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RESUMO

Este estudo investiga os efeitos da apomorfina (APO) sobre a pressdo arterial e o principal
sitio de acdo deste agonista em ratos hipertensos, apds tratamento durante quatro semanas com
acetato de deoxicorticosterona (DOCA), acordados. A administracdo intravenosa (i.v.) de APO
(0,50-1 mg/Kg) produziu uma reducdo da pressdo arterial média de curta duragdo e dose-
dependente. A magnitude desta resposta foi similar em ratos normotensos uninefrectomizados.
Em ratos hipertensos DOCA-sal, a resposta hipotensora para APO (0,3 mg/Kg) ndo foi
modificada pelo pré-tratamento i.v. com metil-atropina (1 mg/Kg) ou propranolol (2 mg/Kg),
mas foi revertida em um efeito pressor significativo, com o uso de hexametonio (30 mg/Kg,
1.v.), sendo amplificada pelo pré-tratamento i.v. com d(CHjy)sTyr(Me)arginina vasopressina
(AVP) (10 mg/Kg) e/ou prazosina (1 mg/Kg). O efeito depressor da APO foi suprimido pela
metoclopramida (5 mg/Kg, i.v.), ndo foi alterado pelo SCH 23390 (0,2 mg/Kg, i.v.), foi
parcialmente reduzido pela domperidona intratecal (40 pg/rato a nivel To-T1(), e revertido em
um efeito pressor significativo pela pré-tratamento i.v. com domperidona (0,5 mg/Kg). Este
ultimo efeito pressor foi maior do que nos ratos normotensos controles, sendo parcialmente
reduzido pelo antagonista do AVP (10 mg/Kg, i.v.), e totalmente abolido pela combina¢do do
pré-tratamento i.v. com o antagonista da AVP e prazosina.

Em resumo, estes resultados mostram que, em ratos DOCA-sal acordados, a APO induz um
efeito inicial depressor, breve, que se opde ao componente pressor central. O componente
depressor esta relacionado a inibicdo da noradrenalina liberada das terminagdes nervosas
através da ativag@o de receptores Dy, alguns dos quais localizados na medula espinhal e alguns
na circulagdo periférica. O componente pressor central manifesta-se apds o bloqueio dos
receptores dopaminérgicos Dy periféricos, e parece estar relacionado ao aumento da liberagao

de AVP e do tonus simpatico através da ativagao dos receptores dopaminérgicos D; cerebrais.



ABSTRACT

The present study investigated the effects of apomorphine (APO) on blood pressure and the
principal site of action of this agonist in 4-week deoxycorticosterone-acetate (DOCA)
hypertensive, conscious rats. Intravenous (i.v.) administration of APO (0.50-1 mg/kg) induced
short duration, dose-dependent decreases in mean aortic pressure, the magnitude of was similar
to that in uninephrectomised, normotensive rats. In DOCA-salt hypertensive rats, the
hypotensive response to APO (0.3 mg/kg) remained unaffected by i.v. pretreatment with
methylatropine (1 mg/kg) or propranolol (2 mg/kg), reversed into a significant pressor effect by
1.v. hexamethonium (30 mg/kg), while it was enhanced by i.v. pretreatment with
d(CHp)5Tyr(Me)arginine vasopressin (AVP) (10 mgkg) and/or prazosin (I mg/kg). The
depressor effect of APO was suppressed by metoclopramide (5 mg/kg, i.v.), unaffected by SCH
23390 (0.2 mg/kg, i.v.), partly reduced by intrathecal domperidone (40 pg/rat at To9-Tyg level),
and reversed into a significant pressor effect by i.v. domperidone (0.5 mg/kg). The latter pressor
effect was greater than that in normotensive controls, partly reduced by the vasopressor
antagonist of AVP (10 mg/kg, i.v.), and fully abolished by combined i.v. pretreatment with the
vasopressor antagonist of AVP and prazosin.

In summary, these results show that, in conscious DOCA-salt hypertensive rats, APO
induced a brief, initial depressor effect, which is opposed to a central pressor component. The
depressor component is related to an inhibition of norepinephrine release from peripheral nerve
endings through activation of dopamine D, receptors, some of which are located in the spinal
cord and some of which located in the peripheral circulation. The central pressor component,
which became manifest after peripheral dopamine D, receptor blockade, appears to be related

to an increase in AVP release and sympathetic tone through activation of brain dopamine D;

receptors.
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I- INTRODUCAO

1. Generalidades

Hé4 alguns anos a dopamina (DA), ou 3-4 dihidroxifeniletilamina, era considerada
unicamente como a precursora da noradrenalina (NA) ou eventualmente da adrenalina (A).
Porém, a soma das evidéncias anatomicas (BJORKLUND E NOBIN, 1973; HOKFELT ET
AL., 1974), bioquimicas (CARLSSON E LINDQVIST, 1963; KEBABIAN E CALNE, 1979) e
farmacolégicas (GOLDBERG ET AL., 1978) levaram a sugerir que ela, assim como a NA,
teria um papel de neurotransmissor. Atualmente, sabe-se que no sistema nervoso central (SNC),
a DA esta envolvida em multiplas funcdes através de varios circuitos neuronais. Na via negro-
estriatal, ela estd envolvida na geragdo de movimentos voluntarios, modulando os sistemas de
neurotransmissdo implicados no controle motor (GABA, acetilcolina, glutamato, encefalina,
substancia P e somatostatina). Na via mesolimbica, ela participa do controle das fungdes
cognitivas como a atencdo, a emoc¢ao, estando implicada também na dependéncia a drogas ou
ao alcool (SEEMAN, 1992; HANTRAYE, 1998).

O sistema dopaminérgico central possui propriedades que o torna unico quando comparado a
outros sistemas de neurotransmissdo. Por exemplo, diferente com os sistemas cuja transmissao
se da ponto a ponto, o sistema dopaminérgico esta associado a vias neurais difusas. Isto sugere
que a DA atue também como neuromodulador € ndo s6 como um neurotransmissor cerebral. Os
neuronios dopaminérgicos possuem axonios longos com ramificagdes laterais, capazes de
liberar o neurotransmissor em varios pontos ao longo dos terminais varicosos. Este modo de
transmissao ("volumétrica") do potencial de agdo difere da transmissdo convencional ("axial")
e tem levado a se propor que a transmissdo volumétrica no cérebro esta associada
principalmente as catecolaminas (CA). Nesta hipdtese, a DA (e em menor extensdo a NA)
atuaria mais como neuromodulador do que como um simples neurotransmissor ("axial"). Isto é
corroborado por observagdes bioquimicas que demonstram que os neurénios dopaminérgicos

sdo capazes de liberar DA no terminal axonico e que nos dendritos localizados na substancia



negra (SN) reticulada; e que, os dendritos que liberam DA afetam a transmissao do sinal dentro
da SN de varias formas, incluindo a autoinibi¢do da DA, a modulagdo da liberacdo do GABA
das aferéncias estriato-negra, bem como dos interneurénios gabaérgicos. Portanto, os neuronios
dopaminérgicos t€ém dupla polaridade, isto ¢ a maquinaria envolvida na sua transmissdo opera
nos terminais do axonio e dendritos, sugerindo que eles sdo capazes de modular a funcdo do
ganglio basal simultaneamente em varios niveis anatomicos, incluindo o estriado, o negro e o
palido. Estas propriedades tém implicacdes na expressdo clinica de varias disfuncdes que
envolvem o neurdnio dopaminérgico (HANTRAYE, 1998).

A DA, também encontrada na regido medular, ¢ originaria essencialmente de certas regides
do hipotalamo, tendo uma distribui¢do diferente da NA. Visto a sua localizagao privilegiada no
corno dorsal, trato intermédiolateral e no canal central, ¢ possivel que ela participe da regulagao
de mensagens sensoriais ¢ das fungdes vegetativas espinhais (MOUCHET ET AL., 1986). O
conhecimento destas funcdes ainda ¢ limitado, apesar de ser bem estabelecido sua contribuigao
no processo nociceptivo, na modulacdo de reflexos genitais (JENSEN E SMITH, 1982, 1983;
FLETWOOD-WALKER ET AL., 1988; GIULIANO ET AL., 2001, 2002) e no controle
cardiovascular (LOEWY E NEIL, 1981; PETITJEAN ET AL., 1984; LAHLOU ET AL, 1990).

Na periferia, a DA esta sendo reconhecida como um importante regulador da pressao arterial
(PA). Esta regulagao ocorre pela agao direta no coragdo, nas artérias e veias, € pela modificagao
da hemodinadmica renal através dos seus efeitos no balanco de fluidos e eletrdlitos, além da
captagdo de sodio pelo trato gastrointestinal, e por acdes indiretas via liberagdo de hormonios e
agentes humorais como aldosterona, CA, endotelinas, prolactina, pro-opiomelanocortina,
renina e vasopressina (VAN DEN BUUSE ET AL, 1998; para revisao, ver BEK ET AL. 2001;
JOSE ET AL., 2002).

Ao longo dos anos, o interesse no sistema dopaminérgico foi centralizado principalmente nas
suas disfungdes, que t€ém como conseqiiéncias patologias como o mal de Parkinson, a sindrome
de Tourette, a hiperprolactinemia e a esquizofrenia (AMENTA ET AL., 2001). Este interesse

clinico permitiu o desenvolvimento de agonistas e antagonistas dopaminérgicos, alguns dos
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quais estdo sendo usados na terapéutica destas e de outras disfuncdes. A apomorfina (APO), por
exemplo, um agonista dopaminérgico misto D1/D, ¢ utilizada como coadjuvante no tratamento
do mal de Parkinson (POLLACK ET AL., 1986), e foi recentemente introduzida no tratamento
da disfuncao sexual (HEATON, 2000). Porém, foi observado que um dos efeitos colaterais
apresentados por esta droga ¢ a queda da PA, o que tem levado varios pesquisadores a
investigar sua origem. Sugerindo-se que este efeito ocorre via receptores dopaminérgicos D>,
entretanto ha controvérsias quanto ao seu sitio de acao, se central (FINCH E HAUSLER, 1973)
e/ou periférico MUGABO ET AL., 1983).

Particularmente, nds estamos interessados em estudar os mecanismos pelos quais a APO age
no sistema cardiovascular, uma vez que os pacientes Parkinsonianos sofrem ocasionalmente de
disfun¢do autondmica cardiovascular e que, pacientes com disfungdo erétil apresentam doencas
vasculares (MATHIAS, 1998; MESEC ET AL., 1999; JACKSON, 1999). Logo, os efeitos
adversos cardiovasculares podem ser relevantes nestes casos. Para atingir nossos objetivos nos
escolhemos o modelo do rato hipertenso DOCA-sal (acordado), visto a auséncia de informagdes
sobre o (s) mecanismo (s) de acdo da APO neste modelo ou em ratos normotensos (acordados),
e que este agonista dopaminérgico pode ser usado clinicamente em pacientes parkinsonianos ou
com disfuncdo erétil, hipertensos.

Antes de descrever este trabalho, sera feita uma breve revisdo sobre as caracteristicas
anatomicas e farmacoldgicas dos sistemas dopaminérgicos, bem como sobre a caracterizacao
dos seus receptores, seus efeitos fisiologicos e sua localizagao nos diferentes sitios de regulacao
da fungdo cardiovascular.

2. Aspectos anatomicos e bioquimicos dos grupos dopaminérgicos centrais
2.1. Localizacio e sitio de projecio dos corpos celulares dopaminérgicos centrais

Ap0s a descoberta da DA no cérebro e o refinamento de técnicas que permitiram assegurar
seu papel de neuromodulator em uma populacio neuronal determinada - neurdnio
dopaminérgico, DAHLSTROM E FUXE (1964), utilizando a técnica de histofluorescéncia de

CA, foram os primeiros a descreverem detalhadamente a morfologia dos corpos celulares



catecolaminérgicos centrais. Estes autores, identificaram grupos celulares distintos e
propuseram uma nomenclatura baseada sobre a topografia e as caracteristicas morfoldgicas
destes grupos. Assim, foram identificados doze nucleos de corpos celulares catecolaminérgicos
(A1 o mais caudal e, Aj> o mais rostral). Entretanto, este método nao permitiu a diferenciagao
entre as células dopaminérgicas e as células noradrenérgicas. Dez anos mais tarde, com a
modificagdo desta técnica e o uso do acido glicoxilico, foi possivel esta diferenciagdo. A
evolugcdo das técnicas e o uso de métodos histoquimicos também permitiram completar o
esquema inicial, evidenciando cinco novos grupos (HOKFELT ET AL., 1974), que foi
confirmado com o uso da imunohistoquimica para enzimas de sintese das CA como a

feniletalonamina (PNMT), a DA B-hidroxilase (DBH) e a tirosina hidroxilase (TH). Assim, as

células adrenérgicas C1/C; (que s@o imunoreativas a PNMT) foram localizadas na regido rostral
do bulbo e as células noradrenérgicas (imunoreativas a TH e a DBH), denominadas de A1, A,
A3z, A4, As, Ag, A7, foram localizadas na ponte. As células dopaminérgicas (imunoreativas a
TH) formam dois grupos: os grupos tegmentais mesencefalicos (Ag, Ag € Ajp) € 0s grupos
diencefalicos (A1, A13, A12 € A14) (para revisdo, ver TILLET E KITAHAMA, 1998).

Os grupos tegmentais mesencefalicos (Ag, Ag € Ajg) formam um conjunto continuo mas a
organizagdo e a forma das células variam de um grupo a outro: Ag estd situado lateralmente,
dentro da formagao reticular mesencefalica; Ag esta situado na parte compacta da SN e Aj,
estd localizado na 4rea tegmental, dorsalmente ao ntcleo interpenducular. As células
dopaminérgicas da SN (Ag) projetam em dire¢do ao corpo estriado (o mesmo acontecendo com
as células do grupo Ag) e o nucleo acumbens (sistema negro-estriatal) (Figura la). As vias
dopaminérgicas negro-espinhais foram descritas por COMMISSIONG ET AL. (1979) mas nao
foram confirmadas por outros autores. Aquelas da area tegmental ventral ou ATV (Ajg) se
projetam para o tubérculo olfatério, o nucleo acumbens, o estriado ventral, o septo e o cortex
entorrinal (sistema mesolimbico) (Figura Ic) assim como para o cortex frontal e pré-frontal
(sistema mesocortical) (Figura 1b). Os grupos tegmentais mesencefalicos e suas projecdes sao

reagrupados em um tUnico sistema dopaminérgico mesotelencefalico (BJORKLUND E
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LINDVALL, 1984). O sistema mesocorticolimbico estaria implicado nas psicoses, na
esquizofrenia, no controle das emogdes, nos processos cognitivos € na dependéncia a drogas ou
ao alcool (SEEMAN, 1992; HANTRAYE, 1998) enquanto que a DA estriatal teria um papel de
integracdo sensorio-motora extrapiramidal. O sistema negro-estriatal € o sistema dopaminérgico
mais estudado, e na doenga de Parkinson (DP) por exemplo, ocorre uma degeneracao dos
neurdnios da via negro-estrial (HORNYKIEWICZ, 1971).

No diencéfalo, os corpos celulares dopaminérgicos estdo reagrupados e organizados em
varios grupos dentro do hipotalamo: os grupos dorsais e ventrais (Figura 1d). Os grupos dorsais
(A11, A13) de uma parte tém suas células dispostas ao longo do terceiro ventriculo, na
substancia cinzenta periaquedutal e paraventricular, constituindo o grupo mais caudal (Aj1);
de outra parte, sdo aglomerados rostralmente, na parte mediana da zona incerta, formando o
grupo A3 (BJORKLUND E NOBIN, 1973). A3 est4 localizada no prolongamento de A1 mas
nao tem limites bem definidos entre os dois grupos, logo a distingdo ¢ feita pelo tamanho das

células (BJORKLUND E NOBIN, 1973). J4 as células dos grupos ventrais estio concentradas

no nucleo arqueado e no nucleo paraventricular constituindo o grupo Az, € no nucleo
paraventricular dorsal formando o grupo Aj4. Os grupos ventrais (sistema tubéroinfundibular)
emitem proje¢des curtas em dire¢do a eminéncia média e a hipofise (SKAGERBERG E
LINDVALL, 1985). Este sistema encontra-se envolvido no controle da secre¢ao de hormonios
hipofisarios, especialmente na inbicao da liberacdo da prolactina. Os dorsais (A1 no rato e A3
no coelho), se projetam em todos niveis medulares, localizando-se preferencialmente no corno
dorsal, na proximidade do canal central e na coluna intermédiotaleral da medula toracica
(BLESSING E CHALMERS, 1979; HOKFELT ET AL. 1979; SKAGERBERG E
LINDVALL, 1985). No rato, o grupo Aj; e suas projecoes formam o sistema chamado de
sistema dopaminérgico diencefalico espinhal (SDDE). Este sistema est4 envolvido no processo
da nocicepcao (JENSEN E SMITH, 1982; FLEETWOOD-WALKER ET AL., 1988; WEIL-
FUGAZZA E GODEFROY, 1991), nas secrecdes da medula suprarrenal (ARNERIC ET AL.,
1984), e no controle cardiovascular (LOEWY E NEIL, 1981; PETITJEAN ET AL., 1984;



Figura 1. Vias dopaminérgicas no cérebro do rato.

Adaptado de SELDMAN ET AL, 2002 (Site no Internet)



LAHLOU ET AL., 1990). Recentemente, GIULIANO ET AL. (2001, 2002) propuseram um
sitio espinhal para APO que poderia facilitar a ere¢do de origem supra-espinhal.

A relagdo da DA com alguns disturbios como a DP, esquizofrenia e a hiperprolactinemia
despertou o interesse em se estudar drogas que fossem agonistas ou antagonistas
dopaminérgicos, investigando-se o grau de participagdo dos receptores dopaminérgicos nestes
distarbios.

2.2. Biossintese, liberacao, recaptacao e inativacido da dopamina

Assim como todas as CA, a DA ¢ originada da tirosina, sofrendo a acdo da TH
transformando-se em L-3-4 dihidroxifenilalanina (L-DOPA), que ¢ convertida a DA através da
dopa-descarboxilase. Em seguida, ela ¢ transportada e armazenada nas vesiculas sinapticas
dentro dos terminais nervosos até sua liberagdo (KAISER E JAIM, 1985). O controle pré-
sinaptico da DA envolve a regulacdo da biossintese, a liberagao e a atividade de transportadores
da DA (Figura 2).

Ap6s a deflagracdo do potencial de acdo na membrana do terminal nervoso, o que favorece
a abertura de canais de célcio, e promove a migragdo e fusdo das vesiculas na membrana
sindptica, ocorre a exocitose e conseqliente liberacdo da DA na fenda sindptica. Parte da DA
liberada ¢ recaptada para o terminal nervoso através de transportadores. O transportador
dopaminérgico de membrana (DAT) estd localizado nas regides pré-sindpticas (para
referéncias, ver MILLER ET AL., 1999; GAINETDINOV ET AL., 1999) e tem a fungdo de
remover a DA e substancias analogas que se encontram no espaco extracelular para dentro do
terminal nervoso (Figura 2). Por isto, ¢ considerado a porta de entrada para substancias toxicas
no terminal nervoso. Algumas substancias, como a cocaina, conseguem neutralizar a agdo desse
transportador, o que promove aumento extracelular da DA no cérebro (MILLER ET AL., 1999;
GAINETDINOV ET AL., 1999).
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Figura 2. Biossintese, armazenamento, liberagfio e recaptagio de
dopamina.
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Ja o transportador denominado de monoamina vesicular (VMAT2 ou VAT) encontra-se
dentro do terminal nervoso pré-sinaptico, e € responsavel por manter baixos os niveis de DA no
citosol. Esse transportador recapta a DA para dentro das vesiculas sinapticas, sendo eficiente na
protecdo da célula contra substancias toxicas exogenas como o 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina, ou enddgenas como a propria DA, que sdo transportadas pelo DAT,
prevenindo assim o dano neuronal.

O metabolismo destes compostos (incluindo altos niveis de DA citosdlica) leva a formagao
de radicais livres, inibi¢do da respiragdo mitocondrial e dano oxidativo da célula
(GAINETDINOV ET AL., 1999; MILLER ET AL., 1999). Se DAT ¢ exclusivamente
encontrado nos neurdnios DA, isto ndo ¢ o caso para VMAT2, uma vez que ¢ também
responsavel pelo empacotamento de NA, A, serotonina e histamina nos respectivos neuronios
(para referéncias, ver MILLER ET AL., 1999). De acordo com MILLER ET AL., 1999, as
estratégias terapéuticas com o objetivo de alterar a funcdo de DAT e VMAT2 podem ter
beneficios significativos em varias desordens.

A inativagao da DA ocorre através de dois processos: um processo intracelular que ¢ a
metabolizagdo por desidrogenagdo, realizada pela enzima monoaminoxidase (MAO),
fornecendo como produto final o 4cido dihidroxifenilacético (DOPAC) (Figura 2). Seguido por
um processo extracelular que ¢ a metilagdo, realizada pela enzima catecol-o-metiltransferase
(COMT), que gera como produto final o 4cido homovanilico (HVA). Os niveis desses acidos no
cérebro ou na urina traduzem o indice de liberagdo de DA (ROTH E ELSWORTH, 1995).

