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Resumo

Objetivo: Revisar a estrutura e o funcionamento do sistema colinérgico central ressaltando seu papel na fisiologia e na fisiopatologia das doencas de Alzheimer e
Parkinson, esquizofrenia, epilepsia e tabagismo. Método: Foi realizada uma pesquisa bibliogréafica no MedLine, LILACS, PubMed e IS, e na Biblioteca da Fundagio
Oswaldo Cruz, RJ, selecionando-se o periodo de 1914 a 2009, utilizando os descritores: “receptors’, “cholinergic”, “Alzheimer disease”, “schizophrenia’, “epilepsy” e
“smoking’, além de referéncias cruzadas dos artigos selecionados e analise adicional de referéncias na literatura especifica do tema. Resultados: Efeitos importantes
da ativagao de receptores colinérgicos nicotinicos e muscarinicos sobre o desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) tém sido descritos. A dessensibilizagao
e a internalizagdo dos receptores acoplados a proteina G mediadas pela ativagdo de proteinas cinases tém sido descritas em proliferagdo, diferenciagio e morte
celular, além de sindromes neuropsiquidtricas. Conclusdo: As informagdes produzidas a partir de estudos do sistema de neurotransmissao colinérgica podem
auxiliar no desenvolvimento de medicamentos mais especificos para o tratamento da doenca de Alzheimer, esquizofrenia, epilepsia e tabagismo.

Ventura ALM, et al. / Rev Psiq Clin. 2010;37(2):66-72
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Abstract

Objective: To review articles regarding important topics about cholinergic system and its ionotropic and G-protein coupled receptors as well as their regulation,
also enlightening its importance in central nervous system (CNS) development and in several neuropsychiatric conditions such as Alzheimer disease, schizo-
phrenia, epilepsy and smoking. Method: Bibliographical research was completed through MedLine, LILACS, PubMed, ISI and the Fundagdo Oswaldo Cruz
Library, R], specifically for 1914 to 2009, using the descritors: “receptors’, “cholinergic’, Alzheimer “disease”, “schizophrenia’, “epilepsy” and “smoking’, in addition
to the cross-reference of the articles selected and further analyses of bibliographical references on the theme. Results: Currently literature describes important
effects of nicotinic and muscarinic receptors activation on development of central nervous system (CNS). The protein G coupled receptors dessensibilization
and internalization mediated by kinases have been described in proliferation, differentiation and cell death, and also in neurologic disorders. Discussion: The
importance of the cholinergic system and its relationship with pathologies such as Alzheimer disease, schizophrenia, epilepsy is evident. The data produced so
far may help on planning medicaments more specific for these pathologies treatment.

Ventura ALM, et al. / Rev Psiq Clin. 2010;37(2):66-72
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A relagdo entre o sistema colinérgico e algumas doengas como
a de Parkinson e a esquizofrenia ressalta a importincia do bom
funcionamento desse sistema.

Neste artigo, pretende-se rever o sistema colinérgico, seus
receptores e sua regulagdo, bem como a participa¢ao de neuro-
transmissores e enzimas importantes no seu funcionamento. Foi
incluida nesta revisao a relagdo entre o sistema colinérgico e alguns
quadros patoldgicos importantes, como as doengas de Parkinson e
de Alzheimer, a esquizofrenia, a epilepsia e o tabagismo.

Introducéo

A acetilcolina (Ach) é um mediador quimico de sinapses no sistema
nervoso central (SNC), no sistema nervoso periférico e também na
jun¢do neuromuscular!. A Ach, seus receptores e o aparato enzima-
tico responsavel por sua sintese e degradagdo constituem o sistema
de neurotransmissao colinérgica.

O conhecimento desse sistema, principalmente das vias de
sinaliza¢do intracelular que se iniciam pela ativagdo dos recepto-
res colinérgicos, tem sido utilizado no desenvolvimento de novos
tratamentos para sindromes neurologicas e psiquidtricas. Nessas
sindromes, observa-se uma disfun¢do do sistema de neurotrans-

Sintese, captacao e liberacao da acetilcolina
missdo colinérgica, como transtornos do humor e alguns tipos de

esquizofrenia.

O aumento de receptores colinérgicos na doenga de Parkinson
e a reducio destes no processo de envelhecimento do SNC, bem
como na morte sabita infantil, também ja foram descritos na lite-
ratura médica.

A Colina-O-Acetil-Transferase (ChAT) é a enzima responsével pela
sintese da Ach a partir de acetil-coenzima A e colina. A glicerofos-
forilcolina, a fosforilcolina e a fosfatidilcolina geram a colina que
é utilizada como substrato e transportada para o SNC através da
circulagao sanguinea. Assim, as fontes de colina para a sintese de
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Ach provém da circulagio, além da sua recaptagio apos a liberagao
e degradagao desse neurotransmissor.

Uma vez sintetizada, parte da Ach é transportada e armazenada
em vesiculas sindpticas. Esse processo ¢ realizado por um transpor-
tador vesicular de Ach (VAChT), capaz de elevar em até 100 vezes
sua concentragdo no interior dessas vesiculas. Apos ser liberada
inteiramente por exocitose, a Ach interage especificamente com
os receptores colinérgicos presentes nas membranas pré- e pos-
sindpticas23. A ag¢do da acetilcolina cessa quando é hidrolisada em
acetato e colina pela enzima acetilcolinesterase (AChE), presente
na fenda sinéptica.

