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RESUMO

Ibogaina € um alcaldide isolado de Tabernanthe iboga, com suposta atividade
antiaditiva. Relatos de casos, bem como estudos clinicos ndo controlados, sugerem que uma
unica dose de ibogaina é capaz de eliminar os sintomas da sindrome de abstinéncia e a
compulsdo pelo uso de drogas, efeitos que se mantém por longos periodos de tempo. Estas
propriedades tem sido evidenciadas experimentalmente em roedores.

Embora saiba-se que a ibogaina pode afetar varios sistemas de neurotransmissores, as
bases neuroquimicas para esta possivel atividade antiaditiva ainda nfo estdo esclarecidas.
Ibogaina age como um antagonista do receptor glutamatérgico NMDA, e foi demonstrado que
varios  antagonistas de receptores NMDA atenuam a dependéncia, a tolerancia, a
sensibilizacdo, e o refor¢o produzidos por drogas de abuso. O sistema glutamatérgico também
tem sido implicado na neurotoxicidade induzida por altas doses de ibogaina. Assim, o objetivo
principal desta tese foi contribuir para o esclarecimento do mecanismo de ag¢do antiaditivo e
neurotoxico de ibogaina, focalizando o sistema glutamatérgico e as interagdes com os
receptores NMDA, através de analises in vivo e in vitro.

Os resultados demonstram que uma tUnica administragdo de ibogaina resulta em efeitos
a longo prazo mensuraveis in vivo e in vitro, ndo atribuiveis a toxicidade. Sugere-se que
ocorram alteragdes funcionais de longo prazo em receptores NMDA, que podem ser relevantes
no contexto terapéutico de ibogaina e outros antagonistas NMDA.

“Jumping” (saltos ininterruptos) é o principal sintoma da sindrome de abstinéncia a
morfina em camundongos. Demonstrou-se que a ibogaina € o0 MK-801 inibiram de maneira
dose-dependente, e atuaram sinergicamente, quanto & inibigdo do “jumping” precipitado por

naloxona em camundongos dependentes de morfina. Estes resultados sugerem que o efeito da



ibogaina na fase aguda da sindrome de abstinéncia a opitides pode ser mediado por receptores
NMDA. Demonstramos ainda que a ibogaina inibe o “jumping” precipitado por NMDA em
camundongos sem tratamento prévio com morfina, e que este efeito ndo € observado a longo
prazo. Este resultado sugere que o “jumping” pode ser conseqiiéncia de uma ativagdo aguda
do receptor NMDA. A analise de unidio especifica de [’H] MK-801 em membranas de cortex
cerebral de camundongos, nio evidenciou diferengas na densidade ou sensibilidade de
receptores NMDA em animais abstinentes de morfina tratados ou nio com ibogaina ou MK-
801 comparados a camundongos livres de morfina. Estes resultados corroboram a idéia de que
a sindrome de abstinéncia possa de fato estar relacionada a uma alterag¢do funcional transitoria
dos receptores NMDA.

Verificou-se que ibogaina em altas concentragdes estimula a liberagdo e inibe a
captagdo de glutamato em sinaptossomas de cortex cerebral (mas nfo de cerebelo) de
camundongos (mas ndo de ratos). A estimulacdo da liberagio de glutamato ndo ocorre em
presenca de concentra¢des despolarizantes de potassio, e ndo é dependente de calcio
extracelular ou canais de sodio voltagem dependente. Verificamos ainda que ibogaina também
inibe a captagdo de glutamato em culturas de astrocitos de cortex cerebral de camundongos e
ratos. Estes resuitados sugerem que altas concentragdes de ibogaina induzem efeitos
neurotoxicos em regides especificas do cérebro, variaveis entre diferentes espécies animais.

Este trabalho demonstrou que o sistema glutamatérgico em geral, e os receptores
NMDA em particular, estio envolvidos no efeito antiaditivo da ibogaina, ¢ podem estar
relacionados ao efeito neurotoxico de altas doses desta droga. Este trabalho também reafirma a
importéncia do estudo de produtos naturais como uma importante fonte de novas substancias

prototipo com aplicagdo terapéutica.
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ABSTRACT

Ibogaine is an alkaloid isolated from 7abernanthe iboga with putative antiaddictive
properties. Anecdotal reports, as well as uncontrolled clinical data, suggest that a single
dose of ibogaine attenuates withdrawal symptoms and drug craving for extended periods of
time. These reports are somewhat supported by animals studies.

Ibogaine alters various neurotransmistter systems. However the neurochemical basis for
this alleged antiaddictive activity remain unclear. Ibogaine acts as a NMDA receptor
antagonist; and various NMDA receptors antagonists attenuate dependence, tolerance,
sensitization, and reinforcing properties produced by drugs of abuse. The glutamatergic
system has also been implicated in the neurotoxicity induced by high doses of ibogaine.
Hence, the purpose of this thesis was to clarify the mechanism of the antiaddictive and
neurotoxic effects of ibogaine, focusing on the glutamatergic system and the modulation of
NMDA receptors by in vivo and in vitro analysis.

The results demonstrate that a single administration of ibogaine results in long
lasting effects, detectable in vivo and in vitro, and unrelated to its toxicity. Such results,
understood as functional long lasting changes in NMDA receptors, may be relevant within
the context of therapeutic uses of ibogaine and NMDA antagonists.

Jumping is a distinct sign of morphine withdrawal in mice. Ibogaine and MK-801
dose dependently inhibited the naloxone-induced jumping in morphine dependent mice;
moreover, there is synergism of ibogaine and MK-801 in this inhibition. This results
suggest that the inhibitory effects of ibogaine on the acute phase of opiate withdrawal
symptoms are mediated by NMDA receptors. Additionally, we demonstrate that ibogaine
inhibited NMDA-induced jumping in morphine naive mice, and that this is not a long term

VHI



effect. This result suggests that jumping may be consequent to an acute activation of NMDA
receptors. The analysis of [PHJMK-801 binding to mice cortical membranes, did no reveal
differences in the density or sensitivity of NMDA receptors in morphine withdrawal mice,
treated or not with ibogaine or MK-801, in comparison with morphine free mice. These
findings support the idea that the morphine withdrawal syndrome may indeed be associated
with an acute and transient functional state of NMDA receptors.

We verified that high concentrations of ibogaine stimulate glutamate release and
inhibit glutamate uptake by cortical (but not cerebellar) synaptosomes of mice (but not
rats). The ibogaine-induced glutamate release was not observed in the presence of
depolarizing K* concentrations, and is independent of exogenous Ca®" and voltage-
sensitive Na’ channels. Additionally, ibogaine nearly abolished glutamate uptake by
cortical astrocyte cultures from rats and mice. The data provide dire;:t evidence of
glutamate involvement in the neurotoxicity induced by high doses of ibogaine in specific
regions of brain, variable among animal species.

This study demonstrate that the glutamatergic system in general, and NMDA receptors
in particular, are involved in the antiaddictive effects of ibogaine, and may be also related
to its neurotoxic effect in higher doses. This study also ratify the importance of studying
natural products as an important source of new prototype drugs with therapeutic

application.



APRESENTACAOQO

Esta tese € constituida por Introdugéo, Artigos Cientificos publicados e a ser submetido
a publicacdo, Discussio, ConclusGes e Bibliografia. O item 1. Introducio oferece
embasamento para o estabelecimento dos objetivos bem como para o desenvolvimento da
metodologia empregada nesta tese. O item 2. € constituido por Artiges (material e métodos,
resultados e discussdo dos resultados encontram-se nos proprios artigos e representam a
integra deste estudo). O item 3. Discussdo, contém interpretagdes € comentarios gerais sobre
todos os trabalhos publicados ou submetidos. O item 4. Conclusdes representa as conclusdes
gerais, baseando-se nos objetivos da tese. O item 5. Referéncias Bibliogrificas refere-se
somente as citagdes que aparecem na introdugio e discussio. As referéncias bibliograficas que
se referem a materiais ¢ métodos, resultados e discussio parcial encontram-se nos artigos do

item 2.
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1. INTRODUCAO

O uso de drogas psicoativas € quase tdo antigo quanto a propria humanidade. Ao
longo da historia, tem-se registro de que uma grande parte das sociedades faziam uso de
alguma substéncia com a finalidade de alterar o humor, o pensamento e os sentimentos
(O’BRIEN, 1996; GRAEFF, 1999). Todos os agentes que alteram o comportamento sdo
passiveis de serem ingeridos em excesso quando os efeitos comportamentais sdo agradaveis
(GRAEFF, 1989; OBRIEN, 1996), e o abuso ou uso ndo médico de farmacos caracteriza-
se pelo emprego destes com o intuito de produzir emog¢des e sensagdes gratificantes,
independentes do efeito terapéutico (PECHANSKY & FIJCHS, 1998).

Os principais representantes das substincias mais usadas abusivamente sio alcool,
barbitdricos e benzodiazepinicos, opidides, solventes volateis (depressores gerais do SNC);
cocaina, anfetamina e derivados, e nicotina (estimulantes do SNC); maconha; fenciclidina;
antiparkinsonianos (alucinégenos) (PRESTON & WALSH, 1998).

Nos tltimos 25 anos, o uso abusivo e a dependéncia de drogas tém sido definidos e
redefinidos por varias organizagdes (O'BRIEN, 1996). Embora possam ocorrer
simultaneamente, dependéncia e abuso de drogas sdo conceitos diversos. Considera-se
abuso a “auto-administracdo de uma droga que desvia dos padrdes socio-culturais aceitos
em uma sociedade, ou subgrupo social, em uma determinada época” (GRAEFF, 1989). Nos
contextos populares e legislativos, 0 termo abuso de drogas significa uso de substancia
ilicita ou qualquer uso nio prescrito de uma droga que visa a ser usada como medicamento,
bem como 0 uso perigoso ou excessivo de substincias legalmente disponiveis, como o
alcool e tabaco (JAFFE, 1999).

Dependéncia, segundo a OMS (1974) “¢ um estado mental e muitas vezes fisico que
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resulta da interagdo entre um organismo vivo e uma dada substincia. Caracteriza-se por
comportamento que sempre inclui uma compulsio de tomar a droga para experimentar seu
efeito psiquico e, as vezes, evitar o desconforto provocado por sua auséncia" (GRAEFF,
1989; O’BRIEN 1996). Segundo NESTLER (1992) “dependéncia é definida como a
necessidade de uma exposi¢do continua a uma droga de modo a evitar a sindrome de
abstinéncia (distarbios fisicos e/ou psicologicos) quando a droga ¢ retirada”. Conforme
definicdo do Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais - quarta edi¢do
(DSM-1IV), “o aspecto essencial da dependéncia € um agrupamento de sintomas cognitivos,
comportamentais e fisiologicos que indicam que o individuo continua usando a substancia
apesar dos problemas significativos relacionados a esta” (JAFFE, 1999). A dependéncia ¢
considerada um resultado de adaptagdes neuronais que ocorrem no organismo em resposta
a repetida exposicdo a droga. Pode ser considerada artificial a distingdo entre dependéncia
fisica e psicolégica, j& que ambas s3o mediadas por mecanismos neurais possivelmente
similares (NESTLER, 1992).

Outro termo bastante utilizado, e que muitas vezes ¢ usado como sindnimo de
dependéncia de drogas é adi¢io’, que é definida “como o uso compulsivo de uma droga
apesar das consequéncias adversas”. A dependéncia fisica fazia parte da defini¢do de adigdo,
mas atualmente ndo é mais considerada como um aspecto necessario ou suficiente para
caracterizar adi¢do de droga (NESTLER, 1992; O’BRIEN, 1996).

O que se pode observar é que a compulsio por ingerir uma droga, com diminui¢do
do controle para limitar a ingesta, s30 caracteristicas comuns a maioria das defini¢des de

dependéncia e adi¢do. Este comportamento € o resultado da associagdo entre propriedades

! Nesta tese os termos adigdo e drogadicdo serfo utilizados de uma forma mais ampla, podendo ser

substituidos por dependéncia de drogas.
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reforcadoras positivas e negativas obtidas com o uso cronico de uma dada substincia.
Propriedades reforgcadoras sio comuns 4 maioria das drogas abusadas pelo homem, e s3o
partes cruciais da dependéncia as substincias (KOOB, 1999).

Reforgo pode ser definido como a capacidade de uma substincia de provocar
efeitos que levam o usuario a desejar ingeri-las novamente; isto é, um processo pelo qual o
estimulo aumenta a probabilidade de resposta (KOOB, 1999, PECHANSKY & FUCHS,
1998). O processo pode ser entendido como uma forma de plasticidade comportamental na
qual alteragdes comportamentais ocorrem em resposta a exposi¢do aguda a substincia
reforcadora. No cérebro existem sistemas refor¢gadores que normalmente medeiam o reforgo
produzido por estimulos/comportamentos reforgadores naturais como comida, sexo e
interagdo social. A associagdo tdo rapida entre a substincia reforcadora e a resposta de
procura a droga, pode refletir as capacidades das substincias de modularem diretamente
estes sistemas reforcadores pré-existentes no cérebro (SELF & NESTLER, 1995). Uma
substancia pode aumentar a probabilidade de ser auto-administrada, quando o desejado € a
presenca do estimulo da substancia (reforgo positivo), ou quando espera-se o alivio ou a
eliminagio de algum sintoma da sindrome de abstinéncia (reforgo negativo) (KOOB,1999).

Toleréncia e sindrome de abstinéncia sdo outros termos relacionados a dependéncia
de drogas. Tolerincia representa a diminui¢Zo do efeito com a repetida exposi¢io a uma
dose constante de uma dada droga, ou a necessidade de um aumento da dose para manter o
mesmo efeito (NESTLER, 1992). A tolerincia pode desenvolver-se com maior rapidez e
intensidade para alguns efeitos de uma droga e ndo para outros (GRAEFF, 1989). A
sindrome de abstinéncia constitui-se de um conjunto de alteragdes fisiologicas e
comportamentais diretamente relacionadas a repentina retirada (ou redugio) da dose de

uma substéncia psicoativa, a qual o organismo tinha sofrido exposi¢do continua, ou ainda, a
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administra¢do de antagonistas (BANBERY, 1998; O’BRIEN, 1996). Sinais da sindrome de
abstinéncia associados com o cessar da adminstracio cronica de um farmaco sdo
comumente caracterizados por respostas opostas as agdes iniciais desse farmaco (KOOB,
1999). Para drogas de uma mesma classe farmacoldgica, a sindrome de abstinéncia ké
semelhante, mas existe diferencas entre as classes (BANBERY, 1998).

Mesmo com a dependéncia de drogas afligindo a humanidade por séculos, ainda ndo
sdo conhecidos os mecanismos pelos quais determinadas drogas levam & dependéncia, e
nem os fatores genéticos que tornam alguns individuos particularmente vulneraveis a
dependéncia (NESTLER et al., 1992). No entanto, sabe-se que as substincias variam em
sua capacidade de produzir sensagdes reforcadoras imediatas no usuario. Aquelas que
provocam sensagOes agradaveis muito intensas tém maior probabilidade de serem ingeridas
repetidamente. Quanto maior a propriedade refor¢adora da substancia, maior a possibilidade
de haver abuso. O potencial de abuso também € influenciado pela velocidade com que o
inicio da ag¢do da substincia ocorre, o que facilita ou dificulta a associagdo entre a ingestdo
da droga e o reforgo. A velocidade para o inicio da agdo depende da farmacocinética e das
propriedades fisico-quimicas da droga (O'BRIEN, 1996; WOLF, 1998a).

As propriedades reforgadoras das substincias estdo associadas a sua capacidade de
aumentar os niveis de alguns neurotransmissores em areas criticas do cérebro. O sistema
dopaminérgico mesolimbico € o principal substrato neural do refor¢o produzido por varias
drogas. Ele € constituido de ax6nios que dirigem-se da area tegmental ventral (do nicleo
Al0) ao nacleo estriado ventral, nicleo acumbens, hipotalamo e outras regides que
compdem o sistema limbico; todas estas areas estdo envolvidas nos mecanismos subjacentes

a auto-administra¢do de drogas (KOOB, 1992, 1999).
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1.1. EPIDEMIOLOGIA

O abuso de drogas acentuou-se desde o final dos anos sessenta, e a realidade atual é
a existéncia de um numero muito grande de dependentes de drogas com distrbios
importantes, entre os quais inumeros transtornos psiquiatricos (AHMED et al, 1999,
BUCHOLZ, 1999), problemas pessoais e sociais (NESTLER, 1992; PECHANSKY &
FUCHS, 1998), e muitas doengas associadas ao uso da droga, como a AIDS e o cancer
(JAFFE, 1999; BERGEN & CAPORASO, 1999). As drogas de abuso também geram altos
gastos para a sociedade com programas de prevengdo, tratamento e reabilitagio, e ainda
grande fardo ao sistema judicial criminal, incluindo prisGes e julgamentos (O’BRIEN, 1997,
PECHANSKY & FUCHS, 1998).

No Brasil ndo existem muitas estatisticas disponiveis sobre o consumo de drogas e
os custos sociais decorrentes. Os dados disponiveis sdo fragmentarios e obtidos, em geral
em populagGes ou sobre drogas especificas (BUCHER, 1992). Entre todas as substéncias, o
alcool € a que tem merecido maior atengdo nas investigacdes epidemioldgicas. Estima-se
que a prevaléncia de alcoolismo seja em torno de 6 a 8% da populagdo com mais de 14 anos
(SANTANA & ALMEIDA FILHO, 1990). Em Porto Alegre foi apontada uma prevaléncia
de 15,5% de consumidores de mais de 30 gramas diarias de etanol e de 9,3% de individuos
com indicadores de dependéncia ao etanol (MOREIRA et al.,1996).

Os estudantes s@o a populagdo mais estudada. Segundo o IV levantamento de 1997
sobre uso de drogas entre estudantes de 1° e 2° graus, em dez capitais brasileiras, feito pelo
Centro Brasileiro de Informag¢6es sobre Drogas Psicotropicas (CEBRID), a porcentagem de
estudantes relatando uso de drogas em geral (exceto tabaco e alcool), variou de 19% em
Sdao Paulo até 30% em Porto Alegre. Os solventes foram as substincias mais usadas,

seguida pela maconha e anfetaminicos. Numa comparagdo feita entre os resultados de
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quatro levantamentos realizados entre 1987 e 1997 pelo CEBRID, observa-se que dentre as
drogas mais usadas, o uso da cocaina, bem como dos anfetaminicos e da maconha tiveram
crescimento significativo (GALDUROZ et al., 1997).

