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I - I NTUR O D UG A O



I- INTRODUGAO

As monoaminopiridinas e as diaminopiridinas
produzem aumento na liberacao de neurotransmissores em sinapses
centrais e periféricas (FASTIER e Mc DOWALL, 1958: VOHRA e PRADHAN,
1964, VOHRA et al., 1965). Na jungao neuromuscular, aumentam con
sideravelmente o nlimero dos quanta de acetilcolina 1iberados.por
impulso nervoso (MOLGO et al., 1977; DUEANT e MARSHALL, 1978 :
JACOBS e BURLEY, 1978)}. As mais ativas e estudadas-sﬁo a 4-amino
piridina e a 3,4-diaminopiridina, sendo esta a mais potente (

MOLGO et al., 1980). Apresentam as seguintes férmulas estruturais:

N
4-aminopiridina . 3,4-diaminopiridina

O efeito produzido pelas aminopiridinas na

liberagao de acetilcolina das terminagdes nervosas € -atribuido
a2 aumento do influxo dos ions calcio causado por dois mecanis-
mos -distintos: 1) bloqueio dos canais do potassio (PELHATE e
PICHON, 1974; YEH et al., 1976 a, b:; ULBRICHT e WAGNER, 1976 ;
SCHAUF et al., 1976), o que provoca aumento da duragao do poten-
cial de agao com o consequente maior influxo de Ions calcio para
as terminag¢oes nervosas motoras (HARVEY e MARSHALL, 1877; ILLES
e THESLEFF, 1978; LUNDH, 1978), 2) acao direta das aminopiridinas
na cinética dos canais do calcio voltagem-sensitivos das termina

coes nervosas (LUNDH e THESLEFF, 1977).

Em razao de aumentarem a liberacao de ace-



tilcolina pelos impulsos nervosos, as aminopiridinas revertem o
bloqueio causado pelas drogas curarizantes competitivas  (VOHRA
¢ PRADHAN, 1964; LEMEIGNAN e LECHAT, 1967; SOREK et al., 1968
HARVEY e MARSHALL, 1977), pelo magnésio e antibicticos aminogli-
cosideos (SOBEK et al., 1968), assim como pela toxina botulinica
(LUNDH et al., 1977). Ensaios clinicos demonstraram que também me
lhoram a transmissiao neuromuscular em pacientes portadores de
sindrome miastenica (LUNDH et al., 1977} e de miastenia grave (
LUNDH et al., 1979).

Em 1979 VITAL BRAZIL e colaboradores (1979 b)
verificaram que a 4-aminopiridina e tambem capaz de antagonizar o
bloqueio neuromuscular produzido pela crotoxina, principal toxi-
na da pegonha de cascavel sul-americana. Esta neurotoxina, de
acdo pré-sinaptica predominante, também atuz na membrana sub-si-
naptica bloqueando a agao da acetilcolina e outras drogas agonis
tas (VITAL BRAZIL, 1966; VITAL BRAZIL et al., 1979 a) . Constataram
igualmente nessa pesquisa (1979 b) ‘que a 4-aminopiridina -também antago-
niza a inibic¢ao produzida pela crotoxina sobre a despolarizacio
das placas terminais causada pelo carbacol. Por outro lado, pes-

quisando a agdo da crotoxina em preparacdes de Orgdoc elétrico de

dores (1879) verificaram que esta toxina, embora nao se combine
nos sitios receptivos do receptor em que a acetilcolina atua, es
tabiliza a proteina receptora em uma conformacao que exibe alta
afinidade para os agonistas, isto &, em estado semelhante ao de
dessensibilizagdo (KATZ e THESLEFF, 1957; RANG e RITTER, 1970
HEIDMANN e CHANGEAUX, 1979 a). Isto levou VITAL BRAZIL e colabo-
radores (VITAL BRAZIL e FONTANA, 1982; VITAL BRAZIL ‘et al., 1982)



a investigar o efeito da 4-aminopiridina na dessensibilizagdo do
receptor da placa terminal causado pela interacf@o prolongada de
um agonista -~ o carbacol-com o receptor. Constataram nessa pesqui
sa que a 4-aminopiridina impede a dessensibilizacdo do receptor
se adicionada ao banho antes do agonista e reverte-o a sua forma
de repouso, nao dessensﬂﬁliim&y se adicionada apbés a ocorréncia
da dessensibilizagdo. Verificaram ainda que o ion cilcio antago-
niza o efeito da 4-aminopiridina sobre a dessensibilizacao  dos
receptores (VITAL BRAZIL et al., 1982). .

A presente investigacao, prosseguimento da
anterior acima referida, teve por objetivo contribuir para o es-
clarecimento de alguns aspectos adicionais relativos aqueles acha
dos, tais como verificar: a) se o efeito inibitério sobre a des-
sensibilizagdo é também produzido por outra droga do grupo, . a
3,4-diaminopiridina e a relacao de atividade desta e da 4-amino-
piridina quanto ao efeito na dessensibilizacao, b) se o efeito
independe do agonista causador da dessensibilizacdo e c) a nature
za do antagonismo entre o ion calcio e as aminopiridinas no fend
meno da dessensibilizagao.

0 mecanismo da dessensibilizacgao nao se
acha totalmente esclarecido. MANTHEY formulou hipdtese na qual o
cdlcio desempenha papel fundamental em sua génesar Seria, portan
to, imﬁortante, dada as implicacgbes que pode ter no mecanismo de
agdo das aminopiridinas e no da dessensibilizacgdo esclarecer se
o antagonismo referido € funcional ou competitivo. Por outro la-
do, a propriedade de inibir a dessensibilizacao do receptor coli
nergico da placa terminal, podera tornar as aminopiridinas impor

tantes instrumentos de pesquisa em estudos relativos ao comple-



X0 receptor-canal iﬁnico. A verificacao referida em b € indispen
savel para tal finalidade. Se as relagdes de atividades entre a
3,4-diaminopiridina e 4-aminopiridina na dessensibilizagao do re
ceptor da placa terminal e no bloquéio dos canais de potdssio fo
rem as mesmas, isto podera sugerir afinidade por grupos aniomicos

identicos nos canais de potassio e no complexo receptor-canal

ionico.
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II- DESSENSIBILIZACAQC DO RECEPTOR COLINERGICO DA PLACA TERMINAL

THESLEFF em 1955 (1955 a, b) verificou que
a despolarizagao das placas terminais de preparagdes neuromuscu-
lares isoladas (nervo ciatico-sartorio de ra, nervo-frénico-dia-
fragma de rato) consequente a adicao de agonistas ao banho é1xa3
sitoria, isto €, que elas voltam a se repolarizar a despeito da
presenca dessas substancias. Constatou também que o bloqueio da
transmissao neuromuscular se desenvolve durante a fase de despo-
larizagao mas persiste apds a repolarizacao das placas terminais,
sendo somente restaurado apos a retirada dos agonistas peia lava
gem da preparagao. THESLEFF (1955 a, b) concluiu : que © bloqueio
neuromuscular causado pela interagao prolongada dos receptores cam
a acetilcolina e analogos nao € devido a persisténcia da despola
rizagdo das placas terminais,_mas a abolicao da sensibilidade des
sas regioes a acgao despolarizante da acetilcolina e agonistas em
geral. Este fenomeno recebeu a denominagao de "dessensibilizacao™
(KATZ ¢ THESLEFF, 1957} ou "inativégéo” (NASTUK, 1967) do recep-

- tor da placa terminal.

A dessensibilizacao do receptor S processo
bifasico (FELTZ ¢ TRAUTMANN, 1980, 1982, ANWYL e NARAHASHI, 1980,
CLARK e ADAMS, 1881). Desenvolve-se em uma fase rapida e outra
lenta. A instalacao da primeira da-se em poucos segundos ou mes-
mo em fragdo de segundos enquanto a da segunda processa-se em de
zenas de segundos ou de minutos. A recuperacgao, isto e, o desapa
recimento da dessensibilizacido pela retirada do agonista, também
difere nas duas fases: o seu ‘tempo médio ¢ da ordem de segundos na

fase rapida, de minutos na lenta. A fase rapida & apenas revela-



da com o uso de certas técnicas de aplicacdo do agonista. A ocor
réncia da fase lenta depende da persisténcia do agonista na bio-
fase por tempo relativamente longo, superior a 2 minutos segundo
FELTZ e TRAUTMANN (1982).

Fenomeno de dessensibilizagao identico ao
da placa terminal tem sido observado em preparacoes de OTgaos
elétricos de peixes, tais como v.g. de vdrias espécies de Torpe-

do (BENNETT et al.,1961; MOREAU e CHANGEAUX, 1976; SUGIYAMA ~ et

al., 1976) e do Electrophorus electricus (LARMIE e WEBB, 1973 :

LESTER et al, 1975). Também, neuronios de moluscos, cé€lulas de
Renshaw da medula espinhal de mamiferos e misculos lisos tornam-
-se menos sensiveis a acetilcolina e analogos pelo contato pro-
longado cém estas substancias (MAGAZANIK e VYSKOEIL, 1976}. Con-
tudo, pelo menos o mecanismo de dessensibilizagao de miisculos 1i
s0s € totalmente diferente do da placa terminal (BURGEN, 1982).
0s métodos usados no estudo da dessensibili
zagao do receptor da placa terminal podem ser divididos quanto
ao processo de aplicacao dos agonistas ¢ quanto a avaliacio da
dessensibilizacdo. No que se refere a aplicacgao, o agonista po-
de ser adicionado ao banho contendoc a preparacd3o com o auxilio de
pipeta ou a preparagioc perfundida com a solugac nutritiva conten
do o agonista. MANTHEY (1966) introduziu a técnica de superfuso,
para a obtencao mais rapida da dessensibilizagdo, isto &, perfun
diu diretamente a placa terminal em que estava acompanhando o)
processo de dessensibilizagao. Outro método, originalmente utili
zado por KATZ (1957) e ﬁEL CASTILLO e KATZ (1955 e 1957) consis-
te na aplicagao microiontoforeética do agonista. Neste, o agonis-
ta € liberado por meio de pulsos isolados longos ou iterativos

o
mais curtos (KATZ e THESLEFF, 1957, MAGAZANIK e VYSKOCIL , 1973,



ANWYL e NARAHASHI, 1980, FELTZ e TRAUTMANN, 1982). Podem ser uti
lizadas também micropipetas_de duplo cano, sendo que um produz 1i
beragao rapida do agonista através de pulsos de curta duragdo cau
sando despolarizacdo transitdria da membrana sub-sindptica e o
outro, por intermédio de pulsos mais prolongados causa liberagao
prolongada dd‘mesmo condicionando a dessensibilizagao (KATZ e
THESLEFF, 1957).

A avaliacao da dessensibilizagao do receptor
colihérgico pode ser feita por varios processos: a) determinacao
do potencial de membrana na regiao das placas terminais, tomando
-se como guia de dessensibilizagdo a repolarizagao da  membrana
sub-sinaptica (NASTUK e GISSEN, 1965; NASTUK e PARSONS, 1970)
b) medida da resistencia efetiva da membrana, sendo, neste caso,
o aumento da resisténcia apos a queda inicial, para valores pro-
ximos ao controle, o critério de avaliagdo da dessensibilizagao(
MANTHEY, 1966); c) medida da corrente necessdria para manutengao
do potencial de membrana a determinado nivel (clampeamento de vol
tagem) em uma placa terminal. (ADAMS, 1975, FELTZ e TRAUTMANN R
1980, 1982, PENNEFATHER e QUASTEL, 1982). A redugao da corrente
ou seu desaparecimento ap0s o aumento consequente a aplicacgdo do

agonista indica a dessensibilizagao dos receptores.
& % &

Inimeros fatores podem alterar a intensida-
de ¢ o ritmo da dessensibilizagao da membrana sub-sinaptica e de

preparagoes do drgdo elétrico de peixes.