3. Receptores dopaminérgicos

A primeira evidéncia sobre a existéncia de receptores especificos interagindo com a DA foi
descrita por CARLSSON E LINDQVIST (1963), que demonstraram que os efeitos terapéuticos
dos neurolépticos eram secundarios ao bloqueio do receptor dopaminérgico, abrindo novas
perspectivas neste campo da investigacdo. Entretanto, o interesse pelos receptores

dopaminérgicos foi despertado pela importancia da DA na DP.



Estudos anatomicos, eletrofisiologicos e farmacoldgicos descreveram a existéncia de mais de
um tipo de receptor dopaminérgico no cérebro, mediando fungdes fisioldgicas opostas (COOLS
E VAN ROSSUM, 1976; SPANO ET AL., 1978). Em 1978, GOLDBERG ET AL., estudando
orgaos isolados, mostraram a existéncia de receptores dopaminérgicos periféricos com

caracteristicas similares aos receptores dopaminérgicos encontrados no SNC, denominando-os

de DA| e DAj. Mais tarde, estudos baseados em ensaios com segundos mensageiros como o
adenosina monofosfato ciclico (AMP¢) e ensaios com fixagdo de receptores (binding) apoiaram
a idéia da existéncia de duas discretas populagdes de receptores, uma que acoplava-se

positivamente a adenilato-ciclase (AC) e uma outra que era independente da formacdo de

AMP: (KEBABIAN E CALNE, 1979). A primeira popula¢do foi denominada de Dj e a
segunda de Dj. O receptor Dy tem uma localizagdo pds-sindptica enquanto o receptor Dy tem
uma localizagdo pos- e pré-sinaptica (KEBABIAN E CALNE, 1979; KAISER E JAIM, 1985).
Esta classificagdo perdurou cerca de uma década e serviu como base para aprofundar os estudos
dos receptores dopaminérgicos.

Ap6s a introdugdo das técnicas de clonagem de gens, trés novos subtipos de receptores
foram caracterizados e denominados D3, D4 e D5/D1p. Isto foi possivel porque os receptores de
uma mesma familia apresentavam semelhancas, conservando a mesma sequéncia de
aminodacidos, o que facilitou sua identificagdo (MONSMA ET AL., 1990; CIVELLI ET AL.,
1993; SOLOKOOF ET AL., 1993).

Apesar da nova classificagdo, o conceito desenvolvido nos anos 70, classificando os
receptores dopaminérgicos em D1/D», ainda ¢ vélido.

Atualmente, os receptores D; e Ds/Dqyp s@o classificados como Dj-like e os receptores Dy,
D3 e D4 como Dj-like (Tabela 1). Em mamiferos, o receptor originalmente denominado como
D1y, devido a sua homologia com o receptor Dy, agora ¢ referido como D5 (MISSALE ET AL.,
1998). Foi observado que todos os receptores clonados na regido do cérebro estdo também
presentes fora deste. A tabela 1 mostra a localizacdo dos receptores no SNC e suas respectivas

afinidades farmacolégicas.
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3.1. Familia D - Like

Esta familia € constituida pelos subtipos D; ¢ Ds. Ambos t€ém tamanhos similares porém
diferem na seqiiéncia de aminoacidos, o que pode explicar a diferenca de afinidades entre os
subtipos de uma mesma familia. Estes subtipos de receptores apresentam uma topologia
caracterizada por sete fragmentos protéicos formando o dominio transmembranar, uma terceira
alca intracitoplasmatica curta que ¢ responsavel pelo acoplamento com a proteina G
estimulatoria (Gs) aumentando a atividade da AC e conseqiiente formagdo de AMP¢, ¢ um
terminal carboxilico longo (Figura 3) (LOKHANDWALA E BARRETT, 1982; EMILIEN ET
AL., 1999).

O subtipo D; ¢ o mais abundante no cérebro, localizando-se poés-sindpticamente, ¢ podendo
ser encontrado no nucleo estriado, sendo responsavel pelo controle motor. J4 o subtipo Dj
expressa-se menos que o D e localiza-se no hipotalamo (TIBERI ET AL., 1981).

Além do critério estrutural, os subtipos de receptores dopaminérgicos da uma mesma
familia podem ser distinguidos através de estudos farmacologicos. Ambos subtipos, D e Ds,
apresentam a mesma afinidade frente ao antagonista classico da familia D1, o SCH 23390. No
entanto, o subtipo D5 tém maior afinidade pelo agonista da familia D1, o SK&F 38393, do que
o subtipo Dj. E frente a outro agonista de familia Dj, o fenoldopam (SK&F 83526), ambos
subtipos apresentam mesma afinidade. As razdes pelas quais essas diferengas ocorrem ainda
nao estdo esclarecidas.

3.2. Familia D; - like

A familia Dy € constituida pelos subtipos Dy, D3 e D4. A estrutura destas proteinas sao

semelhantes aos da familia Dy, com excecdo da terceira alga intracitoplasmatica longa que

interage negativamente com a proteina G, inibindo dessa forma a formacdo de AMP¢, e um

curto terminal carboxilico.
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Tabela 1. Classificacdo dos receptores dopaminérgicos.

Familia D,

Familia D,

D, Ds D, D3 Dy
Agonistas SKF 38393 Dopamina  Quinpirole Quinpirole Dopamina
R(+)SKF 81297 SKF 38393 Bromocriptina Pergolide
(+)PHNO 70H-HDPAT
PD 128907
Antagonistas SCH 23390 SCH Spiperona UH 232 Spiperona
a-flupentixol 23390 Raclopride Nafadotride Clozapina
SKF 83566 Sulpiride (DS-14297 1101387
SCH 39166 Haloperidol
U-101958
Funcoes
Adenilato-ciclase  estimula estimula inibe ? ?
Tumover do ? inibe ? ?
fosfatidil-inositol
Estrutura 446 447 414 446 387
molecular 443
Tamanho do 3,8 Kb 3 Kb 2,5Kb 3 Kb 5,3 Kb
RNAm
Distribuicao
Cérebro Estriado Hipotalamo Estriado Tubérculo Cortex frontal
Nucleo acubens  Hipocampo Substincia olfatorio Bulbo
negra Hipotalamo
Periferia Gl. Parotida Coracao Coragao

Gl. Pituitaria

Adaptado de EMILIEN ET AL., 1999.
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Extracellular

Figura 3. Estrutora do receptor dopaminérgico. As caracteristicas
dos receptores D¥-like estdo representadas no diagrama. Os
receptores D2-like sdo caracterizados por um terminal COOH cuorto ¢
por uma terceira alca intracelular maior. Os residuos envolvidos na
fixacio de dopamina estio no dominio transmembranar. Os sitios de
fosforilaciio estio representados na terceira alga intracelularil3) ¢
no terminal COOH. Os sitios para glicosilagfo estio representados no
terminal NH2.

E1-E3 = alcas extracelulares; 1-7= dominio transmembranar; 12-13
= al¢as intracelulares.

Adaptado de MISSALE ET AL., 1998,
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O subtipo D; se localiza tanto pré-sinapticamente quanto pds-sinapticamente, distribuindo-
se no estriado e na SN, onde regulam a motricidade e alguns aspectos comportamentais; na
hipofise, onde estdo relacionados com a inibicdo hormonal, e no hipotalamo, onde sdo
responsaveis pelo controle autonomico (para revisao, ver MISSALE ET AL., 1998). Os

agonistas classicos dessa familia sdo, dentre outros, a bromocriptina, um agonista

dopaminérgico D», freqiientemente usado na terapéutica da hiperprolactinemia, e a APO, um
agonista dopaminérgico misto D1/D3, usado no tratamento da DP (URPO, 1986; POLLAK ET
AL., 1986).

O subtipo D3 ¢ localizado pré-sinapticamente distribuindo-se nas ilhas de Calleja e outros
nucleos do sistema limbico e do hipotdlamo (SOLOKOOF ET AL., 1993), tendo um papel
importante no controle das emogoes.

O subtipo D4 se distribui no sistema limbico e também regula o controle do comportamento.
A clozapina ¢ um antagonista deste subtipo de receptor, que atua como neuroléptico atipico
utilizado no tratamento da esquizofrenia (VAN TOL ET AL., 1991).

3.3. Mecanismo de transducao celular

A principio pensava-se que os receptores dopaminérgicos exerciam seus efeitos mediante

apenas o acoplamento intracelular com a proteina G e AC - o subtipo D; acoplando-se
positivamente e o Dy negativamente. Porém, os estudos bioquimicos demonstraram que estes
receptores interferiam com a atividade do trocador Na™/ H, com a bomba Na™-K*- ATPase ,
com os canais de Ca2™ e K e ainda com a liberagdo de 4cido araquidonico. A Figura 4 mostra
que o subtipo D; acopla-se com a AC promovendo a inibicio do trocador Na™/ H'> e com a
fosfolipase C (PLC) promovendo a inibicdo da bomba Na®™-K*- ATPase e modulando a

corrente de entrada de Ca2™. Ambas as interagdes promovem a reducio da absorc¢io de sodio.

Ja o subtipo D, acopla-se a AC e promove aumento na corrente de saida de K*. A ativagdo dos
receptores D»-like potencializa a liberagdo do 4cido araquidonico induzida pelo Ca2* por um

mecanismo que nao estd claro. A Unica evidéncia que os receptores Di-like afetam a liberagao
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deste acido ¢ dada pela demonstragdo de que, em culturas primarias de neuronios estriatais, 0s
agonistas Dj-like causam inhibi¢do da liberacio do 4cido araquidonico induzida pelo CaZ*
(para referéncias, ver MISSALE ET AL., 1998) (Figura 4).
3.4. Propriedades farmacoldgicas dos receptores dopaminérgicos

Embora o perfil farmacologico dos receptores Di-like e Dy-like seja diferente, as principais
diferencas farmacologicas se resumem na afinidade por certos agonistas e antagonistas (Tabela
2). Sabe-se que a DA promove um efeito inotrdpico e vasodilatador seletivo, porém estes
efeitos ocorrem mediante a estimulacdo tanto de receptores dopaminérgicos quanto a e B-
adrenérgicos (GOLDBERG, 1972). A estimulagdo destes receptores ocorre de acordo com a
dose utilizada, as doses baixas de DA estimulam os receptores dopaminérgicos e as doses mais
elevadas estimulam os receptores adrenérgicos. Apesar da DA ser muito utilizada na clinica, em
pacientes vitimas de insuficiéncia cardiaca congestiva e choque cardiogénico, ela ndo deve ser
utilizada na investigacio do seu papel no controle cardiovascular, visto a interacdo
supramencionada. Dai porque para alcangar este intuito se requer o uso de agonistas seletivos
dopaminérgicos. No sub-item abaixo serd abordado a distribui¢cdo destes receptores no sistema
nervo central, periférico e espinhal. A tabela 3 ilustra a distribuicdo destes receptores
dopaminérgicos periféricos envolvidos no controle cardiovascular.
3.4.1. Receptores dopaminérgicos centrais

O fato do bloqueio de receptores dopaminérgicos centrais ndo exercerem um efeito nos
parametros cardiovasculares basais indica que as vias dopaminérgicas controlando a PA e a FC

nao sdo ativadas sob condi¢cdes normais de controle. Os mecanismos centrais da regulacdo da
PA envolvem receptores dopaminérgicos Dy-like em vez de Dj-like, sendo mostrado que o

fenoldopam, um agonista seletivo de receptores D1-like, ndo tem efeito sobre os niveis

15



Figura 4. Sinal de transdugfio dos receptores dopaminérgicos.

AC = adenilato-ciclase, PLC = fosfolipase C.
Adaptado de MISSALE ET AL,, 1998,
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Tabela 2. Perfil farmacolégico dos receptores dopaminérgicos

(+) Butaclamol
Clorpromazina
Clozapina
Eticlopride
Haloperidol
Nadotride
Nemonapride
Raclopride
SCH 23390
(-)Sulpiride

Spiperona

Apomorfina
Bromocriptina
Dopamina
Fenoldopam
7-OH-DPAT
Quinpirole

SKF 38393

Familia D,

D, Ds
Antagonistas
+++ ++
+ +
+ +
+ +
ND ND
ND ND
- ND
-+ -+
+ +/-
Agonistas
+/- +
+ +
+/- +
+++ +++
+/- ND
- ND
+++ -

Familia D,

D,

+++

+++

++++
++++
-+
-+
++
+/-
++

o+

+++

+++

++

++

D3

ND

++

ND
++
++H+
+H+
++
+/-
++

-+

—t
o
—t
ND
-+
++

+/-

Dy

++

++

++
+++

+++

-+
+/-
+/-
++

o+

+++

++

+/-

++

+/-

++++ inibigdo constante (K;) < 0,5 nM; +++ 0,5 nM <K; <5 nM; ++ 5 nM <K; <50 nM;
+ 50 nM < K; <500 nM; +/- 500 nM <Ki <5 pM; - Ki> 5 pM.

ND: néo determinado; 7-OH-DPAT: 7- hidroxi-dipropilaminotetralina.

Adaptado de MISSALE ET AL., 1998.
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Tabela 3. Distribuicido e funcio dos receptores dopaminérgicos periféricos.

Tecido Subtipo de receptor Funcao

Vasos sanguineos

Adventicia D;,-like inibe a liberagao de NA
Média D;-like vasodilatacdo
Intima D»-like desconhecida

Glandula adrenal

Glomerulosa D;-like desconhecida
D»-like inibe a secre¢do de aldosterona
Medula D;-like estimula a liberagdo de NA/A
D,-like inibe a liberacdo de NA/A
Rim
Glomérulo D;-like aumenta a filtracao
Aparelho justaglomerular D;-like estimula a secre¢do de renina
Tabulo proximal D;-like inibe a reabsor¢do de sodio
Alca de Henle ascendente D;-like inibe a reabsor¢do de sodio
Ducto coletor cortical D,-like inibe a reabsorcao de sodio
D,-like inibe a agdo da vasopressina
Ganglio simpatico/terminagdes D,-like inibe a liberagao da NA
Coragdo Dy desconhecida
A = adrenalina NA = noradrenalina

Adaptado de MISSALE ET AL., 1999
plasmaticos de prolactina (HAHN ET AL., 1982) nem sobre as variaveis
cardiovasculares (LOKHANDWALA ET AL., 1985), ap6s a adminstrac¢ao
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intravenosa (i.v.) e intracisternal (i.c.), respectivamente, em caes. Como este
agonista nlo atravessa a barreira hematoencefalica (HAHN ET AL., 1982), é
pouco provavel que uma atividade central possa ser atribuida a seu efeito
hipotensor apos sistémica adiminstracio.

Todavia, a administra¢do intracerebroventricular (i.c.v.) de DA, no rato acordado, induz um
efeito hipotensor que ¢ bloqueado pela administragdo i.v. de metoclopramida, indicando a
participacdo dos receptores centrais neste efeito (KONDO ET AL., 1981). Ademais, a
administragdo de pergolide, um agonista Dj-like, via ventriculo lateral, reduz a PA e a
freqiiéncia cardiaca (FC) em ratos anestesiados (JADHAV ET AL., 1983). O uso de
antagonistas administrados centralmente mostraram que a acdo do pergolide era devido a
ativacao dopaminérgica e ndo a ativagdo dos receptores a-adrenérgicos. A administragao i.v. de
pergolide, reduz a descarga do nervo simpatico esplancnico do rato, sugerindo que o fluxo
simpatico central foi inibido, embora uma agdo na medula espinhal, ou no ganglio simpatico
possa contribuir neste efeito (JADHAV ET AL., 1983). Em caes anestesiados, a administragao
de pergolide no quarto ventriculo, também reduz a PA e a FC, e isto ndo ¢ devido a difusdo do
pergolide na circulagdo periférica (LOKHANDWALA ET AL., 1984; RUFFOLO ET AL.,
1991).

Os estudos supramencionados sugerem que a ativagao dos receptores dopaminérgicos centrais
produzem vasodilatagdo principalmente por reduzirem o fluxo simpatico e ndo pelas vias
vasodilatadoras. A observagdo de que certos agonistas dopaminérgicos D»-like, como o
pergolide, N,N-di-n-propildopamina e quinpirole podem produzir bradicardia em ratos
anestesiados intactos, mas nao inibem a taquicardia induzida pela estimulacdo na medula
espinhal de ratos desmedulado, ¢ uma forte evidéncia de que a bradicardia resulta, pelo menos
em parte, da ativacdo de receptores centrais Djp-like (CAVERO ET AL., 1981, 1984;
LEFEVRE-BORG ET AL., 1987).

O quinpirole (LY171555), um agonista dopaminérgico altamente seletivo pelo receptor Dy/D3
(TSURUTA ET AL., 1981; RUFFOLO E SHAAR, 1983; STOOF E KEBABIAN, 1984;
SEEMAN E SCHAUS; 1991), induz efeitos diferenciados sobre a PA e a FC de acordo com o
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procedimento experimental (por exemplo, o uso de anestesia e a linhagem do animal). Assim, o
quinpirole aumenta a PA e/ou a FC em ratos normotensos (NAGAHAMA ET AL., 1986a,
1987; LAHLOU, 2000, 2002a) e aumenta a PA em ratos espontaneamente hipertensos (SHR)
apos o bloqueio dos receptores dopaminérgicos periféricos (VAN DEN BUUSE, 1992; VAN
DEN BUUSE ET AL., 1996). Porém, a reducao destes dois parametros foi observada em ratos
normotensos anestesiados com pentobarbital (NAGAHAMA ET AL., 1986b; SENGUPTA E
LOKHANDWALA, 1985; LEFEVRE-BORG ET AL., 1987, CAVERO ET AL., 1987,
LAHLOU, 1998), macacos anestesiados (HAHN E MACDONALD, 1984) ¢ em SHR
acordados (HAHN ET AL., 1983; KURZ E AL., 1986; LEFEVRE-BORG ET AL., 1987). Este
efeito depressor, ¢ mediado parcialmente pela estimulagdo de receptores dopaminérgicos Dy
periféricos (NAGAHAMA ET AL., 1986b; SENGUPTA E LOKHANDWALA, 1985;
LEFEVRE-BORG ET AL., 1987; CAVERO ET AL, 1987; LAHLOU, 1998) e parcialmente
pela estimulagdo de receptores D7 espinhais (LAHLOU, 1998, 2000). Todavia, a agdo pressora
do quinpirole em ratos normotensos acordados ¢ atribuida a ativagdo do fluxo simpatico
mediado pelos receptores Dy centrais, associada a liberacdo de arginina vasopressina (AVP). A
taquicardia observada ¢ dependente unicamente da ativacao do fluxo simpatico, via receptores
dopaminérgicos Dy centrais, que leva ao aumento das concentragdes plasmaticas de CA
(NAGAHAMA ET AL., 1986a, 1987). O mesmo mecanismo foi posteriormente relatado para a
taquicardia induzida pela bromocriptina, em ratos normotensos acordados (LAHLOU ET AL.,
1993). Nestes ratos, a influéncia central do quinpirole parece predominar ¢ mascarar o efeito
depressor deste agonista nos receptores periféricos Do (NAGAHAMA ET AL., 1986a, 1987,
LAHLOU, 2000, 2002a).

Viarios argumentos apoiam a hipotese de que o efeito pressor do quinpirole ¢ mediado pelos
receptores Dy mas ndo pela ativagdo do D3. Primeiro, o nucleo do trato solitario (NTS) na
medula oblongata dorsomedial, que ¢ sugerido como o sitio central de agdo do efeito pressor do

quinpirole (YANG E AL., 1990), contém uma densidade elevada de receptores D, mas nao D3

(GEHLERT, 1993). Segundo, a resposta pressora do quinpirole foi significativamente reduzida
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em SHR que foram tratados por via i.c. com um anti-soro contra oligonucleotideos de

receptores dopaminérgicos Dy, mas ndo contra receptores D3 (VAN DEN BUUSE, 1997a). O

ropinirole (SK&F F101468), tendo uma poténcia e seletividade comparavel ao quinpirole para
os receptores D»y-like centrais, foi incapaz de produzir uma resposta pressora ¢ o aumento da
liberacao de AVP em ratos normotensos acordados (HIEBLE ET AL., 1990). Isto pode sugerir
que a acao pressora do quinpirole € uma caracteristica peculiar deste agonista.