Outra pesquisa realizada na cidade de Porto Alegre por PECHANSKY (1998) entre
jovens (10-18 anos), avaliando varios aspectos relacionados ao uso de alcool, mostrou que
a prevaléncia do uso de alcool ¢ alta (71,5%), especialmente entre os mais velhos (94,4%).

Alcool e nicotina geram problemas médico-sociais mais graves do que as drogas
ilicitas (GRAEFF, 1999). O custo para a sociedade norte-americana, incluindo os gastos
com tratamento da dependéncia, conseqiiéncias médicas, perda de emprego, crimes e
acidentes ligados diretamente ao consumo de drogas foi calculado, no ano de 1992, pelo
National Institute on Drug Abuse (NIDA) e National Institutes of Health (NIH), em U$
246 bilhdes. Destes, U$ 98 bilhdes envolveram drogas ilicitas, sendo o restante (U$ 148
bilhdes) decorrente do uso do alcool etilico e do tabaco (HOLLAND & MUSHINSKI,
1999). Em outro estudo os valores gastos com substancias de abuso no ano de 1995, nos
EUA, foi bem mais alto: total US$ 428 bilhdes, sendo U$ 176 bilhdes com abuso de alcool,
U$ 138 bilhdes com tabaco e U$ 114 bilhdes com outras drogas de abuso (RICE, 1999).

No Brasil, os dados disponiveis sobre o custo social do consumo de drogas indicam
que os custos diretos e indiretos, decorrentes do consumo de alcool, equivalem a 5,4% do
PIB, e do tabaco a 2,2 % do PIB. Estima-se que o custo do uso indevido de outras drogas

fica em torno de 0,3% do PIB (BUCHER, 1992).

1.2. ABORDAGEM TERAPEUTICA
Apesar de muitos anos de pesquisas intensivas, todos os tratamentos disponiveis

para tratar dependéncia de drogas s3o notoriamente inefetivos (NESTLER, 1992). As
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abordagens terapéuticas gerais estdo principalmente dirigidas aos usuarios compulsivos e
fisicamente dependentes, € o planejamento das medidas terapéuticas € orientado pela
intensidade do problema. Estas abordagens terapéuticas dividem-se em medidas de
desintoxica¢do, controle do uso compulsivo e tratamento das complicacdes médicas
(PECHANSKY & FUCHS, 1998). A desintoxicagdo é um processo rapido e de bons
resultados no alcance de um estado de afastamento das drogas; usualmente envolve
prescri¢do de farmacos para atenuar sintomas da sindrome de abstinéncia e aliviar outros
problemas conseqiientes da auséncia da droga (O’BRIEN, 1997, BANBERY, 1998).
Porém, o tratamento da dependéncia exige meses ou anos para a reabilitagdo, pois o curso
do tratamento ainda caracteriza-se por uma sucessdo de fases de abstinéncia e de recaidas
(BISAGA & POPIK, 2000). Isto indica que todos os medicamentos que visam ajudar a
evitar as recaidas e a diminuir ou aliviar os sinais e sintomas da sindrome de abstinéncia
revelaram, até o momento, beneficios no maximo modestos (O’BRIEN, 1997,
PECHANSKY & FUCHS, 1998, BISAGA & POPIK, 2000).

O éxito do tratamento € avaliado segundo a ocorréncia de periodos de abstinéncia
cada vez mais prolongados e recaidas menos freqiientes, mais breves e menos intensas
(WOLF, 1998a).

Apesar das aparentes similaridades entre os sintomas psicologicos (dependéncia e
compulsio) produzidos por varias, mas nio por todas substincias de abuso, ha tratamentos
farmacolégicos tradicionalmente usados para sistemas de receptores especificos, nos quais
as substincias de abuso estdo provavelmente atuando (POPIK et al., 1995b, O’BRIEN,
1997). Terapia de reposi¢do ou substituigdo, como, por exemplo, metadona no tratamento
da dependéncia de opidides, embora efetiva enquanto mantida, tem um indice de recaida de

80% quando o tratamento ¢ interrompido (POPIK et al., 1995b; WOLF, 1998a; BISAGA
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& POPIK, 2000). O mesmo ocorre nos tratamentos do abuso de estimulantes (cocaina, por
exemplo), com compostos que atuam na recapta¢io de dopamina (POPIK et al., 1995b;
WOLF, 1998a). A sindrome de abstinéncia de benzodiazepinicos, alcool e outros hipno-
sedativos € tradicionalmente tratada com barbituricos ou benzodiazepinicos de longa agdo
(GRAEFF, 1999; BISAGA & POPIK, 2000). A terapia de reposi¢do de nicotina (por via
oral ou transcutinea) tem sido eficaz em reduzir os sintomas de abstinéncia associados a
interrup¢do do habito de fumar (O’BRIEN, 1997; GRAEFF, 1999, BISAGA & POPIK,
2000).

Outra abordagem envolve o uso de antagonistas farmacologicos (O’BRIEN, 1997).
No tratamento da dependéncia de opidides, o antagonista naltrexona € o mais usado,
embora sua aceitagdo pelos pacientes seja muito limitada (GREENSTEIN et al., 1984).
Mais recentemente, naltrexona tem sido usada para tratar alcoolismo, ja que o sistema
opidide pode estar envolvido na agdo reforcadora do alcool (O’BRIEN, 1997). Os
inibidores‘ seletivos da recaptacdo de serotonina também estdo sendo utilizados no
tratamento de alcoolistas (GRAEFF, 1999).

Embora alcool, opidides, psicoestimulantes, sedativos e maconha tenham estruturas
quimicas e sitios de a¢do diferentes no cérebro, os modelos patologicos da ingesta destas
substincias tem caracteristicas comportamentais semelhantes. Isto leva a inferir que as
substincias capazes de causar adi¢do exercem sua agio através de vias neurais e de sistemas
de neurotransmissores comuns (Di CHIARA et al., 1998). Este substrato comum pode
exercer um papel na fisiopatologia de desordens aditivas e pode também ser alvo potencial
para tratamentos farmacologicos.

Embora nio se conheca exatamente o denominador comum ao mecanismo de adi¢do

a diferentes drogas, a neurotransmissdo glutamatérgica e os receptores NMDA sio
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considerados atualmente componentes criticos (TRUJILLO & AKIL, 1991, 1995; BISAGA

& POPIK, 2000).
1.3. TRANSMISSAO GLUTAMATERGICA E O RECEPTOR NMDA

Glutamato € o principal neurotransmissor excitatorio do sistema nervoso central
(SNC) de mamiferos. Este aminoacido esta presente em alta concentragio no sistema
nervoso e € responsavel pela transmissao excitatoria rapida, potenciagdo de longa duragdo
(LTP) e participa centralmente na plasticidade neuronal, fungGes cognitivas e na formacdo
de redes neurais durante o desenvolvimento (DINGLEDINE & MCBAIN, 1994, OZAWA
et al, 1998).

No cérebro, o glutamato € sintetizado no terminal nervoso por transaminag@o, por
redugio do a-cetoglutarato (proveniente do ciclo de Krebs e pela agdo da glutamato
desidrogenase) e por desaminacio da glutamina (pela agio da glutaminase). Também pode
ser sintetizado por outras vias menos expressivas, a partir na ornitina e prolina (NICHOLS,
1994).

Dentro do terminal nervoso, parte do glutamato é estocado em vesiculas sinapticas.
Estas captam o glutamato através de transporte ativo obtido por um gradiente
eletroquimico de protons gerado por uma ATP-ase que bombeia préotons para o interior da
vesicula (NICHOLLS & ATTWELL, 1990).

Quando um potencial de a¢do alcanga o terminal nervoso, ocorre um influxo de
calcio (Ca®"), através de canais sensiveis a voltagem, promovendo a fusdo das vesiculas
sinapticas com a membrana plasmatica pré-sinaptica e subseqiiente liberagdo do glutamato

na fenda sinaptica (NICHOLLS & ATTWELL, 1990).
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O glutamato liberado interage com os seus receptores nas membranas pos e pré-
sinaptica e de células gliais. Na figura 1 pode-se observar um esquema da sinapse

glutamatérgica.

Neuroni
Pas-sinaptico

alfa-cetoghtarsato
glutamina Glia

ntamina sintase giutamsato desidrogenase

— R T
Glu &= glutamina Glu &= alfa-cetoglutarato

Figura 1: Representagdo esquematica da sinapse glutamatérgica.

Modificado a partir de DICHTER & WILCOX, 1997.
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A neurotransmissdo glutamatérgica é mediada por duas classes distintas de
receptores, classificados de acordo com suas propriedades farmacologicas e funcionais: os
ionotropicos, que sdo ligados a canais ibnicos [N-Metil-D-Aspartato (NMDA), a-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propiato (AMPA) e acido cainico (KA)] e os metabotropicos,
que sdo acoplados a proteinas G e modulam a produgdo de segundo-mensageiros. Sdo
conhecidos oito subtipos de receptores metabotropicos, classificados em trés grupos
conforme o mecanismo de transdu¢do de sinal ao qual estdo ligados, homologia e
farmacologia (COTMAN et al., 1995; OZAWA et al., 1998).

A transmissdo ¢ finalizada pela recaptagio do glutamato por transportadores Na'-
dependentes, de alta afinidade localizados na membrana neuronal (EAAC1, EAAT4 e
EAATS) ou na membrana de células gliais (GLT-1 e GLAST) (ANDERSON &
SWANSON, 2000; TANAKA, 2000). A captagéo de glutamato pelas células gliais € a mais
importante para a finalizacio da transmissio (NICHOLS, 1994; SWANSON et al,, 1997,
ANDERSON & SWANSON, 2000). O glutamato captado pelas células gliais é convertido
em glutamina pela agdo da glutamina sintetase, a qual é transportada para os neurdnios,
onde sera convertida a glutamato pela enzima mitocondrial glutaminase (NICHOLS, 1994).

Os receptores NMDA (figura 2) sdo canais com grande permeabilidade ao Ca® e
baixa permeabilidade ao Na" ¢ K* (OZAWA et al., 1998). Apresentam varios sitios para
ligantes distintos que regulam a abertura do canal: um sitio para glutamato ou NMDA e um
sitio para o co-agonista endogeno glicina (insensivel a estricnina) — a ligagdo de duas
moléculas de glicina e duas de glutamato s3o necessarias para a ativagdo do canal NMDA.
H4 sitios modulatoérios que ligam poliaminas e zinco. Varios antagonistas do receptor
NMDA, que atuam em diferentes locais do receptor ja foram descritos: antagonistas do sitio

de glicina (4cido 5,7-dicloroquinurénico), antagonistas do sitio de poliaminas (ifenprodil) e
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antagonistas que se ligam a diferentes sitios dentro do canal, bloqueando a entrada de ions
(MK-801, PCP, cetamina, memantina, dextrometorfano, amantadina). Quando a membrana
neuronal estd em estado de repouso o canal do receptor NMDA apresenta-se bloqueado por
Mg” (DINGLEDINE & MACBAIN, 1994; COTMAN et al, 1995; BLOOM, 1996;

OZAWA et al.,, 1998; DINGLEDINE et al., 1999).

Antagonistas Agonistas
APY Glutarnato
® 0

Figura 2 — Representagdo esquematica do receptor NMDA e seus varios sitios de

regulacdo. Reproduzido de BISAGA & POPIK (2000).
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O receptor NMDA exerce um papel crucial nas alteragGes plésticas associadas com
a func¢do normal do cérebro (ex. aprendizado e memoria), por outro lado, o complexo
mecanismo que controla a plasticidade sinaptica no cérebro também introduz pontos de
vulnerabilidade para patologias (COTMAN et al., 1995). Neste caso, o aumento do Ca®*
intracelular pode ser téxico para os neurdnios, € uma superestimulagio do sistema
glutamatérgico pode levar a uma excitotoxicidade que pode causar dano ou morte celular
(OZAWA et al., 1998, SATTLER & TYMIANSKI, 2000). A excitotoxicidade causada por
glutamato pode ser decorrente do aumento da concentragdo extracelular deste
neurotransmissor (por aumento na liberagio ou redugdo da captagdo neuronal ou,
principalmente, glial), levando a uma estimulagdo excessiva dos seus receptores, em especial
os do tipo NMDA (que aumentam a conduténcia ao calcio). Porém, cabe ressaltar que a
ativagio de receptores ndo-NMDA também pode aumentar direta ou indiretamente o Ca*
intracelular (OZAWA et al., 1998; SATTLER & TYMIANSKI, 2000; TANAKA, 2000).
Uma falha em algum dos pontos de modulagdo da atividade do receptor NMDA, ou o
aumento na concentragdo de glutamato extracelular, pode contribuir em processos
subjacentes a algumas condigdes patoldgicas, tais como doengas neurodegenerativas,
isquemia, trauma, epilepsia, bem como drogadicdo (CHOI, 1988; MORRIS, 1989,
TRUJILLO & AKIL, 1995; LIPTON & ROSENBERG, 1994; MELDRUM, 1994, 1995,
OZAWA et al., 1998; BISAGA & POPIK, 2000). De fato antagonistas de receptores
NMDA tem sido explorados como potenciais drogas anticonvulsivantes, neuroprotetoras €
antiaditivas, andidepressivas e analgésicas (MELDRUM, 1995, MAO, 1999, BISAGA &

POPIK, 2000).
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1.4. ANTAGONISTAS NMDA E DROGADICAO

Antagonistas de receptores NMDA podem interferir com o desenvolvimento,
manutengdo e expressdo do processo fisiopatologico, que se julga ser comum a todas as
drogas de abuso, e podem ter potenciais implicacdes terapéuticas (TRUJILLO & AKIL,
1991; WOLF & KHANSA, 1991; SHOIAB & STOLERMAN, 1992, 1996, KHANNA et
al,, 1993; PUDIAK & BOZARTH, 1993; FILE & FERNANDES, 1994; POPIK &
SKOLNICK, 1996; OH et al., 1997, POPIK & DANYSZ, 1997, TSUDA et al., 1997,
1998ab,c; WOLF, 1998b; BISAGA & POPIK, 2000). Varios modelos animais de
dependéncia e adi¢io tém sido usados nos estudos que avaliam o potencial de antagonistas
de receptor NMDA nas propriedades aditivas de varias drogas.

O modelo de auto-administracdo de drogas mostra que existe um relagdo direta
entre as drogas que sio auto-administradas pelos animais e aquelas com alto potencial de
abuso em humanos (STOLERMAN, 1992; KOOB, 1999).

Vérios estudos tém demonstrado que antagonistas NMDA inibem a auto-
administra¢do de cocaina (SHENK et al., 1993; PULVIRENTI et al., 1997; SHOIAB et al.,,
1995; PIERCE et al, 1997) e de morfina (BESPALOV & ZVARTAU, 1996, SEMENOVA
et al., 1999); os resultados com auto-administra¢do de alcool sdo variaveis de acordo com o
protocolo usado, porém em alguns trabalhos tem sido mostrado que AP5 (antagonista
competitivo de NMDA) diminui a auto-administra¢do de alcool (LIN & HUBBARD, 1995,
RASSNICK et al., 1992).

No modelo de preferéncia condicionada por local, os animais experenciam dois
ambientes, um associado ao uso da droga e outro ndo. E avaliado o tempo que o animal

permanece em um dos ambientes. Este paradigma € amplamente usado para acessar as

14



Introducdo

propriedades de refor¢o das drogas (STOLERMAN, 1992; KOOB, 1995). Antagonistas
metanfetamina (TZSCHENTKE & SCHMIDT, 1995; Del POZO et al., 1996; POPIK &
KOLASIEWICZ, 1999). No modelo de ativagdo da locomoggo condicionada, foi verificado
que antagonistas NMDA também inibem a hiperatividade condicionada induzida por ‘
anfetamina e cocaina (STEWART & DRUHAN, 1993; BESPALOV & ZVARTAU, 1996,
DAMIANOPOULOS & CAREY, 1995).

Apds repetidas administragdes, algumas drogas produzem tolerancia,
correspondendo a mudangas neuroadaptativas que podem estar relacionadas a outras
manifestagdes do uso crénico de drogas, incluindo a dependéncia fisica (KOOB,
1995,1999). O efeito de antagonistas NMDA na tolerdncia tem sido extensivamente
estudado, particularmente com opidides (BISAGA & POPIK, 2000; ELLIOT et al., 1995),
e estes estudos tem demonstrado que antagonistas agindo em varios sitios modulatorios no
receptor NMDA reduzem o desenvolvimento de tolerdncia ao(s): efeito analgésico de
opidides (TRUJILO & AKIL, 1991; POPIK & KOZELA, 1999), diazepam (STEPPUHN &
TURSKI, 1993; FILE & FERNANDES, 1994), barbitaricos (OH et al., 1997), efeito
hipnético do etanol (KARCZ-KUBICHA & LILJEQUIST, 1995), efeitos cognitivos do
etanol (KHANNA et al., 1991, 1993; WU et al., 1993; RAFI-TARI et al., 1996), efeito
aversivo da nicotina (SHOIAB & STOLERMAN, 1996).

A dependéncia fisica pode ser avaliada através de tratamento cronico com varias
drogas de abuso (ex. opioides, alcool e benzodiazepinicos). A sindrome de abstinéncia que
ocorre quando cessa a administragdo da droga ou através da administragdo de um
antagonista revela se existe dependéncia. Varios antagonistas de receptores NMDA

reverteram a sindrome de abstinéncia induzida por barbitricos (OH et al., 1997), etanol
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(FIDECKA & LANGWINSKI, 1989; MORRISETT et al., 1990), diazepam (STEPPUHN
& TURSKI, 1993; TSUDA et al., 1997, 1998a,b,c), e reduzem a expressio fisica da
sindrome de abstinéncia de morfina precipitada por naloxona (BRISTOW et al, 1997
GONZALEZ et al, 1997, POPIK & DANYSZ, 1997; POPIK & SKOLNICK, 1996;
POPIK et al., 1998). Adicionalmente, antagonistas NMDA inibem o desenvolvimento bem
como a manuten¢do da dependéncia de morfina (TRUJILLO & AKIL, 1991; 1995; POPIK
& SKOLNICK, 1996; POPIK et al., 1998).

