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RESUMO

Em preparades nervo frénico-diafragma de rato, sob estimulagéo

elétrica indireta observou-se aumento na amplitude das respostas
musculares utilizando-se a quinidina na dose 1,87x10°M.

A reducdo do teor de céalcio da solugdo nutritiva de 1,80 mM
para 0.90 mM e 045 mM, ndo interferiu no efeito facilitador da
quinidina sobre as contragbes musculares.

A nifedipina (2x10° M), foi ineficaz em impedir o efeito da
quinidina sobre as respostas musculares.

A 4-aminopiridina, um blogueador de canal de potassio, fol
escolhida para estabelecer um padrdo de comparagdo com &
quinidina. Os resultados obtidos com a 4-aminopiridina (53x10° M)
foram similares aos observados com a quinidina (1,87x10° M).

Fm preparacio curarizada nervo frénico diafragma de rato
{d-tubocurarina 14,6x10° M), a quinidina manteve sua capacidade de
aumentar a amplitude das contracbes, indicando que nao atuou ao
nivel de receptores nicotinicos, uma vez que estdo bloqueados pela
d-tubocurarina. .

A quinidina na preparagdo hemidiafragma  cronicamente
desnervada, induziu um aumento ndo signficativo na amplitude das
contragbes musculares.

A cromakalina foli eficaz em antagonizar o efeito bloqueador da
quinidina (1,87x10° M) em musculo esquelético, reduzindo a amplitude
das respostas musculares aumentadas pela quinidina.

Resultados similares aos observados com a quinidina foram
obtidos quando a glibenciamida foi utilizada nas mesmas condigbes
experimentais.

O fato da glibenclamida bloguear seletivamente canais de
potassio dependentes de ATP, é sugestivo de que a acdo da
quinidina envolva canais desse tipo.



Por outro lado, a participagdo de canais de potassio ativados
pelo calcio nas agbes da quinidina parece estar descartado, pois tanto
a diminuicdo da concentragdo de calcio da soluggo nutritiva como a
utilizacdo da nifedipina nao modificaram o efeito facilitador da

quinidina sobre as contragbes musculares.



INTRODUCAO




A quinidina € um dextroisdmero da quinina, descrita pela
primeira vez por van HAYNINGER (1848) e preparada na forma
atual por PASTEUR (1853). ( apud BIGGER & HOFFMAN, 1990).

HARVEY (1939), estudou os efeitos da quinina sobre o
musculo esquelético e na juncdo neuromuscular. Este autor
observou que a quinina causava aumento da tensdo das
respostas provocadas por estimulos elélricos maximais tanto em
preparagées controles, como nas curarizadas ou desnervadas, Esta
potenciagdo mecanica era acompanhada por um auments na
duragdo do poiencial de acdo. HARVEY (193%), observou ainda
que a quinina induzia prolongamento para um segundo estimulo
produzir uma resposta mecanica. De acordo com o0s resuitados
apresentados por HARVEY (1939), a placa motora tornava-se
mais excitavel na presenca de quinina.

LAMMERS (1955) - estudou a agdo da quinina na fibra
muscular, verificando que o estado ativo era prolongado. O
mesmo efeito era obtido com a guinidina. LAMMERS (1955)
demonstrou ainda gue a quinina e quinidina aumentavam a tensao
e o tempo de contragdo do mdscule tibial anterior de gato e do
musculo sartéric de ra.

A quinidina € um potente antiarritmico, que deprime a
freqiéncia do marcapasso e diminui a condugédo e a excitabilidade
da fibra cardiaca (especiaimente em tecido despolarizado).

Em grande parte, essas agdes decorrem da capacidade da
quinidina em bloqusar o0s canais de sédio na sua forma ativada
ou néo ativada. A recuperacac do blogueio dos canais de sodio é
menos completa no fecido despolarizado do que no totaimente
polarizado. Assim, a quinidina alonga o periodo refrataric e



deprime a excitabilidade e condugdo, no tecido despolarizado,
mais do que no tecido normal

A quinidina também prolonga a duragdo do potencial de
acdo, o que se reflete no eletrocardiograma pelo alongamento do
intervalo QT. O bloqueio dos canais de potassio com uma
reducio da corrente e do fluxo repolarizante & raéponsévei por
esse efeito. Deve ser observado que o alongamento da durag&o
do potencial de agBic reduz o tempo gasto em potenciais
negativos de membrana, e portanto, aumenta a eficacia
bloqueadora dos canais de sodio, da quinidina. Este alongamento
da duragdo do potencial de agdo e do periodo refratario efetivo
reduz a fregiidncia maxima da reentrada. A quinidina também tem
propriedades antimalérica, antipirética e ocitdcica. (HONDEGHEM
& MASON, 1995)

A quinidina possui efeito potencializador sobre a agdo de
relaxantes musculares despolarizantes ou competitivos; esta acao
foi descrita por SCHIMIDT (1963), MILLER et al (1967, 1968) e
KATZUNG & WAY (1967).

Encontra-se na literatura médica (SCHIMIDT, 1863} a
descricdo de acidentes de recurarizagd® no p6s operatdrio
imediato, em pacientes que haviam recebido relaxantes musculares

durante o ato ciriirgico sob o tratamento com guinidina.

MILLER et al (1967), demostraram, experimentalmente, que
pequenas doses de quinidina sao suficientes para potencializar a
acdo de relaxantes musculares competiti\éos e despolarizantes.
Dessa forma estudaram a interagdo entre quinidina e agentes
blogueadores neuromusculares como a d-Tubocurarina (d-Tc), a
Succinilcolina  (Sch) e o decametdnio (Ci), nas preparagtes
frénico diafragma de rato e tibial anterior de gato. Verificaram



também a perda da eficiéncia do edrofénic em antagonizar o
bloqueio neuromuscular causado pela galamina, apds a adicdo de
guinidina. No entanto estes autores nao propuseram nenhuma
explicacdo para estes achados.

MILLER ef al (1968) observaram ainda aumento na
amplitude das respostas musculares em preparagao curarizada, ©
qual estava em associagdo com o uso de quinidina, sem contudo
esclarecer o seu mecanismo.

Estudos com a quinidina foram realizados por BALZER
(1972), o qual analisou a acéo da quinidina sobre o sistema de
transporte de calcioc em preparagdes isoladas de vesiculas do
reticulo sarcoplasmatico de musculo esguelético de coelho.
BALZER (1972) propds que a quinidina ligar-se-ia em ambos 08
sitios inespecificos da fase proteica e lipidica da membrana.
Propds também uma inibicdo da captura do calcio na membrana,
produzido peta quinidina.

SENGES ef al (1973) verificaram que a quinidina produz um
efeito  estabilizador do potencial de membrana, em fibras
musculares do diafragma de ratos portadores de miotonia. Os
autores verificaram ainda que a mesma tinha um efeito imediato
sobre o potencial de acdo, aumentando a sua duragdo ¢
produzindo também aumento transitério na forca de contragao
muscular, abolindo efeitos mioténicos.

COOK & HAYLETT (1984) pesquisaram © mecanismo de
bloqueio induzido pela quinina e guinidina, de canais de potassio
ativados pelo calcio, em hepatécitos humanos e de cobaia.
Observaram que tanto a quinina quanto a quinidina bloguearam
canais de potassio voltagem dependente, de maneira semelhante.



FUJIL et al (1990) estudaram os feitos da cromakalina na
presenga de quinidina e drogas andlogas, em musculo liso de
bexiga urindria de cobaia. Os resultados destes experimentos
sugeriram a presenga de duas classes de canais, nha membrana
do musculo de bexiga urindria de cobaia, envolvidos na produgao
do potencial de ac&o: uma classe sendo responsavel pela
hiperpolarizagéo e outra pela repolarizacio, ambas sendo
bloqueadas pelo tefraetilamdnio e quinidina.

