenca de antagonistas dopaminérgicos

2.2.1. Haloperidol

Como foi observado anteriormente (figura 2) tam
bém com o haloperidol registrou-se um efeito duplo sobre as
curvas D-E obtidas com NA. Houve um aumento significativo do

efeito maximo junto com um deslocamento discreto para a di

reita (figura 11). Com a utilizacao de DA como agonista, ob

st

servamos somente o deslocamento para a direita. Este deslo
camento com a DA foi mafor do que o observado com a NA e foi
proporcional a dose de haloperidol empregada (figura 11).
Lancados em grafico de Schild, os dados obtidos para a DA
.forneceram uma reta cujé inclinacao se aproxima da wunidade,
enquanto que a reta obtida para a NA teve uma inclinacao
muito pequena, significativamente diferente de 1,0 (ver ta
bela 6 e figura 12A).

0s valores de pA2 para o haloperidol, determina
dos a partir da analise de regressao das retas obtidas pelo

metodo grafico de Schild foram distintos conforme o agonis-
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FIGURA 11. Curvas dose-efeito médias obtidas com NA, em A, e
com DA, em B, na auséncia (0) e na presenca de doses crescen
tes de haloperidol. Podemos notar que os resultados foram se
melhantes aos obtidos com empregb de foimbina (figura 7): o
deslocamento das -curvas D-E foi maior para a DA do que para
a NA, enquanto o efeito maximo s6 estd aumentado para as cur

vas D-E de NA. As barras verticais representam um epm.
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FIGURA 12. Graficos de Schild obtidos com o antagonismo dos
efeitos contrateis de DA e NA pelo haloperidol. Em A, na au
sencia de cocaina, obtivemos duas retas com inclinagbes dis
tintas, sendo a obtida com DA maior do que a de NA. Em B, na
presenca de cocaina, IO-SM, as duas retas tiveram inclinagao
semelhante e proxima da esperada pela teoria. 0Os nimeros en
tre parenteses indicam o nlimero de experimentos efetuado pa

ra cada dose de antagonista, enquanto as linhas verticais in

dicam um epm. -



ta, NA ou DA, considerado (tabela 6).

2.2.1.1. Haloperidol na presenca-de cocaina

Na figura 13 estao representadas as curvas D-E
do antagonismo entre o haloperidol contra a NA ou DA, na
presenca de cocaina. Podemos observar que as curvas de NA e
DA na presencga de cocaina estao deslocadas para a esquerda.
0 de;locamento foi maior para a NA do que para a DA como ha
via sido observado quando empregamos a cocaina para estudar
o antagonismo produzido pela ioimbina (figura 10).

Comparando as figuras 13A e -11A observamos que as
mesmas doses de haloperidol que produziam deslocamento‘*dig
creto nas curvas D-E de NA para a direita, na presenga de
cocaina provocaram deslocaﬁentos apreciaveis, da ordem de
meié unidade logaritmica para cada aumento de trés vezes na
dose de Haloperidol.

Em relacao as curvas D-E médias de DA na presenca
de cocafna e haloperidol (figura 13B) e as obtidas na ausen

cia de cocaina (figura 11B), nao se observaram diferencas
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FIGURA 13. Curvas log dose-efeito médias para a NA, em A,e
para a DA, em B, obtidas na ausencia de cocaina (VTinhas
tracejadas), na presengb de cocaina (0) ou de cocaina mais

haloperidol nas doses indicadas. Em contraste com o que fo

ra mostrado na figura 11, observamos um deslocamento das
curvas D-E de NA para a direita, conforme esperado pela
teoria. Comparando as curvas obtidas para NA e DA  na pre

.senca das mesmas concentragoes de haloperidol, verificamos

que os deslocamentos para a direita foram equivalentes. As

barras verticais representam o epm,
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notaveis. 0 deslocamento para a direita foi ‘'discretamente
maior quando o antagonista foi utiliéado na presenca de co
cafna.

0s dados das figuras 13A e B langados num grafico
dé Schild, nos forneceram duas retas, uma para a NA e outra
para a DA. As rétas tiveram incltnagSO"muito .- semelhante
(vér figura 12B) quando consideramos as trés primeiras do
ses de haloperidol, {sto é,3x10'8;']0“7 e 3x10_7'M, que fo
ram empregadas igualmentefcontra NA e DA. A determinagao
dos valores de pA, para o haloperidol a partir destes dados
nos forneceu valores identicos (tabela 6), seja empregando
NA ou DA como agonista.
- Em relagao aos_eféitos m8ximos, quando as curvas
- D-E de NA e DA-obtidas na presenga de cocaina foram menores
do que as curvas controle; b;haloperidol foi capaz de redu
zir a diferenga entre os mesmos. lsto j& havia sido obser

vado com o emprego de ioimbina, nos experimentos realizados

nas mesmas condigoes (item 2.1.1.).