Em conclusdo, o DA cerebral tem um papel importante em varios aspectos da regulacio

cardiovascular. Esta regulagdo parece ndo ser tonicamente ativa e envolve principalmente os

receptores D»-like. A ativacdo de receptores cerebrais pré-sinapticos Dr-like reduz a PA,
enquanto a estimulacdo dos receptores pos-sindpticos D a aumenta. Recentemente, foi
mostrado que a estimulacdo do sistema dopaminérgico mesolimbico, através de microinje¢ao
local de um analogo da substancia P, DiMe-C7, aumentou a PA. O mecanismo desta resposta
pressora seria uma interacdo da DA central, provavelmente no baroreflexo, com as agdes
circulatorias da AVP (VAN DEN BUUSE, 1997a, 1998; VAN DEN BUUSE ET AL., 1998). O
sistema dopaminérgico mesolimbico, além de ter um papel importante no comportamento,
cogni¢do e na resposta ao estresse, pode também estar envolvido na regulacdo da resposta
cardiovascular, e logo, na integracdo da informacgdo sensorial e comportamental na homeostase
cardiovascular.
3.4.2. Receptores dopaminérgicos periféricos

No sistema periférico, a DA altera a fungdo cardiovascular atuando nos diferentes sitios de
regulacdo. Receptores da ambas familias Di- e Dj-like, quando estimulados, alteram a PA
através de mecanismos diferentes: vasodilatagdo, diminui¢do da transmissdo simpatica,
alteragio do balanco Na™ e H,O e alteracio da liberagdo de hormonios. Dentre eles, as CA,
renina ¢ aldosterona.
3.4.2.1. Receptores vasculares

As primeiras evidéncias da existéncia de receptores dopaminérgicos nos leitos vasculares

foram observadas em caes anestesiados, onde foi registrado a contratilidade cardiaca, FC, PA,
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fluxo renal e femoral. Estes estudos levaram a demonstragao de que os receptores Di pos-
sinapticos produziam vasodilatacdo na artéria renal (GOLDBERG, 1972; GOLDBERG e
TODA, 1975; DUPONT ET AL., 1987), e que os receptores Dy encontrados nos terminais
nervosos pos-ganglionares inibiam a liberagdo de NA, induzindo indiretamente vasodilatagido
da artéria femoral e redugao da contratilidade cardiaca (GOLDBERG ET AL., 1978).
- Receptores Dq-like

Utilizando as técnicas de fixacdo de receptores, autoradiografia e mensurando-se a atividade
de AC foram identificados receptores D; nas artérias renais, mesentérica e esplénica (ver
MISSALE ET AL., 1988). Foi demonstrado que estes receptores estdo concentrados na camada
média e que sdo insensiveis a simpatectomia quimica, confirmando sua localizagdo preferencial
pos-sinaptica (GOLDBERG ET AL., 1978). Alguns autores tem relatado que a ativagdo dos
receptores D1 vasculares induz uma queda das resisténcias periféricas vasculares, que €, em
parte, responsavel pelo efeito hipotensor da administracdo sistémica de alguns agonistas
dopaminérgicos como:
- o fenoldopam em ratos normotensos anestesiados (SENGUPTA E LOKHANDWALA, 1985;
CAVERO ET AL., 1987; LEFEVRE-BORG ET AL., 1988; QUEVEDO ET AL., 1999, 2000;
NG E PANG, 2000) e ratos SHR acordados (LAPPE ET AL., 1986; LEFEVRE-BORG ET
AL., 1988), além de caes anestesiados (LOKHANDWALA ET AL., 1985),
- o SK&F 85174 (particularmente em doses baixas) no rato anestesiado normotenso
(SOWINSKI E LOKHWANDALA, 1987). Contrariamente a este agonista, o efeito hipotensor
do fenoldopam ¢ acompanhado de uma taquicardia que ndo parece ser de origem reflexa nem

resultar da atividade antagonista ap-adrenérgica do fenoldopam, e embora esta taquicardia

possa estar ligada parcialmente a estimulagdo dos receptores P-adrenérgicos, ela também ¢

conseqiiéncia (direta ou indireta) da estimulagdo dos receptores D1 (CAVERO ET AL., 1987;

LEFEVRE-BORG ET AL., 1988).
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Assim, dentre os agonistas dopaminérgicos, alguns podem ser benéficos no tratamento da
insuficiéncia renal no homem. E o caso do fenoldopam, gracas a seu efeito vasodilatador renal
(OPARIL ET AL., 1999).

- Receptores D;-like

Os receptores Dy foram caracterizados na camada adventicia e intima das artérias renais,
mesentérica e esplénica (AMENTA ET AL., 1990). A simpatectomia quimica reduz a
densidade de receptores Dy na camada adventicia mas ndo na camada intima, sugerindo que os
receptores Dy pré-sinapticos e pos-sinapticos estdo presentes nos vasos arteriais.
Adicionalmente, a simpatectomia ndo modifica a inibicdo da AC pelos agonistas dos receptores
Dy, sugerindo que os receptores Dy pds-sindpticos estdo associados com a inibicdo do AMPg, e
os receptores pré-sinapticos ndo o sdao. O papel dos receptores pos-sindpticos Dy nas artérias
ainda nao estd bem esclarecido. A existéncia dos receptores dopaminérgicos Dy pré-sindpticos
também foi demonstrada pelos estudos realizados in vivo. De fato, a administragdo sist€émica de
agonistas dopaminérgicos da familia Dj-like como o quinpirole (SENGUPTA E
LOKHANDWALA, 1985; NAGAHAMA ET AL., 1986b; LEFEVRE-BORG ET AL., 1987;
CAVERO ET AL., 1987, LAHLOU, 1998), o pergolide (CAVERO ET AL., 1984), a APO
(MUGABO ET AL, 1983; ROSADO-FILHO ET AL., 1998) e bromocriptina (LAHLOU ET
AL., 1993) provocam uma queda da PA (acompanhada ou ndo de bradicardia) em ratos
normotensos anestesiados. Esta hipotensdo ¢ bloqueada pelo pré-tratamento com antagonistas
do tipo Dy como sulpiride, haloperidol, metoclopramida (METO) e domperidona (DOM),
indicando a participacdo de mecanismos dopaminérgicos em grande parte de origem periférica.
Viarios argumentos sdo favoraveis a implicagdo dos receptores D pré-sinapticos no efeito
hipotensor destes agonistas. A estimulacdo destes receptores inibe a liberacdo de NA das
terminagdes simpaticas, dimuindo assim o tonus vasomotor. Alguns destes argumentos podem

ser reagrupados:
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- o aumento da PA em resposta a estimulagdo elétrica da medula espinhal ¢ atenuada pela
administragdo sistémica do quinpirole (LEFEVRE-BORG ET AL., 1987) e pergolide
(CAVERO ET AL., 1981) no rato. Este efeito ¢ antagonizado pelo sulpiride,

- o LY 141865 (isomero do quinpirole) inibe a liberacdo de NA triciada induzida pela
estimulacdo nervosa simpatica no rim isolado e perfundido de rato, um efeito que ¢
antagonizado pelo sulpiride mas ndo pela fentolamina (LOKHANDWALA E STEENBERG,
1984),

- a taxa plasmatica de NA, um indice bioquimico da atividade simpatica, ¢ reduzida pelo
quinpirole em ratos anestesiados (NAGAHAMA ET AL., 1986b; LEFEVRE-BORG ET AL.,
1987) assim como pelo pergolide (CAVERO ET AL., 1984).

Em resumo, os subtipos D tem uma localizacdo po6s-juncional cuja estimulagdo induz uma
vasodilatacdo direta e queda de PA. Os subtipos D t€ém localizac¢do tanto pds-juncional quanto
pré-juncional, porém os efeitos hipotensores sdo mediados através da estimulagdo de Dy pré-
sinapticos, por inibicao da liberacdo de NA das terminagdes simpaticas. O perfil farmacologico
dos receptores D1 e Dy nos vasos sao similares aqueles D1 e Dy encontrados no SNC. Todavia,
sdo necessarios estudos mais profundos para caracterizar do ponto de vista molecular estes
receptores nos vasos.
3.4.2.2. Receptores dopaminérgicos renais

A DA ndo ¢ sintetizada apenas nos neuronios noradrenérgicos e dopaminérgicos mas
também em tecidos ndo neurais (i.e, rim e trato gastrointestinal). No rim, a DA ¢ formada na
célula do tibulo proximal como resultado da recaptacao da L-DOPA filtrada, via transportador
de sodio na membrana apical. Dentro da célula do tubulo proximal, a L-DOPA ¢ rapidamente
descarboxilada para DA pela descarboxilase, cuja atividade pode ser regulada para cima pela
dieta rica em sodio ou para baixo pela dieta baixa em soédio (SOARES-DA-SILVA ET AL.,
1998). A DA pode sair da célula através da superficie apical ou da basolateral e atuar como um

hormonio paracrino ou autdcrino, na regulacdo da hemodinamica renal e no balango de fluido e

eletrolitos. Ambas as familias, Dj-like e Dy-like, sdo expressas nos sitios renais pds-sindpticos.
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Através de técnicas de imunohistoquimica e pela amplifica¢do in situ do RNAm, os receptores
Dj-like foram localizados na musculatura lisa, nas células justaglomerulares, na regido cortical
dos ductos coletores (FELDER ET AL., 1984, 1989; EMILIEN ET AL., 1999; O'CONNELL
ET AL., 1998a; para revisdo, ver MISSALE ET AL., 1998; BEK ET AL., 2001; CAREY,
2001). As técnicas de imunohistoquimica e de fixacdo de receptores permitiram a identificagao
dos receptores Dj-like (especialmente o subtipo D3) nas arteriolas, tibulo proximal, células
justaglomerulares, no ramo ascendente fino da alca de Henle e na regido cortical do ducto
coletor (FELDER ET AL., 1989; JOSE E FELDER, 1996; EMILIEN ET AL., 1999;
O'CONNELL ET AL., 1998b; PARA REVISAO, VER MISSALE ET AL., 1998; BEK ET
AL., 2001; CAREY, 2001). O receptor D4 foi identificado no cortex do tubulo coletor (SUN ET
AL., 1998).

O tabulo proximal, maior sitio de sintese da DA no rim, reabsorve 2/3 da agua e de sodio
presentes no filtrado glomerular e de todos os produtos metabdlicos importantes (i.e.,
aminoacidos e glicose). Neste tibulo, os receptores Di-like inibem a atividade do trocador
Nat/H*, a atividade do co-transportador Na™-fosfato na membrana luminal, e a atividade da
bomba de Na*/KT-ATPase na membrana basolateral, o que resulta na inibicio da reabsor¢do de
sodio (para referéncias, ver MISSALE ET AL., 1998; CAREY, 2001). Esta inibi¢cdo ocorre no
néfron inteiro, uma vez que a ativacao dos receptores Dj-like também inibe a bomba de
Nat/K*-ATPase (o mecanismo mais importante pelo qual a DA induz natriurese) no cortex dos

ductos coletores e na por¢ao medular do ramo ascendente fino da algca de Henle (ver MISSALE
ET AL., 1998; CAREY, 2001). A contribui¢ao dos receptores D1 e/ou D5 nestas agdes ainda

nao esta determinada. O subtipo D; no ducto colector influencia a secre¢do de vasopressina,

porém o mecanismo desse efeito ndo esta claro (KOYAMA ET AL., 1985; MUTO ET AL.,

1985). Foi observado, porém, que ao estimular os receptores D nas células justaglomerulares,

o fenoldopam estimula a secre¢do de renina em animais de laboratorio (LEFEVRE-BORG ET

AL., 1988; WATKINS ET AL., 1988) e em voluntarios sadios ou hipertensos (HARVEY ET
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AL., 1985, 1986). Esta observagdo constitui uma limitacdo ao uso deste agonista D no
tratamento das crises hipertensivas (OPARIL ET AL., 1999).

Ainda no tibulo proximal, os receptores D;-like estimulam o transporte de sodio através do
aumento da atividade do trocador Na*/H' e da bomba de Na™/K'T-ATPase. Esta ativacio

também foi relatada na porcdo cortical do ducto coletor, provavelmente pela ativacdo do

subtipo D4 (SAITO ET AL., 2001). No cortex e na medula do ducto coletor, os receptores D,-
like (especialmente o subtipo D4) antagonizam as ag¢des da aldosterona e da vasopressina (SUN
ET AL., 1998; MUTO ET AL., 1985). O receptor D3 se encontra localizado nas células

justaglomerulares, regulando negativamente a secrecdo de renina (O'CONNELL ET AL.,

1998b).

Estes dados mostram que algumas acdes da DA se opdem (i.e., Di-like inibe o transporte de
sodio enquanto os receptores Dy-like o estimulam ; o receptor D-like estimula a liberagao de
renina e vasopressina, o Dp-like inibe a liberagdo de renina e aldosterona). Algumas evidéncias
sugerem que o balango total de sodio determina qual das fungdes do subtipo de receptor
dopaminérgico deve predominar. Durante condi¢cdes em que o balanco de so6dio ¢ normal, a DA
renal endogena € responsavel por mais de 50% da excrecao de sodio (PELAYO ET AL., 1983;
SIRAGY ET AL., 1989). Nesta condi¢do, os receptores Di-like e Dj-like, em vez de atuarem
em diregdes opostas, inibem sinérgicamente a atividade da bomba Na™/K*-ATPase e
aumentam a excre¢ao de sodio (BERTORELLO E APERIA, 1990; JOSE ET AL., 2002),
desconhecendo-se o mecanismo pelo qual isto ocorre. A carga de sodio atenua o efeito
estimulatorio dos receptores Di-like na liberagdo de renina, e aumenta o efeito inibitorio D>-
like na secrecao de aldosterona (e possivelmente da renina). Durante a expansao de volume, os
receptores D4 podem facilitar a diurese e a natriurese, antagonizando os efeitos da aldosterona e
da vasopressina no cortex do ducto coletor (SUN ET AL., 1998; MUTO ET AL., 1985). Sob

condigdes de restrigdo de sddio, os receptores Dr-like podem aumentar a reabsor¢do de sodio

no tubulo renal e trato gastrointestinal (para referéncias, ver CAREY, 2001).
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3.4.2.3. Receptores dopaminérgicos na glindula adrenal

A suprarrenal ¢ constituida de duas glandulas por sua origem, anatomia e fun¢do endodcrina: a
medula suprarrenal e a cortico-suprarrenal. Cada uma destas glandulas tem um papel no
conjunto de mecanismos que intervém na regulacdo da PA: a medula suprarrenal pela secrecao
de CA e a cortico-suprarrenal pela aldosterona.
- Cortex adrenal

No cortex da adrenal, a DA inibe tonicamente a liberacdo do hormonio aldosterona. A
primeira evidéncia para o papel da DA neste controle foi realizada em estudos in vivo,
observando-se que o bloqueio dos receptores dopaminérgicos Dy pela METO, aumentava os
niveis de aldosterona no homem e em ratos (NORBIATO ET AL., 1977; CAREY ET AL.,
1979). Entretanto, a administracdo de DA ou de agonistas dopaminérgicos, como a
bromocriptina, ndo alterava a taxa basal de aldosterona plasmatica (CUCHE, 1988), sugerindo
que controle inibidor dopaminérgico na producao de aldosterona encontra-se no nivel maximo.
A participagdo direta dos mecanismos dopaminérgicos na secrecao de aldosterona foi
corroborada pela caracterizagdo bioquimica e farmacologica dos receptores dopaminérgicos no
cortex adrenal, onde o receptor dopaminérgico D1, que tem um papel fisioldgico pouco claro,
esta associado a estimulagdo da AC, enquanto os receptores Dy inibem esta enzima, que esta
funcionalmente implicada no controle da secrecdo de aldosterona (MISSALE E AL., 1986;
1998).

A maioria dos receptores Dj-adrenocorticais foram revelados na zona glomerulosa, ndo
existindo informagdes sobre a presenga de outros receptores D>-like ou Dj-like neste local,
nem sobre a origem do sistema dopaminérgico. Em particular, ainda estd sendo investigado se
os receptores Dy nas células glomerulosas sdo alvo da DA circulante ou se a inervacao
dopaminérgica esta presente no cortex adrenal.

- Medula adrenal
Virios estudos tém investigado o papel da medula adrenal nos efeitos hipotensores e/ou

antihipertensivos dos agonistas dopaminérgicos. Todavia, os resultados sdo contraditorios,
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talvez devido aos diferentes niveis de pressdo ou o tipo de hipertensdo, ou a espécie animal ou
ainda o agonista utilizado nestes estudos. Por exemplo, foi mostrado que a resposta
antihipertensiva provocada pela bromocriptina i.v., foi abolida pela adrenomedulectomia
bilateral em SHR (HAMILTON, 1981) ou em c3es com hipertensdo neurogénica
(MONTASTRUC E MONTASTRUC, 1983). Segundo HAMILTON (1981), os receptores
dopaminérgicos ndo estariam envolvidos na agdo antihipertensiva da bromocriptina. Esta acao
que ¢ completamente bloqueada pelo propranolol (PROP), seria mediada pela A liberada da
medula suprarrenal, provocando uma vasodilatagdo conseqiiente a estimulagdao dos receptores
B2-adrenérgicos vasculares. Este efeito
ocorreria devido a atividade bloqueadora da bromocriptina em relagdo aos receptores o-
adrenérgicos poOs-sinapticos vasculares. Entretanto, a acdo antihipertensiva deste agonista foi
atribuida a uma origem dopaminérgica, que seria, em parte, conseqiiente a ativacdo dos
receptores Dy na medula suprarrenal, inibindo a liberagio de CA (MONTASTRUC E
MONTASTRUC, 1983). Porém, o envolvimento da glandula adrenal na resposta hipotensora
para bromocriptina ndo foi corroborada pelos estudos realizados em ratos normotensos
acordados (LAHLOU ET AL., 1993). Foi relatado ainda, que a APO i.v. reduzia a PA através
da inibigdo da liberagdo de CA da medula adrenal, em caes anestesiados, e que este efeito foi
abolido apds a retirada da inervacdo da adrenal (MONTASTRUC E GUIOL, 1984;
MONTRASTRUC ET AL., 1985). O conjunto destes achados funcionais e a identificagdo de
receptores Dy assim como do RNAm para receptores D> na medula adrenal e em preparagdes
de células cromafinicas (para referéncias, ver MISSALE E AL., 1998), sugere que a DA pode
diminuir a liberagao de CA atavés da ativagao de receptores Dy nas células cromafinicas.
Todavia, outros estudos mostram que alguns agonistas dos receptores Dj, aumentam a
liberagdo da CA da medula adrenal. NAGAHAMA ET AL. (1986b) mostraram que o efeito
pressor do quinpirole em ratos normotensos nao foi completamente bloqueado pelo tratamento
1.v. com hexametonio (HEX) ou com o antagonista de AVP, e que foi reduzido pela

adrenalectomia bilateral. Isto indica que a liberagdo de CA da medula adrenal pode estar
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envolvida no efeito pressor do quinpirole (NAGAHAMA ET AL., 1986b). Ainda foi relatado
que a administragdo de APO sub-cutanea (s.c.) em ratos, induziu um efeito hiperglicémico
indireto que foi abolido pela adrenalectomia (ARNERIC ET AL., 1984), e que a APO s.c.
induziu uma redugdo dose-dependente do conteudo total de CA na adrenal. Este tltimo efeito
parece ser conseqiiente sobretudo ao aumento da liberagdo de CA e ndo a redugdo da sua sintese
(MONTASTRUC ET AL., 1989).

A existéncia de receptores D1 nas células cromafinicas da adrenal tem sido caracterizada
pelo uso de ligantes fluorescentes. Observando-se que a estimulagdo destes receptores pode
aumentar os niveis de CA em resposta a situagdes de estresse (para referéncias, ver MISSALE
ET AL., 1998).
3.4.2.4. Receptores dopaminérgicos nos ganglios simpaticos

Fundamentado em evidéncias histoquimicas e farmacologicas, foi sugerido por alguns
autores que a DA endogena teria um papel fisiologico como modulador da transmissdao
ganglionar (BJORKLUND ET AL., 1970; ALKHADI E AL., 1984; LOKHANDWALA ET
AL., 1985; SHEBUSKI ET AL., 1985; SABOUNI ET AL., 1986). Pequenas células
intensamente fluorescentes ("Small Intensely Fluorescence cells" ou SIF cells ) de natureza
dopaminérgica, foram identificadas no ganglio simpatico (BJORKLUND ET AL., 1970). E
postulado que estes neuronios dopaminérgicos seriam interneuronios curtos entre neurdnios pré
e pos-ganglionares simpaticos. Quando ativados pelos neurdnios pré-ganglionares simpaticos,
estes interneurdnios liberam DA, que produz um potencial pds-sindptico inibitorio de longa
duragdo do neurdnio simpatico pds-ganglionar, inibindo o fluxo simpatico eferente (LIBET E
OWMAN, 1974; HOHN ET AL., 1982).