A farmacologia dos canais de potassio € de consideravel
interesse (veja revisdo de COOK & QUAST, 1990) devide a
presenca destes canais em diversos tipos de tecidos. A
excitabilidade elétrica das membranas, dos nervos e das células
musculares que geram e propagam O potencial de agho, €
essencial para a comunicagdo no sistema nervoso e na atividade
mecanica dos musculos cardiacos e estriados.

A excitabilidade elétrica depende da existéncia das
comportas dependentes de voliagem dos canais idnicos na
membrana celular: sédio, potéssio' e calcio. Estes canais séo
estruturas proteicas e eles todos possuem basicamente o mesmo

funcionamento.

Os canais de potassio tém papel fundamental no controle
da excitabilidade da membrana celular, Diversos tipos de canais
de potassio, foram descritos como por exemplo: dependentes de
voltagem (ADAMS & NONNER, 1990), dependentes de calcio
(HAYLETT & JENKINSON, 1990), e dependentes de ATP
(ASHFORD,1990).

Os canais de potassio dependentes de ATP (K arp), estao
presentes em células pancreaticas, tém papel importante no
controle de secregdo de insufina. Estes canais também se fazem



presentes em tecido cardiaco, em musculo esquelético e musculo
liso vascular e ndo vascular (COOK & HALES, 1984).

O uso de ativadores dos canais de potassio (cromakalina,
pinacidil e RP 52891) e de seus antagonistas (glibenclamida,
fentolamina e alinidina) tem confribuido para o estudo do- papel
dos canais de potassioc em musculo liso, esquelético e cardiaco,
assim como para o estudo da func8o neural e endocrina de
certos Orgdos. (McPHERSON 1893)

Algumas destas drogas, comc a cromakalina, causa
relaxamento do masculo liso, devido ao aumento da condutancia
ao polassio, causando hiperpolarizagdo e inibindo a propagagéo
do potencial de agdo sucessivo. Inicialmente através de técnicas
sletrofisiologicas e usando-se “patch-clamp” ficou comprovado o
mecanismo de agdo da cromakaling, isto & atua ativando canais
de potassio e conseqlientemente causa hiperpolarizac@io. Usando-se
a técnica de “patch-clamp” foi possivel identificar um tipo
especifico de canal de potassioc de alta condutdncia. Esta
descoberta coincide com estudos que demonstram a existéncia de
canais de potadssio dependentes de ATP em varios tipos de
tecidos (cardiaco, liso, esquelético), que causam despolarizacio.

A cromakalina tem sido utilizada como droga vasodilatadora,
sendo eficaz nas isquemias, na hipertensdo e também na asma.

Embora a acio farmacoldégica da cromakalina tem sido
descrita em muasculo liso (FUJH ef al 1990), mdsculo cardiaco
(NOMA, et al 1993), musculatura vascular (WILSON, et af 1989),
(BUCKINGHAN ef al 1989; LONGMORE ef al 1990), em miusculo
esquelético , 0s seus efeitos foram pouco esiudados.



2 - OBJETIVOS



O envolvimento da quinidina no aumento das contragbes em
preparagdes de musculo esquelético tem interesse, principaimente
com relagdo ao seu mecanismo de agao ao pnivel de canais
idriicos da membrana celular. Para tanto, foram realizados
experimentos com drogas bloqueadoras € ativadoras desses
canats.

Desta forma, o principal objetivo da presente pesquisa fol
estudar 0s mecanismos envolvidos no aumenio da amplitude das
respostas musculares induzidos pela guinidina.



3 - MATERIAIS E METODOS
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O estudo dos possiveis mecanismos envolvidos no aumento
da amplitude das respostas musculares induzido pela quinidina, foi
realizado usando-se preparagdes nenvo frénico-diafragma e
hemidiafragma cronicamente desnervado de rato.

No primeiro caso verificou-se O aumento na amphtude das
respostas musculares em presenca de qumidma (1, 87)(10 M), em
preparagbes curarizadas (d-Tc:. 14 6x10 M) ou n8o, sob
estimulac@o elétrica do nervo ou do musculo. Utilizou-se solugao
nutritiva de Tyrode com & concentragdo de caicio alterada de
1,80 mM para 0,90 mM ou 0,45 mM Alguns experimentos foram
realizados com a nifedipina (2x10 M), 4-aminopiridina (53x‘10 M),
cromakalina (1x10*M). Pesquisou-se também o efeito da quinidina
sobre potenciais bioeiétricos do masculo (potencial de membrana,
potencial de placa terminal em miniatura e potencial de agao).

Na preparagdo hemidiafragma cronicamente  desnervada,
além do efeito da quinidina (‘1,8‘:’)(*1(3*8 M), estudou-se também ©
efeito da 4-aminopiridina (53)(1(}'8 M).

A determinacdo da significancia da diferenca entre as
médias foi feita usando-se a andlise de variancia, com nivel de
significancia de 1%, seguido do teste de Dunnett, de comparagdes
mtitiplas.
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3.1- PREPARAGAO NERVO FRENICO-DIAFRAGMA DE _RATO

Foram utilizados ratos Wistar de 180g a 200g de peso.
Apos anestesia dos animais pelo hidrato de cloral {240 mg/Kg por
via intraperitonial) e sangria por secglo dos vasos do pescogo,
procedeu-se a retirada e montagem do segmento do
hemidiafragma  esquerdo com  uma  porgao do  frénico
correspondente, de acordo com a técnica de BULBRING (1946).

O musculo de forma friangular foi fixado por sua base em
suporte apropriado {o qual permite através de eletrodos de platina
estimular o nervo ou diretamente o musculo) € O vértice
correspondente & sua porgdo tendinosa, foi fixado a um fio o qual
foi ligado a uma alavanca cardiaca de Starling que através de
uma pena inscritora, registrava as contracdes do diafragma no
papel esfumagado do tambor em quimografo; ou em fisidgrafo
Narco-Bio System tipo Narco trace 40 acoplado @& um Universal
Coupler tipo 7159, cuja tensdo dada fol de 2,5g/cm, através de
um transdutor Miograph F60. O volume do banho foi de 30ml e
sua temperatura mantida a 37°C Oxigenou-se a preparagéc pelo
borbulhamento de carbogénio (95% O, +5% CO,) no banho. Como
soluco nubriiva usou-se a de Tyrode com as seguintes
conceniracdes em mM: NaCl 137, KCi 2,7, CaCl; 1,8, NaHCO,
11,9 mg; MgCl, 0,25 NaHPO, 0,3; e glicose 11,0 {em algumas
experiéncias a concentracgo do célcio fol alterada).

Quando estimulou-se indiretamente o diafragma, utilizou-se
pulsos retangulares maximais, freqiiéncia de 0,1 Hz e duragao de
0,2 mseg. Os estimulos foram fornecidos por um estimulador
GRASS S 88.
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Em todos os experimentos utilizou-se o seguinte protocolo:
estimulagdo do nervo frénico por quinze minutos, & seguir adicéo
da quinidina. O tempo de observagdo dos efeitos produzidos pela
quinidina foi de trinta minutos.

Foram realizados experimentos nos quais o teor de calcio
da solugdo nutriente foi reduzido de 1,80 mM para 090 mM e
0.45 mM. Em alguns destes experimentos utilizou-se a quinidina
{(1,87x10° M), sendo que outros experimentos foram realizados na
auséncia da mesma.

Seguindo a mesma metodologia, foram  realizados
experimentos com a 4-aminopiridina, em preparacéo frénico-
diafragma de rato.