73

2.2.2. Pimozide

Na figura ]h estao représentadas as curvas Q-E pa
ra a NA e para a DA obtidas na presenca de doses crescentes
de pimozide e seus respectivos controles. Podemos observar
que o pimozide foiefiéhnté em»antagonixar de forma nao-com
petitiva a ambos os agonistas. Entretanto, a observacgao
das curvas D-E para a NA e para a DA obtidas na presernga
de 3x10’6M de pimozide pgrmitem sugerir que, nas condigoes
usadas, houve uma eficiencia maior em antagonisar os éfei—
tos contrateis da DA.

0 componente competitivo do antagonismo produzido

__por pimozide,avaﬂamapelo_grad dé deslocamento das .curwvas
D~E de ﬁA ou DA para a.direita,fqtdiscreto. Ocorreu um des
focamento méXimo»de O,ks'i 0,03 unidades de pD2 para a. NA
é de 0,48 + 0,03 unidades de pD2 para a DA, qué nao foramdi
ferentes entre si (p > 0,05) e nao permitirama determinagao

dos valores de pAZ‘

2.2.2.1. Pimozide na presenca de cocaina

Ainda na figura 14 estao representadas, em C e D
as curvas D-E de NA e DA obtidas na presenca de cocaina

(controles) e de cocaina e pimozide simultaneamente. Pode
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FIGURA 14, Curvas log dose-efeito cumulativas medias, obti -
das na auséncia (0) e na presenca das concentragoes indica
das de pimozide, para a NA (em A) e DA (em B). Por -estas
curvas o pimozide antagoni=gou me]hof‘a DA; entretanto, as
curvas D-E obtidas ap6s bloquear a captagao neuronal com
cocaina, representadas em C, para NA, e em D, para DA, mos
traram que o grau de antagonismo € o mesmo para ambos os

agonistas. As barras wverticais representam um epm.
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mos observar melhor que o antagonismo do pimozide contra os
efeitos da NA e da DA foide dois tipos: a) nitidamente nso;
-competitivo, evidenciado pela redugcao dos efeitos maximos
de ambos os agonistas e b) compétitivo, manifestado por des
locamento, embora discreto, das curvas D-E para a direita.
A observagao das curvas D~E médias para NA e DA na figura
14 Cve D levam 3 conclusgo‘deaque, na presencga de cocaina
néofmmve<ﬁfemnga entre a ihtensidade-dO’bloqueio nao-compe-
titivo pelo pimozide contra amhos os agonistas. A determina
cao dos valores de pD;,at;avés do método grafico de Schild
modificado, nos forneceuvalores de 5,91 + 0,09 para a NA
e 6,20 + 0,15 para a DA (n=4 para DA e NA; p > 0,05).

0 de;locamento_das curvas D-E para a direita de

1,59 * 0,08 unidades de pD, para a NA e de 0,74 * 0,05 para

2
a DA foi -maior do qhe o observado na auséncia de cocaina. Em
bora a diferenga.entré estes valores seja significativa
(p < 0,0S), os valores de pA, determinados pela analise de
regressgo linear a partir destes dados nao foram significa-

tivamente diferentes entre si: 6,92 + 0,15 para a NA e 7,22

+ 0,17 para a DA ( p > 0,05).

2.2,3. Apomorfina

Nas nossas condi¢goes experimentais a apomorfina,

.,



nas doses de 3x10‘6 ate 3X10—AM, néo_apresentou . contragao
mensuréyel no ducto deferente de rato. Entretanto foi capaz
de provocar alteragoes nas curvas D-E de NA e DA. Na figura
15 estao representadas as curvas D-E de NA e de‘DA obtidas
antes e na presenca de apomorfina. Vemos éue-nas doses de
10-5‘e 3x10f5M, a apombrfina‘foi,capaz de potenciar o efel
to méximo das curvas D-E de NA, mas~n50»das de DA onde essas

doses de apomorfina provocaram uma queda discreta do efeito

maximo, acompanhado de um deslocaménto, também | discreto
(0,27 + 0,06 unidades de 502) para a .direita. - A ‘dose de
10-ll M de apomorfina nao produziu mais potenciagao no efei-

to méxiﬁo da NA mas, pelo éontrério, reduziu o mesmo e pro
vocou um deslocamento ‘adicional para a direita das curvas
D~E de DA,‘alcangando'o mg;imo de 0,43 + 0,03 unidades de’
p02 contra 0,20 iVO,IO 6bservado,para»a NA.fAumentos‘adicig
nais da dose dé épomorfina provocaram acentuada queda dos
efeitos de émbos os agonistas, a niveis da ordem de 20% dos
controles, dificultando sobremodo a determinagao dos valo
res de afinidade.