Os receptores dopaminérgicos ganglionares foram caracterizados gracas ao uso de agonistas
dopaminérgicos seletivos. Assim, estudos in vitro e in vivo relatam uma agdo inibitéria do
fenoldopam e do quinpirole sobre a transmissao ganglionar no rato (ALKHADI ET AL., 1984)
ou no cdo (LOKHANDWALA ET AL., 1985; SHEBUSKI ET AL., 1985; SABOUNI ET AL.,

1986). Neste ultimo, o S-sulpiride antagonizou os efeitos inibitorios do quinpirole sobre a
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transmissdo ganglionar (SABOUNI ET AL., 1986). Entretanto, os efeitos do fenoldopam sao
bloqueados pelo R-sulpiride (um antagonista moderadamente seletivo do receptor D), e pelo
SK&F 83566 (um analogo estrutural muito proximo do SCH 23390), mas nao sdo modificados
pelo SCH 23390 (LOKHANDWALA ET SABOUNI, 1985; SHEBUSKI ET AL., 1985;
SABOUNI ET AL., 1986). A acdo inibitéria da transmissdao ganglionar induzida pela DA (em
presenca de fentolamina e PROP) permanece inalterada pelo SCH 23390 (SABOUNI ET AL.,

1987). Estes dados, associados aos dados bioquimicos de dosagem da atividade da AC a nivel

ganglionar, permitiram sugerir a presenca de dois tipos distintos de receptores: um receptor Do,
similar ao receptor Dy pré-sinaptico das terminagdes nervosas simpaticas, uma vez que este tem
a capacidade de inibir a AC; e um outro receptor, que ¢ ativado pelo fenoldopam e pela DA
(LOKHANDWALA ET SABOUNI, 1985; SHEBUSKI ET AL., 1985; SABOUNI ET AL.,
1986, 1987). A significancia funcional exata destes receptores dopaminérgicos ganglionares
ndo estd bem clara. Entretanto, o efeito hipotensor ou antihipertensivo de certos agonistas
dopaminérgicos do tipo Dy (APO, bromocriptina, pergolide e quinpirole) poderia, em parte,
resultar da estimulacdo de receptores dopaminérgicos ganglionares. Esta acdo ndo contradiz o
papel dos receptores dopaminérgicos pré-sinapticos; ao contrario, ela ¢ complementar
(CAVERO ET AL., 1984). Outrossim, ¢ possivel que a estimulagdo dos receptores ganglionares
D pelo fenoldopam, por exemplo, possa induzir efeitos vasodilatadores (diretos vasculares) e
indiretos (ganglionares). Estudos recentes, utilizando RNAm, identificaram em ratos a presenca
dos subtipos D3 e D5 no ganglio simpatico cervical superior € o D4 na raiz dorsal do ganglio,
embora ndo se saiba se estes subtipos apresentam fungdes cardiovasculares (XIE ET AL.,
1998).

Em conclusao, o papel fisioldgico do conteudo de DA nas células SIF parece ser modulador
da transmissdo ganglionar, ¢ um defeito do metabolismo da DA nestas células poderia
constituir-se um dos multiplos fatores no desenvolvimento da hipertensdo arterial em SHR

(NEFF ET AL., 1983).
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3.4.3. Receptores dopaminérgicos espinhais

Os receptores dopaminérgicos do tipo Dy e Dy foram também identificados na medula
espinhal (DEMENGE ET AL., 1981; DUBOIS ET AL., 1986; VAN DIJKEN ET AL., 1996), e
estdo envolvidos no processo da nocicepcdo (JENSEN E SMITH, 1982; FLEETWOOD-
WALKER ET AL., 1988; WEIL-FUGAZZA E GODEFROY, 1991) e na secrecdo da medula
suprarenal (ARNERIC ET AL., 1984). Recentemente, GIULIANO ET AL. (2001, 2002)
propuseram um sitio espinhal para acdo de APO na ere¢@o peniana de origem supra-espinhal.

O SDDE também esta implicado, ao lado de outros sistemas espinhais, na regulacdo da
funcao cardiovascular a nivel espinhal. Sendo demonstrado que a administracdo intratecal (i.t.),
a nivel toracico alto (T»-T4) de agonistas dopaminérgicos como a APO, provoca hipotensdo e
bradicardia imediatas e dose-dependentes tanto em ratos normotensos (PETITJEAN ET AL.,
1984; LAHLOU ET AL., 1990) quanto em ratos hipertensos DOCA-sal (LAHLOU, 1999),
acordados. Estes efeitos cardiovasculares também podem ser observados em qualquer nivel
medular (médio-cervical, toracico alto, toracico baixo, lombar e sacral) com uma magnitude
que varia segundo o nivel explorado (LAHLOU ET AL., 1990). Um conjunto de argumentos
atribuem uma origem dopaminérgica espinhal aos efeitos cardiovasculares decorrentes da
estimulagdo do SDDE (PETITJEAN ET AL., 1984; PELLISSIER E DEMENGE, 1991;
LAHLOU E DEMENGE, 1993; LAHLOU, 1999). Todavia, o mecanismo pelo qual a
administra¢do i.t. de agonistas dopaminérgicos reduz a PA e a FC ainda ndo foi totalmente
elucidado. Uma vez que os corpos celulares da area Aj; se projetam nas proximidades dos
neurdnios simpaticos pré-ganglionares na regido toracolombar da medula espinhal (para
revisdo, ver FEUERSTEIN ET AL., 1988; MOUCHET ET AL., 1986), ¢ provavel que a
hipotensdo e a bradicardia induzidas pela APO resultem da redugdo do fluxo simpatico para a
vasculatura e para o coragdo, respectivamente (LAHLOU, 2002b).

Foi mostrado que, em ratos normotensos acordados, uma transec¢ao cronica a nivel médio

toracico espinhal (T5-T7), induz um aumento na magnitude e na duragdo da resposta

cardiovascular apds administracdo de APO caudalmente (T9-Tjp), mas ndo rostralmente a

31



transsecgdo (T2-T4). O aumento da resposta hipotensora tém caracteristicas que diferem
daquelas da resposta bradicardizante, sugerindo a possibilidade de mecanismos diferentes
(LAHLOU E DEMENGE, 1993). Este aumento pode estar relacionado a destrui¢do de uma via
inibitoéria que agiria tonicamente sobre o SDDE ou a uma hipersensibilidade causada pela
denervagdo, ou ambas. A existéncia de uma via inibitdria é corroborada pela auséncia da
elevacio da PA e da FC apds administragdo i.t. de neurolépticos em ratos acordados
(PETITJEAN ET AL., 1984, LAHLOU ET AL., 1990; LAHLOU E DEMENGE, 1993;
LAHLOU, 1998, 1999, 2000, 2002a), e pelos relatos de que ambos os sistemas descendentes,
noradrenérgico e serotoninérgico, exercem uma influéncia inibitéria tonica sob o processo
nociceptivo no rato (JENSEN E SMITH, 1983).

Como o SDDE nao ¢ tonicamente ativo, ele pode participar em certas situagdes fisiologicas
(tais como na atividade reflexa cardiovascular espinhal) ou fisiopatologicas (DP, por exemplo).
A este respeito, foi mostrado que a estimulagdo do SDDE ¢ parcialmente responsavel pelos
efeitos hipotensores da bromocriptina, quando administrada intravenosamente em ratos
normotensos (LAHLOU E DEMENGE, 1991) ou em ratos hipertensos DOCA-sal (LAHLOU E
PINTO DUARTE, 1998), acordados. A realidade desta mediagdo parcial espinhal foi
corroborada por estudos realizados em ratos submetidos a uma transec¢do médio-toracica
cronica da medula espinhal (LAHLOU E DEMENGE, 1992). Estes estudos sugerem a
implicacdo do SDDE hipersensivel (devido a transec¢do medular) na hipotensdo ortostatica
exagerada, observada em pacientes parkinsonianos tratados por bromocriptina e em portadores
de disautonomias de origem espinhal (POLLAK ET AL., 1986). Recentemente, foi mostrado
que a mediacdo espinhal ndo € peculiar a bromocriptina, uma vez que foi encontrada com
quinpirole em ratos normotensos anestesiados (LAHLOU, 1998) ou acordados (LAHLOU,
2000, 2002a).
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4. O sistema dopaminérgico na hipertensao

Como foi mostrado acima, a DA ¢ um importante regulador da PA sistémica via ativagdo de
receptores dopaminérgicos cerebrais, periféricos ou espinhais. Tem sido sugerido que a
alteragdo da atividade central e periférica dopaminérgica pode ser um fator no desenvolvimento
e manutencdo da hipertensio em humanos e na hipertensdo neurogénica ou induzida
experimentalmente (NEFF ET AL., 1983; VAN DEN BUUSE ET AL., 1986; NAGAHAMA
ET AL., 1985; VAN DEN BUUSE E DE JONG, 1991; LINTHORST ET AL., 1994; NARUSE
E AL., 1995; JOSE E FELDER, 1996; JOSE ET AL., 1997, HUSSAIN E LOKHANDWALA,
1998; BEK ET AL. 2001; AMENTA ET AL., 2001; JOSE ET AL., 1999, 2001, 2002).
4.1. Dopamina cerebral e hipertensao

Evidéncias diretas do papel do sistema dopaminérgico central no desenvolvimento da
hipertensao pode ser obtida pelo uso de lesdes cerebrais no estado pré-hipertensivo, em SHR ou
em ratos normotensos antes da inducdo experimental da hipertensdo (DOCA-sal, clipe renal).
Foi relatado que o tratamento i.c.v. de ratos jovens pré-hipertensos SHR com a neurotoxina
catecolaminérgica, 6-hidroxidopamina (6-OHDA), atenua o desenvolvimento da hipertensao
(HAEUSLER ET AL., 1972; VAN DEN BUUSE ET AL., 1984a). Este tratamento causa
deplegao das CA cerebrais, particularmente NA, mas também DA e A (VAN DEN BUUSE ET
AL., 1984a). Foi mostrado que o efeito da 6-OHDA no desenvolvimento da hipertensdo nao
esta relacionado a deplecdo das CA espinhais (LOEWY ET AL., 1980) ou a deple¢dao da NA da
ponte (VAN DEN BUUSE ET AL., 1984a). Os resultados de estudos nos quais a NA e a DA
das terminacdes foram protegidas dos efeitos neurotoxicos da 6-OHDA, inibindo-se a
recaptacdo com desipramina ¢ GBR 12909, respectivamente, corrobora a idéia de que a
destruicao dos terminais nervosos dopaminérgicos, mais do que os terminais noradrenérgicos,
sdo responsaveis pela atenuacdo do desenvolvimento da hipertensao em SHR (VAN DEN
BUUSE ET AL., 1984b, 1986). A lesao da SN, mas ndo da ATV, também atenua o
desenvolvimento da hipertensao (VAN DEN BUUSE ET AL., 1986; LINTHORST ET AL.,

1994). Inicialmente, estes dados sugeriram que o sistema negro-estriatal de SHR ¢ hiperativo e
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que a lesdo da SN poderia normalizar a atividade aumentada deste, atenuando o
desenvolvimento da hipertensdo (VAN DEN BUUSE ET AL., 1986; para revisdo, ver VAN
DEN BUUSE E DE JONG, 1991).

Todavia, os dados neuroquimicos sobre o metabolismo dopaminérgico estriatal no SHR sao
inconsistentes. Varios trabalhos mostram uma redu¢do ou nenhuma alteragdo do metabolismo
dopaminérgico estriatal em SHR, quando comparado aos ratos normotensos Wistar-Kyoto
(WKY), enquanto outros mostram um aumento do metabolismo dopaminérgico estriatal (para
referéncias, ver VAN DEN BUUSE E DE JONG, 1991). Os resultados in vitro e in vivo obtidos
por LINTHORST ET AL. (1990, 1991, 1994) sugerem que a atividade do sistema
dopaminérgico negro-estriatal ¢ mais baixa em SHR do que em ratos WKY. Estes autores
mostraram que a liberacdo de DA triciada dos cortes do nucleo caudado de SHR ¢ mais baixa
que dos ratos WKY. Esta diferenca foi observada no periodo pré-hipertensivo, durante o
desenvolvimento da hipertensdo e no platd do aumento da PA (respectivamente 4, 8 e 12
semanas de idade) (LINTHORST ET AL., 1990). Usando a técnica de microdialise cerebral in
vivo em ratos acordados, estes autores encontraram uma concentragdo extracelular de DA e
DOPAC mais baixa no nucleo caudado de SHR do que de ratos WKY (LINTHORST ET AL.,
1991). Em 1994, estes mesmos autores corroboraram os achados prévios de que o sistema
dopaminérgico negro-estriatal ¢ hipoativo em SHR e mostraram que a liberacdo de DA dos
terminais no nucleo caudado da SN lesada foi similar aquela em ratos falsos operados WKY. A
normalizagdo da atividade dopaminérgica pode ser um fator que atenua o desenvolvimento da
hipertensdo em SHR apds lesdo bilateral da SN (LINTHORST ET AL., 1994). Apesar de
algumas discrepancias da literatura (VAN DEN BUUSE E DE JONG, 1991), a opinido que
prevalece ¢ que a fun¢do dos receptores dopaminérgicos D-like esta regulada para cima ("up-
regulation") em SHR (LINTHORST ET AL., 1991; VAN DEN BUUSE ET AL., 1992;
KIROUAC E GANGULY, 1993). Usando técnicas histoquimicas de hibridagdo in situ,
VAUGHAN ET AL (1996) mostraram que em ratos SHR com 6 semanas de idade, os niveis de

RNAm que expressam os receptores dopaminérgicos Dy foram marcadamente aumentados em
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varias areas cerebrais, mas ndo foram nos ratos com 12-14 semanas de idade. Uma "up-
regulation" dos receptores dopaminérgicos ¢ compativel com a reducdo da liberacdo da DA
observada pelo grupo de LINTHORST, corroborando a hipotese de que antes do
desenvolvimento da hipertensdo em SHR, ocorre um déficit dopaminérgico que pode estar
envolvido no aumento da PA nestes animais.

Hé uma contradi¢do aparente entre a fungdo pressora da DA cerebral, que ¢ sugerida pela
inibi¢do do desenvolvimento da hipertensdo apds deplecdo da DA (bem como pelos estudos
com quinpirole e aqueles usando a estimulacdo elétrica da SN compacta e da ATV), e a
atividade dopaminérgica reduzida em SHR, evidenciada pela reducdo da liberacdo da DA
estriatal e a "up-regulation" dos receptores dopaminérgicos. Para explicar esta discrepancia, foi
sugerido que o sistema dopaminérgico cerebral ndo medeia a resposta pressora per se, mas
altera a sensibilidade dos reflexos cardiovasculares, tais como o reflexo dos barorreceptores
para FC, modulando os efeitos de outros sistemas na PA (VAN DEN BUUSE, 1997b). Esta
hipotese ¢ corroborada pelos achados que apontam o NTS, que ¢ de maior importancia nos
mecanismos reflexos cardiovasculares, como o sitio de agao para o efeito pressor do quinpirole
(YANG ET AL., 1990). Além do mais, LAWRENCE ET AL. (1995), demonstraram a presenga
dos receptores pré-sinapticos Dy nos terminais aferentes centrais do nervo vago no NTS do rato,
sugerindo seu envolvimento nas acdes cardiovasculares centrais da DA. Cresce também a

hipotese da acdo dual da DA nos mecanismos da regulacdo central da PA, que envolvem

principalmente os receptores dopaminérgicos D»y-like. A ativacdo dos receptores
dopaminérgicos pré-sinapticos D-like reduziria a PA, onde a estimulagdo dos receptores pds-
sinapticos Dj-like aumentaria a PA. A inibi¢ao pré-sinaptica das respostas dopaminérgicas esta
aumentada em SHR (LINTHORST ET AL., 1990, 1991; VAN DEN BUUSE ET AL., 1992).
Como postulado por VAN DEN BUUSE, 1997a, esta "up-regulation" pode explicar redugdo da
liberagdo tonica basal da DA cerebral em SHR.

Varios estudos tem usado a prolactina plasmatica, a resposta comportamental ou mudangas na

temperatura corporal em resposta a administragdo de agonistas dopaminérgicos, como
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parametro para obter informagdes indiretas sobre o status central dos mecanismos
dopaminérgicos na hipertensdo. Estes estudos tem fornecido resultados contraditorios (para
referéncias, ver VAN DEN BUUSE E DE JONG, 1991), mas quando associados aos estudos
neuroquimicos e aos estudos com lesdo, eles podem fornecer informacdes acerca da atividade
dopaminérgica central em SHR.

A alteracdo da atividade dopaminérgica foi também relatada em ratos hipertensos DOCA-sal.
A reducdo da neurotransmissdo dopaminérgica e o aumento da resposta dos receptores
dopaminérgicos foram relatados por serem encontrados seletivamente, em areas cerebrais
particulares em ratos hipertensos DOCA-sal. A este respeito, foi encontrado que os niveis
basais de prolactina plasmatica estd aumentado em ratos hipertensos DOCA-sal, sugerindo que
a atividade do sistema dopaminérgico tubéroinfundibular originado do grupo A2 no nucleo
arqueado ¢ reduzido (NAGAHAMA ET AL., 1985; CHEN ET AL., 1985). Esta reducao da
atividade dopaminérgica hipotalamica ¢ corroborada pelos achados da liberacao de DA basal no
hipotadlamo médiobasal perfundido in vitro que mostram uma redugdo significativa em ratos
hipertensos DOCA-sal com 4 semanas (CHEN ET AL., 1985). Ademais, a acdo inibitoria do
quinpirole na liberagdo da DA, que ¢ mediada pela ativagdo dos autoreceptores pré-sinapticos
D, dopaminérgicos, foi relatada por ser seletivamente aumentada no hipo6talamo anterior de
ratos hipertensos DOCA-sal (CHEN ET AL., 1988). Finalmente, o efeito depressor da
bromocriptina foi significativamente aumentado em ratos DOCA-sal, quando comparado aos
controles normotensos (NAGAHAMA ET AL., 1985; LAHLOU E PINTO DUARTE, 1998). E
importante lembrar que a hipertensio DOCA-sal ¢ gerada pela administragdo excessiva de
mineralocorticdide DOCA, um analogo sintético da aldosterona, associado a uma dieta de
sobrecarga de sal, causando aumento na PA em ratos DOCA-sal de 3 a 4 semanas. A DOCA
causa retencao sodica pela estimulagdo da reabsor¢do de sodio no sistema do ducto coletor,
aumentando a atividade Na™/K™ ATPase (SAMSON E O'NEIL, 1986). Este aumento da
atividade depende da entrada luminar de s6dio, uma vez que o bloqueio dos canais de sodio

luminais com amilorida preveniu este efeito (SAMSON ET AL., 1987). A DOCA ndo aumenta
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unicamente a reabsor¢do de sddio mas também o efeito estimulator da vasopressina sobre a
permeabilidade osmotica para 4gua (CHEN ET AL., 1990). Embora a elevagao inicial da PA
dependa da retencdo de fluido e sal, varios mecanismos como a atividade da vasopressina, a
atividade simpatica aumentada e o aumento da reatividade vascular (NAGAHAMA ET AL.,
1985; CHEN ET AL., 1988), estdo implicados no desenvolvimento e na manutencdo da
hipertensdo em ratos tratados com DOCA-sal. Entdo, este modelo ¢ uma forma inerente da
hipertensdo humana causada pela regulagdo anormal do transporte de mineralocorticoides.
4.2. Dopamina periférica e hipertensao

Ao lado do SNC, disfungdo dos mecanismos dopaminérgicos adrenais e renais esta
provavelmente envolvida na fisiopatologia da hipertensdo. O sistema dopaminérgico renal ¢
sensivel a hipertensdo. A maioria das investigagdes sobre os receptores dopaminérgicos renais
em SHR foi centrada nos receptores dopaminérgicos Di-like (o subtipo Dy € o mais expresso);
todavia a analise dos receptores dopaminérgicos Dy-like (o subtipo D3 ¢ mais representado)
recebeu menos atencdo. Varias investigagcdes apontam que a func¢ao natriurética renal da DA via
ativacdo dos receptores Dj-like ¢ alterada na hipertensdo genética de roedores (SHR e ratos
Dahl, sensiveis a sal) (para referéncias, ver JOSE E FEDLER, 1996, JOSE E Al., 1996;
HUSSAIN E LOKHANDWALA, 1998; BEK ET AL., 2001; AMENTA ET AL., 2001). A

primeira demonstragcdo desta alteragdo foi realizada em 1989 por KINOSHITA ET AL. Estes

aurores relatam que a estimulacdo da AC com agonistas D1-like ¢ menor nos tibulos proximais
de SHR, quando comparada aos ratos normotensos WKY. A densidade dos receptores Di-like e
a afinidade para antagonistas, bem como a atividade da AC estimulada pelo GTP e pelo
forskolin, foram similares em ratos SHR e WKY. Isto sugere que o defeito reside no
acoplamento do receptor a AC e que a proteina G por se nao apresenta defeitos (KINOSHITA
ET AL., 1989). Subsequentemente, os estudos de muitos laboratorios tem confirmado estas
observacdes de que a alteragdo ndo depende da produgdo reduzida de DA renal, do transporte

anormal de sodio, ou da reducdo da densidade de receptores dopaminérgicos Dj-like, mas

resulta da modificagdo da interagdo proteina G-efetor enzimatico (HORIUCHI ET AL., 1992;
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NISHI ET AL., 1993; JOSE E FEDLER, 1996; para referéncias, ver BEK ET AL., 2001; JOSE

ET AL., 2002). Este defeito ¢ especifico para os receptores D-like (especialmente do subtipo
D1) bem como no segmento do néfron (unicamente na por¢ao proximal) e em 6gdos especificos
(apenas no rim e nao no nucleo estriado de SHR) (KINOSHITA ET AL., 1989; OHBU E
FELDER, 1993; FELDER ET AL., 1993).