Em preparagées' curarizadas (d-Tc 14,6;(10'6 M} foram
realizados experimentos adicionando-se a quinidina (1,87){10“6 M) e
seus efeitos observados durante trinta minutos.

Seguindo o mesmo protocolo, em preparagdo frénico-
diafragma de rato curarizado (d-Tc: 14,6x10° M) adicionou-se a 4-
aminopiridina (53x10° M),

Experimentos foram realizados adicionando-se a quinidina
(1,87x10%° M) durante trinta minutos e na vigéncia do seu efeito
méaximo adicionando-se a 4-aminopiridina (53x10° M). Experimentos
foram também realizados alterando-se a ordem da adi¢do das

drogas.
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incubou-se a preparagdo frénico-diafragma de rato com
nifedipina (2x10° M). A nifedipina foi diluida em 1ml de etanol e
adicionada na solugdo nutritiva; apbs trinta minutos adicionou-se
quinidina (1,87x10°° M).

Seguindo-se 0 mesmo protocolo, em preparagdo incubada
com a nifedipina, adicionou-se a 4-aminopiridina (53x10° M),

Os experimentos com a nifedipina foram realizados com
pouca luminosidade, uma vez que a nifedipina & fotossensivel.
Experimentos controles foram realizados com a finalidade de
demonstrar que o solvente utilizado para dissolver a nifedipina
n&o alterava as respostas musculares sob estimulos indiretos.

Foram realizados experimentos com a cromakalina (1x10™* M),
A cromakalina era adicionada em preparagbes, as quais haviam
recebido adicho prévia de quinidina (1,87x10° M). Nesses
experimentos  adotou-se o seguinte protocolo: apds adigao de
quinidina (1,87x10°° M), decorridos frinta minutos na vigéncia do
seuy efeito sobre a amplitude das contracbes, adicionou-se a

cromakalina, 1x10™*M.

Os experimentos realizados c¢om a cromakalina e
glibenclamida obedeceram o seguinte protocolo:

Primeiramente foi feito um registro controle durante 15
minutos; apbés este controle sob estimulagao elétrica indireta, a
glibenclamida (1x10"5 M) foi adicionada na preparagdo e seus
efeitos foram observados por 90 minutos. Decorrido esse tempo,
a cromakalina (1x10* M) foi adicionada e seus efeitos observados
durante 60 minutos.



14

3.2 - PREPARACAQ HEMIDIAFRAGMA CRONICAMENTE
DESNERVADO DE RATO

Ratos Wistar de 180 a 200g foram desnervados segundo a
técnica descrita por Vital Brazil (1965).

Esta consiste na sec¢do do nervo frénico esquerdo. Para
proceder-se a desnervacac colocou-se o animal anestesiado pelo
éter etilico, em declbito lateral direito praticando-se uma incisao
de um centimetro perpendicular a linha mediana do tergo inferior
da regido lateral do térax esquerdo

A incisdo compreendia a pele e a camada muscular
deigada que recobre esta regido. Ao longo de um espago
intercostal com extensdo de aproximadamente 1,5 centimetros,
cortou-se 0s musculos intercostais ¢ com bastdo de vidro com
extremidade recurvada, prendeu-se o frénico que, tracionando-se
as bordas da incisgo foi seccionado.

Em seguida, suturou-se somente a pele, por meio de um
ponto. Decorridos 15-20 dias retirou-se o segmento em forma de
leque do hemidiafragma esquerdo e montou-se a preparagio,
como no item 3.1.

A solugdo nutritiva, o volume €& a temperaiwra a gual foi
mantida a preparaglo, assim Como O Pprocesso de registro das
contragoes foram iguais aos da preparagao frénico diafragma de
rato. Os estimulos com pulsos retangulares de 2 milissegundos de
duragdo, 0,1 Hertz de freqiéncia e voltagem maximal foram
fornecidos por estimulador eletrdnico Grass S 88.
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Nas preparacbes desnervadas adicionou-se  acetilcolina
(14,6x10° M), registrando-se a contratura. Apds a adigao de
acetilcolina javou-se a preparaglo por cinco vezes e adicionou-se
as seguintes drogas:

quinidina (1,87x10° M)

4-aminopiridina (53x10° M)

A adicdo de acetiicolina foi a maneira mais viavel de
confirmar a desnervagdo da preparagao.
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3.3 - ESTUDQ DO POTENCIAL DE REPQUSO, POTENCIAL
DE_PLACA TERMINAL EM MINIATURA E POTENCIAL DE
ACAO

Utilizou-se ratos Wistar de 180 a 200g de peso, cujo
hemidiafragma esquerdo foi refirado com um segmento do frénico
correspondente, segundo a técnica descrita por BULBRING (1948).

Estendeu-se o musculo e fixou-se com alfinetes apropriados
com sua face toracica voliada para cima no fundo de uma cuba
de perspex com 10 centimetros de comprimento, 5 centimetros de
largura e 2 centimetros de profundidade,

A cuba foi preenchida com 30 ml de solugdo de TYRODE
sendo a oxigenagdo da preparacdo feita pelo borbuthamento com

carbogénio. Manteve-se a preparac&c na temperatura de 37°C.

Os potenciais foram captados através de microeletrodos
(Me) de vidro preenchidos com solugdo de KCI 3M. Os Me
apresentavam resisténcia compreendida entre 5 a 20 MQ . Foram
preparados no proprio laboratério e conservados em geladeira.
Para sua confeccdo utilizaram-se tubos de vidro apropriados
{(capilares de vidro CLARK que continham microcapilar interno
para facilitar o preenchimento com KCI) e um estirador de
microeletrodo "Microelectrode Puller", Modelo 8104, Paimer.
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331 - DESCRICAO  SUMARIA DA APARELHAGEM
ELETROFISIOLOGICA

O Microeletrodo entrava em contato com o suporte por sua
extremidade posterior com o filamento em espiral de prata
cloretada, contendo no interior de pequeno tubo de vidro (2
centimetros de comprimento) preenchido com agar. Encaixava-se 0
microeletrodo em uma das extremidades desse tubo, saindo pela
outra, um fio condutor que unia o filamento de prata a um
seguidor catodico.

O pequeno tubo que era sustentado pelo braco de um
micromanipulador JENA acoplado a um microscopio estereoscopico
Zeiss para aumento de até 40 vezes. Este equipamento permitia
realizar  pequenos  deslocamentos  verticais e horizontais,
controlando o  microeletrodo. O  seguidor  catédico  estava
posicionado préximo ao brago do micromanipulador conectava-se
ao canal do osciloscopio TEKTRONIX 5103 N com modulos 5A
22?\}' "DIFFERENTIAL AMPL" e 5B 12N: " DUAL TIME BASE" O
eletrodo indiferente, constituido por um fio espiralado de prata
cloretada contido em tubo de vidro curvo preenchido com agar-
salina, mantinha-se mergulhado na solugao nutritiva. Estava ligado
por meio de um fio conduter a um gerador de impulsos capaz de
fornecer sinais de 100, 20, 5, 1 e 0,2mV. A preparagédo e toda
a aparelhagem empregada permaneciam no interior de uma gaiola
de FARADAY montada sobre uma mesa rigida, fixada no solo a
fim de evitar vibragbes. A aparelhagem estd descrita na figura a
seguir. (Figura 1)
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Figura 1 - Esquema do circuito para registro eletrofisiolégico

dos potenciais bioelétricos.

A - esquema simplificado
B - esquemna simplificado para obtencdo de resisténcia do Me

050

C - circuito para medida da resisténcia do Me
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3.3.2 - PROCEDIMENTOS

Apds ser retirado do seu suporte de estocagem, o Me era
encaixado no suporte. Fixava-se o conjunto no brago do
micromanipulador, ligando-se o fio condutor ao segquidor catddico.