Os valores de pD; determinados a partir destes ex
‘perimentés para avaliar o antagohismo~n50fcompetftivo contra

ambos os agonistas foram: 3,81 * 0,15 para NA (n=5) e 4,19

+ 0,08 para a DA (n=h). Essa diferenga nao foi signifi-
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FIGURA 15. Curvas lbg-doée—efeito cumulativas médias para a
NA (em A) e DA (em B), obtidas na presenga das doses indica
das de apomorfina e seus respectivos controles (0). Verifi
cou4se'Qﬁe a apomorfina foi capaz de provocar um aumento da
respostauméxima da NA, mas nao da DA, como fora observado
com a ioimhina (figura 10) e com o haloperidof (figura 14).

Os deslocamentos das curvas de DA para a direita foram 1i

geiramente maiores do que os ohservados para a NA. As bar

ras verticais representam um epm.



cativa (p > 0,05).

.2.3. Papaverina

Na figura 16 est3o representadas as.curQas D-E me
dias para a NA e DA obtidas na presenca de papaverina. Esta
droga € um antagonista .nao-competitivo, nao possuindo compo
nente competitivo. Isso foi efetivamente observado empregan
do-a contra o efeito contritil da NA (figura 16A). Frente a
DA, entretanto, ocorreu uﬁ deslocamento discreto para a di
reita, que alcangou o valor méxfmo de 0,40 + 0,06 unidades
de pD2 (n=7) indicando que deslacamentos semelhantes, obser
vados com o emprego de pimozide (figura 14) e - -apomorfina
(figura'ISY bodem ser atribuidos a outros fatores que nao a
'Qmacomponente de ;antagonismo competTtivo. Por exemplo, esse
deslécamento poderia ser atribuido a taquifi]éxia observada
para a dopamina (ver ftem 1.1.3 e tabela 2) e a dificuldade
de se determinar com precisao os valores de p02 nas curvas
D-E muito pequenas.

| O0s valores deka; para a papaverina, calculados a
partir das cur&as_aﬁhesentadas na figura 16 através do méto
do grafico de Schild modificado, foram: 4,91 * 0,05 contra

a NA (n=7) e 5,04 %+ 0,04 contra a DA (n=7). Ambos nao foram

significativamente diferentes entre si (p > 0,05).
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FIGURA’16,SCurvas‘log dose-efeito cumulativas médias para a
NA (em A) e DA (em B), obhtidas na presenga das doses.indici
das de papaverina é seus respectivos controles (0).‘Podemo§
observar que, enguanto a papaVerina»atuou'como um antagonis
Vtarnéo—competitivé para os efeitos da NA, provocou um déslg
camento discreto para as curvas D-E obtidas com DA, simultd
neamente com a queda das respostas. Verificar a semelhanga
com as curvas D-E .obtidas na presenga de pimozide (figuras
14A- e B) e na presenca de apomorfina (figura 15). As barras
verticais representam um epm.
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3. Comparacao entre os efeitos da DA e NA na presenca de

antagonista competitivo irreversivel: fenoxibenzamina

0s resultados obtidos com emprego de fenoxibenza-
mina (PBZ) que foi o antagonista competitivo irreversivel es-

colhido, estao resumidos na figura 17. Podemos observar que

a NA 10—4 M foi capaz de proteger o seu receptor em 75,1 4
6,82 e também capaz de proteger o efeito da dopamina em
51,5 + 6,8%,contra o bloqueio irreversivel provocado pela

PBZ, 3x10—8M incubada durante 5 minutos. A DA por sua vez
também protegeu o receptor da NA, mas foi necessaria uma do
se maior para alcancar o mesmo nivel de protecao (figura 20).
Em doses equimolares, a DA € menosieficaz‘do.que*a NA, porem
aumentando-se a dose em trés vezes (3x107"M) . ebservou-se
uma protecao equivalente 3 obtida;comfNA: 82,1 2,0 % de
protecao para o éfeito prod&zido pefa NA e 75,7 = 6,2% de
autoprotegao. -