Atualmente existem descritos dois tipos de colinesterases
que incluem: a) enzimas com alta afinidade para a Ach ligadas a
membrana neuronal e presentes em todas as sinapses colinérgicas;
b) enzimas com alta afinidade para a butirilcolina, também chamadas
de butiril-acetil-colinesterases (BchE) presentes em todos os tecidos
(Figura 1).
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Figura 1. Sintese, liberagdo, degradagdo e recaptagdo da acetilcolina na
fenda sindptica. Transportador vesicular de acetilcolina (A ), transportador
de colina (| e receptor de acetilcolina (R).

A AChE ¢ a enzima de maior eficiéncia catalitica conhecida na
atualidade e pode apresentar diferentes isoformas, que podem ser
classificadas como globulares ou assimétricas, dependendo da sua
conformagao espacial. Todas essas formas apresentam uma alta
taxa de hidrdlise enzimatica, de aproximadamente 5.000 moléculas
de Ach/st.

Receptores colinérgicos

Em 1914, Dales classificou as acdes da Ach em muscarinicas e nico-
tinicas. Essa classificagao foi baseada nos subtipos de receptores coli-
nérgicos capazes de se ligar 4 nicotina e 3 muscarina, respectivamente,
e que respondem a ativagio colinérgica com alta afinidades.

Receptores colinérgicos nicotinicos

Os receptores colinérgicos nicotinicos (RCN) pertencem a familia de
receptores ionotrdpicos que, quando ativados, adquirem a conforma-
¢do de canal aberto permedvel aos fons Na+ e K+6. Quando compa-
rada a transmissao sindptica induzida por receptores muscarinicos,
nota-se que os RCNs medeiam uma transmissao excitatoria rapida.
Esses receptores sdo constituidos por cinco subunidades proteicas e
estdo distribuidos em varios tecidos, incluindo o cérebro e o tecido
muscular (Figura 2).

Os RCNs presentes nos musculos sio heteropentdmeros constitui-
dos por subunidades a, B, y, 8 e € (Figura 2), enquanto os receptores
do cérebro sdo formados por varias subunidades a2-10 e p2-47. Estes

receptores neuronais sdo constituidos por uma estequiometria geral
de 2a3p. Entretanto, a7, a8 e a9 podem formar homo-oligomeros
constituidos por um tinico tipo de subunidade. Em mamiferos, a4p2 e
o pentdmero homomérico a7 tém propriedades diferentes. O a7, que
liga com alta afinidade a a-bungarotoxina (a-BTX), uma neurotoxina
de veneno de serpente, tem uma dessensibiliza¢ao rapida e reversivel
e sua ativagdo promove um aumento da permeabilidade celular ao
cdlciod. Ja a principal caracteristica do a4p2 é possuir alta afinidade
por nicotina. Os RCNs sdo amplamente expressos no SNC. Os recep-
tores a3 e 32 estdo presentes no cortex, no talamo, no hipocampo e no
cerebelo. Ja 0 a4 é expresso apenas no cortex e no cerebelo, enquanto
0 a7 é expresso no cortex, no hipocampo e no talamo.

A estrutura das subunidades dos RCNs é composta por:

a) um dominio hidrofilico na regido N-terminal, posicionado na
porgdo extracelular e que apresenta o sitio de glicosilagdo envolvido
na ligagao do agonista, bem como na regulagdo da dessensibilizagao
e permeabilidade i6nica;

b) quatro segmentos hidrofébicos (19-27 aminoacidos) forman-
do os dominios transmembrana?® (Figura 2);

¢) um pequeno dominio hidrofilico altamente varidvel;

d) um dominio C-terminal hidrofébico de aproximadamente
20 aminodcidoste.

e) algas intracelulares compreendidas entre os segmentos trans-
membranas possuem sitios de fosforilagdo envolvidos no processo
de dessensibilizagdo. Muitas drogas induzem a dessensibilizagao
indiretamente, aumentando os niveis de calcio intracelular que levam
a fosforilagdo por proteinas cinases sensiveis ao célcio. Os sitios de
ligagdo aos agonistas parecem estar localizados na regido de interface
entre as subunidades, enquanto os sitios para ligantes alostéricos nao
competitivos localizam-se diretamente nas subunidades.

Os RCNs localizados no cérebro distribuem-se nas regides
pré-, pos-, peri- e extrassinapticas, podendo modular a liberagdo
de neurotransmissores e, consequentemente, a atividade sinaptica
neuronal. Os RCNs tém importancia em diversos processos, como
o aprendizado e a memoria, o desenvolvimento neuronal e participa
do sistema de recompensa!l. Essa versatilidade funcional se correla-
ciona com as diferentes estruturas que esses receptores possuem nas
diversas areas do sistema nervoso. Como exemplos, podem-se citar
receptores com subunidades a,a;p, que regulam a transmissdo gan-
glionar e receptores com a subunidade a4 que regulam parcialmente
a liberagao de dopamina e de glutamato. Ja receptores localizados
na regido estriatal que possuem a subunidade 33 alteram a atividade
motora por modular a liberagao de dopamina, enquanto receptores
com a subunidade B2 controlam a liberagio de GABA e aresposta de
neurdnios dopaminérgicos no mesencéfalo. Uma disfungdo do gene
que sintetiza a subunidade 2 é responsavel pela atrofia do cortex e
perda de neurdnios, o que sugere que os RCNs estejam envolvidos
em processos de sobrevivéncia de neuronios, além da fisiologia e
manuten¢ao dos circuitos sinapticos neuronais!2.