Procedia -se a4 medida da resisténcia do Me merguthando-o
na solugdo nutritiva e introduzindo em paralelo no circuito uma
resisténeia de valor conhecido (20 M Q). Eram desprezados
aqueles Me cuja resisténcia ndo estava compreendida entre § e
20 MQ.

A medida do potencial de membrana (potencial de repouso)
das fibras musculares se fez da seguinte forma: sob o controle
de microscopio inseria-se o microeletrodo no interior de uma fibra
muscular e media-se o deslocamento vertical sofrido pelo feixe no
osciloscopio, no momento da penetracdo. Repetia-se 0 mesmo
procedimento em cinco fibras distintas em periodo ndo superior a
um minuto, calculando-se a média aritmética das leituras
realizadas. Determinou-se o potencial de repouso multiplicando-se
o valor da média por um fator de correcdo (fc). Este era
estabelecido introduzindo-se no circuito wm sinal de 100mV e
medindo-se a deflexdo  correspondente no  osciloscopio
(fe=100/deflexdo correspondente).
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3.3.3- REGISTRO DO POTENCIAL DE MEMBRANA

Nas experiéncias realizadas para avaliar o efeito da quinidina
sobre o potencial de membrana, esta foi ulilizada na concentracéo
de 1,87x10° M. A determinacdoc do potencial de membrana foi
feita em regides distintas da fibra muscular.

Apobs a determinacdo da medida do polencial de membrana
controle adicionou-se quinidina (1,87x10° M) ao banho e
procediam-se as leituras aos 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos, na
regiao das placas motoras em cinco diferentes locais da fibra.
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3.3.4 - REGISTRO DO POTENCIAL DE PLACA TERMINAL
EM MINIATURA

Os potenciais de placa terminal em miniatura foram
captados através da inser¢cdo do microeletrodo nas fibras
musculares na regido da placa moiora e registrados através do
osciloscopio (sensibilidade 0,5-1,0 mVicm). Nestes experimentos em
que se estudou o efeito da quinidina sobre a freqliéncia dos
potenciais de placa terminal em miniatura, utilizou-se a quinidina
(1,87x10° M).

Os potenciais de placa terminal em miniatura foram
fotografados com filme "Polaroid" por meio de uma camara de
osciloscopio modelo C-5A. Os pardmetros controles foram
definidos antes da adicdo da droga.

Os potenciais de placa terminal em miniatura foram
registrados aos 5, 15 e 30 minutos apos a adiggo da quinidina
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3.3.5 - REGISTRO DO POTENCIAL DE ACAO

As condigbes experimentais na avaliagdo dos efeitos da
quinidina sobre o potencial de agdo foram semelhantes as
anteriores.

Aftravés de estimulador GRASS 888 e de unidade isoladoré
de estimulos GRASS modelo $.1.U.5. estimulou-se indiretamente a
preparagdo com pulsos maximais de 0,5-1,0 volts e 0,2 mseg de
duragéo e freqliéncia de 0,1 Hz. Os potenciais de acdo foram
registrados atraves de osciloscopio (sensibilidade 20 mvVicm) e
fotografados de maneira idéntica & dos potenciais de placa
terminal em miniatura.

O microeletrodo foi inserido nas fibras musculares (regido
das ferminacbes nervosas). Foi fotografade o potencial de agdo
controle e em seguida adicionou-se quinidina (1,87x10° M). Os
potenciais foram fotogra;'ados aos quinze e trinta minutos de
observacao.
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3.4 - DROGAS UTILIZADAS:

Ach: Acetilcolina - Sigma Chemical - EUA.

4-AP: 4-aminopiridina, Sigma Chemical Company - E.UA.
Bicarbonato de sédio: Carlo Erba - ltdlia

Cloreto de céaicio: Merck do Brasil

Cloreto de magnésio: Merck do Brasil.

Cloreto de potassio: Merck do Brasil

Cloreto de sédio: Merck do Brasil

Cromaka!im: Cromakalina, Sigma Chemical Company - E.UA.
dTC: d-Tubocurarina, ABBOT - Laboratorios do Brasil, Lida.
Fabrik - Busch-S.G.

Glibenciamide: glibenclamida, Sigma Chemical Company -~ EUA.
Glicose: Merck do Brasil

Hidrato de cloral: Pentofarma Lida, Brasil

Nifedipine: nifedipina -Sigma Chemical Company - E.U.A.

Quinidina: Sulfato de quinidina, laboratério: Chemische -Alemanha



4-RESULTADOS:
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4.1 - ESTUDO MIOGRAFICO PREPARACAQ FRENICO-DIAFRAGMA
DE RATO

Em preparacbes sob estimulagdo elétrica indireta a adigdo de
quinidina  (1,87x10° M) induziu aumento da amplitude das
confracbes musculares. Este aumento atingiu seu valor maximo
aos trinta minutos, tempo fixado para a observagdo dos efeitos da
droga em estudo. (Tabelat).

O aumento da amplitude das contragdes a estimulagao
glétrica indireta foi de 52,4+ 3,5%, (Figura 2). Assim empregando-se
doses crescentes, verificou-se aumento dependente da dose
(Figura 3). Esse mesmo efeito pode ser observado na forma de
grafico (Figura 4).

O efeito do célcio sobre o aumento da amplitude das
contracdes musculares, induzido pela quinidina, também foi
avaliado na preparacao frénico-diafragma de rato. Diminuindo-se ©
teor de calcio da solugdo nutritiva de 1,8 mM para 0,8 mM e
0,45 mM, observou-se gue somenie esta ultima concentragao nao
manteve a amplitude das respostas contrateis (Figuras 5 e 6)

A quinidina (“i,ﬁ?’:d()'8 M) na preparagdo submetida a
estimulagio elétrica indireta € em uma solugdo nutritiva com teor
de calcio alterado para 0,90 mM induziu aumento na amplitude
das contracbes (Figura 7). Porém este aumento foi menor em
relacdo aos experimentos realizados com solugao nutritva de
Tyrode com teor de célcio normal 29,2i3,5%, Experimentos foram
também realizados utilizando solugdo nutritiva com Ca*" 0,45 mM,
tendo a quinidina induzido aumento na amplitude das contragdes
de 26,6+3,2% (Figura 8).
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TABELA 1 - Efeito da quinidina (1,87x10° M)
sobre as contragbes musculares na
preparagao nervo frénico-diafragma de rato.

EXPERIMENTOCONTROLE 15 apés 30’ apods
QUINIDINA  QUINIDINA

1 11 15 18

2 10 12 19

3 18 23 26

4 15 19 23

5 186 22 24

mediat 14+1,69 1842,23 22,21£1,78

e.padrao

percentagem 28,87 58,57

de aumento

Obs: 1-Os valores apresentados comrespondem a
contragbes musculares indiretas, em milimetros

Z2-A anadlise estatistica indicou que as médias

obtidas na presenca de quinidina diferiram, de manegira
significativa, tanto do controle como entre si.



27

2 min.

radpivg

Figura 2 - Efeito da quinidina (1,87x10° M) no registro
miografico da preparagdo nervo frénico-diafragma de rato,
sob estimulacdo elétrica indireta. Na seta (QUIN.) a
quinidina (1,87x10° M) foi adicionada.
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FIGURA 3 - Efeito da quinidina em doses crescentes
sobre a resposta contrati a estimulagdo elétrica indireta
da preparacdo nervo frénico-diafragma de rato.
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porcentagem de aumento

0,93 1,87 3,74 7,48

doses (106 M)

Figura 4 - Efeito da quinidina sobre a amplitude das
contracbes musculares da preparacao frénico-diafragma de

rato, nas diferentes doses.
1. Os valores apresentados correspondem a contragoes

musculares indiretas, em milimetros.