A protecao que ocorreu contra oﬂblqueio provocado
pela PBZibi especifica, como foi possivel confirmar com o em
prego de acetilcolina e de feni]efrina.'A acétilcolfﬁgf?prg
tegeu o seu receptor em 68,1 * 12,1% (n=4} sem impedir a i
nativacgao dos<a-adrenoceptore5'(figura 17). A fenfTefrina

que tem uma acdo através dos G-adrenoceptores, protegeu 0s
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FIGURA 17. Histograma repfesentando o efeito maximo medio
obtido em curvas D-E cumulativas com emprego de noradrena -
lina:- (NA), dopamina (DA), acetilcolina (ACh) e fenilefrina
(FE) como agonistas,'apés o bloqueio pela fenoxibenzamina
(PBZ) sem (—) ou com protegao pela ACh, NA, DA, FE ou pi
mozide (Pi) nas concentragoes indicadas.. Os nimeros sobre
colunas indicam o numero de observacoes e a barras = repre

sentam mals um epm.



efeitos da NA.

0 emprego do pimozfde (3x10_6M) como eventual pro
tetor do efeito contratil da DA e NA, revelou uma protegao
equivalente para ambos agonistas, embora pequena  (figura
17). |

O0s resultados obtidos com a utilizagao de apomor
fina na concentragao de IO‘hM, também.reveléram uma prote
¢ao dos efeitos da DA semelhante é.observada para a NA, mas
ligeiramente melhor que a registrada com o emprego do pimo

zide.
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DISCUSSAO

CAPITULO V

0s resultados obtidos no presente trabalho mostra
ram varias diferencas entre as caracteristicas farmacologi-
cas da NA e DA no ducto‘deferente'de rato, enumerand&-se:
a) diferenga quanto a afinidade relativa (tabela 1); b) pre
senga de taquifilaXia para o efeito da DA, mas nao para a
NA (tabela 2 e figura 3); c)/auﬁento de sensibilidade para
a NA, mas nao para a DA, nos ductos deferentes de ratos‘trg
tados com reserpina (tabela 3); d) maior desibcamento das
curvas D-E de NA, do que de DA, por ac¢3o da cocaina e meta
nefrina (tabela 4 e figura 4); e) maior suscetibilidade dos
efeitos da DA, do que da NA, ao bloqueio pela ioimbina ou
haloperidol, na ausencia de~cocafné»(figuras 2, 7 e 11); f)
inclinagoes distintas das retas de regressao dos = graficos
de Schild, conforme o agonista considerado (figuras 8A e

12A) na auséncia de cocafna; g) diferentes valores de PA,
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da ordem de 0,5 unidades, para um dado antagonisté quando
testado respectivamente em relagEO'a:NA ou DA‘(tabela 6).

Embora a diferenga de afinidade relativa nao indi
‘que.a existencia dé grupos de receptores distintos, as ou
tras diferengas no comporﬁamento farmacof&gico de NA e DA
se consideradas isoladamente poderiam sugerir que .os efel
tos desses ‘dois agonistas SSquevidos a interagcao com dois
grupos de receptores distintos. No entanto, quando analisa
dos ‘em conjunto, os dados 9cima constituem-se em evidencias
contra a presenca de receptores dopaminergicos no DDR.

0 argumento de maior beso a favor da indicacao da
existencia de dois receptores, que seria o deslocamento de
sigual 'das curvas D-E de DA e NA na presenga dos antagonis-
tas ioimbina e halqperidol (figufas 7 e 11) nao resiste a
uma analise mais profunda, quando julgado em conjunto com
outros dois.dadbs, quais sejamf a maior potenciacao do efei
to da NA pela cocaina e a demonsfraééo, nao citada acima,
que, na presenca. de cdcafna, as.curvas D-E de NA e DA so
frem o mesmo grau de deslocamento pelos antagonistas ioimbi
na e héloperidol (figuras 10 e 13); de fato, os dados acima
constituem uma forte inaicagéo de que as diferengas observa
das se devem a presenca de um potente mecanismo de captacgao
neuronal que afeta a NA e qﬁe praticamente nao atua sobre a

DA.
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A captacao neuronal, como vimos anteriormente, e
muito ativa no sentido de remover a NA das proximidades do
receptor. Em consequencia, a concentracao do agénista na vi
zinhanga do receptor pode ser dezenas de vezes inferior a
sua concentracao no banho. Na presenga de um bloqueador de
captagao neuronal, como € o caso da cocaina, as curvas D-E
daqueles agonistas que ‘sofrem captacao, se deslocam péra a
esquerda; porque a concentracao ao -nivel do receptor - se
iguala a concentragao da droga no banho.