Influéncia do método de aplicacdo dos agonistas. A aplicagdo do
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agonista pelos métodos usuais (adigdo ao banho ou perfusio da
preparacao com solugao que o contenha) permite apenas revelar a
fase lenta da dessensibilizag3o. A fase rapida € revelada com
o uso da aplicégéo microiontoforética do agonista. Pode também
ser posta em evidéncia com o emprégo de técnicas de superfusido lo-
cal que permita alterar em -prCDS segﬁndos a solugao que banha
as placas terminais (PENNEFATHER e QUASTEL, 1982). A recuperagao
nao depende do processo de aplicagao mas da duragdo da dessensi

bilizagao, isto e, da fase em que se encontra a dessensibiliza-

Gao.

‘Influencia da concentracao e natureza do agonista. A dessensibi-

lizacao & concentracao-dependente: tanto sua intensidade quanto

a rapidez de seu desenvolvimento depende diretamente da concen-

tragao da acetilcolina e agonistas em geral (KATZ e THESLEFF. ,

1957; NASTUK e GISSEN, 1966; GISSEN‘e NASTUK, 1967; NASTUK e

PARSONS, 1970; ANWYL e NARAHASHI, 1980). O ritmo de recuperacio,
entretanto, da sensibilidade original apﬁs a retirada da droga

e independente da concentracao dd agonista e da intensidade da

dessensibilizagdao (KATZ e THESLEFF, 1957). Depende conforme ja

referido da fase em que se encontra a dessensibilizacgado.

Com respeito a natureza do agonista no de-
senvolvimento da dessensibilizagao, os resultados obtidos por
diferentes autores nad sio concordes. THESLEFF (1955 a) nao re-
gistrou diferencas acentuadas no ritmo de dessensibilizagao pro
vocada, na preparacio ciatico-sartorio da ra, pela acetilcolina,
decametonio, succinilcolina e nicotina. KATZ e THESLEFF (1957)e
MAGAZANIK (1968) também ndo encontraram diferengas substanciais

no desenvolvimento da dessensibilizagdo provocada pela aplicagao
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microiontoforetica de acetilcolina, carbacol e succinilcolina (
KATZ e THESLEFF) ou de butirilcolina, tetrametilamonio, decame-
tonio e suberildicolina (MAGAZANIK). Mais recentemente ANWYL e
NARAHASHI (1980) z_‘eg‘istzjaxjazn'- tempos médios de dessensibilizacdo nao’
significativamente diferventes (9,2; 9,0; 9,4; 9,5 segundos)para concentragdes
equipotentes de acetilcolina, acetiltiocolina, tetrametilamonio e
feniltrimetilamonio. Contudo, segundo GISSEN e NASTUK (1966) e
RANG e RITTER (1970), alguns agonistas como o feniltrimetilamo-
njo e Cy;- bis-trimetilamonio, causam mais rapida dessensibili-
zacao do que outros como o carbacol e a succinilcolina. Por ou-
tro lado, MAGAZANIKX e VYSKOCTL (1976) sugerem que a potencia em
produzir dessensibilizacao de doses equivalentes dos agonistas
esteja relacionada aos parametros cinéticos de abertura dos canais
jonicos. Assim a“écetiltibcblina‘que induz abertura extremamente
brevée dos canais (r=0,12 ms) apresenta em concentracao equipoten
te, menor potencia dessénsibilizante do que a“acetilcolina e Sube
rildicolina cujos temposfde'abertura'do‘cénal ionico sao muito-
maiores, r=1 ms e.-r=1,65 ms respectivamente.

Influencia do potencial de membrana. Estudos de XORDAS (1969) de

MAGLEBY e STEVENS (1972 a;b) e de MAGAZANIK e VYS_KOEIL (1970, 1973, 1975)
demonstraram que o desenvolvimento da dessensibilizagao depende
do potencial de membrana, sendo que a hiperpolarizagdo da membra
na pos-sinaptica o acelera ¢ a despolarizagdo o retarda. No en-
tanto, a dependencia do desenvolvimento da dessensibilizacao re
lativamente ao potencial de membrana, nao ¢ absoluta. MANTHEY

em 1966 demonstrou que a dessensibilizagdo pode ocorrer em fi-
bras despolarizadas por altas concentracoes de potassio na solu

¢ao nutritiva.

Influencia da temperatura. KORDAS (1972); MAGLEBY e STEVENS (
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1972 b), e  MAGAZANIK e VYSKOCIL (1973, 1975) observaram que a
diminuigdo da temperatura lentifica o desenvolvimento da dessen
sibilizagao.:

Influéncia de Tons. O aumento da concentracdo de ion calcio na

solugao nutritiva potencializa o processo de dessensibilizacio,
acelerando seu desenvolvimento (MANTHEY;IQGG,1970?1972;NASTUK e
LIU ,1966 ;MAGAZANIK, 1968 ;MAGAZANIK e"VYSKOgIL,19703LNmHﬂH;e PARSCONS
1970; NASTUK e PARSONS, 1970; PARSONS et al., 1971; COCHRANE et
al, 1972), enquanto que sua diminuicac ou auséncia retarda seu
aparecimento (MANTHEY, 1966, 1970, 1972; MAGAZANIK, 1968). 0 au
mento do fon potassioc reduz o ritmo de seu desenvolvimento (MAN
THEY, 1966, 1972), bem como o aumento da concentracdo do 1iom
sodio (MANTHEY, 1966). O aumento quer do potdssio, quer do so&-
dio € capaz de antagonizar a agl@o aceleradora do calcio no pro-
cesso de dessensibilizacao (MANTHEY, 1966; MAGAZANIK, 1968).
NASTUK é PARSONS (1970) constataram que 6
Mg++ apresenta discreta agdo aceleradora da dessensibilizacao
quando na ausencia de ca*" na solucao nutritiva. Contudo, & ca-
paz dé inibir a acao aceleradora da dessensibilizagdo causada
por aquele Fon. Tambdm acharam que o Mn' nao bloqueia a .acao

++
aceleradora do Ca

Usando a técnica de duplo-cano para . pro-.
duzir' a dessensibilizagdo, MAGAZANIK e VYSKOCIL (1970) coloca-
ram na seguinte ordem crescente de poténcia os cations polivalen
tes capazes de aumentar a velocidade de dessensibilizacdo: Mg+QK_

Ca’’& Ba"T srivc AT 1attt L

Entretanto, KATZ e THESLEFF (1957) cujas ex

periencias, em sua maioria, foram levadas a efeito em solucdo de

Ringer com 9 mM de calcio, assinalaram que a concentracgio eleva
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da deste ion nao influenciava as respostas Y aplicagao microion
toforética de acetilcolina. Também, ANWYL e NARAHASHI (1980)nio
encontraram diferencas significativas no tempo medio de dessen-
sibilizacdo quer pela mudanca na concentraciao de calcio de 0 a
50 mM na solugao nutritiva quer pela perfusao da preparagéé (dia
fragma isolado e cronicamente desnervade de rato) com agentes
que aumentam o teor de cdlcio intracelular (2,4-dinitrofenol e
os ionoforos cdlcicos X-537A e A 23187).

Influencia de neurotoxinas. MILEDI e POTTER (19715 e LESTER (

1972) em estudos com a ® -Bungarotoxina ( ol -BuTX), antagonista
de agao irreversivel, demonstraram que, a ligacdo desta neuroto
xina aos receptores colinergicos diminui progressivamente quan-
do estes se tornam dessensibilizados. De seus resultados conclui
ram que ha impossibilidadé de a ®€-BuTX -fixar-se - nos recepto-~
Tes dessensibilizados.

Estudos feitos em musculos pré-tratados com

a o -BuTX e a neurotoxina N, da pegonha Naja'naja SiémEnSis apli
cadas intracelularmente (MAGAZANIK e VYSKOEIL', 1972, VYSKOEIL e
MAGAZANiK', 1972) demonstraram que estas toxinas aceleram a des
sensibilizagao produzida pela écetilcolina..Estes estudos suge-
rem que estas neurotoXinas exergam seus efeitos ligando-se a ou
tros sitios, que nmao os receptivos para a acetilcolina da membra
na pos-juncional, sitios estes localizados na superficie inter-
na da mesma (MAGAZANIK e VYSKOEIL; 1972). Além disso, MAGAZANIX
e VYSKOCIL (1973} tambem sugerem; que a 9 -BuTX colocada no ba-
nho acelere igualmente a dessensibilizacdo. Né entanto, esse 0l
timo efeito poderia ser devido a uma obstrucao parcial do canal
ionico produzido pela <(-BuTX. Esta obstrucao parcial € sugeri-

da por KARLIN (1980, Fig. 2B, pg 223).
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Pesquiéando as agdes pés-sinﬁpticasxdacmtg
Jeotoxina e dacrotoxina, BON e CHANGEAUX (1977) e BON e colabora-
dores (1979) verificaram que estas toxinas bloqueiam a despola-
rizagdo causada pelo carbacol em eletroplacas isoladas de Elec-

" +
trophorus electricus e o aumento do fluxo de Na* e K ‘causado

pelos agonistas colinérgicos em microvesiculas excitaveis ricas
em receptores, preparadas a partir do orgdo elétrico do Torpedo
marmorata. Embora nao se combinem nos sitios receptivos do rece
ptor em que a acetilcolina atua, estabilizam a proteina recepto
Ta em uma conformagao que exibe alta afinidade para os agonis-
tas. Segundo pesquisas de KATZ e THESLEFF (1957). RANG e RITTER
(1970) e HEIDMANN e CHANGEAUX (1979 a) esta conformacao do recep-
tor corresponde a sua forma "dessensibilizada” ou "inativa'.

VITAL BRAZIL e colaboradores 7 “( 1979.b7)
demonstrdram que’ ‘a  4-aminopiridina & ¢apaz .de .antagoni
zar  a- acdo pos-juncional da crotoxina, o que confirma que
esta toxina atua produzindo a dessensibilizacao do receptor co-
linérgico. Com efeiteo, a 4-aminopiridina & canaz de reverter o
receptor de sua forma dessensibilizada vpara a de repouso (VITAL
BRAZIL e FONTANA, 1982, VITAL BRAZIL, et al,,1982).

Segundo MARLAS e BON (1982) o agente que
produz a transformacao do receptor da conformacao de baixa para
a de alta afinidade resulta da atividade foéfdupésimado componen
te B da crotoxina. Seria provavelmente acido graxo que, por si
s6, & capaz de produzir este fendmeno: os acidos graxos antago-
nizam os efeitos dos agonistas colinérgicos em eletroplacas (
BRISSON et al,, 1975).

Influencia de outros compostos organicos: Varias substancias apre

sentam a propriedade de acelerar o desenvolvimento da dessensi-
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bilizagao. Entre elas encontram-se: SKF-525A (SUAREZ-XURTZ et al.,
1969; MAGAZANIK, 1970), clorpromazina (MAGAZANIK, 1970}, anti-his
taminicos tais como, fenil-hidramina e prometazina, alem do pro-
-,prmuﬂnl, certos anestésicos locais, (procaina ¢ a lidocaina) (MA-
GAZANIK e VYSKCEIL, 1876) e as drogas anticolinesterasicas fisos
tigmina e a neostigmina (KIM e KARCZMAR, 1967). Agentes anticoli
nérgicos tais como o mesphenal também aceleram a dessensibiliza-
¢ao (MAGAZANIK, 1971) embora a atropina nao o faga (MAGAZANIK
1968). A d-tubocurarina também nao interfere no desenvolvimento
da dessensibilizacdo (MAGAZANIK, 1968). E bem sabido que a d-tu-
bocurarina antagoniza a agao dos agonistas. Entretanto nao afeta
o processo de dessensibilizacdo se o nivel do agonista aplicado
¢ aumentado para dar a mesma despolarizagdo que aquela produzida
na sua ausencia (MAGAZANIK e VYSKOEIL, 1973). Em contraste, a deSs'eg
sibilizagdo € reduzida pela nistatina e outros antibidticos &3@5'
trutura poliénica (MAGAZANIK, 1968), catecolaminas (STAMENOVIC ,
1968} e pelo metoxiambenonio (KIM e KARCZIMAR, 1967).