A sensibilizagdo refere-se a um aumento progressivo do efeito de uma droga, que se
desenvolve com repetida administragio e persiste apds longos periodos de abstinéncia. E
observada tipicamente através de efeitos comportamentais, tais como atividade locomotora
e estereotipia (KALIVAS et al., 1992; ROBINSON & BERRIDGE, 1993; WOLF, 1998b).
Antagonistas competitivos e nao-competitivos de receptores NMDA atenuam os efeitos
estimulatorios locomotores e de estereotipia induzida por psicoestimulantes, opidides e
nicotina, demonstrando que a neurotransmissio mediada por receptores NMDA esta
envolvida no desenvolvimento de sensibilizagdo comportamental a estas drogas (WOLF &
KHANSA, 1991, SHOIAB & STOLERMAN, 1992; PUDIAK & BOZARTH, 1993,
WOLF, 1998b; BISAGA & POPIK, 2000).

Estudos clinicos tem sido desenvolvidos usando antagonistas de receptores NMDA
em pacientes dependentes de drogas, entre eles pode-se citar: o dextrometorfano
(antagonista nio-competitivo), que tem sido testado em pacientes dependentes de opidides
(BISAGA et al., 1997; BISAGA & POPIK, 2000); amantadina e memantina (antagonistas
ndo competitivos), usados em pacientes em sindrome de abstinéncia de cocaina, usuarios de
cocaina ¢ em compulsio por cocaina (TENNANT & SAGHERIAN, 1987, THOMPSON,

1992; ALTERMAN et al.,1992; COLLINS et al., 1998); acamprosato (seu mecanismo néo
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¢ bem claro, modifica a modulagio do sitio para poliamina no receptor NMDA), que tem
sido usado como adjuvante no tratamento de pacientes alcoolistas (GARBUTT et al., 1999,
POPP & LOVINGER, 2000), cicloserina (em altas doses ¢ antagonista competitivo) e
lamotrigina (inibidora da libera¢do de glutamato e aspartato), os quais tem sido testados em
pacientes dependentes de opidides (BISAGA & POPIK, 2000).

Os estudos mostram que algumas destas drogas podem ser Gteis no tratamento da
dependéncia de drogas, porém nio sdo conclusivos; alguns mostram, até mesmo, resultados

contraditorios. A procura por novas e melhores drogas €, portanto, amplamente justificada.

1.5. IBOGAINA

1.5.1. Histéria

Ibogaina ¢ um alcaléide indolico (figura 3) encontrado nas raizes do arbusto africano
Tabernanthe iboga (familia Apocinaceae). Extratos da raiz de iboga tém uma longa historia
de uso por nativos do Gabdo, principalmente em baixas doses, como um estimulante, para
combater fatiga, fome, sede e manter os cagadores acordados; em altas doses € usada em
rituais religiosos e de iniciagdo em algumas sociedades secretas (como o culto do Bwiti),
por suas propriedades alucinogénicas (GOUTAREL et al., 1993; LOTSOF, 1995; POPIK
et al., 1995b). Estudos conduzidos na Fran¢a na primeira metade deste século indicaram
que as raizes de iboga tinham propriedades alucinogénicas e estimulantes (POPIK et al,
—0

1995b).
N

N
H

Figura 3: Estrutura quimica da ibogaina. Modificado a partir de POPIK et al. (1995b)
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A espécie Tabernanthe iboga foi primeiramente descrita em 1889 por Henri Baillon,
no Museu de Historia Natural de Paris, a partir de uma amostra trazida da Africa em 1864.
Em 1901, o alcaldide foi isolado na sua forma cristalina e teve sua ag@o inebriante sobre o
SNC estudada em cdes. Os primeiros estudos farmacoldgicos na Franga indicaram ibogaina
para o uso clinico, como estimulante na “atonia” cardiaca e neurastenia. Nos anos 40,
chegando a ser comercializada na Franga, em uma preparagdo farmacéutica denominada
Lamberene® (contendo 8mg de ibogaina por comprimido). Lambérene® era indicada como
estimulante fisico e mental, bem como em casos de depressdo, convalescenga, infecgdes e
astenia (GOUTAREL et al., 1993). Posteriormente, outra preparagdo contendo 40 mg do
extrato total de iboga e 10 mg de Atropa belladonna por capsula, denominada Iperton®,
foi comercializada como tonico e estimulante (POPIK et al., 1995b).

Apesar de ndo ser muito difundida nos EUA, ibogaina apareceu no mercado ilicito
de drogas na década de 60, o que fez com que em 1968 o governo federal americano
incluisse a ibogaina entre as substincias analogas ao acido lisérgico e certos estimulantes do
SNC, classificadas como "substdncias capazes de produzir dependéncia ou prejudicar a
saude humana"; mais tarde esta classificagdo passou a vigorar também em diversos paises
da Europa, como Franga e Bélgica (GOUTAREL et al., 1993). Em 1970 a Food and Drug
Administration (FDA) classificou a ibogaina entre as substincias “Schedule I (proibido
todo uso néo cientifico) (POPIK et al., 1995b).

Paralelamente, no inicio dos anos 60, o jovem americano Howard Lotsof, participou
de uma festa com amigos usuarios de drogas, na qual ibogaina foi consumida como
alucinogeno. Esta substincia despertou um interesse muito maior que o de uma simples

diversdo, pois Lotsof observou que os amigos que haviam experimentado a nova droga nao
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sentiram necessidade do uso de heroina, substincia da qual eram dependentes, e ndo
apresentaram quaisquer sinais de abstinéncia. Percebendo o potencial da nova descoberta,
Lotsof reuniu toda a documentagio disponivel sobre iboga e ibogaina e fundou a N.D.A.
International Inc., a fim de comercializar capsulas de cloridrato de ibogaina (sob o nome de
Endabuse®) para o tratamento de drogaditos (GOUTAREL et al., 1993). Lotsof obteve,
entre 1985 e 1992, cinco patentes para o uso de ibogaina na interrup¢do da dependéncia de
narcoticos (1985), anfetamina e cocaina (1986), alcool (1989), nicotina (1991) e para
dependéncia de multiplas drogas (1992) (LOTSOF, 1995). Tais patentes afirmam que uma
unica dose oral de ibogaina (4 a 25 mg/kg) interrompe a dependéncia de drogas, permitindo
aos pacientes viverem sem droga pelos 6 meses seguintes (GOUTAREL et al., 1993,
POPIK et al., 1995b). O tratamento interrompe os aspectos fisiologicos e psicologicos da
adicdo e elimina o desejo de usar drogas; uma série de 4 tratamentos foi citada como sendo
efetiva por aproximadamente 3 anos (SISKO, 1993; LOTSOF, 1995).

Segundo Lotsof (1995), a ibogaina ndo € um substituto para narcéticos ou
estimulantes e ndo vicia: € um interruptor da dependéncia quimica. A maioria dos pacientes
tratados pelo procedimento patenteado por Lotsof (que inclui administragdo unica de
ibogaina) (GOUTAREL et al., 1993) permanece livre da dependéncia quimica por um
periodo de 3 a 6 meses, sendo que em aproximadamente 10% dos casos o efeito se estende
por 2 anos ou mais. Outros 10 % voltaram ao uso de droga apenas duas semanas apds o
tratamento. Entre 30% e 35% dos pacientes tratados com sucesso tiveram numerosas
experiéncias mal sucedidas com outros tipos de tratamento (LOTSOF, 1995). Outros
estudos mostraram que a terapia com ibogaina resulta em 25% dos pacientes livre das
drogas e da compulsdo por seis meses, 40-50% s3o curados com auxilio adicional de

psicoterapia, e 20-30% retornam ao uso da droga no més seguinte ao tratamento (REGAN,
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1992 apud POPIK et al., 1995b). Ha indicagBes da eficacia do tratamento de dependéncia
de opidides e cocaina através de estudos pré-clinicos realizados por pesquisadores nos
Estados Unidos, Holanda e Canada (LOTSOF, 1995).

Quanto a eficacia no tratamento da dependéncia de alcool ou nicotina, ndo existem
estudos conclusivos (de todos os pacientes tratados com 1ibogaina, apenas um era
dependente somente de alcool). Os relatos mostram que em muitos destes casos a ingestao
de alcool diminuiu ou cessou. Todos os pacientes dependentes de nicotina também eram
dependentes de outras drogas, e ndo existem relatos relacionando especificamente o

abandono do uso de nicotina por estes pacientes (LOTSOF, 1995).

1.5.2. Acoes Farmacolégicas da Ibogaina
1.5.2.1. Estudos em Animais

Evidéncias de efetividade de ibogaina (2,5-40 mg/kg) em modelos animais de adi¢do
incluem observagdes de redugio da auto-administragdo de: morfina em ratos (GLICK et al.,
1991, 1992, 1994, 1996, DWORKIN et al., 1995) (em alguns animais este efeito foi
observado por varios dias) (GLICK et al., 1991), cocaina em ratos (CAPPENDIK &
DZOLIJIC 1993; GLICK et al., 1992, 1996) e camundongos (SERSHEN et al.,1994), e
alcool em ratos (REZVANI et al, 1995). O pré-tratamento com ibogaina inibiu a
estimulagdo locomotora induzida por morfina (MAISONNEUVE et al., 1992b), nicotina
(MAISONNEUVE et al, 1997a) e cocaina em camundongos (SERSHEN et al., 1992b).
No entanto, em ratos, os efeitos sdo contraditérios (bloqueio ou aumento da estimulagdo
locomotora induzida por cocaina), tanto em ratos tratados aguda quanto cronicamente com
cocaina (MAISONNEUVE & GLICK, 1992; BRODERICK et al., 1994; POPIK et al.,

1995b; SZUMLINSKI et al., 1999a,b). Efeitos opostos de ibogaina também té€m sido
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relatados para atividade locomotora induzida por d- anfetamina ou metanfetamina: inibigdo
da atividade locomotora em camundongos (SERSHEN et al, 1992a) e ratos
(BLACKBURN & SZUMLINSKI, 1997, SZUMLINSKI et al., 2000a) ou estimulagio da
atividade em ratos (MAISONNEUVE et al., 1992a; SERSHEN et al., 1992a).

Ibogaina (40-80 mg/kg, ip ou 4-16 pug/kg, icv) atenuou a sindrome de abstinéncia de
morfina precipitada por naloxona ou naltrexona em camundongos, ratos (DZOLIJIC et al.,
1988; GLICK et al., 1992; CAPPENDIJK et al., 1994; POPIK et al., 1995a) e macacos
(ACETO et al., 1990). Contudo estes resultados ndo foram replicados em ratos (SHARPE
& JAFFE; 1990) ou camundongos (FRANCES et al., 1992).

Ibogaina (40 mg/kg) atenuou a preferéncia por lugar induzida por anfetamina
(MOROZ et al, 1997). Contudo, em relagdo a morfina, ha relatos de atenuagiio da
preferéncia por lugar induzida por morfina (PARKER et al., 1995) ou auséncia de efeito da
ibogaina quanto a este pardmetro (LUXTON et al.,, 1996). Ibogaina per se nio possui
propriedades reforgadoras ou aversivas, e nfo afeta a preferéncia por lugar motivada por
outras drogas que ndo sio refor¢adoras.

Tremores no corpo e cabega, caracteristicamente produzidos por estimulagio
serotoninérgica, ocorrem em ratos apos a administragdo de ibogaina (SLOVITER et al,,
1980). Em um estudo comparativo entre o efeito estimulante de ibogainé e 2,5-dimetoxi- 4-
metilanfetamina (DOM, uma droga altamente seletiva para receptor serotoninérgico 5-
HT?2), ioimbina (estmturalrﬁente semelhante a ibogaina) e dietilamida do acido lisérgico
(LSD- um composto indolico agonista serotoninérgico ndo especifico) foi mostrado que o
efeito estimulante de ibogaina é muito similar aquele produzido pelo LSD (PALUMBO &
WINTER, 1992).

Estudos comportamentais em gatos e cdes também foram feitos. Apos administragio
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intravenosa de ibogaina (2-10 mg/kg), os animais apresentaram excitagfio, dilatacdo da
pupila, piloeregio e tremor. Este estado dura entre 1-2 horas. Em cies, a ibogaina causa um

aumento na pressdo sanguinea e um aumento na frequéncia cardiaca (POPIK et al., 1995b).

1.5.2.2. A¢des farmacolégicas em Humanos

Vérias ages psicotropicas da ibogaina foram relatadas. Estas agGes sdo dependentes
da dose. Altas doses do extrato bruto de Tabernanthe iboga causa excitagio, sensagio de
embriaguez, confusdo mental e alucinagGes. O extrato total de iboga é um estimulante
central € em altas doses pode levar a convulsGes e parada respiratoria. Os efeitos
cardiovasculares incluem alteragGes na pressdo sangiiinea e potenciagio na resposta
pressora da adrenalina. As a¢des do extrato bruto, que inclui outros alcaloides, podem ser
diferentes daquelas da ibogaina (POPIK et al., 1995b)

Referéncias as propriedades alucingenas da ibogaina, em rituais de iniciagdo, na
Africa, nos quais grande quantidade das raizes eram mastigadas, indicam que o pico dos
efeitos ocorre cerca de 2 horas apos a administragdo da droga, nfo sendo relatados efeitos
subseqiientes como exaustio ou depressio (GOUTAREL et al., 1993; POPIK et al,
1995b). Por apresentar atividade psicoativa, foi explorada a possibilidade do uso deste
alcaloide para facilitar a psicoterapia. Claudio Naranjo, um psicoterapeuta chileno, observou
40 sessOes utilizando ibogaina (4-5 mg/kg) em 30 pacientes e relatou que “o estado
psiquico assim induzido pode ser descrito como um estado semelhante a um sonho sem
perda de consciéncia” (GOUTAREL et al., 1993).

Os efeitos do tratamento com ibogaina sdo observados em trés etapas distintas:
efeitos agudos, intermediarios e a longo prazo (LOTSOF, 1995). Os efeitos agudos

observados durante o tratamento sio divididos em trés estagios (GOUTAREL et al., 1993):
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as primeiras reagdes s3o usualmente notadas dentro de 20 a 45 minutos apos a
administragdo oral, sendo que a primeira indica¢do dos efeitos da ibogaina € o relato de
insensibilidade da pele, presenga de zumbidos e oscilagBes sonoras, € a percepgido de que os
objetos parecem vibrar intensamente. O paciente tenta manter-se deitado, e quando tenta
andar, apresenta sinais de ataxia, nauseas e vomito. Os efeitos totais sdo notados dentro de
duas a duas horas e meia apds ingestdo via oral. Um dos principais efeitos durante esta
primeira fase € a produgio de um estado que simula um sonho, com o paciente acordado e
preservada a capacidade de responder a questionamentos que lhe sejam feitos.
Normalmente n3o sentem vontade de falar, preferindo dar atengdo as visGes que estdo
experimentando (LOTSOF, 1995). Estas visbes sio como um “flash back™: situagGes
importantes da vida, da infancia sdo vistas como num filme passando em alta velocidade
(GOUTAREL et al, 1993; LOTSOF, 1995; POPIK et al.1995b), com as primeiras visdes
aparecendo uma hora ap6s a administragdo da ibogaina. O segundo estagio é chamado de
fase cognitiva, porque o paciente faz uma avaliagdo de suas experiéncias passadas, revividas
através das visOes. Esta fase ocorre logo apos a etapa das visdes que, geralmente acaba
abruptamente dentro de 3-5 horas. Referindo-se as visdes que ocorrem durante o
tratamento com ibogaina, a Dra. Debora Mash (Universidade de Miami) diz: “existem
profundas experiéncias associadas com ibogaina que podem ser transformadoras da vida”
(MORRIS, 1999). Esta avaliagdo parece levar o paciente a modificar seu comportamento e
interromper o uso das drogas (GOUTAREL et al., 1993). Ja nesta etapa percebe-se uma
atenuagdo dos sintomas da sindrome de abstinéncia (LOTSOF, 1995). No terceiro estagio,
o individuo permanece acordado por mais de 20 horas, dorme por um curto periodo (cerca
de duas horas) e acorda em Otima forma e sentindo ndo necessitar mais de drogas

(GOUTAREL et al., 1993). Ha uma interrupgdo da compulsdo pela droga & qual o paciente
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¢ dependente, este efeito € percebido pelo paciente cerca de 48-72 horas apds a
administragdo da ibogaina, contudo, o terapeuta normalmente percebe a auséncia da
compulsio entre 45 min a4 1 hora e meia apés a administragdo da ibogaina (LOTSOF,
1995).

Pode-se dizer que ibogaina induz a liberacdo de memoérias reprimidas, € que a
reavaliacdo intelectual das memorias eventualmente leva a integracdo de novas idéias a
personalidade e conduta do paciente (REGAN, 1992 apud POPIK et al., 1995b). Embora a
eficacia clinica ainda ndo tenha sido rigorosamente avaliada, o interesse na pesquisa de
ibogaina no tratamento da drogadi¢do tém crescido nos ultimos anos, gerando estudos
clinicos sobre seguranga e eficacia (POPIK et al., 1995b).

SHEPPARD (1994) documentou os efeitos a longo prazo de ibogaina no consumo
de opidides, nas semanas e meses subseqiientes & administragdo de ibogaina a 7 dependentes
de heroina. Foi administrada uma Gnica dose, que variou de 700-1800 mg de ibogaina; ao
final de 24-38 horas, nenhum dos pacientes apresentou sinais significativos de sindrome de
abstinéncia. Apenas um deles parou completamente com o uso de heroina; outros 3
permaneceram sem usar a droga por 14 ou mais semanas apOs O tratamento; os trés
restantes tiveram recaidas dentro de 2 dias a poucas semanas poOs-tratamento.