Por ser um mecaﬁ}smo saturavel a captagao neuro
nal afeta com maior intensidade as pequenas e medias concen
tracoes de agonista. A medida que a concentragao da ~droga
no banho vai aumentando diminui a importancia da fragao que
é captada a tal ponto‘que, para‘§s~maiores ~concentracgoes,
quando‘a captagéo neuronal~esté satufada, a concentragao de
agonista na.bidfase praticamente se iguala a concentracao
da droga no banho, como ocorreria na presenga de um bloquea

dos de captagao neuronal. A concentracao necessaria para sa

turar o mencionado mecanismo depende de suas . *caracteristi
cas, sendo possivel que as concentragoes que provocam  ©
efeito maximo da preparagao nao sejam, ainda, suficientes

para esse objetivo. 0 estudo tedrico da influéncia da capta
¢ao neuronal sobre as curvas D-E de NA e outros agonistas

suscetiveis de sua agao, foi executado, entre outros, por
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Furchgott (1972), mas esta fora dos obhjetivos . trevisa-los
mais extensamente neste trabalho. No entanto & " importante
fazer alguns comentarios a»fespeito do emprego de antagonis
tas competitivos. Normalmente estas drogas inferagem com o
adrenoceptor impedindo a ligagao do agonista, resultando em
uﬁ deslocamento das curvas D-E para a direita, uma vez que
serao necessarias concentragbes maiores para a obtengao de

efeitos equivalentes. Simultaneamente essas maiores concen

tracoes de agonista Ao banho aumentam, também, a concentra
cao a nivel da biofase, téndendo a séturar o sistema de cap
tagcao neuronal e a deslocar as curvas D-E para a esquerda.
Portanto e de se esperar que as curvas D-E de NA e outros a
gonistas que sofrem captacao neuronal tenham um deslocéheﬂ'
to para a direita menos pronunciado do que na ausencia de
captagao, ja que o mesmo €& resultante da somatodria d¢w7duas
forgashgntagonicas:‘des]ocamento.para a direita provocado
pelo antagonista, por ocupagao de réceptbres poés-sinapticos,
e deslocamento para a esquerda, induzido por uma -safuragéc
gradual do mecanismo de captacao neuronal. Isso explica por

que, nas figuras 7 e 11, as curvas D-E de NA praticamente

n3o foram deslocadas na presenca do antagonista. Apds cocal

na, no entanto, as curvas D-E foram deslocadas proporcional
mente a dose de antagonista, indicando que aquelas altera

¢oes de deviam ao mecanismo de captacgao.
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Os dados obtidos, representados num grafico de
Schild, forneceram pontos aos quais se pode ajustar uma re
ta. Contudo a inclinagao para esta reta, para a NA, teve va
lor menor do que o previsto pela teoria dos réceptores
(Schitd, 1957; Arunlakshana & Schild, 1959; Furchgott, 1972)
indicando, mais uma vez, a presenca de captagao. neuronal.

Para a DA a inclinacao da reta foi em torno de 450, confor

‘me o esperado, independentemente da presenca de cocaina e

com quaisquer dos antagoni§tas empregados, mostrando ‘que a
DA nao e sensivel ao mecanismo de captagao neuronal no DDR.
Esse fato € digno de destaque ja que em outras preparagoes,
como o coragao isolado de rato, é afinidade pela  captacao
neurona]-é‘maior para a DA (lversen; 1967). Hendley £ Sny
der (1972)'mostraram que no DDR o mecanismo de captagao exi

be estereoespeéifitidade para a (-) NA, mas nao testaram a

DA.

Vérios’autdres que propuseram a existéncia de re
ceptores ddpaminérgicos no DDR ignoraram a presehga de um
mecanismo de captagéo neuronal (van Rossum, 1965; Simon &

van Maanen, 1971; 1976; Ferrini & Miragoli, 1972; 1973) e,
portanto, baseéram-suas conclusoes nos va]orés de pA2 dis
torcidos, quando o agonista foi a NA (ver tabela 7). A
deteccao de uma maior afinidade da fentolamina para antago

nigar a DA do que a NA, observada por alguns autores (tabe



" TABELA 7. Valores de pA2 + desvio padrao de antagonistas competitivos reversiveis

. — ]

contra o efeito contratil produzido péla dopamina (DA) ou noradrenalina

(NA) no ducto deferente de rato, obtidos na literatura citada e neste trabalho.