Alguns compostos bloqueiam ¢ canal ~idnico
tais como a histrionicotoxina (ALBUQUERQUE et al., 1974), a qui-
nacrina (TSAI et al., 1979) e anestésicos locais (ADAMS, 1976
RUFF, 1977;_HEIDMANN e CHANGEAUX, 1979 b). Entretanto, este efei
to resulta provavelmente de obstricido do canal ionico por fixa-

cao dessas substancias em seu interior.

¥k k

Viarias hipoteses foram formuladas para expli
car o fenomeno da dessensibiliza¢do. Alguns esquemas  pPropostos
requerem a participagao de energia. Desde que a dessensibiliza-

gao foi demonstrada em membranas isoladas da eletroplaca de
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- Torpedo, isto €, na auséncia completa de células, todas aque-
las hipoteses que requerem a participacgdo de energia devem ser
afastadas. O esquema ciclico proposto por KATZ e THESLEEF em
1957 & ainda hoje o mais aceito. Segundo estes pesquisadores os
receptores existem, mesmo na ausencia de agonistas, sob duas
formas: R e RD. A interagdo de um agonista (A) com R, isto & ,
receptor em sua forma nao dessensibilizada, da lugar a formacgao
de um complexo AR ativo, o qual promove o aumento da permeabili
dade da membrana sub-sinaptica aos ions sédio e potdssio. Em ou
tras palavras, promove a abertura do canal ionico ou ionoforo .
A ligacao do agonista (A) com Rp,isto € yCOM.0 Teceptor em suajbz
ma inativa: ou dessensibilizada e que existe em condigdes de re
POUSO €m uma proporgao muito pequena, promove a formagao do com
plexo ARD inativo, o qual & incapaz de alterar a vermeabilidade
-da membrana sub-sinaptica aos ions sodio e potdssio. A formacio
dos complexos AR e AR, s3o extremamente rapidas. Contudo, KATZ
¢ THESLEFF supoem que AR transforme-se emlARD e RD em R sendo ,
entretanto lentas essas transformagoes. Assim, quando um agonis
ta interliga-se por tempo prolongado com o recentor em sua for-
ma ativa, o complexo ativo formado (AR) vai aos poucos transfor
mando-se no complexo inative (ARp) e ha também um aumento da pro
porcao de Ry. Por outro lado, ao retirar-se o agonista, o recep
tor dessensibilizado lentamente transforma-se no receptor em sua

forma ativa.

KATZ e THESLEFF propuseram dois esquemas ci
clicos para explicar o fenomeno. Nos dois, o agonista combina-se
rapida e reversivelmente com aﬁbas as formas R e Ry, mas em um
deles (representado em 1) o receptor combinado (AR) € transfor-

mado lenta e irreversivelmente para ARD com uma constante de
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dessensibilizacao Kl’ enquanto que o receptor livre Ry Teverte
para a forma R com uma constante de recuperacao K,. Um esquema
desta especie requer energia suplementar para se manter um equi

librio estavel e por isso nao pode ser aceito para explicar a

dessensibilizacgao.
RAPIDA
. iy
A R W‘"‘“——?’ AR
(LENTA) K, a K, (LENTA)
i 1
5 (1)

A+ Ry &—— ARy
RAPIDA
0 outro (representado em 2) e uma versao re

versivel da hipOtese anterior e permite o equilibrio termodinia-

mico sem fonte extra de energia.

RAPIDA
A+ R ;——————> AR (complexo agonista-receptor ativo)

K<|| X; (LENTA) (2)

4

' a
(LENTA) K2 lK4
S et o
- D (complexo agonista~receptor des-
RAPIDA sensibilizado)

A+ RD

Onde,K1 € K4 sao constantes da dessensibi-
lizagao, Ky e K, constantes de recuperagdo, a e b constantes- de
afinidades.

Ainda, segundo KATZ e THESLEFF, os resulta
dos podem ser bem ajustados se se considera: a} a afinidade do
agonista (A) maior para o receptor dessensibilizado RD que para
o receptor ativo R (b7ra); b) a constante de dessensibilizacdo
deve ser maior que a constante de recuperagao (XK, > Kz): c) a

transformacao do receptor inativo (RD) para o ativo (R) deve ser
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maior que o in?erso (sz> K4]. Caso contrério, mais receptores
estariam no estado dessensilﬁliémhn mesmo na auséncia do agonis-
ta.

0 modelo ciclico de KATZ e THESLEFF (1957 )
nao esclarece quais os eventos moleculares pelos quais o recep-
tor ativado € convertido para a forma inativa (dessensibilizada)
e desta para a de repouso (NASTUK, 1977).

NASTUK e GISSEN (1966} sugeriram um modelo
de miltiplos-sitios, isto €, a existéncia no receptor de mais de
um sitio de ligacao para o agonista. A combinacdo inicial do re-
ceptor com uma molécula do agonista produz rapidamente alteracdo
conformacional a qual origina aumento na condutancia da membrana.
Como resultado desta alteracao conformacional, sitios secundarios
na molécula do receptor tornam-se expostos e mostram  aumentada
afinidade para o agonista. A reagao do agoﬁista com estes sitios
secundarios causaria a inativagao do receptor (dessensibilizacao).
Neste modelo de multiplos-sitios, a acao dos lons calcio pode ser
entendida supondo-se que eles reajam com os sitios de ligagao se
cundarios, alguns dos quais podem estar localizados no lado in-
terno da membrana pd-juncional (NASTUK e PARSONS, 1970). De fato,
durante a ativagao da membrana pos-juncicnal ha aumento da permea

bilidade ao calcio (TAKEUCHI, 1963).

Parece que o calcio desempenha ' importante
papel tanto na regulacdo da sensibilidade pos-juncional - para os
agonistas (NASTUK e LIU, 1966) quanto na dessensibilizacgao do

receptor.

MANTHEY demonstrou em 1966 que a velocidade

de dessensibilizacao depende das concentragoes de calcio so-
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dio e potassio no liquide extracelular. Nessa pesquisa Como nas

subsequentes, MANTHEY utilizou o sartdrio de Rana pipiens e, co

mo agomista,:o carbacol. A dessensibilizagdio foi acompanhada pe-
la determinagdo do pdtencial de membrana e sua resisténcia efe-
tiva na regido da placa terminal. Este vesquisador demonstrou que
0 cdlcio acelera consideravelmente o processo de dessensibiliza
¢ao, sendo que seu aumento de 0 para 10 mM aumenta em aproxima-
damente 7 vezes a velocidade de desenvolvimento da mesma, ao
passo que ‘o aumento do sodio e do potassio antagoniza o efeito
daquele fon. MANTHEY propoe duas explicagfes para o fendomeno .
A primeira postula a conversao do receptor de sua forma efetiva
para a inativa ou desseﬁsibilizada. Portanto, o céicio seria ne
cessario para a conversdo de AR para ARD no esquema de KATZ e
THESLEFF, enquanto os cations monovalentes sddio e potdssio pro

moverjam a reagao inversa, tal como se segue:
++

P - Ca A
A (carbacol) + Receptor (R) &—-—— AR S S RD
(athU) %{ (inatiVO)
Na K

Outra possibilidade aventada por MANTHEY
foi a de que o efeito do cdlcio decorresse da acdo bem conheci-
da desse Ion de estabilizar as membranas celulares. Em pesquisa
posterior (1970), entretanto, MANTHEY verificou que o efeito do
c@lcio no processo de dessensibilizacdo ndo € imediato, manifes
tando-se apenas cerca de 13 segundos apds o inicio da perfusio
da placa terminal com a solugdo de carbacol. Baseado nesse resul
tado, formulou a hipotese de que o sitio em que atua se bem que,
talvez na membrana, ndo & a ele acessivel quando o receptor nio
se encontra ativado. A ativagao deste, a par de aumentar a per-

meabilidade aos Ions sodio e potassio, também o faz em relacio
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aos Tons calcio. O aumento da permeabilidade a estes Gltimos per
mitiria que atingissem o sitio em que atuam promovendo a'desseg
sibilizagdo do receptor. Em 1972 reinvestigou o antagonismo cal
cio-potassio no fenomeno da dessensibiliza§§o, formulando a hi-
potese de que a inativagdo do receptor seja causada por mecanis
mo de troca-ionica entre um lon calcio e ‘dois ions potdssioc em
s{tio anidnico divalente (A ).somente acessivel a cations ~ do
meio externo apos o aumento da condutancia da membrana resultan

te da interagao agonista-complexo receptor-canal ionico: .

NASTUK e PARSONS (1970) sugerem que esse si
tio esteja localizado na superficie interna da membrana.

0 modelo proposto por HEIDMANN e CHANGEAUX
(1979 a) para explicar em bases estruturais moleculares os feno
menos de ativagao e inativagao do complexo receptor-canal ioni-
co fundamenta-se na concepcdo de controle alostérico de inibigdo
e ativacdo dos catalizadores bioldogicos desenvolvida em enzimo-
logia e na de KATZ e THESLEFF (1957) acima reproduzida, referen
te aos processos de ativagfo e dessensibilizagdo do receptor da
placa terminal. Esse modelo apresenta as caracteristicas que abai
xo sdao referidas.

1) A unidade funcional elementar (ou comple
xo receptor-canal idnico), responsdvel pelo aumento da permeabi
lidade a cations produzido pelos agonistas colinérgicos compbem
-se de dois elementos estruturalmente distintos: o receptor ¢ O
ionoforo ou canal ionico; o primeirb destinado a ligagao do
neurotransmissor, o segundo a alteragido seletiva da membrana sub

- - - - . - - - - . -
sinaptica a certos 1ons {sodio, potassio e, em menor escala, cal
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cio).

2) A proteina receptora sensu stricto, cons

tituida da associacd3o de um certo numero de cadeias polipeptidi
‘cas em molécula oligomérica, possﬁi virios sitios receptivos pa
ra a acetilcolina.

3) O ionoforo que pode ser parte da protei
na receptora ou unidade completamente distinta, encerra o canal
ionico e sitio ou sitios em que se fixam certos compostos tais
como os” anestésicos locais amino-terciarios:e a histrimﬁ£ntamﬁm
dando lugar a bloqueio do aumento de permeabilidade a cations de
modo nao competitivo.

4} Ouando a unidade funcional encontra-se
na membrana, o sitio receptivo para agonistas e o ionoforo .in-

-~

fluenciam~se mutuamente. O complexo receptor-canal idnico pode

existir em pelo menos tres estados conformacionais interconver-
tiveis. Existem estes na auséncia de substancias a Bles liga-
das e independem da natureza dos compostos que com éles se com-
binam. Estes estados s3o o de repouso (R), o ativo (A) e o des-
sensibilizado (D). Diferenciam-se pela afinidade pelos agonistas
e pelos antagonistas, pela afinidade pelos anestésicos locais e
pela abertura do canal ionico. A afinidade para agonistas e me-
nor no estado R (baixa afinidade) e maior no D (alta afinidade):
a do estado A ocupa posig#o intermediaria (ﬁédia afinidade). Enm
contrapartida, a afinidade pelos antagonistas & menor no estado
A do aue nos R e D. A afinidade dos sitios de ligacdo dos anes-
tésicos locais também difere nos tr8s estados: nos D e A & maior
do que no R. O ionoforo somente se encontra aberto quando o com

plexo acha-se no estado A. Os anestésicos locais ligam-se ao com

plexo em sua conformagao A, bloqueando a nermeabilidade aos ca-
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tions possivelmente por obstrugido ('steric hindrance") do canal.