Apesar das evidéncias clinicas, os mecanismos pelos quais a ibogaina interfere na
dependéncia e sindrome de abstinéncia de drogas ainda nfo foram esclarecidos.
1.5.2.3. Farmacocinética da Ibogaina

Os relatos dos efeitos a longo prazo de ibogaina em humanos apés uma tnica dose,
juntamente com os efeitos persistentes em modelos de autoadministragio em animais,
sugeriram que ibogaina pudesse ter um metabdlito ativo com uma meia-vida mais longa, ja

que a meia-vida de ibogaina é cerca de 1 hora, em ratos, e fica indetectavel dentro de 12
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horas (DHAHIR et al., 1971; GLICK et al., 1991; POPIK et al., 1995b). Foi identificado

um unico metabdlito primario em amostras de sangue de ratos, primatas e humanos

(HEARN et al, 1995, MASH et al, 1995), a 12-hidroxiibogamina (noribogaina). Mais

recentemente foi caracterizada a formag8o deste metabolito no figado, através do sistema

microssomal, pelo citocromo P4502D6 (OBACH et al, 1998).

As concentragdes de ibogaina detectadas no cérebro, sangue e outros tecidos de

roedores, variam muito entre os estudos de acordo com o método utilizado. Na tabela 1

pode-se observar alguns destes resultados.

Tabela 1: Concentragdes de ibogaina em varios tecidos corporais

Animal Dose (viade | Tempo ap6s | Tecido | Concentragio | Referéncia
adm) administragdo | analisado | encontrada
Camundongo | 10mg/kg (iv) 10s 'Cérebro | ~ 133 uM rZetler et al,
1972
Rata 40 mg/kg (ip) |1h Cérebro 3,26 ug/g Gallagher et
al., 1995
19h 0,19 ug/g
Rata 40 mg/kg (ip) |1h Cérebro |10 uM Hough et al.,
1996
12h 0,2 uM
Rata 40 mg/kg (ip) |1h Tecido 20 uM Hough et al.,
adiposo 1996
12h 0,8 UM
Rata 40mg/kg (sc) 1h Cérebro |40 uM Hough et al.,
1996
12h 2 uM
Rata 40mg/kg (sc) 1h Tecido 50 uM ‘Hough et al.,
adiposo 1996
12h 5uM
Rato 50mg/kg (oral) Cérebro |Faixa de 4 — 17 | Staley et al,,
uM 1996
Rato 40 mg/kg (ip) |1h Cérebro |6 uM Pearl et al,
5h 0,9 uM 1997
1%h 0,2 uM
Rata 40 mg/kg (ip) |1h Cérebro |10 uM Pearl et al,
5h 1 uM 1997
19h 0,7 UM

25



Introducio

Pode-se notar que existem diferengas nas concentragdes encontradas entre sexo,
quando o tratamento e a espécie animal foram as mesmas (PEARL et al., 1997). De acordo
com os estudos de HOUGH et al. (1996, 2000) a ibogaina se deposita no tecido adiposo;
isto esta de acordo com a natureza lipofilica desta droga e este seqiiestro no tecido adiposo
tem sido sugerido como uma das causas da longa duragdo de a¢do desta droga. Também foi
observado que ibogaina sofre metabolismo de primeira passagem ja que as concentragdes
encontradas ap6s administragdo por via intraperitoneal sio bem menores do que aquelas
encontradas por via subcutdnea, quando comparadas nos mesmos tempos.

Algumas medidas farmacocinéticas tem sido obtidas apos uma tGnica dose de
ibogaina em humanos (em pacientes voluntarios). Com a administragdo de 600 e 800 mg/kg
de ibogaina a dois pacientes do sexo masculino, o pico da concentragio da droga na
corrente sangiiinea ocorreu apos quatro horas; foram encontradas concentragdes de 600 e
1250 ng/ml respectivamente. O tempo requerido para a eliminag¢do (>90%) de ibogaina foi
de 24 h. A concentragio do metabdlito, noribogaina, ainda permanecia alta (na faixa de 800
ng/ml) 24 h apds a administragio. Uma paciente dependente de opidide, tratada com uma
unica dose oral de 500 mg/kg de ibogaina teve niveis muito baixos de ibogaina no sangue;
entretanto, o nivel de metabdlito foi comparavel aquele visto nos pacientes do sexo
masculino, que receberam altas doses (MASH et al., 1998). Estes resultados ja tinham sido
previamente observados em roedores, onde a concentracdo de noribogaina em ratas foi
maior no cérebro e no sangue 1, 5 e 19 horas apos a administragio quando comparada aos
ratos com o mesmo tratamento (PEARL et al., 1997).

Varios estudos em animais tém sido feitos com noribogaina, a fim de determinar o
seu perfil farmacologico. Foi encontrado que noribogaina (40 mg/kg, ip), de maneira

semelhante a ibogaina (40 mg/kg, ip), diminui a auto-administragdo de morfina e cocaina,
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reduz o efeito estimulante locomotor de morfina e diminui os niveis extracelulares de

dopamina no nicleo acumbens e estriado de ratos. Contudo, diferente de ibogaina,

noribogaina ndo induziu tremores (GLICK et al., 1996).

1.5.2.4. Acéo de Ibogaina na Neurotransmissio Central

Além dos estudos comportamentais, o perfil farmacoldgico de ibogaina tem também

sido estudado através de ensaios de ligagdo com neuroreceptores. Estes estudos mostraram

que ibogaina age, com diferentes afinidades, sobre varios sistemas de neurotransmissores.

Na tabela 2 pode-se observar as multiplas propriedades da ibogaina no SNC.

Tabela 2: Sitios e mecanismos de a¢do de ibogaina no sistema nervoso central

Sistema Mecanismo Referéncia
Neurotransmissor V
Colinérgico Inibidor n3o competitivo de|Benwel et al., 1996; Schneider et
receptor nicotinico, inibidor de :al., 1996, Badio et al., 1997
liberagdo de catecolaminas|Maisonneuve et al., 1997a, Mah
mediada por receptor nicotinico | et al., 1998; Fryer & Lukas, 1999
Glutamatérgico Antagonista de receptor |Popik et al., 1994, 1995a; Mash
NMDA et al., 1995; Chen et al., 1996,
Staley et al., 1996, Sweetnam et
al., 1995; Itzhak &AL, 1998
Opidide Agonista de receptor ¥ Deecher et al., 1992; Pearl et al.,
Agonista de receptor p 1995b, Sweetnam et al., 1995
Sigma Agonista de receptor sigma, Bowen et al., 1995; Mach et al.,
1995
Dopaminérgico Inibidor de transportador Mash et al,, 1995; Staley et al,
1996, Wells et al., 1999
Serotoninérgico Inibidor de transportador Mash et al, 1995; Staley et al,

1996
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A maioria dos estudos citados na tabela 2 foram feitos em tecidos cerebrais de
roedores; entretanto, foi utilizado também tecido de cérebro humano (MASH et al., 1995)
nos estudos do efeito de ibogaina no receptor NMDA.

O metabdlito de ibogaina, noribogaina, também foi avaliado em alguns destes
sistemas. Foi demonstrado que noribogaina tem uma afinidade maior por receptores | € x-
opidide do que aquela vista com ibogaina (STALEY et al., 1996; PEARL et al, 1995a;
GLICK & MAISONNEUVE, 1998; PABLO & MASH, 1998), no sistema glutamatérgico
teve uma afinidade menor pelo receptor NMDA (MASH et al., 1995; LAYER et al., 1996)
e na ligacdo ao transportador de dopamina e serotonina, noribogaina apresentou afinidade
semelhante a ibogaina (STALEY et al., 1996; GLICK & MAISONNEUVE, 1998).

Como visto anteriormente, o sistema dopaminérgico tem sido implicado nas
propriedades refor¢adoras de varias drogas de abuso. A administragdo aguda de varias
drogas de abuso aumentam os niveis de dopamina extracelular no niucleo acumbens ¢ em
menor quantidade no estriado (DI CHIARA & IMPERATO, 1988). Também tem sido
mostrado que anfetamina e cocaina podem aumentar o nivel extracelular de dopamina no
cortex pré-frontal (MAISONNEUVE et al., 1990). O mecanismo pelo qual estas drogas
aumentam os niveis de dopamina difere para cada droga: anfetamina aumenta
prihcipalmente a liberagio de dopamina, cocaina bloqueia a recaptagdo de dopamina,
rﬁorﬁna, nicotina e etanol aumentam o disparo neuronal dopaminérgico (DI CHIARA &
IMPERATO, 1988). Entretanto o efeito de ibogaina no sistema dopaminérgico nfo ¢ claro.
Muitos estudos tem mostrado que ibogaina pode aumentar (MAISONNEUVE & GLICK;
1992; MAISONNEUVE et al., 1992; GLICK et al., 1993), diminuir (PEARL et al., 1995b,
1996) ou nio afetar (SERSHEN et al., 1995, FRENCH et al., 1996, SZUMLINSKI et al,,

2000b) a estimulagdo da liberagdo de dopamina induzida por cocaina, anfetamina ou
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morfina.

Outros estudos tem demonstrado que ibogaina “per se” pode alterar a liberagio de
dopamina: em altas doses, aumenta e em baixas doses diminui os niveis de dopamina (ALI
et al.,, 1996; REID et al., 1996; BAUMANN et al., 1998, 2000). Porém, FRENCH et al.
(1996), mostraram que ibogaina ndo alterou a -atividade espontinea de neurdnios
dopaminérgicos na area tegmental ventral. O efeito de ibogaina nos niveis de metabdlitos da
dopamina, também é controverso. Foi mostrado que ibogaina deprime os niveis dos
metabolitos 3,4-acido dihidroxifenilacético (DOPAC) e acido homovanilico (HVA) em
certas areas do cérebro por mais de 19 horas apos a administragio (MAISONNEUVE et al,
1991) ou aumenta estes metabolitos no estriado, bulbo olfatério e hipotalamo de ratos
(BAUMANN et al., 1998, 2000). A Ibogaina nio tem agdo direta em receptores
dopaminérgicos (D1 e D2). Quanto ao transporte de dopamina, BRODERICK et al., 1992
Apud POPIK et al., 1995 mostraram que a ibogaina nfo altera a captagdo de dopamina em
sinaptossomas, enquanto WELLS et al. (1999) mostraram que ibogaina inibe o transporte
de dopamina no cérebro, porém numa concentragdo micromolar, onde ja ha afinidade por
outros sistemas de neurotransmissores. Neste caso, se o efeito antiaditivo de ibogaina
ocorre nesta faixa de concentragio, este efeito pode ser devido a agdo em varios sistemas de
neurotransmissores, n3o s6 no sistema dopaminérgico.

A semelhanga estrutural entre ibogaina e LSD, gerou varios estudos do efeito de
ibogaina no sistema serotoninérgico. Os resultados dos estudos de unidio especifica de
ibogaina com receptores serotoninérgicos sdo contraditorios: alguns autores relataram
afinidade (SWEETNAM et al,, 1995) e outros ndo encontraram afinidade alguma de
ibogaina por receptores serotoninérgicos (DEECHER et al., 1992; STALEY et al., 1996).

Os resultados de estudos de discriminagdo de drogas com LSD e outros agonistas
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serotoninérgicos, também tém sido conflitantes (PALUMBO & WINTER, 1992;
SCHECHTER & GORDON, 1993; HELSLEY et al., 1997b, 1998 b,c, 1999; WINTER et
al., 1999), mas a maioria demonstra que pode existir uma generalizagiio parcial entre
ibogaina e LSD ou outros agonistas serotoninérgicos.

A ibogaina aumenta os niveis de serotonina no nucleo acumbens e estriado. Foi
sugerido que ibogaina pode inibir a recaptag@o e estimular a liberagdo de serotonina (WEI
et al., 1998). O efeito de ibogaina no aumento dos niveis extracelulares de serotonina
parece ser transitorio (dura em torno de 3 horas). Embora ALI et al. (1996) tenham
encontrado uma diminui¢do dos niveis de serotonina no estriado, 1 h ap6s a administragio
de ibogaina, foi sugerido que efeitos a curto prazo de ibogaina, tais como a diminui¢do na
ingesta de alcool e o efeito alucinégeno, manifestados nas primeiras horas apds o
tratamento com ibogaina em humanos, possa ser mediado por este aumento de serotonina
(GLICK & MAISONNEUVE, 1998; WEI et al., 1998).

A ibogaina diminui os niveis do principal metabolito de serotonina, acido-5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) no cortex cerebral, hipocampo e bulbo olfatério de
camundongos (SERSHEN et al., 1992b; ALI et al., 1996).

No sistema opidide, a noribogaina teve maior afinidade pelos receptores u e x-
opidide do que a ibogaina. Tem sido sugeridlo que o metabdlito possa estar mais
morfina, j4 que noribogaina estimulou a unidio especifica de guanilil 5’y-[**S]tio]-trifosfato
([*’S1IGTPyS), demonstrando que o metabolito funciona como agonista de receptor p
(PABLO & MASH, 1998). Virios estudos tem avaliado o efeito de ibogaina e noribogaina
(destituidos de atividade analgésica) (ACETO et al., 1990, CAO & BHARGAVA, 1997) na

acdo antinociceptiva de morfina e outros agonistas de receptores p, k¥ e 8, em
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camundongos. Tem sido demonstrado que ibogaina e noribogaina aumentam a
antinocicep¢do induzida por morfina (BAGAL et al., 1996), mas nfo modificou o efeito
antinociceptivo de agonistas de receptores x € 6 (BHARGAVA et al., 1997). Em estudos de
tolerancia ao efeito antinociceptivo de morfina em camundongos, foi mostrado que tanto
ibogaina quanto noribogaina atenuam tolerdncia ao efeito antinociceptivo induzida por
morfina em camundongos (BHARGAVA & CAO, 1997, SHARMA & BHARGAVA,
1998) e que este efeito € seletivamente mediado por receptores p-opidide (CAO &
BHARGAVA, 1997). Levando-se em consideragdo que doses menores de noribogaina em
relacdo a ibogaina sdo eficazes no bloqueio da tolerdncia & morfina, sugeriu-se que o efeito
de ibogaina possa ser mediado pela conversido ao metabolito (BHARGAVA & CAO, 1997).
Também tem sido especulado que o efeito de ibogaina na sindrome de abstinéncia de
opiodide n3o esteja relacionado com sua agdo em receptores opidides, mas sim por potenciar
os efeitos intracelulares da morfina. Esta hipotese € baseada nos resultados obtidos em
experimentos que determinam a atividade da enzima adenilato ciclase: quando se adiciona a
preparagdo somente ibogaina ou noribogaina a atividade da enzima nio é afetada, mas a
adi¢do de ambos compostos aumenta significativamente a inibi¢do da atividade da enzima.
Esta potencia¢do foi observada quando a atividade da adenilato ciclase foi inibida por
morfina e também por serotonina (RABIN & WINTER, 1996).

A propriedade da ibogaina de inibir o receptor colinérgico nicotinico € a
consequente inibigdo da liberagdo de catecolaminas tem sido considerada relevante,
principalmente no que se refere ao efeito antiaditivo e a possibilidade de inibir o refor¢o
produzido pela nicotina (BADIO et al., 1997, BENWELL et al., 1996; SCHNEIDER et al.,
1996; MAISONNEUVE et al., 1997a; MAH et al., 1998; FRYER & LUKAS, 1999) .

Tem merecido especial atengdo a propriedade de ibogaina em atuar como
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antagonista glutamatérgico e as implicagdes disso para suas propriedades antiaditivas. Foi
demonstrado que ibogaina ¢ um inibidor competitivo da unido especifica de [’H] MK-801 e
PH]TCP ao receptor NMDA (POPIK et al, 1994, 1995a; MASH et al, 1995;
SWEETNAN et al., 1996; STALEY et al., 1996, ITZHAK & ALI 1998). Também tem
sido demonstrado que ibogaina ndo se liga em outros sitios do receptor NMDA, nem em
receptores glutamatérgicos nio-NMDA (ITZHAK & ALIL 1998). Varios estudos tem
indicado a similaridade do efeito entre a ibogaina e os antagonistas ndo-competitivos de
receptor NMDA. Em um modelo de discrimina¢do de drogas em ratos, ibogaina (DEso 64,9
mg/kg) substituiu MK-801 como um estimulo discriminativo (POPIK et al., 1995a).
Ibogaina (100 mg/kg) inibiu 75% das convulses induzidas por NMDA (GETER-
DOUGLASS & WITKIN, 1999) e bloqueou parcialmente a letalidade induzida por NMDA
(CHEN et al. 1996). Ibogaina inibe a sindrome de abstinéncia precipitada por naloxona em
camundongos dependentes de morfina, e esta inibigo € revertida por glicina (POPIK et al.,
1995a). Além disso, a ibogaina bloqueia a morte celular induzida por glutamato em
culturas de neurdnios (POPIK et al., 1995a). Adicionalmente foi demonstrado que a
ibogaina bloqueia a despolarizagdo induzida por NMDA em neur6nios motores isolados da
medula espinhal de rds (MASH et al., 1995). Através de estudos eletrofisiologicos, em
culturas de neurOnios hipocampais de ratos, foi demonstrado que a ibogaina produz um
bloqueio da corrente mediada por receptores NMDA (POPIK et al., 1995a; CHEN et al,,
1996). Alguns estudos comparativos entre os efeitos de ibogaina e MK-801 na transmiss@o
dopaminérgica e na secre¢do de corticosterona e prolactina ndo tem demonstrado um
mimetismo entre estas duas drogas. Ibogaina provocou inibigdo dos niveis de dopamina e
aumento dos metabolitos DOPAC e HVA no estriado, bulbo olfatério e hipotalamo de

ratos, enquanto MK-801 aumentou discretamente o nivel de dopamina e metabolitos
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somente em algumas regides. Quanto ao efeito neuroendécrino, tanto MK-801 quanto
ibogaina aumentaram a secre¢@o de corticosterona, mas somente ibogaina aumentou a
secregd@o de prolactina no plasma de ratos (BAUMANN et al., 1998, 2000).