10 1MBINA FENTOLAMINA HALOPERIDOL
DA NA DA - NA DA NA
van kossum, 1965 S . 5,3 ' 6,9‘ 6,7
Simon & van Maanen, 1971 8,7 £0,3 7,6 £0,27
Ferrini & Miragoli, 1973 o 8,76+0,32 7,77t0,60 8,10%0356 (1)
" Simon & van Maanen, 1976 8,02+0,34 7,07%0,24 7,27%0,25 6,54%0,21
| (7,61+0,13) (6,81 +0,24) -
Dados deste trabalho 6,88+0,06 6,20%0,11 7,68+0,09 7,19%0,25
* epm (6,84 0,17 (6,90 £0,18) (7,75+0,03) (7,80 % 0,06)

(1) nao observou antagonismo competitivo entre o haloperidol e NAj;

, R X : . :
0s valores apresentados entre parenteses foram obtidos na presencga de cocaina;

88
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la 7) e a constatacgao due o haloperidol nac  .antagonizava .
competitivamente oé efeitos da NA no DDR (Ferrini & Mirago
1i, 1973) tambem podem ser atribuidos a influéncia da capta
-ééo neuronal, como pode ser visté:nasfig.11 e.12. Em resumo, €
bossfvel concluir que a distingao entre antagonistas dopami
nérgicos e a-adrenérgicos no DDR, feita por varios autores,
nao existe quando se bloqueia. a captagao neuronal. Nessas
condicoes, tanto a ioimbina quanto o haloperidol bloqueiam
indiferentemente a‘DA'e‘a/NA.>Simon & van Maanen (1976) nao
observaram diférenga significativa entre os pA2 para a fen
toiamina determinados na auséncia e na presenca de cocafina,
dispensando, por isso, a sua utf]izagéo, mesmo quando estu
daram outros antagonistas. A explicagao paré'a ausencia de
diferencgcas significantes enire os valores de'pA2 poderia
ser encontrada no fato que alguns ‘antagonistas o-adrenérgi-
cos, entre os quais a pr6pria»fehtolamina, podem,/ ‘efetiva
mente, apresentar um efeito bloqueador sobre a captagao neu
ronal (lversen, 1967; Eisenfeld & cols, 1967; Trendelen
burg, 1972) ou que nao foi esperado um tempo suficientemen-
te fbngo»para al;angar o equilibrio entre o antagonista e o
receptor, probiéiando a determinacao de valores inferiores
aos reais. Em geral as doses de antagonistas o necessarias
para obter bloqueio de captagao sao maiores do que as empre

gadas para antagonizar os efeitos dos agonistas a-adrenérgi
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cos, tornando-os inadequados para esta fungao quando se es
ta estudando o efeito de drogas sobre o a-adrenoceptor (ver
Furchgott,1970). Por exemplo, no coragao isolado de rato, a

5M inibe cerca de 66% da

fentolamina, na concentragao de 10~
captagéoineuronal, enquanto a cocaina, na mesma . concentra
¢ao, reduz a captagcao em 95%, sem, contudo, afetar o recep-
tos adrenergico na mesma extensao que o antagonista a.

0 uso de pimozide e apomorfina forneceram outras
evidencias contrarias a presenca de receptores dopaminergi-
cos no DDR. O pimozide deveria produzir um antagonismo espe
cifico para a DA se, no DDR, produzisse efeitos semelhantes
aos centrais. Nao foi o que obsérvamos: pelo contrério,‘ o
deslocamento ‘das curvas D-E foi maior para a NA do que para
a DA, revelando uma maior afinfdade contra a NA. Alem -do
componente‘competitfvo.o pimozide mostrou-se um antagonista
‘nao-competitivo e também neste aspecto seu efeito foi igual
em relacao a ambos os agonistas. A apomorfina, devido a sua
acao dopaminérgica no SNC, deveria exibir um efeito contra-
til no DDR, como foi observado por Patil e cols (1973). Nao
foi o que observamos, mas tamhém outros agonistas dopaminer
gicos centrais como a nomifensina (Tayo, 1979b) e a bromo
criptina (Gibson & Samini, 1978) ja se haviam revelado inca

pazes de produzir uma resposta contratil no DDR. A apomorfi
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na antagoniiou discretamente o efeito contratil da DA, mas
eése efeito também foi observado com o emprego de papaveri
na que e, classicamente, um antagonista néo-combetitivo e
que, portanto, nao produz deslocamento das curvas D-E no ei
xo das abcissas (Ariens, 1964). A]ém'disso,‘nem a apomorfi-
na, nem'a‘papaverina deslocaram as curvas controle, de NA,
indicando qué;o,mecanismo responsavel por esse efeito, des
locamento da DA, esta relacionado com o efeito taquffiléti-
co observado para este agonista.