5) Na membrana em repouso, a grande maioria
do complexo receptor-canal idnico encontra-se no esfado R, uma
pequena parte no D; o numero do complexo no estado A é desprezi
vel. Na vigencia de ligagdo de uma determinada substincia ao com
plexo, o equilibrio desloca-se para o estado conformacional ao
qual se combina preferencialmente quer a nivel dos sitios recep
tivos para a acetilcolina quer a nivql dos sitios em que os anes
tésicos locdis ;e ligam. Entretanto, alguns estados podem aumen
tar, transitoriamente em nimero devido a vias preferenciais de
conversdo. Assim, a reagdo de ativacdo deve ser encarada como um
aumento transitorio do nimero do complexo em sua conformacio A
enquanto a de dessensibilizagio como o equilibrio final da uni-
dade funcional elementar no seu estadeo D.

Segundo HEIDMANN e CHANGEAUX (1979 b), os
anestésicos locais podem ligar-se ao complexo nos seus estados
conformacionais R, A e D, embora o facam em concentragoes: diferen: .
tes. Em concentragoes maiores ligam-se aos sitios receptivos pa
ra acetilcolina. Em concentragdes menores ligam-se a sitio no
canal ionico, estando o complexo em seu estado conformacional A
e obstruem o ionoforo. Atuam também, em concentracodoes menores ,
em sitio alostérico, aumentando como o ion calcio o ritmo de
dessensibilizacao do complexo . estabilizando-o-no seu estado de
alta afinidade para os agonistaﬁ.

FELTZ e TRAUTMANN(1982) propuseram modelo
semelhante ao de KATZ e THESLEFF para explicar a dessensibiliza
gao do receptor da placa terminal com duas importantes modifica
goes. A primeira postula a existéncia de duas formas distintas

do receptor dessensibilizado, D, e D,. A dessensibilizagdo rapi



23

da corresponderia a isomerizagao do receptor de R para D,. A
transformagao de D, em D, condicionaria o aparecimento da dessen
sibilizagao lenta. A rgcuperagﬁo rapida seria dada por D, > R

enquanto a lenta por Dz'—~9»R ou DZI;;_e,Di 5 R. A recupera -

cao lenta resultaria da grande afinidade dos agonistas por D,
muito maior do que por Dl' A outra modificacao consiste na admis
sao de que duas moleculas de agonista ligam-se a uma do receptor.
Sabe~se, com efeito que o receptor compde-se de varias sub-unida
des ou cadeias, duas das quais, as sub-unidades ﬂci encerram si
tio de ligagao para o agonista. O canal ionico somente se abri-

ria quando os dois sitios se achassem ocupados. O esquema do mo-

delo de FELTZ e TRAUTMANN € o seguinte:

*

SR> MR 3> AR AR

/ / ' , J\ ",}77
f/ \r ;' \l ! L - - Ve
A T T ADp N v Ay d
R N ,
\\ \F \\ i \ . r ) P s
-~ ~ Y A\ (/

“;Dz ——— ADZ vr—*“——:*/ﬁzDz

Onde, R &€ o receptor ativo, AZR*-complexo agonista-receptor ati-
vo, Dy e D, formas distintas de receptor dessensibilizado. As
linhas continuas representam as transigoes que se processariam
mais comumente durante a ativacdo/dessensibilizagdo e as ponti-

lhadas, as que eventualmente poderiam tomar lugar.
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III - MATERIAL e METODO:

Realizaram-se todas as experiencias na pre-
paracao isolada nervo frenico-diafragma de rato, determinando-se
o potencial de membrana na regiao das placas terminais com o em-
prego de microeletrodio intracelular. Como parametro guia da des
sensibilizacao do receptor colinérgico foi adotado a repolariza-
cdo da membrana pds-juncional que se segue a despolarizagao ini-
cial, segundo processo semelhante ao utilizado por NASTUK e cola
boradores (NASTUK e GISSEN, 1965; NASTUK e PARSONS, 1970}. As
drogas em estudo foram adicionadas ao banho em pequenos <volumes
com o auxilio de pipeta.

Retiraram-se os hemidiafragmas esquerdos de
ratos brancos (WISTAR) de veso variando entre 200 a 250g.  Apds
anestesia dos animais pelo hidrato de cloral (240 mg/kg, via in-
traperitonial) e sangria por secgao dds vasos do pescogo, proce-
deu-se a retirada e montagen do hemidiafragma esquerdo com  uma
porcio do nervo frénico correspondente, de acordo com a técnica
descrita por BULBRING (1946). Os hemidiafragmas foram distendidos
horizontalmente e fixados com alfinetes especiais com sua face to
racica voltada vpara cima em uma cuba de perspex com 50 ml de capa
cidade. Utilizou-se como soluc3o nutritiva a de TYRODE (composi-
cao em mM, NaCl 136,8, XC1 2,7, CaCl2 1.8, Nal—ICO3 11,9, MgClz 0,25,
NaH,P0, 0,3, glicose 11,0) e fez-se a oxigenagéo com borbulhamen
to . dé carbogénio - .( 95% de oxigénio e 5% de gas carbonico).

A temperatura do banho foi mantida a 37°C.

Para a determinacac dos potenciais de membra
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na empregaram-se micromanipulador ZEISS para aumento de até 40

vezes e osciloscopio TEKTRONIX 5103N com mbédulos S5A 22N "DIF FEREN
TIAL AMPL'" e 58 12N "DUAL TIME BASE". O microeletrodio através de
sua extremidade posterior era colocado em contacto com um filamen
to de prata cloretado contido no interior de um pequeno tubo de

vidro preenchido com agar e sustentado pelo braco do micromanipu

lador. Este filamento de prata achava-se, através de fio condutor,
ligado a um seguidor catodico, em comunicacao com o canal do os

‘ciloscopio. O eletrodio indiferente constituido por fio de - prata

espiralado e mantide, dentro de tubo de vidro preenchido com agar
era mergulhado na solugao nutritiva da cuba de perspex e conecta

do por'fio condutor a um gerador de impulsos capaz de fornecer si
nais de 100, 20, 5, 1 e 0,2 mV. Toda a aparelhagem era mantida

dentro de gaiola de FARADAY montada sobre mesa rigida de cimento,
fixada ao solo a fim de evitar vibragoes. O circuito descrito es

ta esquématizado de forma simplificada na FIGURA 1.

Os microeletrodios de vidro empregados na
medida dos votencials de membrana achavam-se preenchidos com so-
lucao de KC1 3M e apresentavam resistencia compreendida entre 5
e 25 MLL . Para seu preparo foram utilizados tubos de vidros es-
peciais e um "MICRO ELETRODO PULLER" CPF modelo 8104, PAIMER. Apos
ser retirado de seu suporte de estocagem; o microeletrédio era
encaixado no tubo de vidro com o filamento de prata cloretado,fi
xado ao bracgo do micromanipulador e 1igédo através de fio condu-
tor ao seguidor catadico. Procedia—Se,ia seguir, a medida da re-
sistencia do microeletrodio (RMe) mergulhandb-o na solucao nutri
tiva. Emitia-se, entdc, um sinal de 100 mV através do circuito re-

gistrando-se a deflexdo ocorrida no osciloscopio (Vo). A seguir
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0SCILOSCGPIO
SEGUIDOR

CATODICO

s PRATA
AGAR CLORETADA

CAL.1BRADOR

ELETRODO mv —j_
Me INDIFERENTE —
RESISTENCIA
20 MN PONTO OSCILOSCOPIO
TERRA
SEGUIDOR
CATOBICO
CALIBRADOR
my
B C
FIGURA - 1

Esquema do circuito para registro eletrofisiologi-

co dos potenciais de membrana

A - Circuito simplificado
B - Circuito simplificado para a obtengao da resis
tencia do Microeletrodo (Me)

C - Circuito para medida da resistencia do Microe-

letrodo
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introduzia-se, em paralelo no gircuifo, resisténcia com valor co
nhecido {20 MfL) e ;égigtfavaase 'a deflexao correspondente no os-
ciloscovio [Vj. A resistencia do microeletrddio era calculada atra
vés da formula: -

RMe = Vo=V x 20
v

Desprezavam-se todos aqueles cujas resisteéncias nio estivessem com
preendidas dentro dos limites pré-estabelecidos.

A &eterminagﬁo do potencial de membrana foi
feita da seguinte forma: sob controle microscopico inseria-se . o
microeletrddio no interior de uma fibra muscular e media-se o des
locamento vertical sofrido pelo feixe luminoso no canal do osci-
loscOpio no momento da penetragdo. Repetia-se o mesmo procedimen
to em cinco fibras distintas em periodo ndo superior a um minuto.
0 potencial de membrana, expresso em milivolts (mV) era determi-
nado pela média aritmética dos potenciais obtidos em cinco fibras
multiplicados por um fator de correcio (F.C.). Este era obtido
da relagdao entre um sinal de 100 mV introduzido no circuito e
sua deflexdao correspondente no osciloscépio (Vo). Portanto,

F.C = 100
Vo

" DESCRICAC DAS EXPERTIENCIAS

ApOs permanéncia da preparaca@o durante trin
ta minutos no banho, o potencial de membrana era determinado (PM
normal}. Em seguida, adicionava-se o agonista e o seu efeito so-
bre o potencial de membrana era acompanhado a intervalos de tem-

po pré-estabelecidos para cada agonista. Assim, nas experiéncias
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em que sg'utilizaram o carbacol e decametonio, o registro dos po
tenciais de membrana era feito a cada quinze minutos até a insta
lagao da dessensibilizagao, e, naquelas em que Se empregaram a
succinilcolina e acetilcolina a cada tr8s minutos até a obtengao
da despolarizacao € posteriormente a cada séis minutos até a ins
talacdo da dessensibilizacao. Mediram-se a despolarizacdo e a Te
polarizacdo na regiao das placas terminais, até a obtencao de
seus valores maximos. Quando havia repclarizagdo mixima na regido das pla
cas terminais com estabilizac3o do potencial de membrana (PM con
trole) a aminopiridina em estudo era adicionada ac banhe em con-
centracdes cumulativas (de modo a obter concentragao dupla a ca-
da adicao} sendo seu efeito acompanhado com a medida do potencial
de membrana de quinze em quinze minutos ate a obtengéo do efei-
to maximo sobre o potencial de membrana., Naquelas experieéncias em
que se empregou a acetilcolina, o misculo foi pré-tratado por
trinta minutos com metilsulfato de neosfigmina para impedir sua
hidrbélise enzimatica. Nas experiéncias em que se aumentou a con-
centracao de calcio, a isosmolaridadé. da solucdo nutritiva era man

tida reduzindo-se a do sodio,

- DROGAS E CONCENTRACOES EMPREGADAS

Usaram-se as seguintes drogés: 3,4-diamino-
piridina (ALDRICH CHEMICAL COMPANY, U.S.A.}, 4-aminopiridina (SI
GMA CHEMICAL COMPANY, U.S.A.}, carbacol {KOCHLIGHT LABORATORIES,
ENGLAND) , brometo de decametdnio (SIGMA CHEMICAL COMPANY, U.S.AJ,
iodeto de acetilcolina (SIGMA CHEMICAL COMPANY, U.S5.A.), cloreto
de succinilcolina (OUELICIN-ARBOTT LABORATORIES DO BRASIL LTDA.)

e metilsulfato de neostigmina (PROSTIGMINE-PRODUTOS ROCHE QUIMI-
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COS E FARMACFUTICOS S.A.). As solucgoes oﬁ as diluicoes foram pre
paradas no dia da experiencia.