Figura 2. Receptor colinérgico nicotinico A - Subunidades o, B, y e &.
B - Dominios presentes em cada subunidade: N-terminal hidrofilico (1),
quatro segmentos hidrofébicos transmembrana (2), dominio hidrofilico
variavel (3), C-terminal hidrofébico (4) e algas intracelulares formando
sftios de fosforilagdo (5).
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Os RCNs regulam a liberagdo e a ativagdo de neurotransmis-
sores nas regioes pré- e pds-sindpticas, respectivamente, podendo
controlar a eficicia da transmissdo sindptica. A atuagdo dos RCNs
nos processos de memoria e aprendizado indica sua participagdo
na fisiopatologia e nos processos inflamatdrios caracteristicos da
doenga de Alzheimer!s e o uso simultdneo de antagonistas nicoti-
nicos e de receptores glutamatérgicos do tipo N-metil-D-aspartato
(NMDA) tem atenuado ataques epilépticos induzidos em ratos e
camundongos, o que sugere uma intima relagdo entre os sistemas de
neurotransmissao colinérgico e de NMDA na atividade excitatdria
do SNC4. O comprometimento da atividade cooperativa entre RCN
e receptores dopaminérgicos na regido mesoestriatal pode estar
envolvido em algumas disfun¢des neuroldgicas que predispoem
pacientes a doenga de Parkinson!s.

Receptores colinérgicos muscarinicos

Os receptores colinérgicos muscarinicos (RCMs) também sao
amplamente distribuidos por diversos sistemas bioldgicos, onde
participam de varias fungdes vitaiss. A ativagdo desses receptores
no sistema nervoso periférico tem agdes que incluem a redugido da
frequéncia e fora da contragdo cardiaca, o relaxamento de vasos
sanguineos periféricos e a constrigio das vias respiratérias (bronquios
e bronquiolos). No SNC, estdo envolvidos no controle da funcio
extrapiramidal, vestibular, em fungdes cognitivas como memoria,
aprendizado e atengdo, em respostas emocionais, na modula¢do do
estresse, no sono e na Vigl’lia.

O conhecimento das fun¢des dos RCMs e de seus subtipos avan-
¢ou consideravelmente apds a clonagem de seus cinco genes distintos
(M1-M5) em células de mamiferos!s. Enquanto a expressao hetero-
loga de RCMs em diferentes linhagens celulares favoreceu a desco-
berta das vias de sinalizagdo intracelular envolvidas, os anticorpos
especificos permitiram a localizacdo tecidual e celular dos subtipos
de RCMs em diferentes organismos. A identificagao dos cinco genes
que codificam os RCMs permitiu ainda a localizagdo dos sitios de
expressao de RNAm desses receptores em diferentes tecidos.

A utilizagdo de agentes farmacoldgicos seletivos para RCMs tem
contribuido para o entendimento da fungéo e regulagio desses recep-
tores. Riker e Wescoe!” foram os primeiros a demonstrar a existéncia
de diferentes subtipos de RCMs, ao evidenciarem as propriedades
cardiosseletivas da galamina, um antagonista muscarinico”. Em
1976, Barlow et al.1s demonstraram diferengas significativas nas
propriedades farmacoldgicas de RCMs entéricos e atriais de cobaias,
enquanto estudos sobre a seletividade da ligagao de drogas a RCMs
e suas diferengas funcionais no organismo contribufam para sua
comprovagao in vivo's,

Entre os cinco subtipos de RCMs clonados (M1, M2, M3, M4,
MS5), apenas o subtipo M5 ainda néio foi totalmente caracterizado
no nivel farmacoldgico e funcional. Todos os RCMs pertencem a
superfamilia de receptores acoplados a proteina G e estruturalmente
sdo proteinas de membrana contendo sete dominios transmembra-
nares (Figura 3). Sitios de ligagao especificos para Ach, agonistas e
antagonistas muscarinicos estdo presentes na regido N-terminal e
nas algas extracelulares. A presenca de um ou mais sitios de glicosi-
lagdo no N-terminal, como nos receptores M2, reforca a evidéncia
da localizagdo extracelular dessa por¢do da moléculat®. Na regido
intracelular, os RCMs conservam a regido C-terminal, além de trés
alcas intracelulares (i1, i2 e i3)%. A diferenca funcional na ativacdo
dos diferentes subtipos de RCMs reside principalmente na consti-
tuicdo da alga i3 desses receptores (Figura 3). A i3 é a regido dos
receptores muscarinicos que interage com a proteina G e apresenta
varia¢do na sequéncia de aminodacidos entre os RCMs. J4 as al¢as il
e i2 sdo bastante conservadas em todos os subtipos. Os 18 primeiros
aminoacidos presentes na regiao i3 dos receptores M2 e M4 possuem
um alto grau de homologia enquanto, nos receptores M1, M3 e M5,
essa regido ¢ idéntica. Com base nesse padrido de homologia, os
RCMs foram divididos em dois grupos: a) receptores M1/M3/M5 e
b) receptores M2/M42.
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Figura 3. Receptor colinérgico muscarinico mostrando os sete dominios
transmembrana e a alca de ligacdo a proteina G. Em zoom, parte da sequén-
cia de aminoécidos dessa alga importante para a ligagdo a proteina G,
revelando os aminoacidos homadlogos entre as classes de receptores M1,
M3 e M5 e entre M2 e M4, marcados em cinza-claro.