A razao do desacoplamento dos receptores Dj-like do complexo proteina G/efetor ¢
desconhecida. Todavia, ha evidéncias recentes que este fenomeno ¢ devido a hiperfosforilagao
dos receptores D1 no residuo da serina no tubulo proximal renal, levando a desensibilizacdo dos
receptores D1 (SANADA ET AL., 1999; YU ET AL., 2000). O uso do modelo de camundongos
knockout tem fornecido fortes evidéncias a respeito do papel da DA renal na hipertensao.
Sendo mostrado que a translocacdo do receptor Dji em camundongos levaria ao
desenvolvimento da hipertensdao, mas nenhuma muta¢dao na regido que codifica o receptor D
tem sido encontrada na hipertensdo essencial humana ou em SHR (JOSE E FELDER, 1996;
SANADA ET AL., 1999). O subtipo do receptor D5 pode ter um papel na patogénese da
hipertensdo genética. A translocacdo do gen dos receptors D5 em camundongos resultou no
desenvolvimento da hipertensdo sem alteracao da capacidade de excretar sal. Embora mutacdes
dos receptores D5 ndo sejam encontradas em SHR, o /ocus no cromossoma humano 4, contendo
0 gen para o receptor D5 , estd associado a hipertensao em algumas populagdes com hipertensao
essencial (ver JOSE E FELDER, 1996; JOSE ET AL., 1997; HUSSAIN E LOKHANDWALA,
1998; BEK ET AL., 2001; AMENTA ET AL., 2001; JOSE ET AL., 2002). Todavia, a
translocacdo do gen para o receptor D, em camundongos produz hipertensdo, que ndo estd
associada a incapacidade para excretar sodio, mas sim ao aumento da descarga noradrenérgica
(LT ET AL., 2001). O receptor D3 ¢ expresso nas células justaglomerulares e regula
negativamente a secre¢ao de renina. A translocagdo do gen deste receptor em camundongos esta
associada a hipertensdo renina-dependente e a redugdo da capacidade para excre¢do aguda de

sodio (ASICO ET AL., 1998; O'CONNELL E AHERNE, 2000; LADINES ET AL., 2001;
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JOSE ET AL., 2002). A translocagdo do gen para os receptores D4 (expresso nas células
corticais e medulares do ducto coletor) ndo tem sido relacionada a alteracao da PA.

A glandula adrenal ¢ um outro alvo periférico para a DA que pode estar vinculado a
fisiopatologia da hipertensdo. Como mencionado anteriormente, a DA no cértex adrenal inibe
primariamente a liberagdo da aldosterona, e a na medula adrenal estd envolvida na modulagao
da liberacdo das CA. A regulacdo anormal da secrecdo de aldosterona (principalmente via
subtipo D3) pode estar envolvida em algumas formas de hiperaldosteronismo e hipertensao
(NARUSE ET AL., 1995).

Em resumo, anormalidades dos receptores dopaminérrgicos (ou sua regulacdo) podem ser
importantes na patogé€nese da hipertensdo essencial. Todavia, o status do sistema
dopaminérgico na hipertensdo requer estudos mais profundos. A ocorréncia da alteragdo do
receptor renal Di-like na hipertensdo foi amplamente demonstrada. Manipulagdes seletivas dos
subtipos de receptores podem auxiliar os estudos sobre a patogénese da hipertensao essencial e
o protdtipo de novas drogas antihipertensivas.

5. Apomorfina e seus efeitos cardiovasculares

Como ja foi mencionado a APO, um agonista misto dos receptores dopaminérgicos D1/D», ¢
usada clinicamente no tratamento das oscilagdes refratarias tipo "on-off" em pacientes com DP,
tratados com levodopa (MONTASTRUC ET AL., 1993; NICOLLE ET AL., 1993; LEES,
1993; ONDO ET AL., 1999a,b; POEWE E WENNING, 2000). Ademais, recentemente foi
demonstrado que na forma sublingual, ela induz a ere¢do peniana e por isto esta sendo usada
clinicamente no tratamento das disfungdes eréteis (PADMA-NATHAN, 1999; HEATON,
2000; DULA ET AL., 2000). Entretanto, foi observado que este agonista diminui a PA, tanto
em humanos (POLLAK ET AL., 1986; RASCOL E MONTASTRUC, 1986; MONTASTRUC
ET AL., 1987) como em animais de laboratorio, tais como ratos (FINCH E HAEUSLER, 1973;
RAMIREZ E ENERO, 1980; MUGABO ET AL., 1983; CHUEH ET AL., 1995; ROSADO-
FILHO ET AL., 1998), gatos (VERIMER ET AL., 1981; DE MEYER ET AL., 1982) e caes
anestesiados (BOGAERT ET AL., 1978; MONTASTRUC E GUIOL, 1984; MONTASTRUC
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ET AL., 1985, 1987, 1996). Simultaneamente, a APO diminui a FC em ratos (RAMIREZ E
ENERO, 1980; CHUEH ET AL., 1995; ROSADO-FILHO ET AL., 1998) e gatos anestesiados
(VERIMER ET AL., 1981; DE MEYER ET AL., 1982), porém em cdes induz uma taquicardia
(MONTASTRUC E GUIOL, 1984; MONTASTRUC ET AL., 1985, 1987, 1996;
NAKAYAMA ET AL., 2001). Os efeitos cadiovasculares da APO sdo atribuidos a ativagao dos
receptores dopaminérgicos, uma vez que sao bloqueados pelos antagonistas dopaminérgicos
como a METO e o haloperidol (BOGAERT ET AL., 1978; RAMIREZ E ENERO, 1980; DE
MEYER ET AL., 1982; MUGABO ET AL., 1983; MONTASTRUC E GUIOL, 1984;
MONTASTRUC ET AL., 1985, 1987). A estimulacdo dos receptores dopaminérgicos
localizados no SNC e/ou na periferia pode ser responsavel pela mediacdo destes efeitos. Porém
os resultados de experimentos desenvolvidos para esclarecer este problema sdo controversos.
Sendo relatado, por exemplo, que a APO iv. diminui a PA através de um mecanismo
dopaminérgico periférico em ratos anestesiados (MUGABO ET AL., 1983). Outros estudos
relatam que este efeito ¢ mediado principalmente por um mecanismo dopaminérgico central e
nao por um mecanismo periférico (FINCH E HAEUSLER, 1973; RAMIREZ E ENERO, 1980).
Ainda foi demonstrado, em caes, que a hipotensao induzida pela APO pode ser parcialmente
mediada pela inibicdo da liberacio de CA da medula adrenal (MONTASTRUC E GUIOL,
1984; MONTASTRUC ET AL., 1985).

Tendo em vista a importancia da coluna intermédiolateral na medula espinhal toracica como
origem dos neuronios simpaticos pré-ganglionares, os receptores dopaminérgicos espinhais
podem ser alvos para os efeito cardiovasculares da APO i.v. Por esta razdo, este trabalho

também teve como objetivo verificar tal possibilidade.
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II - OBJETIVOS
1. Objetivo geral

Visto a discrepancia dos dados sobre o mecanismo de agdo da APO na PA em ratos
anestesiados, e também a escassez de informagdes sobre este mecanismo em ratos normotensos
ou hipertensos, acordados, este trabalho teve por objetivo investigar o (s) mecanismo (s) pelo
(s) qual (is) a APO induz seus efeitos cardiovasculares em ratos hipertensos DOCA-sal
acordados, uma vez que este agonista dopaminérgico pode ser usado clinicamente em pacientes
parkinsonianos ou com disfungdo erétil, hipertensos. Os pacientes parkinsonianos sofrem
ocasionalmente de disfuncdo autdénomica cardiovascular e aqueles com disfungdo erétil
apresentam doengas vasculares (MATHIAS, 1998; MESEC ET AL., 1999; JACKSON, 1999),
o que torna os efeitos adversos cardiovasculares da APO particularmente relevantes.
2. Objetivos especificos
- Determinar os efeitos do tratamento DOCA e da sobrecarga salina sobre os valores
pressoricos € o peso corporal.
- Avaliar a existéncia do fendmeno de tolerancia, no que concerne aos efeitos cardiovasculares
e comportamentais, induzidos pela APO em ratos hipertensos DOCA-sal e seus controles.
- Estabelecer a curva dose-resposta da acao da APO sobre a PA e a FC em ratos hipertensos
DOCA-sal e seus controles.
- Avaliar o papel do sistema nervoso autdnomo na mediacdo do efeito hipotensor da APO em
ratos hipertensos DOCA-sal.
- Avaliar o papel da liberacio da AVP no efeito da APO sobre a PA em ratos hipertensos
DOCA-sal.
- Determinar a origem e especificidade do receptor dopaminérgico da resposta hipotensora a
APO i.v. em ratos hipertensos DOCA-sal.
- Estudar o mecanismo do efeito pressor da APO i.v. em ratos hipertensos DOCA-sal pré-

tratados com domperidona i.v.
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- Obter informagdes indiretas da atividade dopaminérgica central na hipertensao DOCA-sal,
através da comparagdo do efeito da APO sobre o comportamento (movimentos estereotipados)

em ratos DOCA-sal e seus controles.
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III - MATERIAIS E METODOS
1. Animais

Este estudo foi realizado em ratos machos Wistar normotensos ¢ em ratos hipertensos
DOCA-sal. Todos os animais foram mantidos em ambiente controlado: temperatura de 23 + 2
°C, ciclo de luminosidade-escuro de 12 horas (h), bebida e alimentacdo ad libitum.
2. Indugio da hipertensio DOCA-sal

Ratos Wistar machos, pesando entre 200 e 240 g, foram submetidos a uma nefrectomia
unilateral sob anestesia com éter. Apds uma semana do periodo de recuperacdo, foram
divididos em 2 grupos: grupo 1 (grupo hipertenso DOCA-sal), foi tratado semanalmente com
inje¢des subcutaneas de uma suspensdao de DOCA (25 mg/Kg) dissolvida em azeite de oliva
(veiculo). A agua de beber foi substituida por solugdo de NaCl a 1% e oferecida ad libitum. Os
ratos do grupo 2 (grupo controle, normotenso) receberam injegdes de igual volume de veiculo
uma vez por semana, sendo fornecido como bebida dgua ad [libitum. Os experimentos
hemodinamicos foram realizados 4 semanas apds o inicio do tratamento com DOCA-sal ou
veiculo. O peso corporal dos ratos normotensos € dos DOCA-sal foi acompanhado durante todo
o tratamento.
3. Implantacio dos catéteres

Os ratos foram anestesiados por via intraperitoneal (i.p.) com tiopental sddico (60 mg/Kg,
suplementado por 15 mg/Kg, quando necessario) e trés catéteres foram implantados e
exteriorizados no dorso do animal. Dois catéteres (polietileno PE 50 + PE 10), preenchidos com
solucdo salina isotonica e heparina (125 Ul/ml), foram implantados na aorta abdominal (para o
registro da PA) e na veia cava inferior (para administracdo de drogas), como descrito
previamente (LAHLOU ET AL., 1990). Em alguns animais, um terceiro catéter (polietileno PE
10), utilizado para administracdo i.t. de drogas a nivel toracico baixo, foi implantado e

exteriorizado a nivel do dorso. Este foi preenchido com solugdo salina isotonica, e inserido

dentro do espago subaracnodideo através de uma incisdo realizada na T3, sendo posicionado no

nivel T9-T1¢, onde foi fixado com cola de cianoacrilato (Krazy Glue, Chicago, IL, USA), de
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acordo com método previamente descrito (TAKANO ET AL., 1984). Apds a cirurgia, os ratos
receberam penicilina G benzatina (24 000 UI) por via intramuscular, e foram acondicionados
individualmente em caixas de polietileno, permanecendo em recuperagdo por um periodo
minimo de 24 h, antes de quaisquer experimentos circulatérios. Somente os ratos que nao
apresentaram deficiéncia motora foram usados neste estudo.

No término dos experimentos, os ratos implantados com catéter i.t. foram sacrificados com
uma superdosagem de tiopental i.v.. As medulas toracicas baixas foram examinadas
visualmente com auxilio do corante azul de bromofenol, assegurando-se assim do
posicionamento correto do catéter i.t. e da auséncia de lesdes espinhais causadas pela
introducao deste. Os resultados individuais foram descartados segundo este critério.

4. Sistema de registro

No momento do experimento, o catéter aortico foi conectado a um transdutor de pressao
(Statham P23 DI) acoplado a um poligrafo Gilson modelo 5/6H (Gilson Medical Electronics,
Middletown, WI, USA). Esta unidade forneceu as pressdes arteriais sistolica (PAS) e diastdlica
(PAD). A pressao arterial média (PAM) basal, foi calculada através da formula: PAD + [(PAS -
PAD)/3]. A FC foi calculada a partir do tragado da PA.

5. Protocolo experimental

Para explorar as variagdes da PAM e da FC induzidas pela APO, antes de cada experimento
a PA ¢ a FC foram estabilizadas durante no minimo 35 a 45 minutos (min). Os valores basais
destas variaveis foram determinados e suas modificagdes mensuradas a 0,5, 1, 3, 5, 10, 15, 20,
25 e 30 min apds o tratamento com APO ou veiculo.

Os ratos com catéter i.t. foram tratados no inicio de cada experimento com uma injecao i.t.
de 10 pl de veiculo. Caso algum deles viesse a apresentar mudangas significativas nas variaveis
cardiovasculares, ele seria excluido do estudo. Todavia, nenhum dos animais apresentaram tais
mudangas. Quando os efeitos de um antagonista foram testados, a inje¢dao deste foi realizada 5
min antes da administragdo do agonista. Quando os efeitos de 2 ou 3 antagonistas associados

foram testados, cada pré-tratamento foi separado do outro por um intervalo de 5 min. Cada
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etapa de experimentos (isto €, curva completa dose-efeito ou tratamento com um antagonista)
foi realizada em 5 a 11 animais por grupo. As doses dos antagonistas foram escolhidas de
acordo com as recomendadas na literatura e com base em experimentos realizados previamente.
Ao término do experimento, os ratos foram mantidos no biotério e algumas vezes reutilizados
para outros experimentos, guardando-se um periodo minimo de 24 h.

Todo este estudo foi realizado conforme o "Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals", publicado pelo "US National Institute of Health" (NIH Publicacdo No 85-23,
revisada em 1996). As séries de experimentos abaixo foram realizadas em ratos acordados:

Série 1. Esta série foi realizada para estabelecer se havia ou ndo um fendmeno de
taquifilaxia apos a administracdo de APO em ratos hipertensos e normotensos. Os efeitos
cardiovasculares induzidos pela administragdo i.v. de uma dose submaxima de APO (0,3
mg/Kg) foram comparados entre 2 grupos de animais hipertensos pré-tratados nos 30 min
antecedentes, com salina (1 ml/Kg, i.v.) ou com APO (0,3 mg/Kg, i.v.). O mesmo procedimento
foi realizado em ratos normotensos.

Série 2. Esta série foi realizada para estabelecer as curvas dose-efeito da agdo de APO sobre a
PAM e a FC, em ratos hipertensos DOCA-sal e seus respectivos controles. Neste contexto,
doses crescentes de APO em "bolus" (0,05; 0,15; 0,3; 0,75 e 1 mg/Kg) foram injetadas por via
1.v. e o curso temporal das mudancas na PAM e FC foi avaliado. Os ratos de ambos grupos
foram injetados por via i.v. com um volume de veiculo (salina), similar a APO. Uma tinica dose
de APO foi administrada por animal e por dia.

Série 3. Para assegurar o papel do sistema nervoso autonomo na mediacdo dos efeitos
cardiovasculares da APO, o curso temporal das alteragdes na PAM e na FC induzidas pela
injecdo i.v. de APO (0,3 mg/Kg) foi determinado em ratos que foram pré-tratados por via i.v.
com: salina (I mI/Kg, n = 11), metil-atropina (MA) (1 mg/Kg, n = 6) (VASQUEZ E
KRIEGER, 1982), PROP (2 mg/Kg, n = 6) (VASQUEZ E KRIEGER, 1982), prazosina (PRZ)
(1 mg/Kg, n =5) NAGAHAMA E AL., 1986b) ou HEX (30 mg/Kg, n = 6) (SAPRU ET AL.,

1982). O curso temporal das mudancas na PAM e na FC induzidas pela administra¢ao de salina
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(1 ml/Kg, 1.v.) foi também assegurado em outro grupo de ratos hipertensos DOCA-sal, que
foram pré-tratados 5 min antes, via i.v., com MA (n = 6), PROP (n = 7), PRZ (n = 5) ou HEX
(n=5).

Série 4. Para assegurar o papel da liberacdo da AVP nos efeitos cardiovasculares da APO, o
curso temporal das alteracdes da PAM e da FC induzidas pela APO (0,3 mg/Kg, i.v.) foi
determinado em ratos pré-tratados por via i.v. com salina (1 ml/Kg, n = 11), com o antagonista
da AVP, d(CH»)5Tyr(Me)AVP (10 pg/Kg, 5 min antes da APO; n=5) NAGAHAMA ET AL.,
1986b, 1987) ou com ambos (n = 5), PRZ (1 mg/Kg, 10 min antes da APO) e o antagonista da
AVP (10 pg/Kg, 5 min antes da APO). O curso temporal das alteragdes da PAM e da FC
induzidas pela administragdao i.v. de salina foi realizado em um grupo adicional de ratos
hipertensos DOCA-sal pré-tratados 5 min antes com o antagonista da AVP (10 pg/Kg, n = 5)
por via i.v..

Série 5. Para determinar a origem das respostas cardiovasculares induzidas pela APO e a
especificidade de receptores dopaminérgicos envolvidos nestas respostas, cinco grupos de ratos
hipertensos DOCA-sal foram usados nesta série. Estes experimentos empregaram a DOM, um
antagonista dopaminérgico D, que ndo atravessa a barreira hemato-encefalica (LADURON E
LEYSEN, 1979; SVED E FERNSTROM, 1980; KOHLI ET AL., 1983; CHAMPION, 1988), o
SCH 23390, um antagonista seletivo do receptor dopaminérgico D; que nio atravessa a
barreira hemato-encefalica ¢ a METO, um antagonista dopaminérgico Dy que atravessa a
barreira hemato-encefalica (PERINGER ET AL., 1976; CAVERO ET AL., 1982a). O curso
temporal das alteracdes da PAM e da FC induzidas pela APO (0,3 mg/Kg, i.v.) foi determinado
em ratos que foram submetidos a um pré-tratamento i.v. com salina (primeiro grupo, n = 11) ou
com SCH 23390 (0,2 mg/Kg, segundo grupo, n = 6) (ROQUEBERT ET AL., 1992) ou
submetidos a um bloqueio dos receptores dopaminérgicos D;. O bloqueio periférico dos
receptores D5 foi realizado com a DOM 1.v. (0,5 mg/Kg; terceiro grupo, n = 6) (NAGAHAMA
ET AL., 1986a; LEFEVRE-BORG ET AL., 1987; ROQUEBERT ET AL., 1990; LAHLOU E
DEMENGE, 1991; LAHLOU, 1998, 1999, 2000, 2002a). O bloqueio dos receptores D»
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espinhais foi possivel com uso de DOM i.t. (40 pg/rato em To9-Tg; quarto grupo, n = 6)
(PETITJEAN ET AL., 1984; LAHLOU E DEMENGE, 1991, 1992; LAHLOU, 1998, 1999,
2000, 2002a), e o bloqueio periférico e central Dy foi realizado com METO (5 mg/Kg, quinto
grupo, n = 6) (NAGAHAMA ET AL., 1986b).

Série 6: Considerando que o efeito hipotensor da APO nao foi apenas abolido com o pré-
tratamento i.v. com DOM, mas também foi revertido em um efeito pressor significativo (ver o
paragrafo Resultados, item 7.3.), foi postulado que este efeito pressor poderia estar relacionado
ao aumento do efluxo simpatico e/ou a liberacdo da AVP mediada por uma agdo central da
APO. Entao, esta série de experimentos foi realizada para averiguar esta hipotese. Logo, o curso
temporal das alteracdes da PAM e da FC, induzidas pela APO (0,3 mg/Kg, i.v.) foi estudado em
ratos (n = 5) submetidos ao pré-tratamento i.v. com ambos DOM (0,5 mg/Kg, 5 min antes da
APO) e o antagonista da AVP (10 pg/Kg, 10 min antes da APO), ou em ratos (n = 5) pré-
tratados por via i.v. com DOM (0,5 mg/Kg, 5 min antes da APO), PRZ (1 mg/Kg, 10 min antes
da APO) e o antagonista da AVP (10 pug/Kg, 15 min antes da APO).

6. Avaliacao do tempo da laténcia e duracdo dos movimentos estereotipados

A estimulagdo dopaminérgica central induz movimentos estereotipados como cheirar,
lamber, verticalizar e mastigar (CREESE E IVERSEN, 1973). A duragdo e o tempo requerido
para o aparecimento (isto ¢, laténcia) destes movimentos foram registrados em ratos
normotensos e em ratos hipertensos.