Elegeram-se doses das aminopiridinas apos
estudo ﬁiloto e verificacao de seus efeitos sobre os potenciais

de membrana.

TRATAMENTO ESTATISTICO

Para o estudo das relagOes logaritmo  das
éoncentragaes-respostas utilizou-se o logqig% , sendo q = a razao
geometrica da dosagem (nosso caso, q = 2), d; = a concentragao
i-ésima.-do = a primeira concentragao. Desse modo, qualquer dosa
gem feita em progressdo geométrica, indépendente de seus valores pas
sa a ter forma, X = 0, 1, 2 ... n (PIEDRABUENA).

Em todas as experiéncias a obtengao das cur
vas logaritmo das concentragoes-respostas foi feita utiliiando-—
se os valores médios dos potenciais de membrana em percentagem do
efeito miximo controle. Estes foram transformados em "probits' pa
ra determinar a similaridade do efeito (paralelismo)'e a poten-
cia relativa expressa pela simples relagdao entre as DESO' Fize-
ram-se as curvas sigmoides que figuram nas representacoes grafi-

cas com os valores das retas probiticas postos novamente em per-

centagenm.

Para se verificar a similaridade de efeito
entre a 3,4-diaminopiridina e 4-aminopiridina e a relagac de ati
vidade entre as duas, determinou-se também o titulo ( poténcia )
pelo método da dosagem bioldgica quantitativa a 8 pontos, testan
do as diferentes causas de variagdo com a andlise de  variancia

pelos polihomiés ortdogonais. .
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Nas experiencias em presenga de diferentes
concentracoes de cilcio, com os valores médios dos potenciais de
membrana determinou-se também os parﬁmetros da regressﬁo linear
para confirmar o paralelismo e o afastamento entre as retas, o que
se fez pelo teste de STUDENT.

Nos casos em que houve necessidade de se
comparar os valores médios de apenas duas varidveis, tal compara
cdo foi realizada através do teste de STUDENT.

0 nivel de significancia adotado para as to

madas de decisoes foi de S5%.
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v - RESULTADOS

Efeito da 3,4-diaminopiridina na dessensibilizacdo do receptor da

vidade com a 4-aminopiridina.

A adic@o de carbacol na concentragao de
SOOJPM produziu despolarizacdo da regiao das placas terminais, a
qual atingiu seu maximo aos 3328 ,74 minutos apds sua adigdo 2o
banho, tendo os potenciais de membrana alcangado valores maximos,
em media, de 63,26-2,86 mV (TABELA I). Apds este periodo de des-
polarizagio sobreveio repolarizacgio desta regiao apesar da pre-
senca do carbacol no banho, a qual atingiu seu valor maximo aos
99116,83 minutos e os potenciais de membrana medidos no momento
da repolarizacio maxima apresentaram valores medios de 81,$ﬂ32,64
mV (TABELA I). Quando da estabilizagao do potencial de membrana,
a adicdo de 3,4-diaminopiridina propiciou nova fase de despolari
zagao. Os valores médios dos potenciais de membrana medidos 15
minutos ap6s cada adigdo cumulativa da 3,4-diaminopiridina foram
respectivamente, em mV: 74,40%2,96: 71,86%2,47;  67,60%2,09
64.12%1,72; 60,54%2,24; 59,1672,54 (TABELA II, FIGURA 2). O efei
fo da 3,4-diaminopiridina mostrou-se pois, concentragao-dependen
te. A despolarizagdo produzida pelo carbacol apdos a adigdo  ‘da
maior concentragio de 3,4.diaminopiridina foi suﬁérior ﬁquelapmg
duzida antes da ocorréncia do fenomeno da dessensiblizégﬁo (TABE

LA TII).

A curva logaritmo da concentragao-resposta

média da 3,4-diaminopiridina na dessensibilizagao provocada pelo
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TABELA I - EFEITO DA ADICAO DE CARBACOL-Cbh CSOQ)LM) SOBRE 0 POTENCTAL
DE MEMBRANA NA REGIAQ DAS PLACAS TERMINAIS DO DIAFRAGMA IS0

LADO DE RATO.

PM antes Despolarizagdo ma- Repolarizagdo mixima apds
adicao = xima apos CCh - .CCh (Dessensibilizagao) -
CCh .
Exp. n? gy PM mV)  t (min)  PM (W) ¢ (min) -
01 85,0 66,3 30 86,3 75
02 91,7 70,8 60 82,1 90
03 80,0 58,4 15 84,2 g0
04 35,0 65,8 15 83,4 165
05 85,0 55,0 T 71,2 75
MEDIA 85,34 63,26 33 81,44 99
nc + * + i +
ERRO
PADRAO 1,86 2,86 8,74 2,64 16,83

PM = Potencial de membrana (média de cinco fibras)
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POTENCIAL DE MEMBRANA (mV)
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A CARBACOL ( 800 uM )
3,9-DIAMINOPIRIDINA { yM )

1,42 12,84 |5,68 (1,36 [22,72 (45,44

-850

—60..

_7‘0.

-80-

-90- fm cat*t 1.8mm

-100 A A z

99 15 30

45 60 75 90

TEMPO - MINUTOS

FIGURA - 2

- Efeito antagonico da 3,4-diaminopiridina na dessensibi

lizagao do reéeptor da placa terminal produzida pelo

carbacol ("800 }LM), no diafragma isolédo de rato.

- Cada ponto representa a média

brana de cinco experiencias.

dos potenciais de mem-

- As barras verticais representam o erro padrido da média.

A - potencial de membrana antes da adicao de carbacol

ao banho.
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ca;bacol. em 5 expe;iéncias, apresentou fo:ma sigmoide (FIGURA 3).
A sua DE., determinada pelo método dos "probits" foi de 3,35 uM
(FIGURA 3).

Os resultados com o uso da 4-aminopiridina
encontram-se na TABELA IJI e FIGﬁUEi 4 e 5. A sua DE50 foi . de
17,34 ’pM (FIGURA 5). Portanto a atividade da 3,4-diaminopiridi-
na determinada pela simples relagdo entre as concentragoes media
nas -efetivas foi 5 vezes aproximadamente maior que a da 4-amino
piridina. A relagio da atividade da 3,4-diaminopiridina e 4-ami-
nopiridina pelo método da dosagem biolbgica quantitativa a 8 pon
tos foi de 0,22 com um intervalo da confianca de 0,26 a 0,19, ou
seja, a 3,4-diaminopiridina mostrou-se por este método 4,48 ve-
zes mais potente que a 4-aminopiridina, com um intervalo de con-
fianca de 3,83 a 5,25 vezes. As curvas logaritmo das concentra-
cOes-respostas da 3,4-diaminopiridina e 4-aminopriidina em per-
centagem do efeito maximo controle e ajustada pelo método dos
"probits" mostraram-se paralelas (FIGURA 6). Os resultados da
analise de variancia obtida pelos polinomios ortogonais, compa-
rando os efeitos da 3,4-diaminopiridina e 4-aminopiridina sobre
a dessensibilizagdo do receptor da placa terminal provocada pelo

carbacol podem ser observados na TABELA IV.

Efeito da 3,4-diaminopiridina na dessensibilizacao do receptor da

placa terminal provocada pelo decametdnio, succinilcolina e ace-

tilcolina em presenca de neostigmina

A adicao de decametdnio na concentragao de
478,05 JpM produziu despoldrizagao da regiao das placas terminais,

. o PP + . -
a qual atingiu seu maximo em media aos 45-8,21 minutos apos sua
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CURVA CONCENTRAGAO - RESPOSTA DA 3,4 - DAP

o EM PERCENTAGEM DO EFEITO MAXIMO CONTROLE
(-] . .
100+ o}
100
90
80
70-
601
50-
40
3160 i AGENTE DESSENSIBILIZANTE = CCh
307 1 |
201
)2 DE, = 3,35 uM
conc.
0 lxsozl,zza'r 2 3 4 5 Iogz 0,156
0,156 0,312 0,625 1,25 2,50 S  conc. pg/ml 3,4-DAP
1,42 2,84 5,68 11,36 22,72 45,44 conc. uM 3,4-DAP

FIGURA - 3

- Curva cumulativa logaritmo da concentragao-resposta da 3,4-dia
minopiridina (3,4-DAP), ajustada pelo método dos "probits".Dia
fragma iselado de rato dessensibilizado velo carbacol-CCh (
80O M)

- Cada ponto representa os valores percentuais das médias dos po
tencials de membrana obtidos com cada concentragao cumulativa
de 3,4-DAP em percentagem do efeito maximo contrale—gréu de

dessensibilizagao (cinco experiéncias).

- DEg, determinada pelo método dos "probits'.
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POTENCIAL DE MEMBRANA (mV)

40

A CARBACOL ( 800 uM )
4- AMINOPIRIDINA ( uM )
6,64 13,28 |26,56 | 53,12 |106,24212,48

~50-
-60..
..70-
-80-

$ez00
-90-
~io0 o~ 33 _ 108 1 30 45 60 75 S0

TEMPO - MINUTOS

FIGURA - 4

- Efeito antagonico da 4-aminopiridina na deéssensibiliza
cao do receptor da placa terminal produzida pelo carba-

col ( 800 /M-M), no diafragma isolado de rato.

- Cada ponto representa a média dos potenciais de membra-

na de cinco experiéncias.
- As barras verticais representam ¢ erro padrao da média.

A - potencial de membrana antes da adigao de carbacol ao

banho.
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CURVA CONCENTRAGAO - RESPOSTA DA 4-AP EM
o, | PERCENTAGEM DO EFEITO MAXIMO CONTROLE

1001 ® 100
90+
80
70]
60-

501

AGENTE DESSENSIBILIZANTE = CCh

303
20+ . )
’# DESO- 17,34 uM
cone.
Q | X "1.3849 2 3 4 S log,, o625
0,62% 1,25 2,50 5 10 20 conc. wg/ml 3,4-DAP
6,64 13,28 26,56 53,12 106,24 212,48 conc. uM 3,4- DAP
FIGURA - 5

- Curva cumulativa logaritmo da concentragao-resposta da 4-ami

nopiridina (4-AP), ajustada pelo método dos "probits'". Dia-
fragma isolado de rato , dessensibilizado pelo carbacol- - CCh
( so0 =~ M.

- Cada ponto representa os valores percentuais das médias dos
potenciais de membrana obtidos com cada concentragdo cumula-
tiva de 4-AP em percentagem do efeito maximo controle-grau de

dessensibilizagdo (cinco experiencias)

- DE;, determinada pelo método dos "probits'.
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CURVA CONCENTRAGAO -RESPOSTA DA 3,4 DAP E 4-AP

o EM PERCENTAGEM DO EFEITO MAXIMO CONTROLE
o
1001 @ o --_:s 00
90+ - éim
801 ’
78,08
704
60+
80— ! 1
1 i I
40 4'8 A 4l.|56
7’
| G i / i 3,4-0AF —— 0
301 7 ! ‘ |
} : A 28,50 : 4- AP ——--&
i »” |
20- { !
¥ |DE o 2 3,35,M | DE . = 17,34 uM
]
; I
0 | Xgout2287 2 3 Xg,33899 4 5 6 7 log, 30:“;6
0,156 03I12 0,625 1,25 2,50 5 [¢] 20 conc. pg/m
1,42 2,84 5,68 11,36 22,72 45,44 conc. uM 3,4- DAP
6,64 13,28 26,56 53,12 106,24 212,48 conc. pM 4-AP
FIGURA - 6

- Curva cumulativa logaritmo da concentragao-resposta comparativa
entre 3,4-diaminopiridina (3,4-DAP) e 4-aminopiridina (4-AP), ajus
tadas pelo método dos probits. Diafragma isolado de rato dessen

sibilizado pelo carbacol f 800 /J.,M).