A variagdo da sequéncia de aminodcidos na alga i3 nos dois
grupos de receptores muscarinicos provavelmente determina o aco-
plamento distinto & proteina G, justificando os diferentes mecanismos
de regulagdo da resposta celular. Os receptores muscarinicos M1,
M3 e M5, quando ativados por agonistas colinérgicos, acoplam-se
preferencialmente com a proteina Gq/11, induzem a ativagdo da
fosfolipase C, que promove a hidrdlise de fosfoinositideos presentes
na membrana e a produgdo de diacilglicerol e inositol trifosfato
(segundos mensageiros)2L. De forma diferenciada, os receptores mus-
carinicos M2 e M4, quando ativados, acoplam-se preferencialmente
a proteina G inibitdria, Gi/o, que inibe a atividade da adenilciclase
e reduz os niveis intracelulares de AMP ciclico2.

Os subtipos de receptores colinérgicos muscarinicos

Os RCMs apresentam caracteristicas funcionais e de localiza¢ao que
os diferenciam significativamente:

Receptores M1: no SNC, constituem cerca de 50% dos RCMs
presentes no hipocampo e foram localizados, por anélises de hi-
bridizagao in situ, na regido do giro denteado, no bulbo olfatério,
nas amigdalas e no cortex piriforme?s. Recentemente, foi demons-
trado que sdo estimulados por carbacol, um agonista colinérgico,
e ativam as cinases reguladas por sinais extracelulares (ERKs) em
fatias de hipocampo de camundongos. Isso foi confirmado pelo
pré-tratamento com pirenzepina, um antagonista colinérgico, que
aboliu a ativagao das ERKs nessa regido do sistema nervoso. Estudos
semelhantes demonstraram a deficiéncia na ativagao das ERKs 1 e 2
em neuronios corticais de camundongos “knockout” para receptores
MI. O inositol-1,4,5-trifosfato(IP,) é uma molécula formada pela
agdo da fosfolipase C sobre fosfolipidios de membrana, atuando,
portanto, como um segundo mensageiro. A indugdo da produgéao
de IP; por carbacol se mostrou 60% menor nos neurdnios corticais
dos camundongos “knockout”, quando comparada com neurénios
de camundongos normais, sugerindo que a ativagiao das ERKs 1 e
2 induzida por carbacol é mediada por receptores M1 acoplados a
ativagdo da fosfolipase C24.

Receptores M2: no SNC, foram localizados principalmente em
neuro6nios estriatais, no tegumento mesopontino e no nucleo motor
do nervo craniano. A localiza¢do da imunorreatividade para esse re-
ceptor é semelhante ao padrao de imunorreatividade para neur6nios
colinérgicos no SNC, o que aponta esse subtipo de receptor como
um autorreceptor nesse tecido?.
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Estudos sobre a agdo dos receptores M2 na fisiologia do coragédo
mostram a ativagdo da 6xido nitrico sintase (eNOS) em midcitos em
varias espécies. Entretanto, é necessaria a translocagdo dos receptores
M2 e da eNOS para compartimentos subcelulares especializados, cha-
mados cavéolas, para viabilizar esse processo. A producido de 6xido
nitrico induzida pelos receptores M2 pode ser um dos fatores que
contribui para a resposta ionotrdpica negativa geralmente observada
ap0s estimulagao colinérgica do tecido cardiaco.

A ativagao de receptores M2 reduz a forga de contragdo e também
afrequéncia de batimentos cardiacos em cobaias, 0 que estd associado
a inibi¢do de canais de Ca?+ voltagem dependente e a ativagdo de
canais retificadores de K+ através da estimulagdo da Gi/o22. Wang
et al.26 mostraram a relagdo entre a ativagao de receptores M2 e a
regulagio de canais idnicos de célcio e de cloreto?. A estimulagao de
receptores M2 transfectados transitoriamente em odcitos de Xenopus
promoveu a abertura de canais de Cl- dependentes de voltagem, um
efeito dependente da ativagio da PI-3-cinase, demonstrando uma
nova via de sinaliza¢do intracelular iniciada por receptores M2. Essa
via pode ser alternativa ao tradicional acoplamento desse subtipo de
receptor a via Gi/o.

Receptores M3: segundo andlises de imunocitoquimica, hibridi-
zagdo “in situ” e autorradiografia, estdo presentes em vérias regides
cerebrais que incluem o nticleo estriado, hipocampo, nicleo talimico
anterior, coliculo superior, nicleo pontiforme, regiao limbica cortical
e camadas superficiais do neocértex2. Os dados sugerem que esses
receptores medeiam varios processos colinérgicos no cérebro que
incluem a formagdo de memdria, aprendizado, o controle da fungao
motora e 0 comportamento social.

Os receptores M3 expressos transitoriamente em células CHO,
uma linhagem celular produzida a partir do ovario de hamster
chinés, também estao envolvidos na ativagdo de proteinas cinases
ativadas por mitdgenos (MAPKs), uma vez que agonistas como
oxotremorine-M e pilocarpina mimetizam a ativagdo dessa enzima
induzida por acetilcolina. Esse efeito é bloqueado por inibidores
de proteina cinase-dependente de calcio (PKC) e mimetizado por
agonistas seletivos para receptores M1 e M5, sugerindo que nessas
células a via de sinalizagdo intracelular para ativar as MAPKs integra
a ativacao dos subtipos de receptores muscarinicos M1, M3 e M5,
bem como sua consequente mobilizagdo de IP; e da PKC?.

Receptores M4: sao abundantes em neurdnios estriatais de ratos,
mas também estdo presentes no hipocampo de roedores. Compdem
importantes vias de sinalizagdo inibitéria ou estimulatoria para a
formagdo da memoria, juntamente com receptores M1 e M22.