7. Drogas

Neste trabalho foram usadas: APO hidrocloridrica, brometo de hexametonio, brometo de metil-
atropina, propranolol hidrocloridrico, d(CH»)sTyr(Me)AVP, acetato de desoxicorticosterona,
prazosina hidrocloridrica e SCH 23390 hidrocloridrico, obtidas da Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, USA) ¢ dissolvidas em solugdo salina isotonica imediatamente antes do uso,
excegdo feita ao SCH 23390 e ao acetato de desoxicorticosterona, que foram dissolvidas em
agua destilada e azeite de oliva, respectivamente. A domperidona (Janssen Pharmaceuticals,

Boulogne, Franca) foi dissolvida em acido tartarico (0,2%) e completada ao volume desejado
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com solugdo salina isotonica e estéril, imediatamente antes do uso. O pentobarbital de sodio
(Sanofi, Libourne, Franca), a heparina (Laboratoires Léo S.A., Montigny-le-Bretonneux,
Franga) e¢ a metoclopramida (Primperan®, Delagrange, Chilly-Mazarin, Franga) foram usadas
como solucdes injetaveis, disponiveis comercialmente. A penicilina G-benzatina foi fornecida
pelo Lafepe (Recife, PE, Brasil). Para administragdes i.v., a droga ou veiculo foi injetada em
um volume de 1 ml/Kg de peso corporal, seguida de 0,1 ml de salina fisioldgica. Para
administragdo i.t., a droga ou veiculo foi administrada em um volume de 10 pul, e o catéter foi
lavado com 10 pl (volume do catéter) de salina para compeltar a dosagem injetada.
8. Analise estatistica

Todos os resultados foram expressos em valores médios + erro padrdo da média (EPM). As
modificagdes da PAM e da FC foram expressas em varia¢des absolutas ou em porcentagem dos
valores basais individuais. A analise de variancia (ANOVA) a uma via (grupos) e o teste t de
Student nao pareado foram usados para assegurar as diferencas significativas nos valores basais
da PAM e da FC entre os diferentes grupos. O teste de ANOVA a duas vias e um teste t de
Student ndo pareado foi usado também para testar as diferencas significativas no peso corporal
entre animais controles uninefrectomizados e ratos hipertensos DOCA-sal. O teste t de Student
pareado foi usado para investigar as mudancas significativas da PAM e da FC apos a
administracdo i.t. ou i.v. dos antagonistas ou do veiculo. As diferencas estatisticas das respostas
da PAM e da FC para APO sozinha ou associada a antagonistas, comparadas com animais
tratados com veiculo, foram determinadas pelo teste U de Mann-Whitney. Este ultimo teste,
também foi usado para assegurar as diferencas na resposta de comportamento entre ratos
controles e hipertensos DOCA-sal. Os grupos de dados foram comparados utilizando-se uma
ANOVA a uma via (doses ou grupos) ou duas vias (tratamento x tempo ou tratamento x doses),
seguida pelo o teste de Tukey quando ¢ apropriado. As diferencas foram consideradas

estatisticamente significativas quando P < 0,05.
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IV - RESULTADOS

1. Efeito do tratamento cronico com DOCA-sal sobre o ganho de peso corporal

Nesta série de experimentos, vinte e cinco ratos foram uninefrectomizados e tratados
semanalmente com inje¢des s.c. de DOCA, substituindo-se a dgua de beber por solucdo de
NaCl a 1%. O peso corporal destes animais no inicio do experimento foi de 213 £ 5 g, ndo
diferindo (P > 0,05, teste t de Student ndo pareado) dos ratos controles uninefrectomizados (217
+ 7 g, n = 15). Entretanto, como mostra a Figura 5, o ganho semanal de peso corporal nos ratos
DOCA-sal foi significativamente (P < 0,001, ANOVA) reduzido em relagdo ao grupo controle.
Este efeito se tornou significativo a partir da terceira semana de tratamento (P < 0,01, test t de
Tukey).

2. Efeito do tratamento cronico com DOCA-sal sobre os valores basais da PAM e da FC

Os valores basais da PAM em ratos tratados com DOCA-sal foram 166 = 2 mmHg (vinte e
dois grupos de 5 a 11 ratos cada), ndo havendo diferengas significativas entre os grupos (P >
0,05, ANOVA). Entretanto, estes valores foram significativamente (P < 0,001, test t de Student
nao pareado) aumentados em relagdo aos ratos controles uninefrectomizados (119 = 3 mmHg,
oito grupos de 5 a 7 ratos cada) (Figura 6). No que se refere aos valores basais da FC
(batimentos por minuto ou bpm), no grupo DOCA-sal (358 + 4) e controle (366 + 6), estes nao
foram significativamente diferentes (Figura 6).

3. Avaliacdo da existéncia do fenomeno de tolerincia no que concerne aos efeitos
cardiovasculares e comportamentais induzidos pela apomorfina (série 1)

Em um grupo de ratos DOCA-sal, pré-tratados 30 min antes com salina (1 ml/Kg, i.v.), a
administrag¢do i.v. de APO (0,3 mg/Kg) induziu um efeito depressor significativo (Figura 7;
P <0,001, teste de U de Mann-Whitney) e de curta duragdo. A magnitude maxima deste efeito
foi da mesma ordem de grandeza daquela registrada em outro grupo de ratos hipertensos pré-
tratados de forma similar com a propria APO (0,3 mg/Kg, i.v.) (Figura 7B). Resultados

semelhantes foram obtidos em ratos controles uninefrectomizados (Figura 7A). Entretanto, em
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Figura 5. Efeito do tratamento crinico com DMOCA-sal sobre o
ganho de peso corporal. Os resultados sio expressos em
variagies médias (n = 25) ¢ as barras verticais representam o erro
padrao da média (X = EPM). *P < 0,05 (teste de Tukey) em
relagiio ao rato conirole {n = 15).
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Figura 6. Efeito do tratamento crinico com DOCA-sal sobre os
valores basais da pressio arterial média (PAM) e da freqiiéncia
cardiaca (FC). Os resultados sio expressos em variagtes médias
{22 grupos de 5-11 ratos cada) e as barras verticais representam o
erro padrio da média (X = EPM). *P < 0,001 (teste t ndo pareado
de Student) em relaciio ao rato controle (8 grupos de 5-7 ratos
cada),
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Figura 7. Avaliacio da existéncia do fendmeno de tolerfincia no
efeito hipotensor da apomorfina (APO} injetada intravenosamente
em ratos controles normotensos (A) e hipertensos DNOCA-sal (B),
acordados. Os resultados sfio expressos em variagies médias ( n =
S ratos por grupe) e as barras verticais representam o erro padréo
da média (X + EPM). Neste experimento, a pressiio arterial média
{PAM) foi de 117 + 3 e 176 + 6 mmHg, respectivamente no grupo
normotenso € DOCA-sal, #* P < 0,01 (teste U de Mann-Whitney).
SAL: salina
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ambos grupos, os efeitos da APO sobre a FC foram de dificil andlise, visto a grande
variabilidade da resposta

Nos dois grupos, a administragdo i.v. de APO induziu movimentos estereotipados como
cheirar, lamber, verticalizar e mastigar. O tempo requerido para o aparecimento destes
movimentos foi de 20 a 40 segundos (s). Em ratos DOCA-sal pré-tratados, 30 min antes, com
salina (1 ml/Kg, i.v.), a duracdo dos movimentos estereotipados induzidos pela administragao
1.v. da APO (0,3 mg/Kg) foi de 21 £ 1 min. A duragdo deste efeito ndo foi significativamente
diferente daquela registrada no outro grupo de ratos DOCA-sal, pré-tratados 30 min antes com
APO (0,3 mg/Kg, i.v.) (Figura 8B). Em ratos controles uninefrectomizados foram obtidos
resultados semelhantes (Figura 8A).
4. Efeitos da administracio intravenosa de doses crescentes de apomorfina sobre a PAM e
a FC em animais hipertensos DOCA-sal e controles (série 2)

O curso temporal das alteracdes da PAM,induzidas pela APO em ratos hipertensos DOCA-
sal e em ratos controles uninefrectomizados ¢ mostrado nas figuras 9 e 10. Em ambos grupos, o
tratamento i.v. com salina ndo induziu efeitos significativos na PAM durante os 30 min do
periodo de registro. Por isto, apenas uma curva ¢ mostrada nas figuras 9 e 10.

Em ratos normotensos, a administracao i.v. de doses crescentes (0,05-1 mg/Kg) de APO
induziu uma queda inicial e fugaz da PAM, cujo pico ocorreu dentro dos primeiros 30 s apos a
injecdo e foi significativa a partir da dose de 0,05 mg/Kg (Figuras 9 e 10; P < 0,001, test U de
Mann-Whitney). Em todas doses testadas, a hipotensao induzida pela APO foi seguida por um
aumento na PAM que foi maximo 3 a 5 min apds sua administrag¢do. Este efeito pressor tornou-
se significativo a partir de 0,15 mg/Kg, permanecendo significativo durante todo o periodo de
registro apenas na dose mais elevada de APO (1 mg/Kg) (Figuras 9 e 10; P < 0,05, test U de
Mann-Whitney). Em ratos DOCA-sal, o mesmo tratamento também induziu um efeito
depressor imediato e de curta duracdo. Este efeito foi maximo nos primeiros 30 s apos a

injecdo, e significativo a partir de 0,05 mg/Kg de APO (Figuras 9 e 10, P < 0,001, test U de
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Figura 8. Avaliaciio da existéncia do fendmeno de tolerfincia nos
movimentos estereotipados  induzidos pela adminisiracio
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Mann-Whitney). Porém, o componente pressor da APO foi menos evidente e algumas vezes
substituido pelo um efeito depressor (Figuras 9 e 10).

Em ambos grupos, uninefrectomizados e hipertensos DOCA-sal, a resposta hipotensora maxima
¢ a duracdo dos movimentos estereotipados induzidos pela APO foram dose-dependentes
(Figura 11; P < 0,001, ANOVA a uma via). Entretanto, a curva dose-efeito da agdo da APO
sobre a PAM e sobre o comportamento estereotipado ndo foi significativamente alterada apos 4
semanas de tratamento com DOCA-sal (Figura 11; P > 0,05, ANOVA duas vias).

Na dose de 0,05 mg/Kg, a APO induziu uma bradicardia que permaneceu significativa
(P <0,05, teste U de Mann-Whitney) durante todo o periodo de registro, tanto no grupo
controle uninefrectomizado (AFC maxima = -37 £+ 13 bpm) quanto no grupo hipertenso DOCA-
sal (AFC maxima = -43 + 7 bpm). Em ambos grupos, nas doses superiores a 0,05 mg/Kg, o
efeito da APO sobre a FC nao foi uniforme. Alguns animais mostraram unicamente uma
bradicardia, enquanto outros apresentaram taquicardia ou taquicardia seguida por uma
bradicardia. Por esta razdo, a andlise estatistica das mudancas na FC induzidas pela APO
sozinha ou associada com antagonistas foi dificil de realizar.

5. Papel do sistema nervoso autonomo na mediacdo do efeito hipotensor da apomorfina
em ratos hipertensos DOCA-sal (série 3)

Nesta série experimental, os valores basais de PAM e da FC antes de qualquer pré-
tratamento foram 170 = 3 mmHg e 367 £+ 6 bpm (10 grupos de 5 a 11 ratos cada),
respectivamente, ndo havendo diferengas significativas entre os grupos (P > 0,05, ANOVA a
uma via). Em ratos pré-tratados com salina (i.v.), a injecdo de APO (0,3 mg/Kg) induziu
imediata e significativa (P < 0,01, teste U de Mann-Whitney) reducdo da PAM, cuja magnitude
foi méxima (-14,20 + 1.41%) nos primeiros 30 s apos o tratamento (Figuras 12 e 13).

5.1. Efeito do pré-tratamento i.v. com metil-atropina sobre a resposta hipotensora da
apomorfina

O pré-tratamento com MA (1 mg/Kg, i.v.) ndo alterou significativamente os valores basais

da PAM (Figura 12), mas induziu uma taquicardia significativa (aumento da FC de 345 + 14.
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para 415 + 19 bpm) (P < 0,01, teste t de Student pareado). Em ratos pré-tratados com MA, a
administragdo i.v. de APO (0,3 mg/Kg) produziu uma reducao significativa (P < 0,001, teste de
Mann-Whitney) da PAM, que foi méxima 30 s apds a administragdo do agonista, e foi seguida
por um efeito pressor significativo (Figura 12A; P < 0,05, teste U de Mann-Whitney). Uma
ANOVA a duas vias mostrou que as variacdes da PAM induzidas pela APO, em ratos pré-
tratados com MA, ndo diferem significativamente dos ratos pré-tratados com salina (Figura
12A). A resposta hipotensora maxima para APO foi de -11,50 £ 1,61% em ratos pré-tratados
com MA, e -14,20 = 1.41% em ratos pré-tratados com salina. O pré-tratamento com MA nao
alterou a duracdo dos movimentos estereotipados induzidos pela APO (20 + 2 vs. 25 + 2 min
em ratos pré-tratados com salina).

5.2. Efeito do pré-tratamento i.v. com propranolol sobre a resposta hipotensora da
apomorfina

O pré-tratamento com PROP (2 mg/Kg, i.v.) ndo alterou significativamente os valores basais
da PAM (Figura 12B) mas induziu uma bradicardia significativa que foi maxima aos 5 min
apods a injecdo e permaneceu estatisticamente significativa durante todo o periodo de registro
(dados nao mostrados; P < 0,001, test t de Student pareado). A bradicardia maxima induzida
pelo PROP foi da mesma ordem de magnitude (P > 0,05, teste U de Mann-Whitney), quer seja
no animal tratado com salina (-54 + 3 bpm) ou com APO (-64 £+ 9 bpm).

Nos ratos pré-tratados com PROP, a administrat¢do da APO (0,3 mg/Kg, i.v.) reduziu a
PAM, um efeito que foi maximo nos 30 s seguintes a administracdo do agonista e que foi
recuperado no primeiro min sem qualquer efeito pressor secundario (Figura 12B). Esta resposta
da PAM foi da mesma ordem de magnitude (P > 0,05, ANOVA a duas vias) da observada na
auséncia de PROP (Figura 12B). A duragdo dos movimentos estereotipados induzidos pela
APO permaneceu inalterada ap6s o pré-tratamento com PROP (23 + 2 vs. 25 + 2 min em ratos

pré-tratados com salina).
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Figura 12. Curso temporal do efeito da administragio
intravenosa (i.v.) de apomorfina (APO; 0,3 mg/Kg) sobre a PAM
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Mann-Whitney) em relagio aos ratos pré-tratados com MA +
salina ou com PROP + salina.
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Figura 13. Curso temporal do efeito da administragio
intravenosa (i.v.) de apomorfina (APQ; 0,3 mg/Kg) sobre a PAM
em ratos hipertensos DOCA-sal pré-tratados por via iv. com
hexametinio (HEX; 30 mg/Kg) (A) ou prasozina (PRZ; 1 mg/Kg)
(B). Os resultados sfio expressos em variagies médias (n = 5-11
ratos por grupo) e as barras verticais representam o erre padriio
da média (X £ EPM). *P < 0,01; **P < 0,001 (tesie U de
Mann-Whitney) em relacfio aos ratos pré-tratados com HEX +
salina ou com PRZ + salina.
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5.3. Efeito do pré-tratamento i.v. com hexameténio sobre a resposta hipotensora da
apomorfina

O bloqueio da transmissdao ganglionar pela administrag@o i.v. de HEX (30 mg/Kg) resultou
em uma hipotensdo que permaneceu estatisticamente significativa durante todo o periodo de
registro (Figura 13A; P < 0,001, teste t de Student pareado). A resposta hipotensora registrada 5
min ap6s o HEX foi da mesma ordem de magnitude (P > 0,05, teste U de Mann-Whitney) quer
seja no animal tratado com salina (-65 = 5 mmHg) ou com APO (-53 + 6 mmHg). As redugdes
maximas absolutas ou em porcentagens, induzidas pelo HEX foram de -79 + 4 mmHg e -49 +
2% em ratos hipertensos DOCA-sal, e -38 + 3 mmHg e 32 + 4%, em ratos controles
uninefrectomizados. Elas foram significativamente maiores nos ratos hipertensos DOCA-sal do
que em ratos controles (P < 0,01, teste U de Mann-Whitney).

Nos ratos hipertensos sob bloqueio ganglionar, a hipotensdao maxima induzida pela APO nao
foi apenas abolida (Figura 13A; P < 0,001, teste U de Mann-Whitney), mas revertida em efeito
pressor (Figura 13A). Este efeito pressor foi méaximo (33 + 4 mmHg) 5 min apds a
administragdo de APO, permanecendo estatisticamente significativo durante um periodo de 10
min (Figura 13A; P < 0,01, teste U de Mann-Whitney em relagdo aos ratos pré-tratados com
HEX + salina). Entretanto, a duracdo dos movimentos estereotipados induzidos pela APO
permaneceu inalterada apds o pré-tratamento com HEX (21 £ 1 vs. 25 + 2 min em ratos pré-
tratados com salina).

5.4. Efeito do pré-tratamento i.v. com prazosina sobre a resposta hipotensora da
apomorfina

O pré-tratamento com PRZ (1 mg/Kg, i.v.), resultou em uma redugdo significativa da PAM,
que permaneceu estatisticamente significativa durante todo o periodo do registro (Figura 13B;
P < 0,001, teste t de Student pareado). A resposta hipotensora 5 min apos a administragdo da

PRZ foi da mesma ordem de magnitude (P > 0,05, teste U de Mann-Whitney) quer seja no
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animal tratado com salina (-33 = 3 mmHg) ou com APO (-33 £ 5 mmHg). O pré-tratamento
com PRZ aumentou significativamente os valores basais da FC (480 & 13 vs. 381 & 14 bpm).

Em ratos pré-tratados com PRZ, a administracdo da APO (0,3 mg/Kg, i.v.) reduziu a PAM,
atingindo o maximo (-30 £ 5 mmHg) 30 s apés a administracdo da droga, ¢ permanecendo
significativa (P < 0,01, test U de Mann-Whitney em relacdo aos ratos tratados com PRZ +
salina) a 1, 20, 25 ¢ 30 min. Nao foi observado um efeito pressor secundario (Figura 13B).
Entretanto, este pré-tratamento, aumentou significativamente (Figura 13B; P < 0,001, teste U de
Mann-Whitney) a resposta hipotensora maxima, em porcentagem, para APO (-22,00 + 2,70 vs.
-14,20 + 1.41% em ratos pré-tratados com salina). A duracdo dos movimentos estreotipados
induzidos pela APO nio foi afetada pelo pré-tratamento com PRZ (26 + 2 vs. 25 £ 2 min em
ratos pré-tratados com salina).
6. Papel da liberacio de arginina vasopressina no efeito da apomorfina sobre a PAM
(série 4)

6.1. Efeito do pré-tratamento i.v. com o antagonista da AVP sobre a resposta
hipotensora da apomorfina

O pré-tratamento com o antagonista da AVP, d(CHj)5Tyr(Me)AVP (10 pg/Kg, i.v.), ndo
modificou significativamente (P > 0,05, teste t de Student pareado) os valores basais da FC
(363 £ 18 vs. 373 £ 16 bpm); porém, provocou redugdo da PAM que comegou ser
estatisticamente significativa 15 min apos a injecdo (Figura 14A). Este pré-tratamento
aumentou ligeiramente, mas significativamente, a resposta hipotensora para APO (Figure 14A;
P < 0,05, teste de Tukey). O efeito hipotensor da APO em ratos pré-tratados com o antagonista
da AVP permaneceu estatisticamente significativo em relagdo aos valores controles, durante
todo o periodo de registro (Figura 14A; P < 0,01, teste U de Mann-Whitney) sem que houvesse
uma resposta pressora secundaria. A duragdo dos movimentos estereotipados induzidos por
APO permaneceu inalterada apds pré-tratamento com o antagonista da AVP (21 £2 vs. 25 £ 2

min em ratos pré-tratados com salina).

63



—"— Satinaiiv.)
+ [Antagomasia AVE + salina] iv.
10 o ANT. APO —@— [Solina + apomorfira] iv.

'I"'+VP * —D— [Amtagomista AVEF « apomording] i.v,

[[}S
:

= 10
-1
By
-

201

*#
ML

-5 0 5 0 15 2 25 30

M APO | —fv—  [Prasesina + salina) Lv.