- Cada ponto representa os valores percentuais das médias dos po-
tenciais de membrana obtidos com cada concentragao cumulativa da
3,4-DAP e 4-AP em percentagem do efeito maximo controle-grau de

dessensibilizagio (cinco experiencias).

- DEc, determinadas velo método dos "probits'.



43

TABELA IV - ANALISE DE VARIANCIA DOS RESULTADOS DOS EFEITOS DA 3,4- |
MINOPIRIDINA (3,4-DAP) e 4-AMINOPIRIDINA (4-AP} SOBRE A
SENSIBILIZACAO DO RECEPTOR DA PLACA TERMINAL PRODUZIDO
CARBACOL NO DIAFRAGMA ISOLADO DE RATO.

_ CAUSAS GRAUS SOMA
DE DE  DE QUADRADO
VARTACAO LIBERDATE . .QUADRADOS MEDIO F
DROGAS 1 346,9210 346,9210 20,901 *
REGRESSAO 19 GRAU 1 461,4722 461,4722 27,802 *
' PARALELISMD 1° GRAU 1 11,0952 '1,0952 0,066 NS
REGRESSAD 29 GRAU 1 0,140 ' 0,1440 '0,009 NS
PARALELISMO 2 GRAU 1 '8,6490 '8,6490 0,521 NS
REGRESSAO 3° GRAU 1 '0,2738 '0,2738 0,016 NS
PARALELISMO 3° GRAU 1 '1,2168 '1,2168 0,073 NS
CONCENTRAGAO 7 819 ,7720 117,1103 7,056 *
RESIDUO 32 531,1480 16,5984 —
TOTAL 39 1350,9200 R

NS

Diferenga nao significativa

*
n

Diferenca significativa ao nivel de 5%
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adigao ao banho, tendo os potenciais de membrana alcangado valo-
res médios maximos de 74,28%2,16 mV (TABELA V). Apos este perio-
do de despolarizacao sobreveio repolarizagao desta regiao a des-
peito da presenga de decametonio ao banho, 'a qual atingiu seu va
lor maximo aos 10215,61 minutos e os potenciais de membrana medi
dos no momento da repolarizagaoc maxima apresentaram valores me-
dios de 83,14%2,25 mV (TABELA V). Quando da estabilizagao do po-
tencial de membrana a adigdo de 3,4-diaminopiridina propiciou no
va fése de despolarizagéo: Os valores médios dos potenciais de
membrana medidos 15 minutos apds cada adicao cumulativa de 3,4 -
diaminopiridina foram respectivamente, em mV: ?4,2411,79; 72,642
2,17; 69,84%2,15; 67,3471,94; 63,42%2,52; 60,72%1,22 (TABELA VI,
FIGURA 7). A despolarizagao produzida pelo decametonio apos a
adigao da maior concentragido de 3,4-diaminopiridina foi superior
3quela produzida antes da ocorréncia do fenomeno da dessensibili
zagao (TABELA VI).

A curva logaritmo da concentragao-resposta
media da 3,4-diaminopiridina na dessensibilizagdo provocada pelo
decametdnio, em 5 experieéncias, apresentou forma sigmoide (FIGU-
RA 8). A DE, da 3,4-diaminopiridina na dessensibilizagao do re-
ceptor colinérgico provocada pelo decametonio determinada pelo
método dos "probits" foi de 2,80 uM (FIGURA 8).

A adicdo de succinilcolina na concentragao de
110,71 uM produziu despolarizagdo maxima em média, das  placas
terminais aos 5,411,12 minutos apés sua adigao ao banho, tendo ,
os potenciais de membrana alcangado valores miaximos em média de
73,54t2.67 mV (TABELA VII). Apos este periodo de despolarizagao so

breveio repolarizagio desta regido a despeito da presenga da sug
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TABELA V - EFEITO DA ADICAO DE DECAMETONIO - C10 (478,05 14AM) SOBRE O

POTENCIAL DE MEMBRANA NA REGIAO DAS PLACAS TERMINAIS

DIAFRAGMA ISOLADO DE RATO.

DO

PM antes Despolarizacdo ma Repolarizacdo maxima apos
adicdo Xima apos -Cm ClO (Dessensibilizagao)
C
9 F
Exp. n (mvy10 PM@V)  t (mn)  PM @V) t (min)
01 88,8 71,7 60 75,8 120
02 86,7 75,0 45 85,4 90
03 87.5 67.9 45 80,4 105
T 92,0 76,0 15 85,6 90
05 92,0 80,8 .. .60 . .88,5 105
MEDIA 89,40 74,28 45 83,14 102
. 2 + E : + +
ERRO _
PADRAO 1,11 ..2,16 ..8,21 2,25 5,61

PM = Potencial de membrana (média de cinco fibras)
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POTENCIAL DE MEMBRANA (mV)

A DECAMETONIO (478,05uM )

3,4-DIAMINOPIRIDINA( M)
1,42 ] 2,84 5,68 11,36|22,72 | 45,44

=50

=604

—70_

-80]

-904 Puad

-100 o 7 a5 ~ 102° 15 30 45 60 7 S0

TEMPO -MINUTOS

FIGURA - 7

- Efeito antagonico da 3,4-diaminopiridina na dessensibiliza-
¢ao do receptor da placa terminal produzida pelo decame tdnio

(478,05 . M), no diafragma isolado de rato.

- Cada ponto representa a média dos potenciais da membrana de

cinco experiencias.

- As barras verticais representam o e€rro padrio da média.
A- potencial da membrana antes da adigao de decametdnio ao

banho
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CURVA CONCENTRAGCAO-RESPOSTA DA 3,4- DAP
EM PERCENTAGEM DO EFEITO MAXIMO CONTROLE

1004 _ ° 00

AGENTE DESSENSIBILIZANTE = C 10

30
20.
) 4 DE,,= 2,80 pM
0 4 2 3 4 5 log, -S0%C
Xy ? 0:9741 2 0,156
50
0156 0,312 0,625 1,25 2,50 5  conc. pg/ml 3,4-DAP
1,42 2,84 5,68 11,36 22,72 45,44 conc. uM 3,4- DAP

FIGURA - 8

- Curva cumulativa logaritmo da concentragao-resposta da 3,4-
diaminopiridina (3,4-DAP), ajustada pelo método dos "probi-
ts"., Diafragma isolado de rato dessensibilizado pelo decame
tBniO_Clo (478,05 ;M.

- Cada ponto representa os valores percentuais das médias dos
potenciais de membrana obtidos com cada concentragao cumula
tiva de 3,4-DAP em percentagem do efeito maximo controle -

-grau de dessensibilizagao (cinco experiencias).

- DE¢, determinada pelo método dos "probits'.
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TABELA VII - EFEITO DA ADIGAO DE SUCCINILCOLINA - SCh (110,?1/ULM) 50-
BRE O POTENCIAL DE MEMBRANA NA REGIAO DAS PLACAS. TERMINAIS

DO DIAFRAGMA ISOLADO DE RATO.

PM antes Despolarizacao Repolarizago maxima apds
adicao SCh - maxima apos SCh "SCh ' (Dessensibilizacdo)
Exp.n? (mV) PM@V) . t(min)  PM (V) t (min)
01 86,3 66,7 9 86,3 30
02 94,3 72,5 6 88,6 21
03 88,0 74,6 3 80,3 15
04 89,4 71,0 3 84,3 15
05 92,5 82,9 6 02,9 27
MEEIA 90,10 73,54 5,4 86,48 26,4
£RRO * * * ¥ *
PADRAO 1,46 o..2,67. 21,12 2,10 . 4,06

PM = Potencial de membrana (média de cinco fibras)
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cinilco;ina no banho, a qual atingiu seu valor miaximo em média
aos 26.414,06 minutos € os potenciais de membrana medidos no mo-
mento da repolarizagdo maxima apresentaram valores médios de
86,4812,10 mV (TABELA VII}. Quando da estabilizacdo do potencial
de membrana a adigao da 3,4-diaminopiridina propiciou nova fase
de despolarizagdo. Os valores médios dos potenciais de membrana
medidos 15 minutos apds cada adigdo cumulativa de 3,4-diaminopi-
ridina foram respectivamente, em mV: 79,38t1,?5; 7?.32t2,32 :
75,78%2,67; 73,30%2,05; 65,3851,87; 60,1072,22 (TABELA VIII, FI-
GURA 9). A despolarizagdo produzida pela succinilcolina apés a
adicdo da maior concentraglo de 3,4-diaminopridina foi superior
aquela produzida antes da ocorréncia do fenomeno da dessensibili
zagao (TABELA VIII).

A curva logaritmo da concentragiao-resposta
da 3,4-diaminopiridina na dessensibilizagdo provocada pela succi
nilcolina, em 5 experiéncias, apresentou forma sigmbéide ( FIGURA
10). A DEg, da 3,4-diaminopiridina na dessensibilizagao do recep
tor da placa terminal provocada pela succinilcolina, determinada
pelo método dos "probits" foi de 6,08 uM (FIGURA 10).

A adigdo de acetilcolina na concentragao de
219,69 pM na presenga de 2,24 puM de neostigmina produziu despo
larizagdo da regido das placas terminais, a qual atingiu seu ma-
ximo, em média aos 8,4t0,60 minutos apds sua adicao ao banho, ten
do os potenciais de membrana alcangado valores maximos em media
de 73,50:2,00 mV (TABELA IX). Apds este periodo de despolarizagdo
sobreveio repolarizacio desta regido a despeito da presenga de
acetilcolina no banho, a qual atingiu seu valor midximo, em meédia

+ . P . .
aos 30-4,74 minutos e os potenciais de membrana medidos no momen
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POTENCIAL DE MEMBRANA (mV)

A SUCCINILCOLINA (110,71uM)
3,4 - DIAMINOPIRID{NA ( uM )
1,42 | 2,84 | 5,68 | 11,36 |22,72 45,44

_50_

-60-

—70_

=~ B0

-90- inm

~100 = ~ ~

0 54 264 I5 30 45 60 75 90
TEMPO - MINUTOS

FIGURA - 9

- Efeito antagonico da 3,4-~diaminopiridina (3,4-DAP) na dessen
sibilizagao do receptor da placa terminal preduzida pela suc

cinilcolina (110,71xM}, no diafragma isolado de rato.

- Cada ponto representa a média dos potenciais de membrana de

cinco experiéncias.
- As barras verticais representam o eérro padrao da media.

A - potencial de membrana antes da adigao de succinilcolina

ao banho.
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CURVA CONCENTRAGAO -RESPOSTA DA 3,4-DAP
% | EM PERCENTAGEM DO EFEITO MAXIMO CONTROLE

100 0 100
901

80-

© 45,96

AGENTE DESSENSIBILIZANTE = SCh

DE__ = 6,08 uM

50
congG,
o I 2 . =20889° 4 5 1°9; 5.1%
50
0,156 0312 0,625 1,25 2,50 5 conc. pg/ml 3,4-DAP
1,42 2,84 5,68 1,36 22,72 45,44 conc. uM 3,4 -DAP
FIGURA - 10

- Curva cumulativa logaritmo da concentragao-resposta da 3,4-
diaminopiridina (3,4-DAP) ajustada pelo método dos '"probits".
Diafragma jsolado de rato dessensibilizado pela succinilco-

lina-SCh (110,71 M M).