O fato de ibogaina inibir a unifio especifica de ["HJTCP (um analogo da fenciclidina)
levou & hipdtese de que os efeitos de ibogaina semelhantes a fenciclidina (tais como
alucinagdes) possa estar relacionado com esta propriedade. Porém, alguns estudos de
discrimina¢do de drogas mostraram que ibogaina n3o substituiu fenciclidina como estimulo
discriminativo, dissociando os efeitos comportamentais agudos de ibogaina da ligacdo ao
sitio de fenciclidina no receptor NMDA (HELSLEY et al., 1998a; JONES et al., 1998).

A administragdo aguda de ibogaina induziu a expressdo dos genes egr-/ e c-fos no
cérebro de camundongos. Tem sido especulado que este efeito pode ser conseqiiéncia do
bloqueio de receptores NMDA (ALI et al., 1999).

Embora todos os mecanismos propostos até hoje meregam investigagdes adicionais,
acredita-se que o perfil farmacologico de ibogaina (incluindo o seu putativo efeito
andiaditivo) é provavelmente resultado da interagdo com multiplos locais de a¢do (POPIK
et al., 1995b; SWEETNAM et al., 1995; STALEY et al., 1996; MASH et al., 1998, GLICK

& MAISONNEUVE, 1998)

1.5.2.5. Ibogaina e Neurotoxicidade

Tem sido demonstrado que a ibogaina nfo precipita sinais de sindrome de
abstinéncia ou causa dependéncia (ACETO et al., 1990). Porém, desde que O’HEARN et
al. (1993, 1995) mostraram que a ibogaina (100 mg/kg ou 3 doses de 100 mg/kg) causa
degeneragdo de células de Purkinje no cerebelo de ratos, varios estudos tém sido

conduzidos para avaliar a neurotoxicidade deste composto. Além disso, O’HEARN &
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MOLLIVER (1997) sugeriram que a ativagdo de neurdnios do complexo olivar inferior
levam 3 liberagdo de glutamato nos terminais das fibras trepadeiras distribuidas na superficie
das células de Purkinje; esta liberagdo excessiva de glutamato é que provocaria a morte
destas células.

O’CALLAGHAN et al. (1996) avaliaram o efeito de ibogaina administrada aguda
(50, 100 ou 150 mg/kg, ip — 1 vez ao dia/3 dias) e cronicamente (25, 75 ou 150 mg/kg, via
oral — 1 vez ao dia/14 dias) em ratos machos e fémeas. Os resultados mostraram que a
administragdo de ibogaina causou astrogliose dose-dependente e que este efeito se estendeu
por outras areas do cérebro além do verme cerebelar. Apds o tratamento agudo, a
astrogliose foi verificada tanto em fémeas quanto em machos; porém, apds o tratamento
cronico, a astrogliose foi 200 vezes maior nas fémeas do que nos machos, demonstrando
que este efeito, além de dependente da dose, também é dependente do sexo. O efeito
neurotoxico de ibogaina parece ser também dependente da espécie avaliada: SCALLET et
al. (1996) mostraram que apos o tratamento com ibogaina (100 mg/kg) foi observada
neurotoxicidade apenas nos ratos, € ndo em camundongos. Estudos em primatas ndo
mostraram dano neuropatoldgico, apos a administragdo por 5 dias de ibogaina (25 mg/kg,
via oral ou 100mg/kg, sc ) (MASH et al., 1998).

Doses menores de ibogaina (40 mg/kg), mais relacionadas com o efeito antiaditivo
em roedores, também foram testadas em ratos e os resultados mostraram que nesta dose
ibogaina ndo causa degeneragdo de células de Purkinje no cerebelo. Os autores sugerem que
ndo existe relacdo entre as propriedades neurodegenerativas e antiaditivas da ibogaina
(MOLINARI et al., 1996). Confirmando estes resultados XU et al. (2000) ndo encontraram
degeneracdo de células de Purkinje ou astrogliose em ratos tratados com ibogaina (25 ou 50

mg/kg, ip- administragdo Unica), mas confirmaram o efeito neurotéxico nas doses de 75 e
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100 mg/kg. Em um tratamento cronico com ibogaina (10 mg/kg, ip- por 60 dias) em ratos
n@o foi observada degenerag@o de células de Purkinje (HELSLEY et al., 1997a).

Em humanos existem dados sobre a avaliagdo da toxicidade de ibogaina através de
acompanhamento de pacientes tratados sob condig¢bes controladas. Trés pacientes
dependentes de cocaina (intranasal, intavenosa ou crack), dois deles também dependentes
de alcool e um de heroina, foram tratados com capsula de cloridrato de ibogaina (20-25
mg/kg), no Centro Médico Paitilla, no Panama. O monitoramento dos pacientes incluiu
exame medico e psiquiatrico, bem como exames laboratoriais, eletroencefalograma (EEG-
exame intermitente, durante 24 h) e eletrocardiograma (ECG). Na avaliagdo neuroldgica foi
detectada uma disfungo cerebelar em todos os pacientes dentro de 2 horas, a qual foi
expressa como nistagmo, tremor sem dismetria e ataxia, podendo ocorrer nausea induzida
pelo movimento e vOmito. Os sinais diminuiram, mas permaneceram até 8 horas apos o
tratamento. Ndo foram observados sintomas de ansiedade. O EEG e o ECG foram normais
e nenhuma anormalidade médica foi observada durante e apds o tratamento. Apds 24 h
todos os exames neurologicos foram normais e os pacientes n3o apresentaram sinais de
abstinéncia ou compulsdo (LUCIANO, 1998).

Em outros relatos de monitoramento clinico de 30 pacientes dependentes de drogas
e tratados com ibogaina (500, 600 ou 800 mg), também ndo foram verificadas alteragdes
importantes, com exce¢do de nauseas e tremor logo apés a administragio (MASH et al,,
1998).

Existem relatos de morte de algumas pacientes tratadas com ibogaina. Na Holanda,
faleceu uma paciente que estava em tratamento para dependéncia quimica; a causa da morte
ndo foi determinada, e os niveis de ibogaina encontrados no sangue (0,75 mg/l) ndo tem

sido relacionados com concentragdes tOxicas em animais e/ou humanos (ALPER et al,
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1999). Na Europa, ocorreu a morte de uma paciente suica que recebeu ibogaina numa
sessdo de psicoterapia (LOTSOF, 1995). Mais recentemente, em um Hospital do Panama,
ocorreu a morte de uma paciente que estava sob tratamento com ibogaina. Antes de
comegar o tratamento a paciente teve um diagnéstico que, segundo MASH et al. (1998)
incluia: “dependéncia para opidides e cocaina; amenorréia ha 11 meses; histéria de asma;
tlcera péptica e hipertensdo. A paciente recebeu 4 doses de ibogaina (entre 10 e 30 mg/kg)
num periodo de 15 meses. O quadro clinico da paciente revelava uma hipercoagulagio
generalizada, levando a um processo trombdtico resultando na oclusio da artéria
mesentérica e morte. Este processo foi associado a um provavel quadro infeccioso”.
Embora tenha sido demonstrado que a morte da paciente ndo estava necessariamente
relacionada ao uso de ibogaina, este fato associado aos relatos das outras mortes e somado
a possibilidade de ibogaina causar toxicidade cerebelar, fazem com que exista uma grande
preocupag@o por parte da FDA e do NIDA (EUA), quanto a possivel introdugio de
ibogaina na terapéutica. Por conta destes relatos a FDA excluiu as mulheres de testes

clinicos que seriam feitos na Universidade de Miami (LOTSOF, 1995; ALPER et al., 1999).
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1. 6. OBJETIVOS

Considerando: 1) a importdncia da busca por novos medicamentos que sejam
comprovadamente eficazes no tratamento da dependéncia de drogas; ii) que antagonistas de
receptor NMDA tem sido explorados como novas e promissoras alternativas para o
tratamento de dependéncia e que a ibogaina é um antagonista NMDA; iii) que estudos
clinicos sugerem que uma tnica dose de ibogaina interrompe os aspectos fisiologicos e
psicologicos da sindrome de abstinéncia e elimina a compulsdo por longos periodos de
tempo; iv) que os estudos experimentais indicam que ibogaina de fato interfere na
dependéncia e abstinéncia de varias drogas ; v) que as bases neuroquimicas da alegada
atividade antiaditiva da ibogaina ainda ndo estio esclarecidas; e vi) que tem sido sugerido
que a neurotoxicidade causada por altas doses de ibogaina possa estar associada a uma
hiperestimulag@io do sistema glutamatérgico; o objetivo principal desta tese foi contribuir
para o esclarecimento do mecanismo de agio antiaditivo e neurotoxico da ibogaina,
focalizando o sistema glutamatérgico e as interagdes com os receptores NMDA in vivo e in

Vitro.

Para tanto foram estabelecidos os seguintes objetivos especificos:

1) avaliar a participagdo dos receptores NMDA no efeito a longo prazo da ibogaina:
a) investigando o curso do efeito da ibogaina em convulsdes induzidas por NMDA,;

b) investigando o curso do efeito da ibogaina na unifio especifica de [’H] MK-801

em membranas de cortex cerebral de camundongos.
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2) contribuir para o esclarecimento do mecanismo de agio da ibogaina na dependéncia de

morfina:

a) comparando o efeito da ibogaina e MK-801 na expressdo de abstinéncia

precipitada por naloxona em camundongos dependentes de morfina,

b) verificando o efeito da ibogaina na unidio especifica de [’H] MK-801 em

membranas de cortex cerebral de camundongos abstinentes de morfina.
3) avaliar o potencial neurotéxico da ibogaina:

a) investigando o efeito da ibogaina na liberagdo e captacdo de glutamato em

preparacgdes de sinaptossomas de cortex cerebral e cerebelo de camundongos e

ratos;

b) investigando o efeito da ibogaina na captagio de glutamato em culturas de

astrocitos de cortex cerebral de camundongos e ratos.
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Abstract

Ibogaine (ibo) is an alkaloid with putative antiaddictive properties, attenuating opiates
dependénce and withdrawal. Ibogaine acts as a non competitive NMDA antagonist, and
NMDA receptors have been implicated in the physiological basis of drug addiction. The
purpose of this study was to evaluate the effects of ibogaine in the naloxone-induced
withdrawal syndrome in morphine dependent mice. Jumping was significantly (p<0.01)
inhibited by ibo (40 and 80 mg/kg 64.2% and 96.9% inhibition, respectively) and MK-801
(0.15 and 0.30 mg/kg, 67.3 and 97.7% inhibition, respectively). Co-administration of lower
doses of ibo and MK-801 results in 94.7% inhibition of jumping, comparable to the effects
of higher doses of either ibo or MK-801. Ibogaine also significantly inhibited NMDA-
induced jumping when given 30min (but not 24 h) prior to NMDA. There were no
significant differences in [’HJMK-801 binding to cortical membranes from naive animals,
‘morphine der;endent animals, morphine dependent animals treate& with ibogaine or MK-
' 801. This study provides further evidence that ibogaine does have an inhibitory effect on
~opiate withdrawal symptoms, and suggests that during morphine withdrawal there is an

ibogaine sensitive functional and transitory alteration of NMDA receptor.

Key words: ibogaine, morphine withdrawal, NMDA-receptor, [°’H] MK-801 binding
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Introduction

Detoxification is a necessary step in treating opioid dependence, usually through the use
of pharmacologically equivalent morphine agonists such as methadone (Alper et al, 1999;
Bisaga and Popik, 2000). These morphine agonists are selected for their ability to
counteract symptoms of withdrawal syndrome, their long-lasting effect, and by the their
lack of marked reinforcing properties (Wolf, 1998). However, despite somewhat adequate
management of abstinence, relapse rates remain unacceptably high (Bisaga and Popik,
2000).

Ibogaine is an indole alkaloid, extracted from the African shrub Tabernanthe iboga , with
putative antiaddictive properties (Popik et al, 1995b). Anecdotal reports, as well as
uncontrolled clinical data, suggest that a single dose of ibogaine given to subjects
dependent on opioids and cocaine resulted in minimal or no withdrawal symptoms and
decreased drug craving for extended periods of time (Sisko, 1993; Lotsof, 1995; Mash et al,
1998). In support of these findings, studies with rodents have indicated.that ibogaine can
interfere with dependence and withdrawal associated with substances of abuse, including
cocaine and morphine (Glick et al, 1991, Popik et al, 1995b).

While the neurochemical basis for the putative antiaddictive properties of ibogaine
remain unclear, several reports have shown that at pharmacologically relevant
concentrations, ibogaine acts as an N-methyl-D-aspartate (NMDA), ionotropic glutamate
receptor subtype antagonist; specifically ibogaine competitively inhibits [PHIMK801 and
[PH]JTCP binding to NMDA receptors (Mash et al., 1995; Popik et al., 1994, 1995a;

Sweetnam et al., 1995; Layer et al., 1996, Staley et al., 1996), blocks glutamate-induced
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cell death (Popik et al., 1995a), and produces a blockade of NMDA-mediated currents in a
voltage-dependent manner (Mash et al., 1995; Popik et al., 1995a; Chen et al., 1996).

Inasmuch as the NMDA receptors have been implicated in the physiological basis of drug
addiction, as well as in long lasting plastic changes in neuronal function, this property may
be relevant to the putative ibogaine antiaddictive activity. It has been shown that NMDA
antagonists attenuate or reverse the development, maintenance and express;,ion of the
pathophisiological process common to all drugs of abuse including opiates (Trujilo and
-Akil, 1995, Popik and Danysz, 1997, Bisaga and Popik, 2000). Accordingly, ibogaine
substitutes for MK-801 in drug discrimination paradigms, and the ability of ibogaine to
attenuate naloxone-precipitated jumping in morphine-dependent mice is abolished by
glycine (Popik et al., 1995a).

In order to verify if persistent changes in NMDA receptors could be shown in vivo and in
vitro after a single administration of ibogaine we recently examined the time course of
ibogaine effects on NMDA-induced seizures and on ["HJMK-801 binding in mice cortex
membranes (Leal et al, 2000). Ibogaine (80 mg/kg, ip) was effective in inhibiting
convulsions induced by NMDA at 24 and 72 hours post administration. Likewise, [°H]
MK-801 binding was significantly decreased at 24 and 72 h post ibogaine. Interestingly
enough, no significant differences from controls were found at 30 min or 48 h post
ibogaine. The data suggest that a long lasting and complex pattern of modulation of NMDA
receptors prompted by a single dose of ibogaine may be associated to its antiaddictive
properties.

Considering the apparent non linear after effects of ibogaine on NMDA receptors and

on morphine dependence and withdrawal (Glick et al, 1991), the purpose of this study is to
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evaluated ibogaine effects on signs of naloxone-induced withdrawal in morphine dependent

mice, as well as the NMDA binding to suchlike mice cortical membranes.

Methods

Animals: Male albino adult (25-35g) mice (CF-1 strain), bred at the Fundagio Estadual de
Produgdo e Pesquisa em Saude (Porto Alegre, RS, Brazil), were used in all experiments.
Mice were kept on a 12 light/dark cycle, at a room temperature of 22 °C, with free access to
food and water in our own facilities for at least 1.5 months before the experiments.

Drugs: N- Methyl-D-Aspartate (NMDA), glycine and morphine sulfate were purchased
from Sigma Chemicals (St. Louis, MO, USA), (+) MK-801 hydrogen Maleate was
purchased from RBI (Natick, MA, USA), and [°’H] MK-801 (22.5 Ci/mmol) was purchased
from Du-Pont-NEN (Boston, MA, USA). Glutamic acid was purchased from Merck (
Darmstadt, Germany). Ibogaine hydrochloride was kindly donated by Howard Lotsof
(NDA Int. Inc., USA). All other reagents were of analytical grade. Drugs were dissolved in
milli-Q water.

Behavioral Experiments

Naloxone-induced jumping in morphine-dependent mice: The method of Popik et al.
(1995a) and Zarridast and Farzin (1996) was adapted as follows. Morphine sulfate was
injected intraperitonially (ip) 3 times daily (9:30, 13:30 and 17:30 h) on the following
dosage schedule: the first three doses were 50, 50 and 75 mg/kg, respectively; the higher
dose at the third daily injection was aimed to minimize potential overnight withdrawal.
Each of the doses was increased by 25 mg/kg/day. Morphine administration was carried out

over a maximum of 3 days, with an additional dose (50 mg/kg) administered on the
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morning (9:30 h) of the test (day 4). Two hours after the last dose of morphine, mice were
injected (ip) with: saline, MK-801 0.15 and 0.30 mg/kg, ibogaine 40 and 80 mg/kg, and
ibogaine 40 + MK-801 0.15 mg/kg. Forty-five minutes after the last injection, mice were
given naloxone (5 mg/kg, ip) and immediately placed in transparent plastic cylinders (19
cm diameter, 42 cm high). The number of jumps (at least 1 cm above the floor) during the
subsequent 10 min was recorded. A blank control group (run in parallel with experimental
groups) consisted of the same schedule of drug and treatments administration, except that
all injections were of saline (NaCl 0.9%). Results were analyzed by means of ANOVA
followed by Duncan post-hoc test.

NMDA-induced jumping: The method is detailed elsewhere (Leal et al, 2000). Ibogaine (60
and 80 mg/kg) or saline were injected (ip) 30 min and 24 h before subcutaneous (sc)
NMDA (240 mg/kg). After receiving NMDA, animals were individually placed in plexiglas
boxes (20x20x20 cm) and observed during 60 min for the occurrence of jumping. Results
are expressed as the percentage of jumping animals. Data were analyzed by means of the
Fisher exact probability test.