De forma interessante, 0o RNAm para os receptores M4 foi loca-
lizado no nicleo caudado, putimen e nas camadas plexiformes do
bulbo olfatério. Kimura e Baughman2s demonstraram que receptores
M4 modulam negativamente potenciais pds-sinapticos excitatdrios
em neurdnios corticais de ratos, uma vez que antagonistas especificos
de receptores M4 bloqueiam a inibi¢ao da acetilcolina sobre esses
potenciais®. Eles ainda observaram que receptores M1 modulam
negativamente os potenciais pos-sindpticos inibitorios desses neu-
ronios. Dessa forma, a separagdo das agdes da acetilcolina no cortex
cerebral, através da discriminagdo de seus subtipos de receptores,
favorece a intervengao farmacoldgica seletiva em alguns distirbios
neurolégicos que envolvem a neurotransmissao colinérgica.

Receptores M5: sdo os menos caracterizados quando comparados
com os demais subtipos. A sua localizagao no SNC ¢ determinada
principalmente pela distribui¢do do seu RNAm. Algumas evidéncias
demonstram a existéncia de expressao endégena de receptores M5 em
células do melanoma humano A2058. Essas células sao um modelo
de estudo em potencial para a sinalizagdo intracelular iniciada pelos
receptores M5, visto que sua estimulag¢ao produz tanto a liberagdo de
acido araquiddnico quanto a inibi¢ao do acimulo de AMP-ciclico
(AMPc) induzido por forscolina, um ativador de adenilciclase.
A linhagem de células da leucemia eosinofilica (EoL-1) é outro sis-
tema celular que pode ser utilizado para o estudo dos receptores M5
enddgenos. Nessas células, a expressao de RNAm para receptores M5
e M3 é aumentada na presenca de interferon, o que é necessario para
a diferenciagdo das células EoL-1 em macréfagos maturos.

Regulac@o de receptores acoplados a proteina G

Atualmente, os trés mecanismos de regulagdo da resposta celular
induzida por ativagdo de receptores acoplados a proteina G sio: i) a
dessensibilizacio, ii) a internalizagdo ou sequestro de receptores, e
iif) a diminui¢do do nimero de receptores ou downregulation.

Dessensibilizacao

A dessensibilizacio esta diretamente relacionada com a diminuiciao
na geragdo de segundos mensageiros induzida pela ativagdo do
receptor pelo agonista e tem como pré-requisitos: i) ativagao pro-
longada do receptor por seu agonista, ii) fosforilagao do receptor por
proteinas cinases dependentes de receptores acoplados a proteina G
(GRKs) ou dependentes de segundos mensageiros como a PKA ou
PKC e iii) ligagdo ao receptor de uma classe de proteinas citosolicas,
as arrestinas’l. Na dessensibiliza¢do, a diminuicdo da capacidade
responsiva do receptor ocupado pelo agonista pode ocorrer afetando
(dessensibilizagdo heterdloga — fosforilagdo dos receptores pelas
proteinas cinases dependentes de segundos mensageiros) ou nio
(dessensibilizagao homdloga — ativagao de GRKs) outros receptores
ndo estimulados e presentes na mesma célula32.

Internalizacdo e reciclagem

O processo de internaliza¢do ou sequestro de receptores acoplados a
proteina G é mais um nivel de regulagio da atividade desses recepto-
res quando estimulados pelo agonista. Estudos utilizando o receptor
B2-adrenérgico como modelo tém demonstrado que a exposigdo
ao agonista promove a translocagdo desses receptores da superficie
celular para compartimentos intracelulares. A internalizagdo de
receptores é ndo sé um mecanismo para a dessensibiliza¢do, mas
também para sua ressensibilizacdo desses receptores*. A recuperagio
da atividade de receptores se da principalmente por um processo de
reciclagem dos receptores previamente internalizados, que parece ser
constitutivo na maioria das células. Nessa reciclagem, os receptores
fosforilados pelas GRKs e internalizados em vesiculas intracelulares
sdo defosforilados por fosfatases, que tém sua agao favorecida pela
diminuigdo do pH das vesiculas. Os receptores sao entao posterior-
mente reinseridos na membrana, onde se tornam aptos para um
novo ciclo de regulagao.

A internalizacao de receptores acoplados a proteina G influi
diretamente na distribui¢do celular e subcelular desses receptores.
Essa distribui¢do pode ser determinada por quatro vias de trafego
intracelular. Geralmente, os receptores recém-sintetizados provenien-
tes do complexo de Golgi sdo direcionados para a superficie celular.
Entretanto, além de compor um estoque de reserva intracelular, os
receptores presentes nos endossomas podem ser reciclados para a
membrana plasmdtica ou seguir para a fusdo com lisossomas, onde
serdo degradados. Nas células ndo estimuladas por agonistas, esse
trafego intracelular de receptores se apresenta relativamente lento,
sendo drasticamente acelerado na presenga de agonistas.

A literatura descreve duas vias de internalizagdo de receptores
acoplados a proteina G mediada por: a) clatrina e b) cavéolas. A via
mediada por clatrina tem sido a mais estudada, sendo comprovada
experimentalmente como responsavel pela internalizagao de varios
receptores, incluindo os receptores f2-adrenérgicos, muscarinicos
e de endotelina A%. Goodman et al.34 observaram que a ligagao da
arrestina ao receptor fosforilado promove o recrutamento e a ligagéo
da proteina clatrina a esse complexo (Figura 4), que se polimeriza,
promovendo o recobrimento da membrana e a formagéo de vesiculas
intracelulares contendo complexos proteicos que incluem o receptor,
aarrestina e proteinas cinases’. Recentemente, foi demonstrada que a
arrestina pode promover o recrutamento de enzimas tirosina-cinases
da familia das Src e, consequentemente, induzir a formagao do com-
plexo receptor acoplado a proteina G-tirosina-cinase Src. A ativagao
da tirosina cinase Src é essencial para a ativacao de proteinas cinases
ativadas por mitégenos (MAPKSs). A internalizagdo de receptores
acoplados a proteina G induzida por seus agonistas especificos via
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Figura 4. Regulacdo do receptor muscarinico acoplado a proteina G, res-
saltando os mecanismos de dessensibilizagdo (1), internalizagdo via clatrina
(2), ressensibilizagdo (3) e internalizagdo via cavéolas (4).

clatrina aparentemente regula a resposta celular diante do estimulo
do agonista, promovendo uma segunda onda de sinalizagdo celular
envolvendo a ativacdo das MAPKs.