9. Os valores de cada coluna representam  a
meédiate.padrio da amplitude das contragoes.

3. A analise estatitica indicou que as médias obtidas na
presenga de quinidina nas doses assinaladas acima,
diferiram de maneira signiﬁbativa, entre si.
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Figura 5 - Efeito da diminuicdo do calcio da solugao
nutritiva para 0,90 mM sobre as respostas muscuilares da
preparagdo  nervo  frénico-diafragma de  rato, sob
estimulacdo elétrica indireta.

A- Registro controle em solugdo nutritva com 1,80 mM de
Ga+2

B- 15 minutos apds introdugdo da solugdo nutritva com
0,90 mM de Ca*

C- 30 minutos apds introdugdo da solugdo nutritiva com
0,90 mM de Ca?* |
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Figura 6 - Efeito da diminuigdo do calcio da solugao
nutritiva para 0,45 mM sobre as respostas musculares da
preparagdo nervo  frénico-diafragma de rato, SOD
estimulag8o elétrica indireta.

A- Registro controle em solug@o nutritiva com 1,80 mM de
CaZ«i-

B- 15 minutos ap6s introdugdo da solugdo nutritiva com
0,45 mM de Ca*

C- 30 minutos apbs introdugdo da solugdo nutritiva com
0,45 MM de Ca*™*
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o 0 ™

FIGURA 7 - Efeito da diminuicdo do calcio da solugao
nutritiva para 0,90 mM sobre o aumento das respostas
musculares da preparagdo nervo frénico-diafragma de rato
em presenca de quinidina (1,87x10° M), sob estimulag&o
elétrica indireta.

A- Registro controle, em solugdo nutritiva com calcio 0,90 mM
B- 15 minutos ap6s adigdo de quinidina (1,87x10°° M)

C- 30 minutos ap6s adicdo de quinidina (1,87x10° M)
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d b

1

Figura 8 - Efeito da diminuicdo do calcio da solugao
nutritiva para 0,45 mM, sobre as respostas musculares da
preparagbes frénico-diafragma de rato em presenca de
quinidina (1,87x10®° M), sob estimulagdo elétrica indireta.
A- Registro controle, em solugéo nutritiva com calcio 0,45 mM
B-15 minutos apos adicdo de quinidina (1,87x10° M)

C-30 minutos apds adicdo de quinidina (1,87x10° M
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A fim de investigar mais profundamente os mecanismos de
acdo da quinidina , estudou-se a sua interagdo com diferentes
compostos como: 4-aminopiridina, nifedipina e cromakalina.

Para analisarmos a interacdo: quinidina e 4-aminopiridina
realizaram-se ensaios alternando a ordem das drogas, de maneira
aleatoria. Iniciou-se entdio, experimentos com a adi¢ao prévia de
4-aminopiridina (53x10° M) Ap6s 30 minutos, foi adicionada a
quinidina (1,87x10° M).

O resultado desta série de experimentos foi ¢ aumento em

tormo de 7816,6% ao final de uma hora (Tabela 2).

Experimentos similares foram realizados, com a inversac da
ordem das drogas citadas. O resultado do efeito causado pela
adicdo das drogas foi aumenio de 7524 +3,77% ao final de uma

hora.

Preparacoes foram incubadas com nifedipina @2x10° M), e 2
sequir adicionou-se quinidina (1,87x10° M) (Tabela 3).

Em preparacbes curarizadas (d-Tc: 14,6x10° M) o aumento da
amplitude das contragbes pela quinidina foi menor que nas
preparagbes nao curarizadas, 20,78£5,06% (n=5) (Figura 9).
Nestas preparacdes o aumento também foi dependente da dose
{(Figura 11).

Com a 4-aminopiridina o aumento observado em

preparagbes curarizadas foi de 24.58+9,02% (n=5) (Figura 10).
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Experimentos com a cromakalina foram realizados. O
objetivo foi averigliar se havia algum envolvimento da quinidina
com canais de potassiopb, uma vez que a cromakalina age
ativando estes canais (Fujii ef a/ 1990).

A cromakalina (1x10™* M) foi utilizada apés 30 minutos da
adicao prévia de quinidina (1,87x10° M) (Figura 12).

Nestes experimentos a cromakalina reduziu a amplitude das
contragdes de aproximadamente 60% quando comparade ao
aumento induzido pela quinidina (Tabela 4).




36

TABELA 2 - Efeitos da 4-aminopiridina (53x10° M)
e da quinidina (1,87x10° M) na preparagio
nervo frénico-diafragma de rato.

. 15 30 15 30
Experimento controle  minutos  minutos  minutos  minutos
apds 4AP apos 4AP apds apos
quinidina quinidina
1 25 34 52 63 63
2 27 47 57 72 83
3 31 42 50 70 90
4 41 51 62 74 75
Meédia+e.
0adrao 31,0441 435+422 522+310 69,7+276 781665
Percentagem o +40,30 +78 +124,8 +151,6
de aumento
Obs:

1- Os valores apresentados correspondem a contracOes
musculares indiretas, em milimetros.

9. A analise estatistica indicou que as médias obtidas na
presenca de 4-aminopiridina e quinidina diferiram, de maneira

significativa, tanto do controle como entre Si.
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TABELA 3- Efeitos da quinidina (1,87x10° M)
na preparacdo nervo frénico diafragma de
rato em presenga de nifedipina (2x10”° M).

experimento  controle adicédo de 30 minutos
(nifedipina) quinidina apds

guinidina

1 28 31 35

2 33 36 38

3 37 40 42

4 32 36 39

5 30 32 36

médiate. 32+1,7 35+1,8 38+1,36

padréo

Percentagem 9,37% 18,75%

de aumento

Qbs:

1- Os valores apresentados correspondem a contragles
musculares indiretas, em milimetros.

2- A andlise estatistica indicou que as medias obtidas na
presenca de nifedipina e quinidina diferiram, de maneira
significativa, do controle para tratado.
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Figura 9 - Efeito da quinidina (1,87x10° M) nas respostas
musculares da preparacdo nervo frénico-diafragma de
rato curarizada (d-Tc: 14,6x10° M), sob estimulaggo
elétrica direta.

A- Estimulos elétricos indiretos e adicdo de d-Ic¢
(14,6x10° M).

B- estimulos elétricos diretos e * adigdo de quinidina
(1,87x10° M)

C- 30 minutos ap6s adigdo de quinidina (1,87x10° M)
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FIGURA 10 -Efeito da 4-aminopiridina (4-AP : 53x10° M)
sobre as respostas musculares da preparacac nervo
frénico-diafragma de rato curarizado (d-Tc: 14,6x10° M),
sob estimulagdo elétrica direta.

Estimulos elétricos  indiretos e *  adigao de d-Tc
(14,6x10° M)

estimulos elétricos diretos e * adigdo de 4-aminopiridina
(53x10° M)

A-30 minutos apos adicdo de 4-aminopiridina (53x10° M)
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Figura 11 - Efeito da quinidina (3,74x10° M) sobre as
respostas musculares da preparagdo nervo frénico-
diafragma de rato curarizado, (d-Tc: 14,6x10° M).
Estimulos elétricos indiretos e adicio de d-Tc (14,6x10° M)
estimulos  elétricos  diretos e adicdo de quinidina
(1,87x10° M)

A-30 minutos ap6s adicdo de quinidina (3,74x10° M)
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Nos experimentos realizados com glibenclamida (1x10° M)
observamos aumento da amplitude das confragdes musculares,
sendo que seus efeitos foram observados durante 90 minutos.
Decorrido esse tempo, adicionou-se a cromakalina (ix10° M). O
tempo de observacdo foi de 60 minutos, ocorrendo um
antagonismo por parte da cromakalina (Figura 13).