Neurochemistry

Membrane Preparation: Membranes were prepared as described by Emanuelli et al. (1998).
After treatments (saline, MK-801 0.3 mg/kg or ibogaine 80 mg/kg) and naloxone
administration (as detailed above), mice were decapitated, and the brains rapidly removed;
brains were also removed from a group of naive (non treated) mice, as control. Each
membrane preparation consisted of the pooled brains of two equally treated mice. Cerebral
cortice were dissected and homogenized (20:1 vol/weight) in 0.32 M sucrose containing 10

mM Tris/HCI buffer, pH 7.4, and 1 mM MgCl,. All steps were carried out at 4°C. The
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homogenate was centrifuged twice at 1,000g for 15 min and the final pellet discarded. Both
supernatants were pooled and centrifuged at 27,000g for 15 min. The resulting pellet was
lysed in 20 volumes of 5 mM Tris/HCI buffer, pH 7.4 for 30 min, and centrifuged at 27,000
g for 15 min. This pellet was washed three times with lysing buffer (20:1 viw) by
centrifuging at 27,000g for 15 min. The final pellet was frozen at -70°C for at least 24 h.
On the day of the binding assay, the membranes were rapidly thawed in a water bath
(37°C), homogenized with 3 volumes of 5 mM Tris/HCl, pH 7.4, and centrifuged at
27,000g for 15 min. The resulting pellet was resuspended in the same buffer, pre-incubated
at 37°C for 30 min and centrifuged at 27,000g for 15 min. The pellet was washed three
times in 3 volumes of 5 mM Tris/HCI, pH7 4, and centrifuged at 27,000g for 15 min. The
final pellet was resuspended in the same buffer in order to yield a protein concentration of
1-2 mg/ml and used for binding assays. Protein concentration was measured according to
Lowry et al. (1951).

Binding of [’H]MK-801. Binding assay was based on the method of Piggott et al. (1992).
Membranes (~200 pg protein/tube) were incubated in SmM Tris/HCI buffer (pH 7.4) at 25°
C for 1h, containing 2 nM [*H] MK-801 in the presence of glutamate (50 uM) and glycine
(30 uM) in a final volume of 0.5 ml. Non-specific binding was defined as binding which
occurred in the presence of 34 p M of non-radioactive MK-801. After incubation,
membranes were filtered (reduced pressure, Whatman GF-B filter prewetted in 5 mM
Tris/HCI buffer), and rinsed rapidly three times with 5 ml of ice-cold buffer. The dried
filters were deposited in vials and radioactivity measured by scintillation counting. All
experiments were performed in triplicate. Results were analyzed by means of ANOVA
followed by Duncan post-hoc test.
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Results

Figure 1 shows the effects of ibogaine (40 and 80 mg/kg), MK-801 (0.15 and 0.3 mg/kg)
and the co-administration of ibogaine (40 mg/kg) and MK-801 (0.15 mg/kg) on naloxone-
induced jumping in morphine dependent mice. Jumping was significantly inhibited by
ibogaine (64% with 40 mg/kg and 97% with 80 mg/kg) and MK-801 (67% with 0.15 mg/kg
and 98% with 0.3 mg/kg). Co-administration of lower doses of ibogaine and MK-801
results in 95% of jumping inhibition, comparable to higher doses of either ibogaine or MK-
801 alone . Hyperactivity and the Straub tail effect were seen after morphine injections.

Figure 2 shows the effects of ibogaine (80 mg/kg) administered 30 min and 24 h before
NMDA on NMDA-induced jumping. Ibogaine significantly inhibited NMDA-induced
jumping when given 30min prior to NMDA; neverthelss, if ibogaine is given 24h prior to
NMDA, there is no alteration in NMDA-induced jumping.

There were no significant differences in [’HJMK801 binding to cortical membranes from
naive animals (0.13 + 0.01 pmol/mg protein), morphine dependent animals (0.18 £ 0.09
pmol/mg protein), morphine dependent animals treated with ibogaine (0.18 + 0.05pmol/mg

protein) or morphine dependent animals treated with MK-801 (0.16 + 0.2 pmol/mg

protein) (data not shown).

Discussion
It has been shown that morphine withdrawal precipitates glutamate release (Aghajanian
et al., 1994; Jhamandas et al., 1996; Tokuyama and Ho, 1996, Vlaskovska et al., 1997 ),

conversely, icv glutamate injection precipitates withdrawal signs in morphine dependent
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(but not naive) rats (Tokuyama et al., 1996). Moreover, expression of withdrawal
precipitated by naloxone (Popik and Skolnick, 1996, Popik and Danysz, 1997, Popik et al,
1998) or glutamate (Tokuyama et al., 1996), can be blocked by NMDA antagonists acutely
administered, or even co-administered with morphine (Trujillo and Akil, 1991).

Attenuating effects of ibogaine on signs of morphine withdrawal in rodents are
contradictory, with positive and negative reports in rats and mice (Dzoljic et al., 1988,
Sharpe & Jaffe, 1990, Frances et al., 1992; Glick et al.,, 1992; Cappendijk et al., 1994;
Popik et al., 1995a). In the present study we found that ibogaine (a NMDA antagonist)
inhibits naloxone-induced jumping in morphine dependent mice. Additionally, co-
administration of less effective doses of ibogaine and MK-801 together inhibited jumping
as efficiently as higher doses of either ibogaine or MK-801 alone. These results agree with
previous suggestions by Popik et al (1995a), in that the inhibitory effects of ibogaine on
opiate withdrawal symptoms are mediated by NMDA receptors.

The observation that NMDA induces jumping regardless of pre established opioid
dependence, supports the hypothesis that jumping involves the activation of NMDA
receptors. Although a long lasting modulation of NMDA receptors may be associated to
antiaddictive properties of ibogaine (Leal et al, 2000), the fact that ibogaine inhibited
NMDA-induced jumping 30 min, but not 24 hours, after NMDA administration further
supports the idea that a NMDA receptor-mediated system is crucial in the acute expression of
opioid withdrawal.

Regarding [PHJMK-801 binding to cortex membranes, we found that results with
morphine abstinent mice are not significantly altered in comparison to naive mice, nor with

morphine dependent mice treated with ibogaine or MK-801. This finding may indicate that
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the density and sensibility of cortical NMDA receptor is not noticeably altered during
naloxone-induced morphine withdrawal, an acute process that may be rather related to a
brief and transient functional state of NMDA receptors. Correspondingly, it has been
suggested that tolerance/dependence and withdrawal may be independent process.
According to the time-course effects of drug exposure proposed by Nestler and Aghajanian
(1997), withdrawal is a short term phenomena, that includes an enhancement of glutamate.
The fact that there was no alteration on [PHJMK-801 binding in cortical membranes of
morphine abstinent mice do not exclude NMDA receptors involvement on morphine
dependence and tolerance, a more long lasting phenomenon. Indeed, it has been shown that
the binding of ["HJMK-801 was not altered in cortex, but increased in the hippocampus of
morphine-abstinent mice (Gudehithlu and Bhargava, 1996).

Interactions between NMDA receptor antagonists and drugs of abuse appear to be rather
complex (Nestler and Aghajanian, 1997), interfering with the development, maintenance
and expression of the pathophysiological processes common to all drugs of abuse (Trujillo
and Akil, 1991; Bisaga and Popik, 2000). Tolerance and dependence may be viewed as the
result from neuronal adaptations induced by repeated drug exposure, NMDA receptors been
implicated in the establishment of such long term changes (Rossetti and Carboni, 1995;
Ripley and Little, 1995).

This study provides further evidence that ibogaine does inhibit on opiate withdrawal
symptoms. Adding to the established long lasting NMDA mediated effects of ibogaine, we

suggest that during morphine withdrawal there is a ibogaine sensitive functional alteration

of NMDA receptor.
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Figure 1: Effects of ibogaine, MK-801 and co-administration of ibogaine and MK-801 on
naloxone-induced jumping in morphine dependent mice. Ibo 40 = ibogaine 40 mg/kg, Ibo
80 = ibogaine 80 mg/kg, MKO0.15 = MK-801 0.15 mg/kg, MK0.3 = MK-801 0.3 mg/kg.
Data are express as mean ( SEM + N=10-13). * = p<0.01 compared to saline; a= p<0.01

compared to Ibo 40; b= p<0.01 compared to MK 0.15; ¢c= p<0.01 compared to Ibo 40 and

MK 0.15. ANOVA/Duncan.
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Figure 2: Effect of saline and ibogaine on NMDA-induced jumping. Sal= saline and Ibo
80= ibogaine 80 mg/kg injected ip 30 min and 24 h before sc NMDA (240 mg/kg). (N=

14-21). Data expressed as percentage of mice presenting jumping. * = p< 0.05, Fisher Test.
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Abstract

Ibogaine has aroused expectations as a potentially innovative medication for drug
addiction. It has been proposed that the NMDA glutamate receptor antagonism by
ibogaine may be one of the mechanisms underlying its antiaddictive properties; glutamate
has also been implicated in ibogaine-induced neurotoxicity. We here report the effects of
ibogaine on [*H]glutamate release and uptake in cortical and cerebellar synaptosomes, as
well as in cortical astrocyte cultures, from mice and rats. Ibogaine (2-1000 uM) had no
effects on glutamate uptake or release by rat synaptosomes. However, ibogaine (500-
1000 uM) significantly inhibited the glutamate uptake and stimulated the release of
glutamate by cortical (but not cerebellar) synaptosomes of mice. Additionally, ibogaine
(1000 uM) nearly abolished glutamate uptake by cortical astrocyte cultures from rats and
mice. The data provide direct evidence of glutamate involvement in the ibogaine-induced

neurotoxicity.

Key words: ibogaine, glutamate, release, uptake, synaptosomes, astrocyte, rats, mice.
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Introduction

Glutamate, the main excitatory neurotransmitter in the mammalian brain, is believed to
play important roles in several physiological and pathological processes. Glutamatergic
neurotransmission is achieved through ionotropic (ligand-gated ion channel) and
metabotropic (coupled to cellular effectors) receptors (1). Specifically, the N-methyl-D-
aspartate (NMDA) ionotropic glutamate receptor subtype seems to be crucial in plastic
changes associated with normal brain function (1). However, an over stimulation of the
glutamatergic system has been implicated in acute neurological disorders as well as in
neurodegenerative diseases (2). Glutamate concentrations are adequately maintained
(below toxic levels) in the synaptic cleft by means of neuronal and, especially, by glial
uptake. Glial uptake is performed by two carrier proteins located in astrocytes
(glutamate transporter 1 [GLT1] and glutamate/aspartate transporter [GLAST]) (3,4).
Ibogaine, an indole alkaloid, has appeared in the drug addiction therapy scenario as a
truly innovative drug, arousing high expectations (5,6). Ibogaine has been shown to
interfere with various neurotransmitter systems (7), including the glutamatergic, acting as
a non-competitive NMDA antagonist (6,8). Because the glutamatergic system has also
been implicated in drug addiction (9), this property may be relevant to the putative
ibogaine antiaddictive properties. In fact, it has been shown that NMDA antagonists
attenuate or reverse the development of tolerance, dependence and/or sensitization
induced by several drugs of abuse (9,10,11).

Despite relevant evidence of ibogaine antiaddictive properties, obtained from in vivo
and in vitro animal data as well as clinical accounts (5, 6, 8, 12), the development of

ibogaine as a treatment for drug addiction has been halted by data suggesting serious
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neurotoxicity (13,14,15,16). It has been suggested that glutamate may play a central role
in ibogaine-induced neurotoxicity. Specifically, it was postulated that ibogaine activation
of inferior olivary neurons leads to excessive release of glutamate at climbing fibers,
resulting in Purkinje cells loss (14). However, there is no direct evidence that ibogaine
could lead to an over stimulation of the glutamatergic system.

Considering the presumed importance of glutamate in mediating both the antiaddictive
and neurotoxic properties of ibogaine, the purpose of this study was to investigate the
effects of ibogaine on glutamate release and uptake by cortical and cerebellar
synaptosomes prepared from mouse and rat brain. Additionally, we have studied the

effects of ibogaine on glutamate uptake by cortical astrocyte cultures from mice and rats.

Methods

Animals: Male albino adult mice (CF-1 strain), bred at the Instituto de Pesquisas
Biologicas (Porto Alegre, Brazil), and Wistar rats from our own breeding colony were
used. The animals were kept in separate animal rooms, on a 12 light/dark cycle, at a
room temperature of 22°C, with free access to food and water.

Preparation of synaptosomes:. Animals were decapitated and the cortices and cerebella
were removed and used to prepare synaptosomes on a discontinuous Percoll gradient
according to Dunkley et al. (17). Protein concentration was measured according to the
method of Lowry et al. (18).

PH]Glutamate Release: Determination of [*H]glutamate release was accomplished
according to the method described by Migues et al. (19). The synaptosomal preparation
was incubated in Hepes buffered salt solution (HBSS, composition in mM: HEPES 27,

NaCl 133, KC1 2.4, MgSO4 1.2, KH,PO, 1.2, Glucose 12, CaCl, 1.0), pH 7.4 (adjusted
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with HCI), for 15 min at 37°C in the presence of [*H] glutamate (Amersham, specific
activity 53 Ci/mmol, final concentration 5 x 107 M). Aliquots of labeled synaptosomes
(1.4 mg protein) were centrifuged at 16000 x g for 1 min. Supernatants were discarded,
and the pellets were washed four times in HBSS by centrifugation at 16000 x g for 1 min
(at 4°C). To assess the basal release of ["’H]glutamate, the final pellet was resuspended in
HBSS and incubated for 60 s in the absence (control) or presence of ibogaine
hydrochloride (2-1000 uM), at 37°C. Incubation was terminated by immediate
centrifugation (16000 x g, 1min). Radioactivity present in supernatants and pellets was
separately determined in a Wallac scintillation counter. The released [*H]glutamate was
calculated as a percentage of the total amount of radiolabel present in the synaptosomes
at the start of the incubation period. K'-stimulated [3H]glutamate release was assessed
as described for basal release, except that the incubation medium contained 40 mM KCl
to induce synaptosomal depolarization. The effect of ibogaine (1 mM) on [*H]glutamate
release by cortical synaptosomes in the absence of Ca®* was performed in a medium
similar to that described above, except that CaCl, was omitted and 2 mM EGTA were
added. In some experiments tetrodotoxin 5 uM (TTX) was added with ibogaine (1 mM)
and veratridine (20 pM).

[H]Glutamate Uptake by synaptosomes: The synaptosomal preparation was washed
twice by suspending in 3 volumes of 0.3 M sucrose, in 15 mM Tris/acetate buffer (pH
7.4) and centrifuging at 35000 x g for 15 min. The final pellet was resuspended in 0.3 M
sucrose, 15 mM Tris/acetate buffer (pH 7.4), and incubated in HBSS (Hepes buffered
salt solution, composition in mM: HEPES 24, NaCl 119, KC1 2.1, MgSO, 1.08, KH,PO,
1.08, Glucose 10.8, CaCl, 09), pH 7.4 (adjusted with HCI), in the presence of

[PH]glutamate (final concentration 100 nM) in the absence or in the presence of ibogaine
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hydrochloride (2-1000 pM), for 1 min at 37°C. The reaction was stopped by filtration
through GF/B filters. The filters were washed 3 times with 3 ml of ice-cold 15 mM
Tris/acetate buffer (pH 7.4) in 155 mM ammonium acetate. The radioactivity retained on
the filters was measured in a Wallac scintillation counter. Specific [*H]glutamate uptake
was calculated as the difference between the uptake obtained in the incubation medium
described above, and the uptake obtained with a similar incubation medium in which
choline chloride was substituted for NaCl.

Primary cortical astrocyte cultures: The method of Swanson et al. (20) for preparing
primary cortical astrocyte cultures was used with minor modifications, as described
below. The cortical tissue of newborn mice or rats was dissociated mechanically. The
dissociated cells were washed, suspended in Dulbecco’.s Modified Eagle’s Medium with
10% Fetal Bovine Serum (FBS) and plated in Falcon 24 well tissue culture plates at an
approximate density of 5 x 10* cells/cm”. The cultures were maintained in a humidified,
5% CO; incubator at 37°C. The medium was exchanged weekly. At confluence (days
13-15), iO UM cytosine arabinoside was added and after 48h this medium was replaced
with medium containing 3% FBS and 0.15 mM di-butyrylcAMP (dBcAMP). Addition of
dBcAMP to the media induced the expression of GLT-1 and increased the expression of
GLAST (20). Cultures were used at 25-30 days in vitro.

[H]Glutamate uptake in astrocyte cultures: Glutamate uptake was measured as
described by Swanson et al. (20). Briefly, the culture media were replaced with a
modified HBSS containing 2 mM glucose buffered to pH 7.2 with 5 mM Piperazine-
N,N’-Bis[ethanésulfonic acid] (PIPES), and pre-incubated for 30 min, at 37°C, in the
absence or in the presence of ibogaine (0.1 or 1 mM). After this pre-incubation period,

the uptake was started by adding 0.01 pCi/ml L-[*H]glutamate (Amersham, specific
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activity 53 Ci/mmol) plus 100uM of unlabeled glutamate to each culture well. The
uptake was terminated after 7 min of incubation (37°C), by washing the cell cultures
twice with ice-cold HBSS, followed immediately by cell lysis in 0.5 N NaOH/0.05%
lauryl sulfate. Nonspecific uptake was measured in HBSS containing choline chloride
instead of NaCl. Aliquots were taken for scintillation counting and protein assays (18).
Measurement of lactate dehydrogenase (LDH) activity: In order to evaluate the
integrity of the synaptosomes and astrocyte cultures after the incubation period, an
aliquot of the supernatant was withdrawn and frozen for later determination of LDH
activity. LDH activity was measured using an assay kit (Doles Reagents, Brazil) modified
as described by Romano et al.(21). LDH activity was assessed by measuring the amount
of a colored complex derived from the NADH formed by the enzymatic reaction using a
spectrophotometric method (510 nm).

Statistical analysis:  Statistical significance was assessed by analysis of variance
(ANOVA), followed by Duncan’s test when appropriate. A value of p<0.05 was
considered to be significant, and F values are presented only when a significant difference

was found.

Results

Figure 1 shows ibogaine’s effects on [*H]glutamate release from mice synaptosomes.
Ibogaine (500 and 1000 uM) significantly increased basal [F(5, 29 ) = 2,54, p<0.05], but
not K'-stimulated glutamate release by cortical synaptosomes (Figure 1A). In cerebellar
synaptosomes (Figure 1B) ibogaine (up to 1 mM) did not modify basal or K'-stimulated
*H] glutamate release.