Recentemente, tem sido observada a correlagdo funcional en-
tre a internalizagdo e a transdu¢io de sinal induzida por diversos
receptores de neurotransmissores, incluindo aqueles acoplados a
proteina G, em pequenas invaginag¢des vesiculares (50-100 nm)
da membrana plasmdtica, denominadas cavéolas (Figura 4). Essas
estruturas funcionam como subcompartimentos da membrana
celular especializados no trafego de proteinas e em mecanismos de
transdugao de sinal mediados por receptores.

Downregulation

Enquanto a dessensibilizagdo refere-se a diminuigdo da atividade
dos receptores sem alteragao do seu nimero total, a downregulation
implica a diminui¢ao de receptores por meio da reducéo da sintese,
da internalizagdo com degradagdo em lisossomos ou degradagdo nao
lisossomica de receptores.

Diferentes mecanismos podem induzir downregulation, incluin-
do a modulagdo da expressdo génica. Experimentos revelam que o
namero de receptores presentes em uma célula pode ser regulado
por meio do nivel de expressdo génica, bem como o de biossintese
e de degradagdo destes. E possivel observar ainda a diminuigdo dos
receptores M2 e M4 presente nos dendritos como também a diminui-
¢do de receptores M2 aderidos a membrana, apds uma estimulacdo
neuronal colinérgica crénica, indicando que esses receptores foram
downregulados. A diminui¢do do RNAm de receptores M2 no niicleo
basal de Meynart e em neurdnios estriatais de camundongo cujos
niveis de ACh sdo cronicamente elevados explica parcialmente a
perda dos receptores M4 dos dendritos3s.

A downregulation pode resultar em um aumento da proted-
lise de proteinas G acopladas a receptores. Para os receptores
B2-adrenérgicos, acredita-se que a proteélise é o mecanismo de
downregulation predominante.

Doencas relacionadas ao sistema colinérgico

Doenga de Alzheimer: a relagao entre o sistema colinérgico e a demén-
cia do tipo Alzheimer tem sido explorada desde os anos 1980. Essa é
uma doenga neurodegenerativa de instalagao insidiosa e progressiva.
Modificagdes neuroquimicas primdrias no sistema colinérgico tém
sido observadas em cérebros de doentes de Alzheimer, sugerindo
uma disfungdo colinérgica envolvida nas alteragées de memdria,
aprendizagem, atengdo e outros processos cognitivos comuns afeta-

dos nesses pacientes®. Alteracdes tanto na quantidade de receptores
muscarinicos em diversas regides cerebrais quanto na sinalizagao
intracelular induzida por esses receptores, como a presenga de altas
concentragdes de uma proteina denominada inibidor endégeno de
baixo peso molecular (IEBP), ja foram descritas. O IEBP proporciona
um antagonismo enddgeno aos receptores colinérgicos muscarinicos
nesses pacientes que parece se relacionar as manifestagdes clinicas
observadas nessa neuropatia degenerativa.

O tratamento da doenga de Alzheimer requer intervencdes far-
macoldgicas visando sua fisiopatologia especifica e este inclui o uso de
agentes farmacoldgicos que melhoram os sintomas especificos (como
ilusdes e distirbios do sono) e intervengdes comportamentais que
possam melhorar os sintomas e as atividades didrias do paciente. Os
inibidores da AChE (tacrina e donepezil) que permitem um aumento
nos niveis cerebrais de acetilcolina® e recentemente um antagonista
ndo competitivo de receptor de NMDA (memantina), o qual esta
indicado para as formas moderadas a graves da doenga, sdo os uni-
cos farmacos atualmente aprovados pelo FDA (U.S. Food and Drug
Administration) para o tratamento da doenga de Alzheimer.

Estudos demonstram que a tacrina é eficaz ndo apenas em me-
lhorar a cogni¢do, mas também os disturbios neuropsiquiatricos dos
pacientes como apatia e ansiedade. Por ser hepatotdxica, necessita-se
de realizagdo de provas de fungio hepatica e ajustes da dose. O do-
nepezil apresenta menos efeitos colaterais e nao exige monitorizagao
bioquimica para disfun¢do hepéticas.

Os efeitos colaterais desses medicamentos incluem nduseas,
voOmitos, diarreia, bradicardia e tontura relacionados com a dose.
As contraindica¢des ao tratamento com inibidores da colinesterase
incluem hepatopatia, alcoolismo, doenga ulcerosa péptica, doenca
pulmonar obstrutiva cronica e bradicardia. Tais agentes podem
estabilizar o estado do paciente por um periodo de meses.