42

[289 1

muu@nnnmwm\\llll\ll

c

. \l\ilmidnﬂi\lilm\mwm

Figura 12 - Efeito da cromakalina (1x10* M) na
preparacdo  nervo frénico-diafragma de rato, em
presenca de quinidina (1,87x10° M) .

a-controle

b-adicdo de quinidina (1,87x10° M)

c-30 minutos apés adicdo de quinidina (1,87x10° M)
d-adicdo de cromakalina (1x107 M)

e-30 minutos apos adicdo de cromakalina (1x10™ M)
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TABELA 4 - Efeito da quinidina e cromakalina
sobre a amplitude das contragoes Nna

preparacao nervo frénico diafragma de rato

30° 20
EXPEE*MEHTO CONTROLE apés QUIN apés CROM

1 21 38 20
2 22 45 30
3 25 54 34
4 30 47 38

46+3,80 30,5+4,45
Média + e. padrao 24 5+2,33

+87.7% +24 5%
percentagem de
aumento

Qbs:
1- Os valores apresentados correspondem  a contrages

pE————

musculares indiretas, em milimetros.
2. A analise estatistica indicou que as medias obtidas na
presenca de quinidina € cromakalina diferiram,de maneira

significativa, tanto do controle como entre si.
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(1x10™ M),

cromakalina
de

da
frénico-diafragma

13 - Efeito

Figura
preparacgao

em

rato,

nervo

presenca de glibenclamida (1x107° M).

a-controle

b-45 minutos ap6s adicdo de glibenclamida

10 minutos apés adicdo de cromakalina

-

60 minutos apoés adi¢cdo de cromakalina

e
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4.2 - PREPARACAO HEMIDIAFRAGMA _ CRONICAMENTE
DESNERVADO DE RATO

A desnervacdo foi levada a efeilto segundo Vital Brazil
{1965), descrita no item Materiais e Métodos.

A preparacdo hemidiafragma cronicamente desnervada de
rato foi submetida ac teste inicial com acetilcolina (a adicdo de
acetilcolina € a maneira mais viavel para confirmar a
desnervacéo) e a seguir procedeu-se a lavagem com TYRODE.

Tais preparacdes foram fratadas, a seguir, com as seguintes
drogas: quiniding (1,8?;(10"6!\/1) e 4-aminopiridina (53)(1()'6 M.

Submetida a estimulos eléfricos diretos (voitagem maximal,
freqiéncia 0,1 Hz , duragdo 2,0 mseg) a preparagéo recebeu
1,87x10° M de quinidina. Observando-se por um periodo de 30
minutos, verificou-se pequenoc aumento na amplitude das respostas
musculares 11+3,46% (n=5) (Figura 14). Este discreto aumento

observado ndo é dependente da dose 13,4+3,48% (n=3) (Figura 13).

Prosseguindo os  experimentoes com & preparacao
desnervada, seguindo o mesmo procedimento em relagéo a
acetilcolina, adicionou-se a 4-aminopiridina (53)(10'6 M). Apés 30
minutos de observagdo, o resultado foi um discreto, aumento na

amplitude das respostas musculares 12,444,52% (n=5) (Figurai6).
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Figura 14 - Efeito da quinidina (1,87x10° M) sobre as
respostas musculares da  preparagao hemidiafragma
desnervado de rato, sob estimulaco elétrica direta.

a-Registro controle e * adigdo de acetilcolina (14,6x10° M)
b-T adicdo de quinidina e registro das  respostas

musculares por 30 minutos.
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Figura 15 - Efeito da quinidina (3,74x10° M) sobre as
respostas  musculares da  preparacao hemidiafragma
cronicamente desnervado de rato, sob estimulaggo elétrica
direta.

A-Registro controle e adigdo de acetilcolina (14,6x10° M)
B-* adicdo de quinidina e registro por 30 minutos.
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Figura 16 - Efeito da 4-aminopiridina (53x10° M) sobre as
respostas  musculares  da preparacdc  hemidiafragma
cronicamente desnervado de rato, sob estimulagdo elétrica

direta.
a- registro controle e * adi¢do de acetilcolina (‘14,6x10“€‘ M)

b- 1 adicdo de 4-aminopiridina e registro por 30 minutos
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4.3 - POTENCIAIS BIOELETRICOS:

4.3.1 -REGISTRO DO POTENCIAL DE MEMBRANA

A leitura do potencial de membrana foi realizada a cada 5
minutos apbés a adicdo da quinidina (‘!,87’)(10“6 M) durante 30
minutos. Antes da adicdo desta foi estabelecido um controle.

Os resultados mostraram que nao houve alteragdo no
potencial de membrana (Tabela 5).
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TABELA 5 - Efeito da quinidina (1,87x10° M)

sobre o0 potencial

de membrana (mv) na

preparacdo nervo frénico-diafragma de rato.

EXPERIMENTO CONTROLE 08

10

15

20

28

30’

1 82,0 836 856 828 844  B48 828
2 81,6 810 824 844 80 856 880

3 81,2 784 768 812 808 784 812
média 81,6 810 816 8273 8373 8293 840
erfo padrio 1028 183 314 113 188 279 251

Obs:

1.0s valores acima correspondem a medida do potencial de

membrana em mv.

2.A andlise estatistica indicou que as médias obtidas nao S0

significativas estatisticamente.
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4.3.2 - REGISTRO DO POTENCIAL DE PLACA TERMINAL EM
MINIATURA

A captacdo dos potenciais de placa terminal em miniatura
com a utilizacdo de microeletrodos foi realizada aocs 15 minutos e
aos 30 minutos, apdés a adicdo da droga em estudo, tendo sido
realizado um controle antes da adicdo da droga.

Nos experimentos com a finalidade de avaliar os efeitos da
quinidina (1,87x10° M) sobre o potencial de placa terminal em
miniatura (mepp’s) constatou-se aumento na fregléncia dos
mesmos 69,3+7,4% (n=5), (Figura 17).
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Figura 17 - Efeito da quinidina (1,87x10° M) sobre os
potenciais de placa terminal em miniatura, na preparagao
nervo frénico-diafragma de rato.

a- controle

b- 15 minutos apos adicdo de quinidina

c-30 minutos apés adigdo de quinidina
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4.3.3 - REGISTRO_DO POTENCIAL DE ACAQ

Estudos sobre o potencial de agdc foram realizados na
preparacéo frénico-diafragma de rato cujos experimentos tiveram a
adicdo de quinidina (1,87x10° M). |

Os resultados dos experimentos acima demonstraram que a
quinidina prolonga a duracao do potencial, tendo havido um

aumento de 5010,05% (n=5) (Figura 18),
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Figura 18 - Efeito da quinidina (1,87x10° M) sobre ©
potencial de agao muscular, da preparagdo nervo
frénico-diafragma de rato.

a-Registro controle

b-registro ap6s 15 minutos da adicdo de quinidina
(1,87x10° M)

c-registro apdés 30 minutos da adicdo de quinidina
(1,87x10° M)
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As drogas podem atuar no canal de potdssio de trés
formas: blogueando, retardando o seu fechamento ou ativando. Os
nossos resultados: aumento na amplitude das contragbes do
masculo diafragma, curarizado ou nd@o curarizado, aumento na
freqiéncia dos potenciais de placa terminal em miniatura e
aumento na duracdo dos potenciais de agao, sugerem que a
guinidina atue blogueando o canal de potassio.

HARVEY (1939) demonstrou que a quinidina também
causava aumento na tensdo das respostas provocadas por
estimulos maximais nas preparagdes masculo tibial anterior,
misculo séleo de gato e sartério isolado de sapo, em
preparagdes normais, curarizadas e desnervadas.