* + [Frmosima + apomaording] 1.y,
I
I
I
|
|

—— [Pozosioa + antagonista AVE +
apooeriina] Ly,

L L 1 [l L L i i i

-0 5 0 5 10 15 20 25 30

Tempo (min)

Figura 14. Curso temporal do efeite da administragfio
intravenosa (i.v.) de apomorfina (APO; 0,3 mg/Kg) sobre a PAM
em ratos hipertensos DOCA-sal pré-tratados por via iv. com
antagonista da AVP (ANT. AVP; 10 pp/Kg) sozinho (A} on
associado com prasozina (PRZ; 1 mg/Kg) (B). Os resultados sdo
expressos em variaghes médias (n = 5-11 ratos por grupo) e as
barras verticais representam o erro padriio da média (X + EPM).
*P < 0,05; **P < 0,01 (teste U de Mann-Whitney) em relacio aos
ratos pré-tratados com salina, ANT. AVP + salina ou com PRZ +
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6.2. Efeito do pré-tratamento i.v. com o antagonista da AVP e prazosina associados sobre
o resposta hipotensora da apomorfina

Para corroborar a hipotese de que a liberagdo da vasopressina induzida pela APO produzia
um antagonismo funcional da atividade hipotensora desta tltima, o efeito do pré-tratamento
com o antagonista da AVP (10 pg/Kg) sobre a hipotensdao induzida pela APO foi estudado
também em ratos pré-tratados com PRZ (1 mg/Kg). Observamos que o pré-tratamento com o
antagonista da AVP ndo alterou significativamente a resposta hipotensora da PRZ (-39 + 8 vs. -
33 £ 3 mmHg em ratos pré-tratados com salina). A administragdo da APO (0,3 mg/Kg, i.v.), em
ratos pré-tratados com PRZ e com o antagonista da AVP, induziu uma resposta depressora
significativa (P < 0,01, teste U de Mann-Whitney em relagdo aos animais tratados com PRZ +
salina). O pico maximo desta resposta ocorreu nos primeiros 30 s ap6s a administracao de APO,
mantendo-se significativo durante os 30 min de registro (Figura 14B, P < 0,01, teste U de
Mann-Whitney), sem que houvesse uma resposta pressora secundaria. A resposta hipotensora
maxima (em porcentagem) para APO, em ratos pré-tratados com a associacdo PRZ e
antagonista da AVP, foi significativamente maior (-39,52 + 6,40%) do que a registrada em
animais pré-tratados unicamente com o antagonista da AVP (-18,00 + 2,50%) ou com a PRZ
sozinha (-22,00 £ 2,70%) (Figura 14B; P < 0,001, teste U de Mann-Whitney).

A duragdo da estereotipia induzida pela APO foi a mesma, quer o rato seja pré-tratado com
salina (25 + 2 min) ou com prazosina associada ao antagonista da AVP (23 + 2 min).
7. Origem e especificidade do receptor dopaminérgico e da resposta hipotensora a
apomorfina intravenosa (série 5)

7.1. Efeito do pré-tratamento i.v. com SCH 23390 sobre a resposta hipotensora da
apomorfina intravenosa

Em ratos pré-tratados com SCH 23390 (0,2 mg/Kg, i.v.), a administracdo da APO (0,3
mg/Kg, i.v.) reduziu significativamente a PAM cuja magnitude méaxima (-15,10 + 3,00%)
ocorreu nos primeiros 30 s ap6s o tratamento com o agonista (Figura 15A; P < 0,001, teste U de

Mann-Whitney). A hipotensao inicial foi recuperada 1 min apos a administracdo da APO, sendo
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seguida por uma queda secundaria da PA, que comecou a ser significativa nos 20 e 25 min apos
a administragdo deste agonista (Figura 15A). Entretanto, a analise estatistica mostrou que a
resposta hipotensora para APO em ratos pré-tratados com SCH 23390 nao foi estatisticamente
(P> 0,05, ANOVA a duas vias) diferente, quando comparada aos ratos pré-tratados com salina.

O pré-tratamento com SCH 23390 nao afetou significativamente (P > 0,05, teste t de
Student pareado) os valores basais da PAM (164 + 8 vs. 164 = 9 mmHg) nem da FC (352 + 17
vs. 367 £ 15 bpm). Todavia, este pré-tratamento atenuou ligeiramente, mas significativamente
(P < 0,05, teste U de Mann-Whitney), a duracdo das alteragdes comportamentais induzidas pela
APO (18 £ 1 vs. 25 £+ 2 min em ratos pré-tratados com salina).
7.2. Efeito do pré-tratamento i.v. com a metoclopramida sobre a resposta hipotensora
induzida pela apomorfina intravenosa

O pré-tratamento com METO (5 mg/Kg, i.v.) ndo teve efeito significativo nos valores basais
da PAM (150 = 4 vs. 154 =2 mmHg) ou da FC (376 £ 14 vs. 370 £ 12 bpm) (P > 0,05, teste t
de Student pareado), mas aboliu totalmente as alteracdes da PAM induzidas pela APO (0,3
mg/Kg, i.v.) (Figura 15B; P < 0,001, ANOVA a duas vias).

Os movimentos estereotipados induzidos APO foram totalmente prevenidos pelo pré-
tratamento com METO.

7.3. Efeito do pré-tratamento i.v. com domperidona sobre a resposta hipotensora da
apomorfina intravenosa

O pré-tratamento com DOM (0,5 mg/Kg, i.v.) ndo induziu mudangas significativas nos

valores basais da PAM (164 = 5 vs. 160 + 6 mmHg) ou da FC (366 = 11 vs. 368 = 11 bpm).
Todavia, a hipotensdo maxima induzida pela APO (0,3 mg/Kg) foi totalmente abolida (P <
0,001, test U de Mann-Whitney) e foi convertida em um efeito pressor significativo (Figura
16A). Este efieto pressor atingiu o maximo (19,15 + 3,68%) em 1 min e permanecendo
estatisticamente significativo durante 15 min apos administracao deste agonista (Figura 16A; P
< 0,05, teste U de Mann-Whitney). Foi ainda observado que a duracdo dos movimentos

estereotipados induzidos pela APO permaneceu inalterada ap6s o pré-tratamento com DOM (20
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Figura 16. Curso temporal do efeito da administragio
intravenosa (i.v.) de apomorfina (APO; 0,3 mg/Kg) sobre a PAM
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+ 2 vs. 25 = 2 min em ratos pré-tratados com salina). Resultados similares, sobre a acdo da
DOM no efeito hipotensor e comportamental da APO, foram observados em ratos controles
uninefrectomizados. Nestes animais normotensos, o efeito hipotensor da APO foi convertido
também em efeito pressor que permanecendo significativo durante 10 min apds a administra¢@o
(P <0,05, teste U de Mann-Whitney) e atingindo o maximo (10,25 + 1,06%) aos 3 min. Porém,
este efeito pressor foi significativamente (P < 0,05, test U de Mann-Whitney) menor quando
comparado aquele registrado em ratos hipertensos DOCA-sal pré-tratados por via i.v. com
DOM.

7.4. Efeito do pré-tratamento i.t. com domperidona sobre a resposta hipotensora da
apomorfina intravenosa

O pré-tratamento i.t. com DOM (40 pg/rato, To-T1g) ndo alterou os valores basais da PAM
(162 £ 8 vs. 160 = 9 mmHg) ou da FC (363 + 22 vs. 348 &+ 20 bpm), mas reduziu parcialmente
significativamente (P < 0,001, teste U de Mann-Whitney) o efeito hipotensor maximo da APO
(0,3 mg/Kg, i.v.). A queda residual da PAM (-5,47 + 2.84%) permaneceu estatisticamente
significativa em relagcdo aos valores controles (Figura 16B; P < 0,001, teste U de Mann-
Whitney). Em seguida, foi observado um efeito pressor que permaneceu significativo durante
um periodo de 5 min apos a administragdao (Figura 16B; P < 0,05, teste U de Mann-Whitney).
Este efeito pressor foi significativamente (P < 0,05, teste U de Mann-Whitney) menor que
aquele registrado em ratos hipertensos DOCA-sal pré-tratados por via i.v. com DOM.

A duracao das alteragdes comportamentais induzidas pela APO em ratos pré-tratados por via
i.t. com DOM (20 £ 3 min) foi similar aquela dos pré-tratados com salina (25 £ 2 min).
8. Mecanismo do efeito pressor da apomorfina intravenosa em ratos hipertensos DOCA-
sal pré-tratados com domperidona i.v.

Em ratos pré-tratados com DOM (0,5 mg/Kg, i.v.), a hipotensdo maxima induzida pela APO
(0,3 mg/Kg, i.v.) ndo foi apenas abolida (P < 0,001, test U de Mann-Whitney) mas foi

convertida em efeito pressor (Figuras 16A e 17A), que atingiu o maximo (19,15 + 3,68%) em 1
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Figura 17. Efeitos do pré-tratamento intravenoso (i.v.) com o
antagonista da AVP (ANT. AVP; 10 pg/Kg) sozinho (A) ou
associado com a prazosina (PRZ; 1 mg/Kg, i.v.) (B) sobre o curso
temporal do aumento da PAM induzido pela apomorfina (APO;
0,3 mg/Kg, i.v.) em ratos hipertensos DOCA-sal pré-tratados por
domperidona (DOM; 0,5 mg/Kg, iv.). Os resultados sio
expressos em variagbes médias (n = 5-11 ratos por grupo) e as
barras verticais representam o erro padriio da média (X + EPM).
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min apds a administracdo de APO e permaneceu estatisticamente significativo durante um
periodo de 15 min (Figuras 16A e 17A; P < 0,05, teste U de Mann-Whitney).

8.1. Efeitos do pré-tratamento i.v. com o antagonista da AVP

Como mencionado anteriormente, o pré-tratamento com o antagonista da AVP (10 ug/Kg,
1.v.) ndo induziu efeitos significativos (P > 0,05, teste t de Student pareado) sobre os valores
basais da PAM (Figura 14A). Todavia, reduziu significativamente (Figura 17A; P < 0,05, teste
U de Mann-Whitney) o efeito maximo pressor da APO (0,3 mg/Kg, i.v.) em ratos pré-tratados
intravenosamente com DOM. Este pré-tratmento inibiu cerca de 59% do efeito pressor maximo
da APO (7,82 = 0,71 vs. 19,15 + 3,68% em ratos pré-tratados por via i.v. com DOM). O efeito
pressor apoOs pré-tratamento i.v. com o antagonista da AVP e DOM, associados, ainda
permaneceu significativo em relacdo aos valores controles, durante um periodo de 10 min apds
tratamento com a APO (Figura 17A; P <0,05, teste U de Mann-Whitney).

A duracgdo das alteragdes comportamentais induzidas pela APO em ratos pré-tratados com
DOM (20 + 2 min) ndo foi afetada pelo o pré-tratamento adicional com o antagonista da AVP
(20 £ 2 min).

8.2. Efeito do pré-tratamento i.v. com o antagonista da AVP e prazosina, em associacio

Como mostrado nas Figuras 13B e 17B, o pré-tratamento com a PRZ (1 mg/Kg, i.v.) reduziu
a PAM, permanecendo estatisticamente significativo durante o periodo de 30 min apds a
administrag@o de salina (P < 0,001, teste U de Mann-Whitney). O pré-tratamento adicional com
o antagonista da AVP (10 pg/Kg, i.v.) e a DOM (0,5 mg/Kg) ndo alterou a resposta hipotensora
da administracdo de PRZ (-41 £ 9 vs. -33 + 3 mmHg em ratos pré-tratados com salina). Quando
a APO (0,3 mg/Kg, i.v.) foi administrada em animais pré-tratados com PRZ, antagonista da
AVP e a DOM, seu efeito pressor foi totalmento abolido, como foi mostrado pela incapacidade
deste agonista em alterar significativamente o curso temporal da hipotensao induzida pela PRZ

(Figura 17B; P < 0,001, ANOVA a duas vias).
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A duragdo das alteragdes comportamentais induzida pela APO em ratos pré-tratados com
DOM (20 £ 2 min) ndo foi modificada pelo pré-tratamento adicional com PRZ e o antagonista

da AVP (20 = 2 min).
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V - DISCUSSAO

Os valores basais da PAM e da FC em ratos normotensos uninefrectomizados, acordados,
foram da mesma ordem de magnitude daqueles relatados previamente (LAHLOU E PINTO
DUARTE, 1998; LAHLOU, 1999; LAHLOU ET AL., 2000). Ap6s quatro semanas de
tratamento DOCA-sal, os valores basais da PAM foram significativamente aumentados
enquanto o ganho de peso corporal foi reduzido, como ja tinha sido observado (NAGAHAMA
ET AL., 1985; LAHLOU E PINTO DUARTE, 1998; LAHLOU, 1999, LAHLOU ET AL.,
2000; LAHLOU, 2002a). Estes achados indicam que o modelo empregado, neste estudo, para
induzir a hipertensao DOCA-sal foi vélido.

Este estudo representa a primeira investigacao que avalia profundamente os efeitos da APO
i.v. sobre o curso temporal da PA em ratos hipertensos DOCA-sal e ratos normotensos
uninefrectomizados, acordados. Em ambos grupos, a APO induziu um efeito depressor
imediato, fugaz e dose-dependente. Estes resultados corroboram aqueles encontrados em ratos
normotensos anestesiados (FINCH E HAEUSLER, 1973; RAMIREZ E ENERO, 1980;
MUGABO ET AL., 1983; CHUEH ET AL., 1995). Todavia, em todas as doses testadas, a
magnitude desse efeito hipotensor, expressa em variagdo relativa, ndo foi significativamente
diferente entre ratos hipertensos DOCA-sal e controles. A razdo para isto ndo ¢ muito clara,
porém algumas hipoteses tem sido aventadas para explicar estes resultados (ver pagina 78).

Em ambos grupos estudados, a bradicardia foi registrada com a APO em baixas doses (i.e.,
0,05 mg/Kg). Nas doses superiores a 0,05 mg/Kg, o efeito da APO sobre a FC nao foi uniforme
em ambos grupos. Alguns animais mostraram uma bradicardia, enquanto outros apresentaram
taquicardia ou taquicardia seguida por uma bradicardia. Por esta razdo, as mudangas na FC
induzidas por APO sozinha ou associada com antagonistas foram dificeis de serem analisadas.
Este padrao de resposta da FC apos a administragdo da APO foi relatada previamente em ratos
normotensos acordados (BREDBERG E PAALZOW, 1990). Poucos segundos apds sua

administragdo i.v., a APO induziu mudangas comportamentais como cheirar, lamber,
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verticalizar e mastigar (CREESE E IVERSEN, 1973). Estes movimentos estereotipados sao
iniciados pela ativacdo de receptores dopaminérgicos localizados principalmente no corpo
estriado (COSTALL ET AL., 1975), e sua duragdo nao foi alterada apds 4 semanas de
tratamento com DOCA-sal, como foi observado anterioramente (LAHLOU, 1999). Isto sugere
que ndo houve hipersensibilidade dos receptores dopaminérgicos estriatais, embora um
aumento da densidade destes tenha sido observada ap6s 7 semanas de tratamento com DOCA
(LE FUR ET AL., 1981).  MONTASTRUC ET AL. (1996) mostraram que em caes
anestesiados ha uma taquifilaxia para o efeito hipotensor da APO apds 30 min de intervalo
entre injegdes sucessivas, embora isto ndo ocorra em 120 e 720 min. Usando ropinirole, um
agonista dopaminérgico seletivo para familia Dy, PARKER ET AL. (1994), descreveram
também um fendmeno de taquifilaxia para a hipotensdo de origem periférica induzida por este
agonista em ratos SHR acordados. Entretanto, no presente trabalho, tanto em ratos
uninefrectomizados normotensos quanto em ratos hipertensos DOCA-sal, ndo foi observado
tolerancia no que se refere ao efeito depressor da APO, uma vez que a magnitude deste efeito
permaneceu inalterada nos animais quer tenham ou ndo sido pré-tratados com APO.
Anteriormente, foi mostrado em nosso laboratério que ndo ocorre tolerancia envolvendo a
resposta depressora em ratos normotensos anestesiados (ROSADO-FILHO ET AL., 1998). A
discrepancia entre nossos dados e aqueles obtidos por MONTASTRUC ET AL. (1996) pode
estar relacionada a diferengca da espécie animal e/ou ao protocolo experimental utilizado.
Outrossim, ndo foi observado dessensibilizagdo dos receptores dopaminérgicos estriatais, uma
vez que a duragdo dos movimentos estereotipados induzidos pela APO foi a mesma quer o
animal seja pré-tratado (30 min antes) ou nao com a APO.

Papel do sistema nervoso autonomo na mediacdo da resposta hipotensora induzida pela

apomorfina

Parece improvavel que a APO possa ter propriedades agonistas muscarinicas e/ou B;-

adrenérgicas, ja que o bloqueio dos receptores muscarinicos e By-adrenérgicos pelo pré-

tratamento i.v. com MA e PROP, respectivamente, ndo alterou a hipotensao induzida por este
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agonista. Isto corrobora os estudos prévios que mostraram que nem a MA nem o PROP afetam
o efeito hipotensor da APO em animais anestesiados, como gatos (DE MEYER ET AL., 1982),
ratos (MUGABO ET AL., 1983; ROSADO-FILHO ET AL., 1998) e caes (BOGAERT ET AL.,
1978; MONTASTRUC ET AL., 1985). Entretanto, a APO nao deve ser considerada como um
agente vasorelaxante direto. Esta conclusdo ¢ apoiada no fato da hipotensao induzida pela APO,
ser bloqueada completamente pela remog¢ao do suporte auténomico nervoso para o sistema
cardiovascular, o que foi realizado no experimento com HEX. Portanto, isto sugere que a APO
necessita da presenga do sistema nervoso simpatico intacto e operacional para reduzir a PA.

O pré-tratamento 1.v. com PRZ, em uma dose que bloqueia completamente o efeito pressor da
metoxamina, aumentou tanto a magnitude como a duragdo da hipotensdo induzida pela APO,
sugerindo que o efeito depressor fugaz da APO ¢ oposto ao efeito pressor, e que pode ser, pelo
menos em parte, relacionado ao aumento do fluxo simpatico. O bloqueio da neurotransmissao
ganglionar pelo HEX ndo aboliu unicamente a hipotensdao induzida pela APO, mas a reverteu
em um efeito pressor significativo. E possivel que este efeito pressor possa estar relacionado,
em parte, a liberacdo de CA pela adrenal. Esta sugestdo estd fundamentada em resultados
prévios onde: (1) a APO induziu um efeito hiperglicémico indireto que foi abolido pela
adrenalectomia (ARNERIC ET AL., 1984), e que (2) a APO induziu uma reducdao dose-
dependente do conteudo total de CA na adrenal. Este efeito parece ser conseqiiente sobretudo
ao aumento da liberacdo de CA do que a redugdo de sua sintese (MONTASTRUC ET AL.,
1989).

Papel da arginina vasopressina na resposta cardiovascular induzida pela apomorfina
intravenosa

E relatado que a DA estimula a liberagdo da AVP no hipotalamo ou nas vias que se dirigem
ao hipotalamo ou tronco cerebral (SKLAR E SCHRIER, 1983). Este efeito ¢ mimetizado pelo
quinpirole, um agonista de receptores Dy/D3, em ratos acordados (NAGAHAMA ET AL.,
1986b, 1987, LEFEVRE-BORG ET AL., 1987) ou caes anestesiados (DAMASSE-MICHEL

ET AL., 1990). Sendo especulado ainda, que o efeito pressor da APO em ratos pré-tratados com
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HEX pode estar relacionado, em parte, ao aumento dos niveis plasmaticos da AVP induzido
pela APO. Esta hipotese foi corroborada pelas seguintes evidéncias: primeiro, o pré-tratamento
1.v. com o antagonista da AVP aumentou significativamente o efeito e a duragdo da hipotensao
induzida pela APO. Segundo, o pré-tratamento com a associagdo, antagonista da AVP e PRZ,
também aumentou significativamente a magnitude e a duragdo da hipotensdo induzida pela
APO. Entretanto, este efeito foi maior do que aquele induzido pelo pré-tratamento com a PRZ
sozinha, sugerindo que a ac¢do hipotensora da APO ¢ oposta ao efeito pressor que pode ser
atribuido ao aumento da liberagdo da AVP e do fluxo simpatico, mediado pela estimulagdo dos
receptores dopaminérgicos Dy centrais. A origem central deste ultimo efeito ¢ fundamentada
nos resultados que mostraram que o componente pressor da APO, permaneceu evidente em
ratos pré-tratados por via i.v. com DOM, enquanto foi abolido naqueles pré-tratados com
METO (ver proximo item).
Origem e especificidade dos receptores dopaminérgicos na resposta hipotensora induzida
pela apomorfina

As agoes cardiovasculares da APO em animais anestesiados, como ratos (RAMIREZ E
ENERO, 1980; MUGABO ET AL., 1983), gatos (DE MEYER ET AL., 1982) e caes
(MONTASTRUC E GUIOL, 1984; MONTASTRUC ET AL., 1985, 1987), foram relatadas
como sendo mediadas pela ativagdo de receptores dopaminérgicos Dy, o que é corroborado por
nossos resultados que mostram que a hipotensdo induzida pela APO em ratos normotensos
acordados (dados ndo mostrados) e em ratos hipertensos DOCA-sal (presente trabalho) ¢
bloqueada pela METO 1i.v., um antagonista de receptor dopaminérgico D, central e periférico.
Alguns destes receptores estdo localizados fora do SNC, uma vez que o pré-tratamento i.v. com
DOM, um antagonista D> que ndo atravessa a barreira hemato-encefalica, bloqueia a hipotensao
induzida pela APO. Estes resultados estdo de acordo com aqueles relatados no homem
(RASCOL E MONTASTRUC, 1986) e em ratos normotensos anestesiados (MUGABO ET
AL., 1983), contradizendo outros estudos que sugerem que esta hipotensio ¢ mediada

principalmente por um mecanismo central e ndo por um mecanismo dopaminérgico periférico
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(FINCH E HAEUSLER, 1973; RAMIREZ E ENERO, 1980). Nossos dados com DOM i.v.
sugerem que o efeito hipotensor da APO ¢, em parte, mediado através de um mecanismo
dopaminérgico Dj periférico, e resulta em reducdo da neurotransmissdo noradrenérgica
simpatica. Esta acdo simpatoinibitoria da APO pode ser conseqiiente a ativagdo de receptores
dopaminérgicos periféricos, localizados nos ganglios simpaticos e/ou sitios pré-sinapticos
(LANGER, 1981a,b; CAVERO ET AL., 1982b; WILLEMS ET AL., 1985). Como a fung¢io do
subtipo Dy localizado post-sindpticamente nos vasos sanguineos ¢ ainda desconhecida, ¢
possivel que a estimulag@o destes receptores esteja envolvida no efeitos da APO sobre a PA.