In order to determine the Ca*"-dependence of the ibogaine effect on glutamate release,
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mice cortical synaptosomes were incubated in the absence of Ca®* and in the presence of
2 mM EGTA (Figure 2). The effect of the absence of Ca** on ibogaine-induced
glutamate release was compared to the effect of the absence of Ca** on K'-stimulated
glutamate release. Two-way ANOVA (2 calcium conditions x 3 treatments) revealed a
significant effect of treatment [F(2,36)=26.50, p<0.01] and a significant calcium
condition x treatment interaction [F(2,36)=3.90, p<0.05]. Post-hoc analysis (Duncan’s
test) indicated that ibogaine-induced [*H]glutamate release was not modified by the
absence of Ca”", while K'-stimulated [*H]glutamate release was significantly attenuated
when Ca®* was absent.

The role of Na* channels on ibogaine-induced glutamate release was investigated by
adding the Na'-channel blocker TTX (5uM) to the incubation (Figure 3). Two-way
ANOVA (2 TTX conditions x 3 treatments) revealed a significant effect of treatment
[F(2,29)=12.18, p<0.01] and a significant TTX condition x treatment interaction
[F(2,29)=8.82, p<0.01]. Post-hoc analysis revealed that TTX did not affect ibogaine-
induced [*H]glutamate release, while completely abolishing [*H]glutamate release
induced by veratridine (20 uM), a Na'-channel activator.

In contrast with the results obtained in mice synaptosomes, ibogaine had no effect on
[PH]glutamate release by cortical or cerebellar synaptosomes from rats (data not shown).

Figure 4 shows ibogaine effects on [*H]glutamate uptake. Ibogaine (500 and 1000 M)
significantly inhibited [*H]glutamate uptake (27% and 38%, respectively) by cortical
mice synaptosomes [F(5,20)= 7,64 , p<0.01], while having no significant effect on the
[H]glutamate uptake by mice cerebellar synaptosomes (Figure 4A). Ibogaine had no
effects on [*H]glutamate uptake by cortical or cerebellar synaptosomes from rats (data

not shown). Ibogaine 1 mM (but not 100 pM) inhibited [*H]glutamate uptake by cortical
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astrocyte cultures from mice (96%) [F(2,6)= 135,9, p<0.01] and rats (97%) [F(2,9)=
29,26, p<0.01] (Figure 4B).

Synaptosomes and astrocyte cultures did not show any significant leakage of the
cytosolic marker LDH after incubation with ibogaine (2-1000 uM) (data not shown),
indicating that ibogaine did not disrupt astrocyte cells or synaptosomal plasma
membranes in our assay conditions.

Discussion

The glutamatergic system is said to be implicated in drug addiction (9) and its
overstimulation is involved in neural damage (2). Likewise, the putative antiaddictive and
neurotoxic properties of ibogaine have been associated with glutamate (5,8,10,14). In
this study we evaluated effects of ibogaine on extracellular glutamate levels, by
investigating its effects (2-1000 pM) on [*H] glutamate release and uptake by cortical
and cerebellar synaptosomes of mice and rats, and on [*H]glutamate uptake by mice and
rats cortical astrocyte cultures.

At concentrations likely to be present in the brain with therapeutically relevant ibogaine
antiaddictive doses (4-133 uM) (8,22,23,24), we did not find any significant effects on
[PH]glutamate release or uptake by synaptosomes or cortical astrocyte cultures of rats or
mice.

The main findings of our study indicate that higher concentrations of ibogaine
increased (37-45%) glutamate release and inhibited (27-38%) glutamate uptake in
cortical synaptosomes of mice. Moreover, there was an almost complete inhibition of
glutamate uptake by cortical astrocyte cultures in mice (96%) and rats (97%).

Considering the crucial role of astrocyte uptake in physiological and pathological

processes (4), and that neuronal release and astrocytic uptake are concomitant processes
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in neural activity, the effect of ibogaine on astrocyte uptake seems to be the most
relevant.

The absence of a significant LDH leakage after synaptosomal or cell culture incubation
with ibogaine indicate that increased glutmﬁate release and glutamate uptake inhibition
can not be attributed to the disruption of plasma membrane.

Ibogaine-induced glutamate release was not observed in the presence of depolarizing
K" concentrations. In addition, unlike K'-stimulated glutamate release, ibogaine-induced
release was not affected by removing Ca® from the medium. These data indicate that
unlike K, ibogaine may induce synaptosomal depolarization through a mechanism(s)
independent of exogenous Ca®*. Nonetheless, our results did not rule out a possible
involvement of intracellular calcium stores in ibogaine-induced glutamate release, which
could be mobilized through the activation of some metabotropic receptor.

TTX, which inactivates voltage-sensitive Na“ channels (25), did not alter ibogaine-
induced [*H]glutamate release, indicating that voltage-sensitive Na* channels are not
involved in ibogaine-induced glutamate release.

Altogether, the results suggest that ibogaine could increase glutamate concentrations in
the synaptic cleft through an stimulation of neuronal glutamate release, mediated by a
synaptic depolarization independent of exogenous Ca®" and of voltage sensitive Na'-
channels. It has been reported that ibogaine binds to sigma-2 receptors (26) and ibogaine
activates sigma-2 receptors, suggesting that this could induce glutamate release, leading
to neurotoxicity (5).

Extracellular glutamate concentrations are usually maintained at low levels by its Na'-
dependent transport into neurons and, especially, astrocytes (3). Ibogaine inhibited both

glutamate uptake by mice cortical synaptosomes (neuronal transporters) and by mice
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cortical astrocyte cultures. These results reinforce the proposal that high ibogaine
concentrations could increase extracellular glutamate, leading to excitotoxic
concentrations in the synaptic cleft.

It is unlikely that the ibogaine effects reported in the present study could be related to
the antiaddictive property of this compound. The effects here reported were observed at
ibogaine concentrations thought to be higher than those proposed to be therapeutically
effective (8,22,23). Moreover, therapeutic properties of ibogaine have been attributed to
a depression and not to a stimulation of glutamatergic activity (6,10). Nevertheless, an
ibogaine-induced increase of extracellular glutamate concentrations could be implicated
in the neurotoxic effects of this compound. Indeed, it has been suggested that the
Purkinje cell loss observed after in vivo administration of ibogaine to rats could be
related to the activation of inferior olivary neurons, leading to excessive glutamate
release at climbing fibers (14). Our data are in agreement with this hypothesis, and we
have provided for the first time direct evidence that ibogaine inhibits astrocytic uptake;
this effect could amplify glutamate excitotoxicity brought about by glutamate release by
olivary neurons.

Clinical data (including postmortem studies) suggest low risk for ibogaine-induced
cerebellar toxicity in humans in the dose range purported to be effective for opiate and
cocaine detoxification (6). However, caution is necessary since ibogaine toxicity seems
to be dependent on several factors, including sex, dosage regimen, and species (13).
Discrepancies in ibogaine effects between rats and mice have been previously reported
(16), including differential effects in cortex. Accordingly, our data point to spectes and
regional differences concerning ibogaine’s effects on glutamate release and uptake. The

differential effects of ibogaine on glutamate uptake in rats and mice, astrocytes and
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neurons, cortex and cerebellum, could be related to differences in the expression of the

various transport systems involved in glutamate uptake.

Conclusion

The data reported here contribute to the understanding of the mechanisms of actions of
ibogaine, by demonstrating direct effects of ibogaine on glutamate uptake and release.
We believe that these effects are unlikely to participate in the purported therapeutic

antiaddictive properties of this alkaloid, but may be relevant to its eventual toxicity.
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Figure 1- Effects of ibogaine on basal (®) and K'-stimulated (M) release of [‘H]
glutamate from mice cortical (A) and cerebellar (B) synaptosomes. Glutamate released is
expressed as percentage of total radioactivity content. Data are means + SEM from 4-8

independent experiments. * = p<0.05, compared to control (basal release in the absence

of ibogaine), ANOVA/ Duncan.
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Figure 2 - Effect of the absence of calcium on [*H]glutamate release induced by Ibogaine
(1b 1 mM) or 40 mM KCl (K") from mice cortical synaptosomes. Glutamate released is
expressed as a percentage of control (low K'-concentration, without ibogaine). Data are
means + SEM from 7 independent experiments. * = p<0.05 and ** = p<0.01, compared
to respective control. # = p<0.05, compared to K'-induced release in the presence of

Ca* , ANOVA/ Duncan.
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Figure 3- Effect of TTX on ['H]glutamate release induced by ibogaine (Ib 1 mM) or 20
uM veratridine (V) from mice cortical synaptosomes. Glutamate released is expressed as
percentage of total radioactivity content. Data are means + SEM from 4-6 independent
experiments. ** = p<0.01, compared to respective control. # = p<0.05, compared to

veratridine without TTX, ANOVA/ Duncan.
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Figure 4 - Effects of ibogaine on [°H] glutamate uptake by cortical (O) and cerebellar
(®) synaptosomes of mice (A), and by cortical astrocyte cultures of mice and rats (B).
[’H]Glutamate uptake is expressed as pmol/min/mg of protein. Data are means + SEM

from 3-5 independent experiments. * = p<0.05 and ** = p<0.01, compared to control,

ANOVA/Duncan.
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3. DISCUSSAO

O desenvolvimento de farmacoterapias para a drogadigio tem sido baseado num
paradigma de modo de acdo unico de determinadas drogas. Entre as farmacoterapias
destacam-se as terapias de substitui¢@o ou reposi¢do, tais como metadona e nicotina para tratar
dependéncia de heroina e tabaco, respectivamente. Porém estes tratamentos, quando
finalizados, sdo acompanhados de um indice de recaida muito alto (por exemplo, pacientes
tratados com metadona chegam a 80% de recaida pos-tratamento) (WOLF, 1998a; BISAGA &
POPIK, 2000). Como alternativa, atualmente os esfor¢os tém sido direcionados para a busca
de terapias que modulem ou interfiram no mecanismo de agdo das drogas de abuso ou da
propria drogadi¢do (GLICK & MAISONNEUVE, 2000; BISAGA & POPIK, 2000). Estas
terapias podem ser denominadas de “interferéncia” (GLICK & MAISONNEUVE, 1998).
Dentro deste contexto, surgem as alegacdes das propriedades antiaditivas de ibogaina.

Vartos relatos de casos, sustentados por alguns estudos clinicos, tem sugerido que uma
unica dose de ibogaina € capaz de interromper os aspectos fisiologicos e psicologicos da
sindrome de abstinéncia, e eliminar a compulsdo pelo uso de drogas por longos periodos de
tempo (SISKO, 1993; LOTSOF, 1995; POPIK et al., 1995b; GLICK & MAISONNEUVE,
1998). Estudos experimentais tem indicado que ibogaina realmente interfere na dependéncia e
nos sintomas da sindrome de abstinéncia de opidides, estimulantes e etanol em roedores
(GLICK et al., 1991; POPIK et al., 1995b; GLICK & MAISONNEUVE, 1998). Embora as
bases neuroquimicas para esta atividade antiaditiva ainda n3o estejam totalmente esclarecidas,

se sabe que a ibogaina é capaz de interferir em varios sistemas de neurotransmissores
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(DEECHER et al., 1992; MASH et al., 1995; PEARL et al., 1995a, SWEETNAM et al., 1995;
STALEY et al., 1996, FRYER & LUKAS, 1999).

Ibogaina parece ter um mecanismo de acdo profundamente diferente das outras drogas
atualmente disponiveis na farmacoterapia da drogadi¢do. Ibogaina ndo parece ser um
antagonista ou agonista dopaminérgico, ou opidide convencional, ou ainda um inibidor de
recaptacdo de monoaminas;, também ndo se trata de uma terapia de substituicio como a
metadona (POPIK et al., 1995b; GLICK & MAISONNEUVE, 1998; MASH et al., 1998,
ALPER et al,, 2000). A afinidade significativa de ibogaina por multiplos sitios de ligagdo
dentro do sistema nervoso central, levanta a hipotese de que seu efeito antiaditivo possa ser o
resultado de uma complexa interagdo com e entre os multiplos sistemas neurotransmissores
(POPIK et al.,, 1995b; SWEETNAM et al, 1995, STALEY et al, 1996, MASH et al, 1998;
GLICK & MAISONNEUVE, 1998). Tem sido demonstrado que ibogaina tem afinidade por
receptores L e k-opidides, receptores ¢ (agindo como agonista), e pelos receptores
glutamatérgico NMDA e colinérgico nicotinico (agindo como antagonista). Muito interesse
tem sido dado ao antagonismo do receptor NMDA como um possivel mecanismo de agdo,
com particular relevincia para o suposto efeito na sindrome de abstinéncia de opidides
(MASH et al., 1995, 1998; POPIK et al., 1995a; CHEN et al, 1996; LAYER et al., 1996;
GLICK & MAISONNEUVE, 1998). Este interesse deve-se, principalmente, aos resultados de
varios estudos que mostram que antagonistas de receptores NMDA aliviam os aspectos fisicos
e motivacionais da sindrome de abstinéncia, atenuam a dependéncia, a tolerdncia, a
sensibilizagdo, e o refor¢o produzidos por varias drogas de abuso (TRUJILLO & AKIL, 1991;
WOLF & KHANSA, 1991; SHOIAB & STOLERMAN, 1992, 1996; KHANNA et al., 1993;

PUDIAK & BOZARTH, 1993; FILE & FERNANDES, 1994; POPIK & SKOLNICK, 1996,
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OH et al., 1997, POPIK & DANYSZ, 1997, TSUDA et al., 1997, 1998a,b,c;, WOLF, 1998b).
A demonstracio de que antagonistas de receptores NMDA, tal como o MK-801, podem
interferir com o desenvolvimento, manuten¢cio e expressdo do processo fisiopatologico
comum a todas as drogas de abuso, tem obvias implicagdes terapéuticas (BISAGA & POPIK,
2000). De fato, o receptor NMDA exerce um importante papel na plasticidade neuronal e
comportamental (OZAWA et al, 1998; DINGLEDINE et al., 1999) e tem sido associado tanto
com as fungdes normais do cérebro (como aprendizado e memoéria) como na
neurodegeneragdo associada a doengas agudas ou crénicas (como choque isquémico, epilepsia
e doenca de Parkinson) (DINGLEDINE et al., 1999). Sabe-se que o uso crénico de drogas
levam a neuroadapta¢des no sistema de refor¢co no SNC. Estas neuroadaptagdes contribuem
tanto para os processos de compulsdo pela droga, quanto para as recaidas observadas apés um
periodo de abstinéncia (NESTLER, 1992; SELF & NESTLER, 1995; KOBB, 1999; SELF,
1998). A aprendizagem também esta associada a estes processos (SELF, 1998). As alteragGes
que ocorrem a longo prazo com exposi¢do crénica a drogas podem ser mediadas pela
neurotransmissdo glutamatérgica, através dos receptores NMDA (NESTLER &
AGHAJANIAN, 1997).

O objetivo principal deste trabalho foi contribuir para o esclarecimento do mecanismo
de agdo anti-aditivo e neurotéxico de ibogaina, focalizando principalmente o sistema
glutamatérgico e as interagdes de ibogaina com os receptores NMDA in vivo e in vitro.

Nos avaliamos a participagdo dos receptores NMDA nos efeitos de curto e longo prazo
de uma tUnica administragdo de ibogaina. O fizemos através da investigacdo do efeito de
ibogaina sobre convulsGes induzidas por NMDA e em paralelo na unido especifica de [*H]

MK-801, em membranas de cortex cerebral de camundongos aos 30 min, 24, 48 ¢ 72 h apds o
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tratamento com ibogaina (Artigo 1).

Foi observado que ibogaina inibiu 50 % das convulsdes induzidas por NMDA quando
as convulsdes foram induzidas 24 e 72 h po6s ibogaina; nio se observou efeito quando as
convulsdes foram induzidas 30 min ou 48 h apés ibogaina. Estes resultados mostraram
correlagio temporal com a diminuigio da unidio especifica de [’H] MK-801 em membranas de
cortex cerebral de camundongos tratados com ibogaina. Também observamos que as doses de
ibogaina usadas induziram tremor temporario, mas ndo ataxia. Através do teste do
desempenho no Rota-rod, foi verificado que os animais ndo apresentaram déficit motor apos
60 min da adﬁlinistragio de ibogaina. O teste também foi realizado 24, 48 ¢ 72 h apds a
administragdo de ibogaina, sem nenhum déficit observado.

Presencga de tremor logo apds a administragdo de ibogaina tem sido relatada, tanto em
roedores (GLICK & MAISONNEUVE, 1998) quanto em humanos (GOUTAREL, 1993;
LOTSOF, 1995, MASH et al, 1998), mas nenhum dano tecidual foi relatado apds
administracdo de até 100 mg/kg em camundongos (SCALLET et al., 1996). Portanto, aliando
estas informagdes aos resultados do teste de Rota-rod, pode-se sugerir que o© antagonismo
duradouro provocado por uma unica dose de ibogaina quanto a convulsdes induzidas por
NMDA, demonstrado neste trabatho, ndo € resultado de toxicidade a longo prazo. No entanto
o modelo de atividade intermitente de ibogaina observado tanto nas convulsdes induzidas por
NMDA, quanto na unidio especifica de [’H] MK-801, refuta explicagdes simplistas.

Ha na literatura a discussdo sobre o papel da noribogaina, nos efeitos a longo prazo
encontrados com ibogaina. Embora tenha sido demonstrado que este metabolito tenha menor
afinidade do que ibogaina pelo receptor NMDA, poderia ser sugerido que as alteragoes

desencadeadas por ibogaina, poderiam ser refor¢adas ou mantidas pelo seu metabolito (MASH
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et al., 1995, 1998; STALEY et al, 1996). Outra consideragio importante quanto a
farmacocinética de ibogaina, refere-se a sua afinidade pelo tecido adiposo (HOUGH et al.,
1996, 2000). Ibogaina poderia ser temporariamente sequestrada no tecido adiposo € a sua
liberagdo gradual é que levaria a ﬁma adaptagdo neuronal significativa, € aos consequentes
efeitos a longo prazo.