Na preparagdo nervo frénico diafragma de rato curarizado
observamos aumento na amplitude das contragdes induzido pela
quinidina. Este aumento poderia ser decorrente de uma atividade
liberadora de neurotransmissor, porém esta possibilidade e
descartada em funcdo de, na preparacac curarizada, a quinidina
também produzir aumento da amplitude das contragbes. E
importante lembrar que a concentracao de d-tubocurarina noO

hanho & suficientemente alta para ser antagonizada.

LAMMERS & RITCHIE (1955) também verificaram que a
tensdo das respostas musculares eram maiores quando utilizada
quinidina - isdmero da quinina - né mesma dose da quining,
realcando o efeito destas sobre O musculo esquelético.

MILLER ef al 1967 também observaram aumento na
amplitude das respostas musculares na presenca de quinidina,
porém ndo determinaram 0O mecanismo envolvido neste aumento.
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BALZER (1972), sugeriu que & quinidina inibla o fransporte
ativo de calcio, em vesiculas do reticuio sarcoplasmatico isoladas
do coelho, por competicio com este ion. De acordo com BALZER
(1972), a quinidina inibiria 0 canal de calcio o qual influenciaria a
contragdo muscular, Porém 08 nossos resultados demonstraram,
contrariamente  que, & qQuinidina em musculo  esquelético
provavelmente, aumenta a permeabilidade aos fons calcio uma vez
que utilizando solugao nutritva com baixo teor de célcio,
continuou produzindo aumento na amplitude das contragoes.

SENGES ef al 1973  estudaram  &m preparacao
neuromuscular de mamifero, 08 efeitos da quinidina. Esses autores
abservaram aumento da forga de contracdo e duragdo do
potencial de acdo. [Esses resultados  corroboram  aqueles

apresentados no prasente estudo.

ANDERSON (1972) utilizando fibras musculares dissecadas
de musculo semi-lendinoso de ra obteve aumento na amplitude
das contragBes seguido de uma diminuicdo na duragdo do
potencial de agao. Em contradicao a estes resuftados ficou
demonstrado, no pesente tfrabalho, que a quinidina aumenta a
amplitude das contragbes além de aumentar a duracdo do

potencial de agao, sugerindo um blogueio do canal de potassio.

A 4-aminopiridina foi utifizada a titulo de comparagao, uma
yez que O mecanismo de acao desta droga € conhecido. As
aminopiridinas  bloqueiam O canal de potassio voltagem
dependente (YEH et al 1976). Devido esta acao, elas prolongam
a duragdo do potencial de agdo prolongando assim a fase de
repolarizacao e conseglentemente a despolarizagdo da membrana
do terminal nervoso (BRIGANT & MALLART 1982).Este ultimo
efeito causa um aumento no influxo de célcic para dentro do
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terminal nervoso e aumento do numerc de quanta e
neurotransmissor, liberado pelo impulso nervoso (MOLGO ef
al. 1977, 1979; DURANT & MARSHALL, 1978, LUNDH, 1978). As
aminopiridinas nac aumentam a liberagdo de aceticolina na
auséncia de impulsos nervosos (MOLGO ef al; 1977, 1879).
Porém em grandes concentracbes e apés 30 a 40 minutos elas
podem induzir descargas de potencial na auséncia de estimulag@o
de nervos, e liberagdo de Ach (MOLGO ef al. 1985). Este efeilo,
devido a instabilidade da membrana axonal & também atribuido
ao blogueio do canal de potassio. (VITAL BRAZIL et al, 1995).

De fato, tanto a 4-aminopiridina como a quinidina exibiram
atividade farmacolégica semelhante, ou seja, em todos 0s
experimentos realizados verificaram-se aumento na amplitude das
contracdes, bem como aumento na duragéo do potencial de agao.
Além disso, mesmo na preparagdo curarizada ambas as
substancias induziram aumenio na forca de contragdo muscular.
Reforcando a hipétese de que este aumento decorra
orincipaimente de uma ac@o ao nivel de canal de potassio € nao
por uma acgao liberadora de acetilcolina.

Em preparacdes cronicamente desnervadas, tanto a quinidina
como a 4-aminopiridina produziram um discreto efeito facilitador. Na
preparacéo hemidiafragma cronicamente desnervada o potencial de
repouso estd em torno de -80 mV 3o contrario dos valores -85
mV ou -90 mV da preparacido inervada (FONTANA, 1982). Esse
valor (-80 mV) & devido a uma diminuicdo na permeabilidade ao
potassio (potencial de membrana & diretamente dependente da
permeabilidade ao potassio).

De fato GINSBORG & JENKINSON (19786), relatam
alteragbes importantes quando a preparagdo de musculo
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esquelético é desnervada, alteragao da sensibilidade & agdo da
tetrodotoxina e rompimento da proporcdo  entre receptores
nicotinicos e canais de sédio. Assim uma possivel explicaggo para
o aumento ndo significativo sobre a amplitude das contragbes, na
presenca de quinidina e 4-aminopiridina, na preparagao
cronicamente desnervada, & que nesta preparagdo talvez também
possam ocorrer alteragdes para os canais de potassio.

Nos experimentos em que o teor de caicio da solugado
nutritiva foi reduzido, foi possivel concluir que a concentrag@o de
calcio ao n'vel do reticulo sarcoplasmético é dependente da
concentracdo extracelular. Portanto o aumento na amplitude das
contragBies persiste, em presenca de quinidina, mesmo quando ©
teor de calcio da solucdo nutritiva é reduzido quatro vezes. Tais
resultados corroboram a hipétese inicial de que a quinidina nao
atua ao nivel de canal de potadssio ativado pelo calcio.

A aplicagdo externa de bloqueadores iGnicos: La®, Ni¥",

Cd*, verapamil e nifedipina bloqueia o influxo de calcio (POST. &
NICOLSON, 1982). Logo, experimentos conduzidos com quinidina
em presenca de nifedipina ndo interferiu com © desempenho da
guinidina. Portanto fica descartado o papel do calcic no efeito
facilitador da quinidina sobre as contragbes musculares.

Os estudos feitos por COOK & HAYLETT, (1984)
demonstraram os efeitos da quinina e quinidina sobre canais de
potassio afivado pelo calcio em hepatécitos de cobaia. Na
presenca de quinina e quinidina ocorreu inibicdo dos canais de
potassio. Este estudo reforca a hipotese de que a quinidina
aumenta a amplitude das respostas musculares por uma acao
bloqueadora sobre o canal de potassio.
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DREYER & PENNER (1987) estudaram a agdo de loxinas
de cobras sobre correntes de potassio da membrana do terminal
nervoso de camundongos. Tais toxinas tiveram seus efeitos
comparados a cerfos bloqueadores de canal de potassio, como
ietraetilaménio & as diaminopiridinas; que por sua vez causam
despolarizacdo da membrana e aumentam o influxo de calcio. OQ
mesmo resultado, é também obtido com diaminopiridina, as
aminopiridinas e possivelmente a quinidina.

FUJII et al (1990) descreve em seus experimentos o uso de
blogueadores de canal de potassio (tetraetilamonio, 4-
aminopiridina, procaina, quinidina, apamina) atuando sobre o
influxo de potassio, atividade elélrica e mecanica em bexiga de
cobaia e, interagindo tais bloqueadores com os efeitos da
cromakalina.

Nos experimentos realizades com a cromakalina € quinidina,
os resultados demonstraram que a cromakalina, na vigéncia dos
efeitos maximos causados pela quinidina, diminui a amplitude das
contracbes. Este efeifo, ndo descrito na literatura, em preparactes
de musculo esquelético, corrobora a hipotese de que a quinidina
causa blogueio no canal do potdssio. Resultando no aumento da
amplitude das contragbes musculares € €em decorréncia do
aumento na duracdo do potencial de agao, maior dificuldade de
repolarizacdo e despolarizagdo prolongada. A cromakalina reverte
o aumento na amplitude das contragdes, diminuindo estas ao nivel
do controle, porque ela causa uma ativagdo dos canais de
potassio, envolvidos no aumento das respostas musculares.