- Cada ponto representa os valores percentuais das médias dos
potenciais de membrana obtidos com cada concentracio cumula
tiva da 3,4-DAP em percentagem do efeito maximo contrdle-grau

de dessensibilizagao (cinco experiéncias).

- DE., determinada pelo método dos "probits'.
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TABELA IX- EFEITO DA ADICAO ‘DE ACETILCOLINA -~:ACh '(219,69//@4) SORRE O
POTENCIAL DE MEMBRANA NA REGIAO DAS PLACAS TERMINAIS DO DIA

FRAGMA TSOLADO DE RATO-.

PM antes DespOlarizagdo “Repolarizacdo maxima apos
adic¢ao ACh. . maxima.apos . .ACh . ACh (Dessensibilizacgao)
@) -
Exp. n® M (mv) t (min) PM (mV) t (min)
01 92,0 76,6 9 85,5 . 45
02 92,3 72,3 9 85,5 30
03 89,4 74,9 9 83,4 30
04 01,6 77,4 6 83.4 15
05 91,9 66,5 9 85,9 50
MEDIA 91,32 73,50 8,4 84,74 30
) - : : : o ot
ERRO
PADRAQ ' 0,52 . 2,00 .. .0,60. . .. .0,55.. . 4,74

PM = Potencial de Membrana (media de cinco fibras)
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Lo;dafnqxﬂa:izagﬁo maxima apresentarem valores nédios de 84,74 :

0,55 mV (TABELA IX). Quando da estabilizagdo do potencial de mem
brana a adigdo de 3,4-diaminopiridina propiciou nova fase de des
polarizagao. Os valores médios dos potenciais de membrana medidos
15 minutos apés.cada adigao cumulativa de 3,4-diaminopiridina fo
ram respectivamente, em mV: 79,8020,33; 77,58%0,28; 74,94%0,79 ;
72,70%1,19; 70,22%0,88; 68,86%1,26 (TABELA X, FIGURA 11). A des-
polarizagio produzida pela acetilcolina apds a adigdo da maior
concentracao de 3,4-diaminopiridina foi superior dquela produzi-
da antes da ocorréncia do fenomeno da dessensibilizacdo (TABELA X).
A curva logaritmo da concentragao- resposta
da 3,4-daiminopiridina na dessenéibilizagéo provocada pela ace-
tilcolinayem 5 experiéncia, apresentou forma sigmoide (FIGURA 12).

A DE_. da 3,4-diaminopiridina na dessensibilizagfo do receptor

50
colinérgico provocada pela écetilcolina e determinada pelo méto-
do dos "probits" foli de 3,35 JPM (FIGURA 12}.

Os resultados do efeito da 3,4-diaminopiri-
dina na dessensibilizacao do receptor da placa terminal provoca-
do pelos agonistas carbacol, decametonio, succinilcolina e ace-
tilcolina encontram-se agrupadas na TABELA XI e as curvas logarit
mo das concentragGes-respostas da 3,4-diaminopiridina na dessen-
sibilizacao provocada pelos mesmos, na FIGURA 13. A analise pe-
lo método dos "probits" mostrou ndo haver diferenca significati-
va nos desvios do paralelismo das curvas logaritmo das concentra
goes-respostas da 3,4-diaminopiridina na dessensibilizacdo do re
ceptor da placa terminal provocada pelo carbacol, decametonio

succinilcolina e acetilcolina. Também ndo foi significativa a di

ferenga entre os afastamentos das mesmas (FIGURA 13).



YDy BpP S93UB SO3INUIW (3¢ OYUeq OB EBPEUOIDIPE T10F autwdrlsoau y-

oyueq 0B Jya-v'¢ 9p oedrpe e sode ypy e1ed eprznpodd eurXRW omwmmﬁhmHogmmDumzudu

v oyueq O® dyd-y‘¢ .9p oed1pe Bp sajue y)y eled eptznpoad BurXBU oedezraerodseq= Lyqy-
| lorxsjue ep oedIpe ' Ssode sojnulw GT

Oyueq O® BPBUOLDTPE TOF 0BIBIJUSDUOD ®pED ‘Sjuswesrjeinund sepedtide weloy euTpTITdOUTWRIP-%°‘S 9P SPO5BIIUSOUOD Sy~

(sB1QTF 0DUTD 8D BIPRW) BUBIQUIK 3P TBTOUSIO] = g-

€00 9Z't 88'0 6T T 6L'0 82'0 £€¢'0 §S'0 00°2 Z5°0 08°0 g mem
¥ ¥ + ¥ ¥ ¥ e : | + + 7 - v
LO°T 98°89 22 0L 0LZL v6 tL 8BS LL 08'6L L 08 0S¢l 7816 8Z'v6 VIAIW
86 0 L'LY L'69 gfSL vLL ¢ 8L S'6L - 698 €99 6°16 L'Z6 50
S0°1 9°¢s 9°¢s £'ss 194 8°LL 8°08 7°¢8 v LL 0°16 ¢'S6 70
11 §'L9 D‘0L 1°2L 9'¢s 8 4L - T1'6L 7¢8 6L v'68 ¢ 76 €0
50°T 1°69 €69 8'TL Al 74 99, ¥:08 5'Gg ¢ 2L €26 9°96 70
ST'T t‘99 S‘89 0°69 rARA v LL 2°6L 5°98 994 0°z6 S 6 10
7 . whiSY AR AA 9¢ TT . 89S ¥8‘z Zv‘1
v (orde21TIqTISUBSSa() BUTXEU Qz<«qm,mu u
lm.t,. (W7) dvd -9'S O YO VU LNIZOINOD "xew oedezrreoday omuszﬁo%mn TUTWETISOON BUTWITISOSN mxm
YoV ~ .
wrl 69°612) yov S04V nd (W) Py SIY W

'OLVY H0 04VTIOSI VWovMAVIQ ON (YDV) VYNITODTILIDV V1Idd
<mHN:nomm TYNIWEEL VOVTd VO WOLdF0%d 0Q OYHVZITISISNESSE VN (dva-v°S) VNIGINIAONIWVIQ-v‘S VA OLIEdE -~ X  v7Idavl



POTENCIAL DE MEMBRANA {(mV)

57

ACETILCOLINA (219,69uM)
3,4-DIAMINOPIRIDINA { uM )
1,42 | 2,84 | 5,68 | 11,36 22,72| 45,44

o 84 30 15 30 45 60 75 90
TEMPO - MINUTOS

FIGURA - 11

- Efeito antagonico da 3,4-diaminopiridina na dessensibili

zagao do receptor da placa terminal produzida pela acetil

cglina (219,69}L}D, no diafragﬁa isolado de rato.

~ Cada ponto representa a média dos potenciais de membrana

de cinco experiencias.

- As barras verticais representam o érro padrido da média.

A - potencial de membrana antes da adicao de acetilcoli-

na ao banho.
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CURVA CONCENTRAGAO -RESPOSTA DA 3,4-DAP
% | EM PERCENTAGEM DO EFEITO MAXIMO CONTROLE

1001 ‘ ® 00
S0

80

60
50 _____
Lo
40- f
{ AGENTE DESSENSIBILIZANTE = ACh
309 }
|
20- |
) i DE,, = 3,35 uM
|
X_.:0.23I7 conce.
0 1 %50 2 3 9 5 tos; oise
0,156 0,312 0,625 1,25 2,50 %  conc. pg/ml 3,4-DAP
1,42 2,84 5,68 11,36 22,72 45,44 conc. uM 3,4- DAP
FIGURA - 42

- Curva cumulativa logaritmo da concentragao-resposta da 3,4-
diaminopiridina (3,4-DAP) ajustada pelo metodo dos "probits".
Diafragma isolado de rato dessensibilizado pela acetilcoli-

na-ACh (219,69‘}¢M).

- Cada ponto representa os valores percentuais das médias dos po
tenciais de membrana obtidos com cada concentracio cumulati
va da 3,4-DAP em percentagem do efeito maximo controle-grau de
dessensibilizagdo (cinco experiéncias).

- DE determinada pelo método dos "probits",

50
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CURVA CONCENTRAGAQ - RESPOSTA COMPARATIVA DA 3,4-DAP

% EM PERCENTAGEM DO EFEITO MAXIMO CONTROLE
100 o

CCh —p
c 10 PP
SCh ——0O

!
{
|

| AGENTES DESSENSIBILIZANTES

]
]
2 1 -
DE,y,*3,35,M | ACh *
|
|
1

DE,,"338pM|  DE, = 8,08 uM

2 3 4 5 g, 5=

ol

0,156 0312 0,625 1,25 2,50 &  conc. pg/ml 3,4- DAP
1,42 2,84 5,68 11,36 22,72 4544 conc. uM 3,4 - DAP

FIGURA - 13

= Curvas cumulativas logaritmo das concentragOes-respostas com
parativas da 3,4-diaminopiridina (3,4-DAP) ajustadas pelo me-
todo dos "probits'. Diafragma isolado de rato dessensibiliza-
do pelo carbacol-CCh (BOOJ}LM), decametanio—ClO (478,05/pcM),
succinilcolina-SCh (110,7;/xM) e acetilcolina—ACh (219,62/¢M].

- Cada ponto representa os valores percentuais das médias dos
potenciais.de membrana obtidoscom cada concentracdo cumulati-
va de 3,4-DAP em percentagem do efeito maximo controle-grau
de dessensibilizacao produzido por cada agonista (cinco expe-

riencias].

~ DE determinadas pelo método dos "probits".

>0
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EfeitO'da‘3;4-diamiﬁopi:idina'na'dessensiﬁirizagad'ao'receptarda

calcio

O efeito da adicao de carbacol em presencga
de 1,8; 7,2 e 14,4 mM de Ca’® encontram-se nas TABELAS I, XII e
XIII, respectivamente. O efeito da 3,4-diaminopiridina na dessen
sibilizagao do receptor da placa terminal em presenca de 1,8; 7,2
e 14,4 mM de Ca’® encontram-se nas tabelas IT, XIV, XV e nas FI-
GURAS 2, 14 ¢ 16 respectivamente. 0s resultados dessas tabelas
mostram que S&0 estatisticamente significativas as diferengas no
tempo da instalacao da despolarizagéo produzida pelo carbacol em
presenca de 1,8 mM (3318,74 minutos), 7,2 mM (18i3,00 minutos) e
14,4 mM (60,94 minutos) de Ca'*. Também & significativa a dife-
renga no tempo da instalagao da dessensibilizagaoc pelo carbacol
em presenca de 1,8 mM [99116,83 minutos)} 7,2 mM (54:7,64 minutos)
e 14,4 (12>1,46 minutos) de Ca''. Na TABELA XVI podem ser vistos
os resultados resumidos dos efeitos da adigdao de carbacol e da
maior concentracdo de 3,4-diaminopiridina. As curvas logaritmo das
concentragoes-respostas da 3,4-diaminopiridina em presenga - de
1,8; 7,2 ¢ 14,4 mM de ca’* encontram-se nas FIGURAS 3, 15 e 17
respectivamente, bem como suas concentragoes medianas efetivas e
acham-se representadas conjuntamente na FIGURA 18. Pela analise
destas curvas pode-se verificar, que as mesmas sdo paralelas e
que o aumento da concentragac do ca'® provocou desvios para a di
reita das curvas logaritmo das concentragbes- respostas, sendo

estes proporcionais a concentracao do ion calcio na solugdo de

TYRODE.
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TABELA XIT - EFEITO DA ADICAO DE CARBACOL (800 ,¢M) EM PRESENCA DE 7,2
mM DE Ca*" SOBRE 0OS POTENCIATS DE MEMBRANA NA REGIAO DAS
PLACAS TERMINAIS DO DIAFRAGMA ISOLADO DE RATO.