Ferrini ¢ Miraggli (1972) e Simon & van . Maanen,
(1971) registraram um antagonismo especifico dos efeitos da
DA, mas nao da NA, pela apomorfina. Pela falta de controles
confiaveis, e possfvel»que seus resultados estejam .altera
dos devido ao pequenO’tempo def?nCUbagéo (10 minutos), insu
ficiente para alcangar o equilibrio entre droga e receptor
e devido a déssensibilizagéo a DA. Em resumo, os resultados
obtidos com a apomorfina e o pimozideftambém“néoséo compatl
veis com a presenga de receptores dopaminérgicos no DDR.

Seriam, entao, os efeitqs.observados pelo emprego
da DA devidos a interacao desta droga com os receptores o=
-adrenérgicos? 0 trabalho de Furchgott (1970) sobre as exi
gencias estruturais dos égonistas para uma agao em recepto
res aj@drenérgicos, mostrou que era necessaria pelo menos

uma oxidrila alcodlica em posigao B ou uma oxidrila fenoli-
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ca-em posicao meta, na molecula de feniletilamina. .0ra, a
DA cumpre o requisito pois possui a mesma estrutura que a
NA, com excessao da oxidrila B-alcobdlica que é ahexada ja
no final do processo de sintese da NA, dentro do granule de
armazenamento, pela enzima dopamina-B-hidroxilase, podendo
portanto atuar no adrenoceptor.

Outra 'forte indicacgao da inte
ragcao da DA com o-adrenoceptores pode ser obtida com>6s ex
perimentos realizados com a PBZ para bloquear apenas um dos
dois tipos de receptorés e tentar diferencia-los entre dopa
minergicos e noradrenérgicos (figura 17). 0s resultados per
mitiram observar que a NA e a DA se protegem mutuamente
quando empregamos conéiptraQSes adequadas. Assim a concen
tracao de DA para aufoproteger seu receptor e para proteger
o da NA contra a inativagao irreversivel pela PBZ, foi tres
vezes maior do . que a de NA, para alcangar o mesmo nivel de
protecgao. Esta‘observagéo)reforga o fato de que a afinidade
da DA pelo receptor € cerca de 4 vezes menor do que a afini
dade da NA. Estes experimentos de protegao se revelaram es
pecificos pois o emprego de ACh somente protegeu o receptor
colinérgico e}ﬁowaadrenérgico, enquanto que a fenilefrina,
por se ligar ao a-adrenoceptor, foi capaz dé protege-lo. O

emprego de apomorfina e pimozide nestes experimentos tambem

nao permitiu a detecgao de possiveis diferengas entre os re
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ceptores envolvidos. Entretanto estas duas drogas nao = sao
exatamente adequadas,paravesse‘tibo de experimento, pois se
revelaram antagonistas nao-competitivos e estes nao -se li
gam ao. receptor, mas em alguma etapa pos interacgao droga-re
ceptor (Ariens, 1964; Jurkiewicz, 1970).

A taquifilaxia observada para o efeito da DA pode
ria ser atribuida a uma agao parcialmente indireta atraves
da liberacao de um mediador excitatorio endégeno, esgotavel,
como por exemplo a NA. O uso do DDR tratado com .reserpina
mostrou que a afinidade dé DA nessa circunstancia idiminui
ligeiramente, o que poderia se constituir numa confirmagao
daquela hipotese. Entretanto o exame dos efeitos do trata
mento com reserpina sobre as curvas D-E de NA revela que a
afinidade deste agonista foi potenciada (tabela 3) e espe
rar-;é~ia.que, se a DAAqtuasgé diretamente no a-adrenocep
tor, também sofresse o mesmo tipode ‘modificagao. Este ponto
fica.merecendo estudos mais acurados.