De acordo com FUJII ef a/. (1990) a cromakalina cauéou um
aumento no influxo de potassio, que foi totalmente abolido pela
quinidina na concentra¢do de 5x10° M. Desta forma encontramos
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suporte ros resultados de FUJH et al 1990, apesar de seu estudo
ter sido realizado em preparacfes de musculo liso.

Relacionando os nossos estudos com os de McPHERSON
{1993) sobre correntes e abertura de canais de potassio, onde
utilizou drogas como cromakalina e glibenclamida em preparagoes
de musculo liso, cardiaco e esquelético, McPHERSON sugere que
além do tecido cardiaco os canais de potassio ATP dependente
(K atp) tem sido caracterizados tanto em musculo liso vascular,
ndo vascular e no musculo esquelético. Como sempre, a funcao
fisiologica dos canais de Kap nestes tecidos ¢ de dificil
identificacdo. Este estudo revela o uso da cromakaiina na abertura
de canais de potassio. Em convergéncia acs nossos resultados,
quando utilizamos esta na presenca da quinidina, houve um
antagonismo, diminuinde o aumento da amplitude das contragoes
causado pela guinidina.

Desta forma podemos avaliar que a cromakalina, uma vez
gue ativa canais de K s &M musculo liso, parece também agir

como ativadora destes canais em musculo esquelético.

UITDEHAAG (1994) estudou os efeitos benéficos clinicos da
4-aminopiridina e da quinidina na esclerose multipla. O uso da
guinidina e da 4-aminopiridina foi baseado na facilitagdo da
conducdo em axdnios bloqueados pela desmielinizagao,produzida
por estas drogas, devido ao bloqueio dos canais de potassio
nestas fibras.

Alguns bloqueadores de canal de potassio foram utilizados
no estudo sobre a proliferacdo de células neoplasicas, no
carcinoma mamario. Dentro destes estava a quinidina, 4-
aminopiridina, glibenclamida. Foi examinado a sensibilidade da
profiferacac destas células perante tais blogueadores. A quinidina
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e glibenclamida inibiam a proliferag8o das células, concluindo-se
que a quinidina inibia K arp em carcinoma mamario, inibindo uma
fase do ciclo da proliferagao celular (WOODFORK, ef al 1995}
Reforcando a nossa hipbtese de que a quinidina bloqueia canal
de potéssio ATP dependente, cuja inibicdc também ocorre na
preparacdo de musculo esquelético.

A inibicBo de canais de potassioc ATP dependente pela
disopiramida em midcitos ventriculares de gato foi estudada e
comparada com a produzida pela quinidina (de LORENZI, 1893}
A inducdo dos canais de potassio ATP dependente pela L-
cromakalina era dose dependente. Neste esiudo a disopiramida
inibia os canais de potadssic ATP dependente, assim como a
quinidina. A inibicBo destes canais contribul para preservar a
habilidade da quinidina para prolongar a duragdo do potencial de
acdo sem comprometer o potencial de membrana.

Este efeifo também foi obtido por nés em musculo
esquelético onde houve blogqueio do canal de K*, aumentando a
duracdo no potencial de agdo sem ocorrer alteragdo no potencial
de membrana.
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1- ESTUDOS MIOGRAFICOS :

114 - Confirmando dados da literatura, verificou-se que, nas
preparagbes inervadas, a guinidina causou um aumento,
dependente da dose, da amplitude das contragbes induzidas por
estimulos indiretos -via nervoe frénico - ou diretos, fendémeno este
que persistiu nas preparagoes curarizadas e nas cronicamente

desnervadas embora, nestas ultimas, o aumento percentual tenha

se revelado significativamente menor. N&o houve queda
significativa desse efeito facilitador na vigéncia da redugio da
concentracdo de calcio no liquido nutriente para niveis iguais ou
inferiores a 0,9 mM. Este fato sugere auséncia da participag@o
dos canpais de calcio ou mesmo a participagdo de canais de
potassio ativados pelo calcio, no aumento da amplitude das
contragbes induzido pela quinidina.

12 - A adicdo de 4-aminopiridina ao banho causou efeitos
analogos aos da quinidina, inclusive no que concerne & acentuada
queda desses efeitos nas preparagbes desnervadas. A adicao de
ambas as substancias ao banho, iniciando-sé pela 4-aminopirding,
seguida da quinidina, ou aplicando-as em ordem inversa, revelou
um sinergismo de adig@o em termos de aumenio de amplitude de
contracgo dos diafragmas sob estimuiac;éo indireta. Este fato
sugere que ambas as substancias estejam atuando no MesSmMo

local, isto & canais de potassio sensiveis a 4-aminopiridina.

13- Com efeito a presenga de concentragdes de cromakalina
(1x10% M) reconhecidamente capaz de ativar os canais de
potassio dependentes ATP, determinou-se uma redugdo significativa
da amplitude de contragao das preparagGes, da ordem de 80%,
quando comparadas 80 aumento induzido pela quinidina,
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indicando que, de forma andloga ac descritc para as musculaturas
lisas vascular e ndo vascular, a quinidina aumentaria a amplitude
das contragbes dos musculos esqueléticos através de bloqueio de
canais de potassio, possivelmente os dependentes ATP.

2. ESTUDOS ELETROFISIOLOGICOS:

2 1. Confirmando os dados referidos em estudos eletrofisiologicos,
verificamos que a quinidina aumenta, de forma significativa, a
freqiénecia dos potenciais de placa terminal em miniatura das
preparacdes frénico diafragma isoladas. O gue sugere que a
mesma atue em canal de potéssio da terminagao nervosa.

2.2 - Em concentracdes eficazes, a quinidina nao alterou de forma
significativa o potencial de membrana muscular o que confima

um possivel mecanismo de ag&o envolvendo canais de potassio.

54 .0 mesmo nac ocorreu com o potencial de agdo muscular,
cuja duragdo aumentou de forma significativa, na presenca de
quinidina, em torno de 50% comparativamente ao valor controle,
fato que igualmente caracteriza as substancias que atuam sobre o
canal de potassio.
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8 - ABSTRACT

The aim of the present study was to investigate the mechanism
whereby quinidine increases the amplitude of muscle contractures.

The experiments were performed using rat phrenic nerve-
diaphragm preparations incubated in Tyrode solution at 37°C and
oxygenated with a mixture of 95% O, 5%CO,. In the absence (n=5) and
presence (n=5) of curare (dTC, 14.6x10° M), the addition of quinidine
(1.87x10° M) resulted in a 58,57% and 20.8+5.1% increase in the
amplitude of contractions, respectively. Under the same conditions, 4-
aminopyridine (53x10° M.) caused a similar potentiation of the
contractions, viz. 78.3+13.9% and 30.1+3.8%, respectively. When
20x10°° M nifedipine was added 30 min previously, the above dose of
quinidine produced a 18,75%% increase in the amplitude of confractions
(n=5). Quinidine increased the action potential duration by 50,0+0.5%
(n=5). Similarly, there was a 68,3£7,14% increase In the frequency of
miniature endplate potentials (n=5). Cromakalim (K. Fujii, 8r J
Pharmaco!l 98, 779-785,1890) partially inhibited the increase in the
ampiitude of muscle contractions induced by quinidine (n=6).

The above results suggest that the increase in muscle contraction
amplitude observed in the presence of quinidine is mediated via an

action of this drug on potassium channels.