E possivel postular que os efeitos observados 24 h apés o tratamento vcom ibogaina
possam ser um efeito direto de ibogaina ou seu metabodlito no receptor NMDA, enquanto que o
efeito observado apos 72 h possa ser decorrente de um efeito secundario de ibogaina, mediado
por uma cascata de eventos intracelulares levando a uma expressio alterada dos receptores
NMDA. ALI et al. (1999) demonstraram que uma Unica administragio de ibogaina induz a
expressdo dos genes de expressdo precoce egr-/ e c-fos em varias regides do cérebro, entre
elas o cortex cerebral frontal de camundongos. Alguns estudos mostram que ativagdo de c-fos
no cérebro € induzida por varios estimulos (HERRERA & ROBERTSON, 1995) e que este
gene interfere em processos de memoria, estados emocionais ou efeitos de drogas a longo
prazo (NESTLER, 1992; GRAEFF, 1999), e egr-I esta envolvido na plasticidade neuronal do
hipocampo, especialmente LTP e processos cognitivos (ABRAHAM et al., 1993; MELLO et
al., 1992). Entre as drogas que induzem estes genes, encontram-se os psicoestimulantes, tais
como cocaina e anfetamina. Esta indugdo provocada por ibogaina poderia estar relacionada ao
seu efeito na neurotransmissdo dopaminérgica e/ou serotoninérgica; porém diferentemente dos
psicoestimulantes, ibogaina também induziu egr-/ e c-fos no septo e hipocampo. Os autores
sugeriram que o efeito de ibogaina nestas areas poderia estar relacionado com o bloqueio de
receptores NMDA (ALI et al., 1999). No entanto, o efeito esperado de ibogaina, no que se

refere ao seu efeito antagonista de receptores NMDA, seria de inibicdo da indugdo destes
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genes, j4 que a administragdo aguda de MK-801 bloqueou a indugio da expressdo de c-fos e
outros genes no hipocampo em estudos de LTP (WORLEY et al., 1993). Por enquanto as
teorias relacionados ao efeito de ibogaina na indugdo dos genes de expressdo precoce ndo
passam de especulagdes; mais estudos precisariam ser feitos para esclarecer a relagdo do
efeito antiaditivo de ibogaina e a indugio destes genes.

Considerando o envolvimento dos receptores NMDA nos efeitos a longo prazo de
ibogaina evidenciado neste trabalho, e considerando-se que o antagonismo de receptores
NMDA por ibogaina possa ser relevante para o efeito na sindrome de abstinéncia de opioides
(MASH et al., 1995, 1998; POPIK et al., 1995a; CHEN et al., 1996; LAYER et al., 1996;
GLICK & MAISONNEUVE, 1998), também foi objetivo deste trabalho contribuir para o
esclarecimento do papel dos receptores NMDA no mecanismo de agdo de ibogaina na
dependéncia de morfina (Artigo 2).

Neste trabalho nés comparamos o efeito de ibogaina, MK-801 e a co-administragéo de
ibogaina e MK-801 na expressdo de abstinéncia precipitada por naloxona em camundongos
dependentes de morfina. “Jumping” (o principal sinal de abstinéncia precipitado por naloxona
em animais dependentes de morfina) foi significativamente inibido por ibogaina e MK-801.
Observou-se também um efeito sinérgico entre ibogaina e MK-801, ja que a co-administragéo
dos dois inibe o “jumping” e diminui a dose necessaria de cada substancia para esta inibi¢dao
significativa. Estes resultados sugerem que o efeito da ibogaina na sindrome de abstinéncia de
opidides pode ser mediado por receptores NMDA. Corroborando esta hipdtese, demonstramos
ainda que a administragdo de NMDA em camundongos sem tratamento prévio com morfina,
pode induzir “jumping” semelhante aquele precipitado por naloxona. Este “jumping” também

pode ser inibido por ibogaina, quando esta ¢ administrada 30 min (mas ndo 24h) antes da
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administragio de NMDA. Este resultado sugere que o “jumping” pode ser resultado de uma
ativagdo aguda do receptor NMDA e que esta ativagdo pode ser crucial na expressdo aguda da
sindrome de abstinéncia de opidides.

A fim de melhor investigar o efeito de ibogaina na sindrome de abstinéncia de
morfina, bem como o envolvimento dos receptores NMDA, foi avaliado o efeito de ibogaina
na unidio especifica de [’H] MK-801 em membranas de cortex cerebral de camundongos
abstinentes. Os resultados mostraram que a unido especifica de [’H] MK-801 nio foi alterada
pela dependéncia a morfina, ou pelo tratamento prévio com ibogaina ou MK-801.

Estes resultados indicam que ndo ha alteragdo no nimero ou na sensibilidade de
receptores NMDA durante a sindrome de abstinéncia, corroborando a idéia de que este
fenémeno possa estar de fato relacionado a uma alteragio funcional transitéria dos receptores
NMDA. Isto esta de acordo com o proposto por NESTLER & AGHAJANIAN (1997) quanto
ao curso de tempo das alteragGes resultantes da exposi¢do as drogas, que entende a sindrome
de abstinéncia como um fendmeno a curto prazo, relacionado, entre outros fatores, a um
aumento da transmissdo glutamatérgica nesta fase. O fato de nfo ter sido encontradas
alteragdes na unido especifica de [’H] MK-801 em cortéx de camundongos dependentes e
abstinentes de morfina, nfo exclui a possibilidade do envolvimento dos receptores NMDA na
dependéncia e tolerdncia induzida por morfina. Estes processos estdo relacionados com
alteragbes a longo prazo induzidas por drogas, e de fato foi demonstrado que a unido
especifica de [’H] MK-801 ndo ¢ alterada em cortex cerebral, mas esti aumentada em
hipocampo de camundongos cronicamente tratados (3 dias) com “pellets” de morfina

implantados subcutaneamente (GUDEHITHLU & BHARGAVA, 1996).
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Os receptores glutamatérgicos de varias areas cerebrais parecem também estar
envolvidos no efeito de diversas drogas de abuso. Sabe-se que o sistema dopaminérgico
mesolimbico esta relacionado com as propriedades refor¢adoras positivas das drogas de abuso,
e tem sido sugerido que o efeito a longo prazo induzido por estas drogas neste sistema possa
ser decorrente da estimulacio de receptores glutamatérgicos AMPA ¢ NMDA na érea
tegmental ventral (FITZGERALD et al., 1996; NESTLER & AGHAJANIAN, 1997, SELF,
1998). Esta hipétese foi baseada nos resultados de estudos do efeito da administragdo cronica
de cocaina e morfina na expressdo de subunidades especificas de receptores glutamatérgicos
na area tegmental ventral: os resultados mostraram que cocaina aumenta a expressdo tanto da
subunidade GluR1 de receptores glutamatérgicos AMPA, quanto da subunidade NMDARI1 de
receptores NMDA, enquanto morfina aumenta somente a expressdo da subunidade GluR1 de
receptores AMPA (FITZGERALD et al., 1996). Aumento da express@o de GluR1 e NMDAR1
também foram observados com administracido cronica de etanol (ORTIZ et al., 1995). Drogas
psicotropicas que nfo causam refor¢o ou sensibilizagio (ex. desipramina, sertralina,
haloperidol ou racloprida) ndo tem efeito na regulagdo da expressdo destas subunidades na
area tegmental ventral (FITZGERALD et al., 1996). Portanto, o efeito da morfina na area
tegmental ventral estaria mais relacionado com receptores AMPA. No entanto o efeito de
ibogaina na dependéncia de opitdides ndo seria mediado através destes receptores, ja que
SWEETNAM et al. (1995) mostraram que ibogaina nio tem afinidade por receptores AMPA.

O papel dos receptores NMDA na dependéncia de morfina precisa ser melhor
esclarecido e, mesmo que inimeros outros mecanismos possam estar envolvidos, ndo se pode
desprezar o fato de que antagonistas de receptor NMDA interferem em varias fases do

processo induzido pela administragdo cronica de morfina. Tolerdncia/ dependéncia e sindrome
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de abstinéncia podem ser considerados processos independentes (NESTLER &
AGHAJANIAN, 1997). Tolerancia e dependéncia podem ser o resultado de uma adaptacdo
neuronal induzida por repetidas administragées de drogas, e os receptores NMDA podem estar
implicados no estabelecimento destas alteragdes a longo prazo (RIPLEY & LITTLE, 1995;
ROSSETTI & CARBONI, 1995).

Nossos estudos corroboram com esta hipotese, sugerindo que durante a sindrome de
abstinéncia de morfina ocorre uma altera¢do funcional aguda e transitoria do receptor NMDA
que pode ser antagonizada pela ibogaina. O efeito de ibogaina na inibigdo da expressdo de
receptores NMDA que s6 € visto a longo prazo pode, por sua vez, mediar os processos
relacionados a dependéncia e tolerdncia induzidas por morfina.

Sabe-se, no entanto, que a neuroadaptacio induzida por drogas pode também depender
de alteragio de mecanismos de transdugdo (NESTLER, 1992; NESTLER & AGHAJANIAN,
1997). A administragdo cronica de morfina provoca um aumento na expressio da enzima
adenilato ciclase no cortex cerebral e hipocampo, regiGes que parecem ser importantes no
efeito a longo prazo de drogas, em especial os efeitos cognitivos (NESTLER &
AGHAJANIAN, 1997). A atividade da enzima adenilato ciclase estimulada por ativagdo de
receptores opiodides foi inibida por ibogaina, enquanto a administragdo de ibogaina ou de
noribogaina nfo altera a atividade da enzima nfo estimulada por opidides (RABIN &
WINTER, 1996). Este efeito pode, portanto, ser um dos mecanismos pelos quais ibogaina
interfere a longo prazo na dependéncia de morfina. As alteragdes por ibogaina de fatores de
transcrigdo que estdo relacionadas com alteragbes a longo prazo induzida por drogas, como
discutido anteriormente, pode ser outro mecanismo pelo qual a ibogaina exerga efeitos na

dependéncia de opidides.
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A transmissdo glutamatérgica pode estar associada a processos fisiologicos e
patologicos, ja que o aumento do Ca® intracelular pode ser responsavel tanto pela alteragio
de plasticidade neuronal associada a fungdes normais do cérebro, quanto a neurotoxicidade
(NAKANISHI, 1992; OZAWA et al., 1998, SATTLER & TYMIANSKI, 2000). Como foi
sugerido que a neurotoxicidade causada por altas doses de ibogaina poderia estar associada a
uma hiperestimula¢do do sistema glutamatérgico (O’HEARN & MOLLIVER , 1997), outro
objetivo desta tese foi avaliar o papel do glutamato no efeito neurotdxico de ibogaina.
Investigou-se o efeito de ibogaina na liberagdo e captagio de [°H] glutamato em preparagdes
de sinaptossomas de cortex cerebral e cerebelo de camundongos e ratos, e na captagio de [’H]
glutamato em culturas de astrocitos de cortex cerebral de camundongos e ratos (Artigo 3).

Uma rapida remocdo do glutamato do espago extracelular € necessaria para prevenir o
efeito neurotdxico da superestimulagio dos receptores glutamatérgicos (CHEN et al., 2000). A
remogdo do glutamato da fenda sinaptica ocorre através da recapta¢do deste neurotransmissor
por transportadores Na'-dependentes, de alta afinidade, localizados na membrana neuronal ou
na membrana de células gliais (ANDERSON & SWANSON, 2000, TANAKA, 2000). A
captagdo de glutamato pelas células gliais € mais importante para a finaliza¢do da transmissdo
(NICHOLS, 1994; SWANSON et al., 1997, ANDERSON & SWANSON, 2000; CHEN et al.,
2000). Nossos resultados mostraram que altas concentra¢des de ibogaina estimularam a
liberagdio e inibiram a captagio de [’H] glutamato por sinaptossomas de cortex cerebral de
camundongos. A inibi¢do foi quase completa na captagio de [’H] glutamato em culturas de
astrécitos de cortex cerebral de camundongos e ratos. Considerando a importancia da captacdo
por astrocitos tanto em processos patologicos quanto fisiologicos, pode-se dizer que o efeito

de ibogaina na captagio glial € o mais relevante.
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Demonstramos ainda que ibogaina ndo alterou a liberagio de [’H] glutamato na
presenca de concentragdes despolarizantes de potassio (K'). A fim de melhor investigar o
mecanismo pelo qual altas concentragbes de ibogaina afetam a liberagio de [’H] glutamato,
nos comparamos o efeito de ibogaina na presenca e auséncia de calcio. Os resultados
mostraram que ibogaina (diferentemente do K*) altera a liberagio de [°H] glutamato por um
mecanismo independente de célcio exégeno. Demonstramos também que os canais de soédio
voltagem dependentes ndo estdo envolvidos na liberagdo de glutamato induzida por ibogaina,
ja que a adi¢do de TTX ndo alterou o efeito de ibogaina.

Os resultados mostram que ibogaina aumenta a concentra¢do de glutamato na fenda
sinaptica, por mecanismo independente de célcio extracelular e de canais de sddio voltagem
dependente. A ativagdo de receptores sigma-2 tem sido sugerida na literatura como um
possivel mecanismo pelo qual ibogaina leva a uma liberagdo de glutamato (GLICK &
MAISONNEUVE, 1998). A inibi¢do da captagdio sinaptossomal e, principalmente, da
captagio glial em cortex cerebral de camundongos, refor¢a a préposta de que altas
concentragdes de ibogaina podem aumentar o glutamato extracelular, levando a concentragdes
excitotoxicas na fenda sinaptica. Através dos resultados deste trabalho nés demonstramos,
pela primeira vez, um efeito direto de ibogaina na liberacdo e captagdo de glutamato. Este
efeito de ibogaina pode estar relacionado com a excitotoxicidade atribuida & esta droga. O
efeito de ibogaina tanto na liberagdo quanto na captagio de glutamato, nio pode ser
relacionado com as propriedades antiaditivas de ibogaina: primeiro porque o mecanismo
proposto para o seu efeito terapéutico envolve inibi¢do (e ndo estimulagdo) do sistema
glutamatérgico; segundo, porque as concentragdes de ibogaina associadas a doses

terapeuticamente relevantes, ndo apresentaram efeitos significativos na liberagdo ou captagao
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de [*H] glutamato nos sistemas estudados.

Ibogaina também ndo apresentou efeito significativo, em todas concentracGes testadas,
na liberagio ou na captacio de [°H] glutamato por sinaptossomas de cerebelo de camundongos
€ ratos, nem em cortex cerebral de ratos. Estes resultados estdo de acordo com os varios
relatos indicando que o efeito toxico de ibogaina ¢ diferente entre ratos e camundongos
(SCALLET et al., 1996), incluindo também diferencas entre estruturas. Toxicidade cerebelar
induzida por ibogaina, ndo foi encontrada em humanos (dados clinicos incluindo estudos pés-
morte) na dose considerada efetiva para detoxificagdo de dependentes de opidide e cocaina
(MASH et al., 1998). As diferengas nos efeitos de ibogaina na captagdo em camundongos €
ratos, astrocitos e neurdnios, cortex cerebral e cerebelo, podem estar relacionadas com a
expressdo de varios sistemas de transporte envolvidos na captagio de glutamato.

Cabe ainda ressaltar que as diferengas e contradigdes que tem sido observadas na
literatura em relagdo ao efeito da ibogaina em um mesmo modelo experimental, podem estar
muitas vezes relacionadas com as diferengas de doses, espécies e sexo utilizadas. Deve-se,
portanto, ter cuidado na extrapolagio de dados relacionados com efeitos de ibogaina,
principalmente o efeito toxico por ser dependente de varios fatores.

Este trabalho demonstrou que o sistema glutamatérgico em geral, e os receptores
NMDA em particular, estdo envolvidos no efeito antiaditivo de ibogaina, ¢ podem estar
relacionados a um efeito neurotoxico de altas doses desta droga.

Ibogaina deve continuar merecendo atengdo especial no que se refere ao
esclarecimento de seu mecanismo de agdo, em especial no sistema glutamatérgico. Mesmo que
esta droga ndo seja introduzida na terapéutica, ela pode ser considerada uma droga protétipo,

podendo servir de ferramenta para a melhor compreensio de processos relacionados a
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drogadi¢do, bem como para o desenvolvimento de outras drogas na terapia de drogadicdo, e
também para outras doengas neuropsiquiatricas

Este trabalho também confirma a importancia do estudo de produtos naturais usados
por comunidades tradicionais como uma importante fonte de novas substdncias protétipos ou

terapéuticas.
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4. CONCLUSOES

- Uma tnica administragdo de ibogaina resulta em efeitos a longo prazo mensuraveis in
Vivo € in Vitro.

Lestes efeitos ndo sdo atribuiveis a toxicidade.

- Sugere-se que a ibogaina induza alteragdes funcionais de longo prazo em receptores

glutamatérgicos NMDA.
& tais alteragdes podem ser relevantes no contexto terapéutico

de ibogaina e outros antagonistas NMDA.

- Ibogaina e MK-801 inibem de maneira dose-dependente, e atuam sinergicamente, quanto

a inibi¢do do “jumping” precipitado por naloxona em camundongos dependentes de
morfina.
G sugere-se que este efeito da ibogaina de fato pode ser mediado por

receptores NMDA.

- A administragio cronica de morfina ndo provoca alteragdes em receptores NMDA em

cortex cerebral de camundongos mensuraveis através da unido especifica de [*H] MK-801.
% a expressio da sindrome de abstinéncia ndo € diretamente relacionada a

alteragSes na densidade e sensibilidade de receptores NMDA corticais.
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- Ibogaina inibe agudamente o “jumping” induzido por NMDA; este efeito ndo &
observado a longo prazo.
& sugere-se que os sinais da sindrome de abstinéncia de opidides possam

estar associados a ativagdo aguda e transitoria de receptores NMDA.

- Em altas concentra¢des (500 e 1000 uM) a ibogaina estimula a liberagdo e inibe a
captagdo de glutamato em preparagGes de sinaptossomas de cortex cerebral (mas nédo

de cerebelo) de camundongos (mas ndo de ratos).

- A estimulagdo da liberagdo de glutamato ndo ocorre em presenga de concentragdes
despolarizantes de potassio; € independente de calcio extracelular e de canais de sodio

voltagem dependente.

- Ibogaina inibe a captagdo de glutamato (1000 uM) em culturas de astrocitos de cortex

cerebral de camundongos e ratos.
% sugere-se que altas concentragbes de ibogaina induzem efeitos neurotoxicos

em regides especificas do cérebro.
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