~Outro ponto sujeito a cohtrovérsia e que deve
merecer estudos posteriores relaciona-se com o aumento do
efeito.contrati.l méximo“nawpfesengaWdewaniagonistasﬁa—adre-‘A
hérgicos (figuras 2, 7 e 11 e tabela 6). Jurkiewicz & Jur
kiewicz (1976) postularam a exféténcia de dois tipos de o-
-adrenoceptores pos-sinapticos no DDR: um excitatorio e um

inibitorio. 0 bloqueio preferencial do.receptor inibitério
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. .

iria a obtengao de respostas contra

teis maiores que as observadas quando os dois sao ativados

simultaneamente. Especulativamente, a DA deve atuar somente

no excitatorio e, neste caso, poderia servir como uma ferra

menta para aprofundar.estes estudos.

videncias
deferente
sinaptico

tor.

Em conclusao, os resultados apresentados mostram e
suficientemente fortes para concluir que, no ducto
de rato nao existe um receptor dopaminérgico pos-

excitatorio, especifico, diferente do a-adrenocep-

%* % %
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SUMARIO E CONCLUSOES

CAPITULO VI

Foram estudados os efeitos contrateis de dopamina
e noradrenalina no ducto deferente de rato com objetivo de
verificar se estes agonistas étuam, ou nhao, em receptores
distintos. Os ductos deferentes foram mdntadds fn vitro re
gistrando-se as contragoes isotonicas obtidas por meio de
curvas D*E‘cumulatiﬁas.

Foram tomadas medidas visando controlar os fato
res que podem Tnfluir'na‘caracterizagéo e diferenciacao - de
receptores, tais como: bloqueio da captacao neuronal com
cocaina 10_5M;~bloqueio da captagao extraneuronal com meta-

5

nefrina 3 x 10 °M e tratamento dos ratos com reserpina na
o =1
dose de 7,5 mg.kg
Para eventual diferenciagdao de dois grupos distin

tos de receptores, um para a NA outro para a DA, foi utili



zada a determinacao do valor de pA2 para o antagonista a-
-adrenérgico. ioimbina e para o antagonista 'dopaminérgico
haloperidol. Foram empregados, ainda, pimbzide; apomorfina,
papaverina e aminofilina que, sem excegao, apresentaram ca
racteristicas de antagonistas nao-competitivos.

Foi observado que:

1. a DA foi 4,27 vezes menos potente do que a NA;

2. a DA e a NA no ducto deferente de ratos nor
mais (nao tratados) e nos tratados com reserpina, apresenta
ram o mesmo efeito méximoie, em consequéncia, a mesma ativi
dade intrinseca;

3. o tratamento com reserpina nao alterou signifi
cativamente a afinidade relativa (ED50). da DA, mas aumentou
a da NA;

L. as curvas D-E cumulativas de DA, mas nao as de
NA, obtidas a intervalos de 30 a 35 minutos apresentaram uma
discreta, mas significativa, taquifilaxia;

5. apos bloqueio da captagao neuronal com cocal
na, as curvas D-E de DA, apresentaram discreta potenciagao
em contraste com a potenciacdo acentuada observada para a
NA;

6. o bloqueio da captagao extraneuronal com meta

nefrina nao afetou a afinidade relativa da DA, mas provocou

discreta potenciacao da NA;
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6.1. a consequencia dos iftens 3, 4, 5e 6 foi uma
alteragao na relégéo de ‘poténcia (DR) entre DA e NA no duc
té deferente de rato;

7. as curvas D-E de DA obhtidas na presenga do an
tagonista a-adrenergico ioimbina ou do antagonista dopami
nergico haloperidol, nao apresentaram aumento do efeito ma
ximo,'em'contraste com o que foi observado para a NA;

8. na auséncia de cocalna a foimbina e o halope
ridol antagonizaram melhor os efeitos da DA que os da NA;

9. na presencga Je cocaina a ioimbina e o halope-
ridol produziram a mesma intensidade de antagonismo contra
os efeitos da DA e da NA;

10. a determfnagéo dos valores de-pA2 ‘~forneceu
valores iguais; de;;ro~do erro experimental, para.cada an
tagonista empregado,.seja determinado com a NA ou com a DA
desde que na presenca de cocaina;

11. a técnica de protecao de receptores contra a
inativagao por PBZ foi incapaz de diferenciar entre o re
ceptor da DA e o da NA.

Em resumo, os resultados obtidos constituem=-se em
evidencias que permitem concluir que no ducto deferente de
rato nao existe um receptor pés-sinaptico, excitatorio, pa

ra a DA diferente do a-adrenoceptor.
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