Uma depressao leve a moderada é comum nos estagios iniciais da
doenga e pode responder a medicagao antidepressiva, como os inibi-
dores seletivos da recaptagdo da serotonina (ISRS) e antidepressivos
triciclicos com baixos efeitos colaterais anticolinérgicos (desipramina
e nortriptilina). As convulsdes generalizadas devem ser tratadas com
anticonvulsivantes apropriados, como fenitoina ou carbamazepi-
na, enquanto a agitacao pode ser tratada com fenotiazinas (como
tioridazina), haloperidol, risperidona e benzodiazepinicos (como
lorazepam). O haloperidol em baixas doses, a trazona, a buspirona,
o propranolol e a olanzapina podem ser os mais uteis como tam-
bém os que apresentam menos efeitos colaterais®. As intervengoes
comportamentais sdo essenciais no tratamento dos pacientes com
doenga de Alzheimer. O controle do ambiente, com o proposito de
manter a casa do paciente segura e facilitar a locomogéo interna,
pode ajudé-lo.

Epilepsia: a epilepsia no lobo frontal é resultado de uma mutagao
da serina 248 por uma fenilalanina na subunidade a4 do dominio
transmembrana do receptor nicotinico, o que leva a uma redugio
da permeabilidade ao célcio, redugdo na abertura do canal e rdpida
dessensibiliza¢do®. A concentragao de agonista capaz de induzir a
dessensibilizacao desses receptores mutantes é 3 mil vezes mais baixa.
Nos pacientes com epilepsia, a rapida dessensibilizacdo de RCN a7
aumenta enormemente. A mutagao da leucina 250 pela threonina
em receptores a7 conhecidos por reduzir a dessensibilizagdo do canal
aumenta a sensibilidade & apreensao induzida por nicotina em ratos,
o0 que sugere um papel importante da dessensibilizagao do RCN a7
nos modelos de epilepsia.

A carbamazepina ou a fenitoina sdo atualmente os farmacos de
escolha inicial para o tratamento das convulsdes parciais!4, incluindo
as que apresentam generalizagdo secunddria. O uso da fenitoina
em longo prazo associa-se com efeitos estéticos indesejaveis como
hirsutismo, feigdes grosseiras e hipertrofia gengival. A carbamaze-
pina pode causar leucopenia, anemia apldsica ou hepatotoxicidade.
O acido valproico é uma alternativa eficaz para alguns pacientes com
convulsoes parciais, especialmente com generalizagdo secundaria e
raramente causa supressao reversivel da medula 6ssea e hepatoto-
xicidade. A lobectomia temporal ainda tem sido um tratamento de
escolha para os casos resistentes a firmacos.
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Tabagismo: a nicotina presente no tabaco é um agonista seletivo
de RCN e, assim como outras drogas capazes de causar dependén-
cia, estd diretamente envolvida na liberagdo de dopamina na regido
mesolimbica. A tolerincia a nicotina observada em fumantes, bem
como os sintomas de abstinéncia, ocorre por dessensibilizacio e
upregulation dos RCNs apds a exposi¢do cronica. A nicotina chega
as sinapses neurais através da barreira hematoencefilica, alcangando
concentragdes de 50-600 nM, que é muito menor do que as concen-
tragdes fisiolégicas de ACh necessdrias para gerar um potencial de
acdo (1 mM). Entretanto, a nicotina persiste por ndo ser degradada
pela AChE e essa exposi¢ao prolongada pode promover dessensibi-
lizagdo apos ativagdo transientes. O uso crdnico da nicotina pode
resultar em um aumento do nimero de receptores associado a uma
desativagdo funcional, o que se sugere ser 0 mecanismo responsavel
pelos efeitos de dependéncia a nicotina®.

Trés medicamentos sdo aprovados pela Food and Drug Adminis-
tration para o tratamento do tabagismo: a nicotina, a bupropionaea
vareniclinal. Além desses, a nortriptilina e clonidina mostraram-se
mais eficientes do que placebo em ensaios clinicos controlados. H&
cinco produtos para reposi¢ao de nicotina: goma de mascar, pastilhas
e comprimidos, sistemas adesivos transdérmicos, inalador e spray. Os
efeitos da goma de mascar sdo basicamente locais e incluem fadiga
mandibular, irritacio da boca e da garganta, desconforto géstrico
e solugos. Os sistemas transdérmicos sdo aplicados pela manha
e removidos na manha seguinte ou ao deitar-se, dependendo do
produto. O spray nasal de nicotina pode causar irritagdo local do
nariz, o que comumente provoca sensa¢ao de queimacao, espirros e
lacrimejamento no inicio do tratamento, mas sobrevém tolerancia a
esses efeitos em um a dois dias. O inalador fornece nicotina a garganta
easvias aéreas superiores, de onde é absorvida da mesma forma como
na goma de mascar, sendo comercializado como um dispositivo de
plastico em forma de cigarro, sendo usado sem restricao.

A bupropiona, também comercializada como antidepressivo,
pode ser associada ao uso do adesivo de nicotina. Os antidepressivos
sao mais eficazes naqueles com antecedentes de sintomas de depres-
sdo*!. No entanto, apesar de evidéncias mostrarem a eficacia desses
medicamentos, a maioria dos pacientes ndo adere totalmente ao
tratamento e, portanto, novas opgdes terapéuticas sio necessarias.

O tartrato de vareniclina ¢ uma nova droga produzida a partir
de um alcaloide natural da planta Cytisus laburnum, a cistisina. Com
efeito de agonista parcial dos receptores nicotinicos neuronais a4f2,
a vareniclina foi desenvolvida especialmente para o tratamento do
tabagismo. Esse composto se liga com elevada afinidade e seletividade
aos nAChR a4f2, onde atua como agonista parcial, possuindo tanto
atividade de agonista, com eficacia intrinseca inferior a da nicotina,
como atividade antagonista na presen¢a da nicotina#.