A estimulag@o de receptores dopaminérgicos D pelos agonistas seletivos como fenoldopam,
resultou em uma hipotensdo significativa, em ratos normotensos anestesiados (CAVERO ET
AL., 1985; CAVERO E HICKS, 1985; SENGUPTA E LOKHANDWALA, 1985; LEFEVRE-
BORG ET AL., 1988; QUEVEDO ET AL., 1999, 2000; NG E PANG, 2000), ratos SHR
acordados (LAPPE ET AL., 1986; LEFEVRE-BORG ET AL., 1988), em voluntarios saudaveis
(HARVEY ET AL., 1985) e em pacientes com hipertensao essencial moderada (HARVEY ET
AL., 1986). Portanto, ¢ possivel que a estimulagdo de receptores dopaminérgicos D vasculares
possa contribuir na hipotensdo provocada pela APO, uma vez que ela estimula ambos
receptores dopaminérgicos D1 e Dj,. Todavia, esta hipdtese parece invalida, ja& que o pré-
tratamento com o antagonista D seletivo, SCH 23390, nao afetou a agdo hipotensora daquele
agonista, embora confirme que os receptores ativados sejam principalmente do tipo Dp. A
demonstracdo de que a duracdo dos movimentos estereotipados induzidos pela APO foi
ligeiramente mas significativamente, reduzida pelo pré-tratamento com SCH 23390, pode
indicar que neste tipo de estereotipia ¢ necessario a expressao dos dois tipos de receptores,
como foi previamente relatado por ROSENGARTEN ET AL. (1983).

Uma vez que os receptores D espinhais foram bloqueados com a DOM i.t., e que o efeito
hipotensor da APO i.v. foi parcialmente, mas significativamente reduzido, isto indica que este

efeito ¢ mediado parcialmente pela estimulagdo de receptores dopaminérgicos D; espinhais. Ao

nosso conhecimento, esta € a primeira vez que a mediag@o parcial espinhal do efeito hipotensor
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da APO i.v. ¢ demonstrada em ratos hipertensos DOCA-sal. Previamente foi relatado em

estudos realizados por nossa equipe que o tratamento i.v. com a bromocriptina e o quinpirole,

agonistas Dy dopaminérgicos, pode reduzir a PA e/ou FC parcialmente através da ativagdo de
receptores D espinhais em ratos normotensos (LAHLOU E DEMENGE, 1991, 1992;
LAHLOU, 1998, 2000) ou DOCA-sal (LAHLOU E PINTO DUARTE, 1998). Os atuais
resultados reforcam estes achados, além de sugerir que a mediagdo parcial espinhal pode nio
ser peculiar a bromocriptina ou quinpirole mas ¢ comum a muitos agonistas que ativam os
receptores dopaminérgicos Dj. Neste contexto, pode-se supor que a DOM (i.t.) difundiria-se
para as estruturas do tronco cerebral, reduzindo a hipotensdo provocada pela APO através
bloqueio dos receptores Dy centrais. Porém, esta possibilidade nao parece plausivel, uma vez
que PETITJEAN ET AL., (1984) e LAHLOU (1999), mostraram que enquanto a DOM 1i.t.
antagoniza a hipotensao e a bradicardia induzidas pela APO também i.t. em ratos acordados, ela
foi incapaz de prevenir o aparecimento dos movimentos estereotipados conseqiientes a ativagao
de receptores dopaminérgicos Dy centrais (CREESE E IVERSEN, 1973), ap6s difusdo da APO
fora da medula espinhal. No presente estudo, a DOM i.t. reduziu a hipotensdo induzida pela
APO i.v. mas ndo preveniu a ocorréncia de mudangas comportamentais. A resposta hipotensora
a APO i.v. parece ser mediada principalmente pelos receptores dopaminérgicos D7, alguns dos
quais estdo localizados na medula espinhal e outros na circulagao periférica.

A hipdtese do envolvimento de receptores dopaminérgicos espinhais D> na mediagdo da
resposta hipotensora da APO i.v. ¢ refor¢ada por algumas evidéncias. Primeiro, em ratos
DOCA-sal, acordados, a administragdo i.t. de APO em To-Tj¢ induziu uma queda imediata e
significativa da PAM (LAHLOU, 1999). Este efeito atingiu o pico maximo nos primeiros 30 s
apods a injecado, e esta parcialmente relacionado a ativacao dos receptores espinhais Dy, uma vez
que foi atenuado pelo pré-tratamento i.t. com DOM (LAHLOU, 1999). O mecanismo exato
pelo qual a APO i.t. reduz a PAM ainda nao ¢ ainda bem esclarecido. Entretanto, como o SDDE
se projeta principalmente préximo dos neurdnios pré-ganglionares simpaticos, na regiao

toracolombar da medula espinhal (HOKFELT ET AL., 1979; SKAGERBERG ET AL., 1982;
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para revisdo, ver MOUCHET ET AL., 1986; FEUERSTEIN ET AL., 1988), parece mais
provavel que o efeito hipotensor da APO i.t. seja principalmente por sua acdo espinhal em
reduzir o fluxo simpdtico para a vasculatura. Esta hipotese estd sendo corroborada por estudos
recentes, em nosso laboratorio, que mostram que a agdo hipotensora da APO it. ¢
completamente abolida pelo pré-tratamento i.v. com HEX ou it. com a lidocaina, mas
permanece inalterada em ratos submetidos a bivagotomia ou a adrenalectomia bilateral
(LAHLOU, 2002b). Segundo, se a estimulagdo dos receptores dopaminérgicos espinhais nao
contribuisse para a acao hipotensora da APO i.v., entdo a magnitude do efeito pressor em ratos
pré-tratados com HEX ndo deveria ser maior do que aquela registrada em ratos pré-tratados
com DOM iv. Uma vez que ele foi maior, isto deixa claro que os receptores D> estdo
envolvidos.

Vistos em conjunto, os resultados do nosso trabalho sugerem que a estimulagdo dos
receptores dopaminérgicos D, espinhais contribui na mediagdo dos efeitos hipotensores da
APO sistémica em ratos hipertensos DOCA-sal, acordados. Esta mediacdo parcial parece menor
do que aquela do sistema dopaminérgico periférico, o que ¢ fundamentado nos resultados que
mostram que apds o pré-tratamento i.t. com DOM, a hipotensdo residual induzida pela APO
permanece significativa, seguindo-se uma resposta pressora significativa que foi menor do que
a vista apoOs o pré-tratamento i.v. com DOM. Como o bloqueio dos receptores dopaminérgicos
espinhais pela DOM i.t. ndo alterou os valores basais da PAM em ratos DOCA-sal, isto indica
que as vias dopaminérgicas centrais que modulam a PA ndo sdo ativadas neste modelo de
hipertensdo, pelo menos em ratos Wistar. Estes resultados estdo de acordo com as observacdes
anteriores em ratos normotensos (LAHLOU ET AL., 1990; LAHLOU E DEMENGE, 1991,
1993; LAHLOU, 1998, 2000, 2002a) ou hipertensos DOCA-sal (LAHLOU E PINTO
DUARTE, 1998; LAHLOU, 1999, 2001). E provavel que o SDDE seja tonicamente inibido
pelas vias inibitérias descendentes centrais, haja visto que os sistemas descendentes,
noradrenérgico e serotoninérgico, exercem uma influéncia tonica inibitoria sobre o processo

nociceptivo dopaminérgico espinhal, em ratos (JENSEN E SMITH, 1983).
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Origem e especificidade do receptor dopaminérgico na resposta pressora da apomorfina
intravenosa apés bloqueio dos receptores dopaminérgicos D, periféricos

Similar ao bloqueio ganglionar pelo HEX i.v., o pré-tratamento com DOM 1i.v., além de
abolir a resposta hipotensora inicial provocada pela APO i.v., reverteu esta resposta em efeito

pressor. Foi mostrado que a administracio de APO (0,3 mg/Kg), ou de outros agonistas

dopaminérgicos D, como o quinpirole ¢ a R (-)-N-propilnorapomorfina, causou um aumento
imediato na PA em ratos SHR acordados, apos bloqueio dos receptores dopaminérgicos D
periféricos (KURZ ET AL., 1986; VAN DEN BUUSE, 1992). O pico do efeito pressor deste
agonista foi registrado a 1 min apds a administracdo e permaneceu significativo durante os 30
min do periodo de registro (VAN DEN BUUSE, 1992), sendo observado um curso temporal
idéntico em ratos hipertensos DOCA-sal. Nestes animais, o efeito pressor da APO apos DOM
1.v. parece mascarar o componente depressor espinhal da APO e estar relacionado a ativagao de
receptores Dy, uma vez que este nao foi observado em ratos pré-tratados intravenosamente com
METO. Este efeito parece depender da ativacdo do fluxo simpatico e da liberacio da AVP
através da estimulacdo dos receptores dopaminérgicos Dy centrais, como foi sugerido
previamente para o efeito pressor do quinpirole em ratos normotensos acordados
(NAGAHAMA ET AL., 1986a; 1987) ou caes anestesiados (DAMASE-MICHEL ET AL.,
1990). Esta sugestdo ¢ baseada nas seguintes evidéncias: primeiro, o pré-tratamento i.v. com
antagonista da AVP atenua o efeito pressor da APO em ratos pré-tratados com DOM 1i.v.,
enquanto em ratos pré-tratados com salina tanto a magnitude como a duragao da hipotensdo esta
aumentada. Segundo, o pré-tratamento i.v. com o antagonista da AVP e a PRZ, associados,
suprimiu o efeito pressor da APO em ratos pré-tratados com DOM 1i.v., enquanto aumentou a
magnitude e duracdo da hipotensdo em ratos pré-tratados com salina. Este aumento foi maior
que o produzido pelo tratamento com o antagonista da AVP sozinho.

Este trabalho ndo teve o objetivo de determinar a localizagdo dos receptores dopaminérgicos

D, cerebrais responsaveis pela resposta pressora a8 APO em ratos hipertensos DOCA-sal pré-

tratados com DOM i.v. Entretanto, ¢ sugerido que o NTS ¢ o sitio de acdo do efeito pressor
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induzido pelo quinpirole i.v. no cérebro. A microinjecao de quinpirole no NTS posterior induz
um efeito pressor moderado, enquanto as microinjegdes em outros locais como na area
postrema, na area C1/A1 ou no locus ceruleus, nao produzem efeitos na PA (YANG ET AL.,
1990).

Considerados juntos, estes resultados sugerem que os efeitos da APO sistémica na PA em
ratos hipertensos DOCA-sal incluem dois componentes: ocorrendo uma estimulagdo de
receptores dopaminérgicos Dy localizados na periferia € na medula espinhal, que resulta em
uma reducdo da liberacdo de NA dos terminais simpaticos, € como conseqiiéncia redug¢do da
PA. E, um outro componente central, que ¢ especialmente evidenciado apds o bloqueio
ganglionar ou dos receptores dopaminérgicos Dy periféricos. Este mecanismo central produz
um aumento na PA que ¢ mediado parcialmente pelo aumento do tonus vasomotor simpatico e
parcialmente pelo aumento da liberagdo da AVP, através da estimulacdo dos receptores
dopaminérgico D; centrais. Estudos realizados em nosso laboratério mostram que em ratos
normotensos anestesiados com pentobarbital, o tratamento i.v. com a APO reduz a PAM de
forma dose-dependente (ROSADO-FILHO ET AL., 1998). Este efeito ¢ mediado totalmente
pela ativagdo de receptores dopaminérgicos Dj, alguns dos quais sdao localizados na medula
espinhal. O efeito depressor foi oposto também ao efeito pressor que pode estar relacionado, em
parte, ao aumento da liberagdo da AVP mediada pelos receptores dopaminérgicos centrais D5.
Portanto, seria semelhante ao modo de a¢ao da APO em ratos normotensos acordados.
Comparacio do efeito hipotensor da apomorfina entre os ratos normotensos e hipertensos
DOCA-sal

Como indice do tonus vasomotor simpatico (KOPIN ET AL., 1978), nés mensuramos as
alteragdes na PA em resposta a administragado i.v. do bloqueador ganglionar HEX, em uma dose
suficente para induzir o bloqueio completo da transmissdo ganglionar (SAPRU ET AL., 1982).
A redugcdo da PAM (absoluta ou em porcentagem), apds administracdo i.v. de HEX foi
significativamente maior em ratos hipertensos DOCA-sal acordados do que em ratos

normotensos uninefrectomizados. Estes dados reforcam o conceito de que neste modelo de
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hipertensdo, a atividade simpatica basal estd aumentada (NAGAHAMA ET AL., 1985).
Considerando-se que o efeito inicial depressor da resposta a APO esté parcialmente relacionado
a inibicao da liberagdo de NA da terminagdo nervosa periférica, seria esperado que esta acao
fosse maior em ratos hipertensos DOCA-sal do que em controles, como foi encontrado para a
acdo hipotensora da bromocriptina (NAGAHAMA ET AL., 1985; LAHLOU E PINTO
DUARTE, 1998). Todavia, como este ndo foi o caso, ¢ possivel que a auséncia deste aumento
para APO seja devido a uma redugdo do componente depressor espinhal em ratos hipertensos
DOCA-sal. Esta hipotese nao € corroborada por nossos resultados anteriores, uma vez que nem
a magnitude nem a duracdo da resposta hipotensora provocada pela APO, administrada por via
1.t. em ratos DOCA-sal, foi reduzida quando comparada aos ratos controles uninefrectomizados
(LAHLOU, 1999). Por outo lado, poderia se pensar que os efeitos diferenciados induzidos pela
APO na alteracdo do comportamento em ratos DOCA-sal interfere nos experimentos. Porém,
ndés mostramos que a duragdo da estereotipia induzida por este agonista em ratos hipertensos,
foi similar aos controles (LAHLOU, 1999).

E mostrado na literatura que os niveis plasméticos da prolactina estio aumentados em
pacientes hipertensos (KOLLOCH ET AL., 1981; SOWERS ET AL., 1982), em ratos SHR
(SOWERS ET AL., 1979; CHEN ET AL., 1988) e em ratos hipertensos DOCA-sal
(NAGAHAMA ET AL., 1985; CHEN ET AL., 1985), o que sugere que a atividade do sistema
dopaminérgico tubéro-infundibular, originada do grupo Ajz no nucleo arqueado, ¢ reduzida.
Esta reducdo da atividade hipotalamica dopaminérgica é corroborada pelos achados que a
liberacdo basal de DA do hipotalamo médio basal, perfundido in vitro, é significativamente
reduzida em ratos hipertensos DOCA-sal (4 semanas) (CHEN E AL., 1985). Além do mais, a
acdo inibitoria do quinpirole sobre a liberagcdo de DA, a qual ¢ mediada pela ativagdo dos
autorreceptores pré-sinapticos Do, foi relatada por ser seletivamente aumentada no hipotalamo
anterior de ratos hipertensos DOCA-sal (CHEN E AL., 1987; CHEN E OPARIL, 1987).
Finalmente, foi demonstrado que o quinpirole i.v., estimulou o fluxo simpatico e a liberagao de

AVP em maior extensdo nos ratos DOCA-sal que nos controles (CHEN ET AL., 1988). Estes
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achados sugerem que, em ratos hipertensos DOCA-sal, a sensibilidade dos receptores
dopaminérgicos D; centrais em determinadas areas cerebrais estd aumentada, secundariamente
a uma reducdo na atividade dopaminérgica central. Portanto, ¢ possivel que a amplificacdo da
resposta hipotensora para APO i.v. ocorra nos ratos hipertensos DOCA-sal, mas seja mascarada
pelo aumento simultaneo do componente pressor, mediado pelos receptores dopaminérgicos D7
centrais. As seguintes evidéncias apoiam esta hipdtese: primeiro, em todas doses testadas, a
hipotensdo induzida pela APO em ratos controles foi seguida pelo aumento da PAM, que
tornou-se significativo a partir de 0,15 mg/Kg, e permaneceu significativo durante todo o
periodo de registro, apenas com a dose mais elevada de APO (1 mg/Kg). Mas, este componente
pressor da APO foi menos evidente em ratos DOCA-sal, e algumas vezes substituido por um
efeito depressor. Segundo, o efeito pressor da APO apds pré-tratamento i.v. com DOM foi
significativamente maior nos ratos hipertensos DOCA-sal do que nos ratos controles
uninefrectomizados.

Nossos dados podem ter uma relevancia clinica, se considerarmos que a APO ¢ usada
clinicamente no tratamento das oscilagdes refratarias tipo "on-off" em pacientes com DP
tratados com levodopa (MONTASTRUC ET AL., 1993; NICOLLE ET AL., 1993; LEES,
1993; POEWE E WENNING, 2000). e da disfuncdo erétil na forma sublingual (Uprima®)
(HEATON ET AL., 1995; PADMA-NATHAN, 1999; HEATON, 2000; DULA ET AL., 2000).
Esta forma farmacéutica pode reduzir os efeitos adversos como nduseas, vomitos e hipotensao
ortostatica, observados durante o tratamento cronico com a APO (ONDO ET AL., 1999 a.b).
Ainda foi observado que alguns pacientes com DP ndo tratada exibiam uma elevagdo
significativa dos sintomas ortostaticos induzidos pela APO quando comparado aos pacientes
com DP controlada ou tratada, sendo sugerido que este efeito estaria relacionado a
hipersensibilidade dopaminérgica periférica (LLAU ET AL., 1996). Por outro lado, o aumento
da hipotensao ortostatica foi relatado em pacientes parkinsonianos com disfun¢do do sistema
nervoso auténomo, e em alguns pacientes com sindrome de Shy-Drager tratados com APO

(POLLAK ET AL., 1986). As bases patologicas deste aumento na DP ndo estdo ainda bem
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estabelecidas, mas acredita-se que o mesmo ¢ conseqiiente a perda celular na coluna
intermédiolateral da medula espinhal e no ganglio simpatico, ocorrendo em menor grau na
sindrome de Shy-Drager (POLLAK ET AL., 1986). Entdo, nossos resultados mostrando que a
APO sistémica pode reduzir parcialmente a PA, através da ativacdo de receptores
dopaminérgicos D, espinhais, leva-nos a sugerir que a possivel hipersensibilidade destes
receptores pode ser responsavel ou, pelo menos, contribuir para o aumento da hipotensao
ortostatica no tratamento cronico com APO nestes pacientes. Porém, ¢ necessario dar
continuidade a estas investigagdes para validar esta hipdtese. Neste proposito, ¢ desejavel
destruir-se especificamente o SDDE, e subseqiientemente, averiguar se os efeitos hipotensores

da APO administrada sistemicamente em ratos lesados estdo aumentados, ¢ se este aumento ¢

mediado totalmente pelos receptores dopaminérgicos D7 espinhais.
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CONCLUSOES

Este estudo mostrou que em ratos hipertensos DOCA-sal acordados, o tratamento com a

APO i.v. induziu um efeito depressor imediato, porém de curta duracao.

Esta resposta esta relacionada a inibigdo da NA liberada da terminagao nervosa, através da

ativacao dos receptores dopaminérgicos D».

Os receptores dopaminérgicos D, que participam desta resposta estdo parcialmente

localizados na medula espinhal e outros parcialmente localizados na circulagdo periférica.

A agdo depressora da APO ¢ oposta a0 componente pressor central, que ¢ evidente apos o

bloqueio da transmissdo ganglionar ou dos receptores dopaminérgicos D periféricos,
e,estando relacionada ao aumento do toénus simpatico e da liberacdo de AVP por ativagado
dos receptores dopaminérgicos D, centrais. Comparado aos ratos normotensos
uninefrectomizados, o componente central da APO parece estar aumentado em ratos
hipertensos DOCA-sal, um achado que pode explicar a auséncia do aumento da agdo
hipotensora deste agonista, neste modelo de hipertensdao. Logo, a resposta pressora pode
antagonizar funcionalmente a agdo anti-hipertensiva da APO ou outros agonistas D;
dopaminérgicos, podendo portanto causar sérios efeitos colaterais durante seu uso clinico

em desordens centrais, como a DP (McNAY ET AL., 1987).

Clinicamente, como a APO ¢ usada no tratamento da DP, os dados obtidos no presente

estudo sugerem que a hipersensibilidade dos receptores dopaminérgicos D> espinhais na

coluna intermediolateral pode explicar o aumento da hipotensdo postural induzida pela
APO em alguns pacientes parkinsonianos com insuficiéncia autondmica progressiva ou

naqueles que sofrem do sindrome de Shy-Drager.
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