Estudos eletrofisiologicos e neuroquimicos demonstraram que
a vareniclina, quando se liga aos receptores nicotinicos neuronais
a4P2 da acetilcolina, estimula a atividade mediada por estes, mas
a um nivel significativamente inferior ao da nicotina, uma vez que
esta compete por um mesmo sitio de ligagdo no receptor nAChR
a4P2, para o qual a vareniclina tem a maior afinidade. Assim, a
vareniclina pode efetivamente bloquear a capacidade da nicotina de
ativar completamente os receptores a4p2 e o sistema mesolimbico
dopaminérgico®.

A eficdcia da vareniclina na cessagao tabdgica resulta da atividade
agonista parcial desta sobre os receptores nicotinicos a4f32, nos quais
a sua ligagao produz um efeito suficiente para aliviar os sintomas de
abstinéncia e dependéncia (atividade agonista) e simultaneamente
resulta na redugdo dos efeitos compensatorios e de reforco do tabaco,
pela prevencédo daligagdo da nicotina aos receptores a4f2 (atividade
antagonista)®. Essa droga é absorvida bem via oral, atingindo con-
centragdes plasmaticas em 2 a 4 horas. Sua vida média é de 20 a 30
horas, sendo eliminada 80% na urina apds a metabolizagao.

Esquizofrenia: O envolvimento dos RCNs na esquizofrenia foi
sugerido devido a grande propor¢ao de esquizofrénicos fumantes
(90%), em comparagdo com os 30% de fumantes na populagéo geral®.
Altos niveis de anticorpos anti-RCN foram encontrados em pacientes
com esquizofrenia, 0 que poderia contribuir para a redu¢éo no nume-

ro de receptores observado. O uso de nicotina nesses pacientes pode
ser uma tentativa de compensar a redugdo na neurotransmissdo em
RCN e pode auxiliar os pacientes a compensar o déficit cognitivo e
os disturbios de atengao. O defeito esta relacionado ao polimorfismo
no cromossomo 15, que é 16cus para a subunidade a7. Além disso, é
observada uma redugio da subunidade a7 no cortex frontal nesses
pacientes, o que refor¢a sua importancia na esquizofrenia.

Apesar do envolvimento de receptores colinérgicos nessa doenga,
os antipsicéticos sdo considerados a base do tratamento agudo e de
manuteng¢ao da esquizofrenia. O bloqueio do receptor dopaminérgico
do sistema limbico e dos nucleos da base parece ser um elemento
fundamental, uma vez que as poténcias clinicas dos antipsicoticos
tradicionais, como o haloperidol e a clorpromazina, acompanham
suas afinidades pelo receptor D2 de dopamina e, mesmo os agentes
mais novos, os chamados “atipicos”, em fun¢do do menor espectro de
efeitos colaterais, exercem algum grau de bloqueio no receptor D2.
Contudo, a eficicia clinica dos neurolépticos atipicos pode envolver
o bloqueio dos receptores dopaminérgicos D1, D3 e D4, a atividade
al e a2-noradrenérgica e/ou a alteragio da relagdo entre a atividade
dos receptores SHT2 e D24,

A farmacoterapia inicial da psicose deve comegar com a admi-
nistragao de agentes antipsicéticos atipicos, tais como a clozapina, a
risperidona, a olanzapina ou a quetiapina#. Contudo, o antipsicético
atipico padrao ¢é a clozapina, um dibenzodiazepinico de poténcia
maior em bloquear o receptor 5SHT2 em relagdo ao D2, e uma afini-
dade muito mais alta pelo receptor D4 do que pelo D24. A principal
desvantagem desse medicamento é o risco de discrasia sanguinea,
0 que requer monitoriza¢io regular com hemograma completo.
A clozapina aumenta a atividade do gene precoce-imediato c-fos
no cértex pré-frontal, a regido neuroanatdémica que tem a concen-
tragdo mais alta de receptores D4, sendo uma drea que se acredita
mediar as fung¢des executivas especificas que sio proeminentemente
prejudicadas na esquizofrenia. Esses agentes sio mais eficazes no
tratamento dos sintomas psicoticos negativos da esquizofrenia,
como apatia e anergia, e na melhora da func¢éo cognitiva®, além
de ser mais efetivos para o tratamento de pacientes refratarios.
Os antipsicéticos podem causar uma ampla gama de efeitos colaterais,
incluindo letargia, ganho ponderal, hipotensao postural, prisao de
ventre, boca seca, aumento de secregdo de prolactina, prolongamento
do intervalo QTc no eletrocardiograma e discinesia tardia. O fator
limitante mais frequente da posologia dos agentes antipsicéticos é o
aparecimento de efeitos colaterais extrapiramidais, como distonia,
acatisia e parkinsonismo. O tratamento farmacoldgico da esquizo-
frenia é insuficiente, sendo necessario um modelo de tratamento
envolvendo uma equipe multidisciplinar.

Consideracées finais

A importancia do sistema de neurotransmissao colinérgica tem
sido significativamente evidenciada, visto sua relagdo com algumas
doengas do SNC. As alteragdes neuropsiquiatricas que envolvem dis-
fungoes desse sistema podem ser observadas em quadros patoldgicos
atualmente de consideravel incidéncia, como doenca de Alzheimer.
Neste trabalho, procurou-se ressaltar o entendimento desse sistema
para permitir um tratamento mais especifico para doengas de sinto-
matologias tdo diversas, sendo ainda necessarias mais informagoes
que orientem a geragio de medicamentos mais especificos para o
tratamento dessas patologias.
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