PM antes Despolarizagao ma- Repolarizacao maxima apos
a_dégﬁo Xima apos CCh CCh (Dessensibilizacao)
Exp. n? (mV) M (V)  t (min) PM (mV) t (min)
01 88,9 74,0 30 87,2 ) 60
02 88,9 74,0 15 < 83,4 60
03 " 93,6 76,1 15 87,6 75
04 88,5 71,5 15 82,5 30
05 92,7 75,3 15 834 45
MEDIA 90,52 74,18 18 84,82 54
ERRO ¥ ¥ o : ¥ ¥
PADRAO 1,08 0,78 -.3,00. 1,06 ' 7,64

PM = Potencial de Membrana (media de cinco fibras)



63

TABELA XIII - EFEITO DA ADICAO DE CARBACOL (SUO/LJQ EM PRESENCA DE 14,4

mM DE Ca+

CAS TERMINAIS DO DIAFRAGMA ISOLADO DE RATO.

+

SOBRE O POTENUIAL DE MEMBRANA NA REGIAO DAS PLA

PM antes .Despolarizagao ma- Repolarizagdo maxima apds CCh
Exp adigao . xima apos . .CCh. (Dessensibilizacao)
e CCh ‘
(mV) PM (V) % (min) . .PM (mV) (min)
01 94,4 70,6 3 88,0 15
02 98,7 76,6 6 91,9 15
03 97,4 78,7 9 88,9 15
04 96,6 80,0 6 92,7 9
05 94,0 79,5 6 91,2 9
MEDIA 96,22 77,08 6,00 90,54 12,60
- : * : + :
ERRO | T _
PADRAO 0,89 1,72 ..0,94. ..0,78 1.46. . .

PM= Potencial de Membrana (meédia de cinco fibras)
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FIGURA - 14

- Efeito antagdnico da 3,4~diaminopiridina na dessensibili-
zagao do receptor da placa terminal produzido pelo carba-
col { 800 '/LM ) em presénga de*7,2 mM de Ca’" no diafrag
ma isolado de rato.

- Cada ponto representa a meédia dos potenciais de membrana

de cinco experiencias.

- As barras verticais representam o €rro padrdo da média.
A.- Potencial de membrana antes da adicado de carbacol ao

banho.
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FIGURA - 16

- Efeito antagonico da 3,4-diaminopiridina (3,4-DAP) na des
sensibilizacao do receptor da placa terminal produzido pe
lo carbacol { 800 /LM) em presencga de ca’” 14,4 mM, no

diafragma isolado de rato.
- Cada ponto representa a média dos potenciais de membrana
de cinco experiéncias.

- As barras verticais representam o érro padrdo da meédia.

A - Potencial de membrana antes da adicao de carbacol ao

banho.
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FIGURA - 15

- Curva cumulativa logaritmo da concentracao-resposta da
3,4-diaminopiridina (3,4-DAP), ajustada pelo método dos
"probits". Diafragma isolado de rato dessensibilizado pe

+.

lo carbacol - CCh ( 800 }LM) em presenga de 7,2 mM de Ca”

- Cada ponto representa os valores percentuais das médias
dos potenciais de membrana obtidos com cada concentragao
cunulativa de 3,4-DAP em percentagem do efeito maximo con-

trole-grau de dessensibilizag8@o (cinco experiencias}.

- DE50 determinada pelo método dos '“probits'.
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FIGURA - 17

- Curva cumulativa logaritmo da concentragao-resposta da
3,4-diaminopiridina (3,4-DAP} ajustada pelo método dos

"probits'". Diafragma isolado de rato dessensibilizado pe

lo carbacol-CCh { 800 }LM) em presenca de 14,4 mM de ca*?t

- Cada ponto representa os valores percentuais das médias
dos potenciais de membrana obtidos com dada concentragao
cumulativa de 3,4-DAP em percentagem do efeito maximo con

trole-grau de dessensibilizac3o (cinco experiencias).

- DE;, determinada pelo método dos "probits'.
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FIGURA - 18

- Curvas cumulativas logaritmo. das concentragoes-respostas

comparativas de 3,4-diaminopiridina (3,4-DAP), ajustadas
pelo método dos "probits'". Diafragma isolado de rato des-
sensibilizado pelo carbacol (. 800 "}LM) em presenca de

.. - ++
variavels concentracoes de Ca .

Cada ponto representa os valores percentuais das médias dos
potenciais de membrana obtidos com cada concentragao cumu
lativa de 3,4-DAP em percentagem do efeito m&ximo contro-

le (cinco experiencias).

DE,, determinadas pelo método dos "probits".
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A analise pelo método da regressdo  linear
mostrou nao haver diferenca significativa nos desvios do parale-.
lismo quando se comparam as retas de regressdo da 3,4-diaminopi-
ridina em presenca de 1,8; 7,2 e 14,4 mM de ca*’. Mas, houve di-
ferenga significativa quando se compararam os afastamentos entre
elas (FIGURA 19), sendo também estes afastamentos proporcionais

as concentragtes do Ion calcio na solugdo nutritiva.
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FIGURA - 19

- Comparagaoc dos efeitos da 3,4-diaminopiridina (3,4-DAP )
na dessensibilizagao do receptor da placa terminal produ
zida pelo carbaéol - CCh ( 800 - M) no diafragma 15013 
do de rato em presenca de variaveis éoncentragaes " . de

Ca++, ﬁélq metodo : .da . regressdo linear.

Cada ponto representa o valor médio dos potenciais de mem
brana obtido com cada concentracao cumulativa de 3,4-Dia-

minopiridina (cinco experiéncias).
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V - DISCUSSAQ

Pesquisas recentes mostram que o processo de
dessensibilizagdo e bifasico (FELTZ e TRAUTMANN, 1980, 1982, ANWYL
e NARAHASHI, 1980, CLARK e ADAMS, 1981), isto €, compObe-se de uma
fase rapida (que se instala em poucos segundos ou mesmo fragao de
segundos) e outra lenta (de instalacao em dezenas de segundos ou de
minutos). A fase rapida € revelada somente com o uso de aplicagao
microiontoforética do.agonista ou do emprego de técnicas de super
fusdo local que permitam alterar em poucos segundos a solugao que
banha a placa terminal (PENNEFATHER e QUASTEL, 198Z}. A fase len-
ta depende da persistencia do agonista na biofase por tempo rela-
tivamente longo, superior a 2 minutos segundo FELTZ e TRAUTMANN (
1982) e'aparece com os métodos usuais de aplicagao dos agonistas
(adicdo ao banho ou perfusdo da preparacao com solugao que o cCon
tenha).

Em trabalho anterior (VITAL BRAZIL et al. ,
1982} e no presente usamos a aplicagdo do agonista pela sua adi-
c3o ao banho. De modo geral, para qualquer agonista empregado a
despolarizagdo e a dessensibilizagdo se processaram de modo mui-
to lento. Portanto, o efeito das aminopiridinas e o antagonico do
ca'’ referem-se somente a fase lenta da dessensibilizagdo.

Os agonistas eﬁpregados apesar . de -agirem
de maneira qualitativamente similar, diferiram quantitativamente
em relagdao aos tempos de desenvolvimento tanto da despolarizacgao
quanto Jda repolarizacao. Ndo foram significativas as diferencgas
entre os tempos médios da despolarizacao e repolarizagdo das pla

cas terminais produzidas pelo carbacol e pelo decametonio. Tam-
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bem causaram despola:izagﬁo e repolarizagao das placas ferminais
em tempos nao significativamente diferentes, a succinilcolina e
a acetilcolina (TABELA XI). Entretanto foram significativas as
diferengas dos tempos de despolarizacao e repolarizagao causadas
de um lado pelo carbacol e decametonio ¢ de outro pela succinil-
colina e acetilcolina, sendo que o maior ritmo tanto da despola-
rizacao quanto da repolarizagao foi observado com o uso da succi
nilcolina e da acetilcolina (TABELA XI). Os resultados obtidos
por diferentes autores quanto a velocidade da dessensibilizacdo

causada por diferentes agonistas nao sao concordes. THESLEFF (
1955 a) nao registrou diferengas acentuadas no ritmo da despola-
rizacao e da dessensibilizagdo provocada na preparagao ciatico -
sartorio da r3d, pela acetilcolina, decametonio, succinilcolina e
nicotina. Tambem no diafragma de rato nao registrouldiferenga no
ritmo de despolarizacdo e de dessensibilizagao destes quatro ago
nistas. Apesar de termos usado as mesmas concentragoes que THES-
LEFF em suas experiéncias na preparacdo nervo fréenico- diafragma
de rato, o ritmo da despolarizagdo e da dessensibilizacgao com o
uso de qualquer um dos agonistas fol mais lento em nossas expe-
rieéncias do que os registrados por aquele autor. Uma possibilida
de gque talvez explique essa discrepancia resida no fato de que
tenhamos adicionado, como ja referido, os agonistas em pequenos
volumes ao banho e THESLEFF o tenha feito pela substituigao da
solugdo nutritiva com outra contendo o agonista. Essa técnica eli
mina o processo de difusao da droga no 1liquido nutritivo que ba-
nha a preparacao. Deve-se registrar que 0 processo de aplicacgao
do agonista parece exercer influgncia decisiva em relagao as di-

ferencas no ritmo da dessensibilizacdo prevocada pelos varios
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agonistas. Qs autores que utilizaram a aplicagao 1dca1_d6 agonis
ta e que pbrtanto, estudaram a dessensibilizagio rapida, nao re-
gistraram diferengas significativas no ritmo causado pelos varios
agonistas: acetilcolina, carbacol e succinilcolina (KATZ e
THESLEFF, 1957), butirilcolina, suberildicolina, decametonio e
tetrametilamonio (MAGAZANIK, 1968) e acetilcolina, acetiltiocoli
na, tetrametilamonio e feniltrimetilamonio (ANWYL e NARAHASHI ,
1980). Entretanto os autores que usaram outros processos de apli
cacao dos agonistas e que portanto estudaram a dessensibilizagao
lenta mostraram que o feniltrimetilamonio e Cyz - bistrimetilamo
nio dessensibilizam os receptores mais rapidamente que outros (
GISSEN e NASTUK, 1966, RANG e RITTER, 1970}.

Os resultados da presente pesquisa relati-
vos aos efeitos da 3,4-diaminopiridina na dessensibilizacao do
receptor da placa terminal produzido pelos agonistas carbacol,de
cametonio, succinilcolina e acetilcolina, mostraram que a a¢ao
independe do agonista causador da dessensibilizagao. A 3,4-diami
nopiridina agiu de forma similar na dessensibilizagdo produzida
por todos sendo seu efeito concentragio-dependente. As curvas 1o
garitmo das concentragbes-respostas da 3,4-diaminopiridina nades
sensibilizacdo do receptor produzida pelo carbacol, decametonio,
succinilcolina e acetilcolina apresentaram forma sigmbide e fo-
ram paralelas (FIGURA XI). A atividade da 3,4-diaminopiridina na
dessensibilizacao produzida pelos varios agonistas foi a mesma
As diferencas registradas, mesmo no caso da dessensibilizacao pro

duzida pela succinilcolina nao foram estatisticamente significa-

tivas.

Outro resultade consistente em nosso estu-

do mostra que a despolarizacao produzida pelos agonistas apos
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o uso da maior concentragdo de 3,4-diaminopiridinafei superior
aquela causada na auséncia de 3,4-diaminopiridina. A explicagao
para este achado pode estar relacionada com as hipoteses de KATZ
e THESLEFF (1957) e HEIDMANN e CHANGEAUX (1979 a). De acordo com
estes autores, a membrana em repouso contém uma pequena proporgao
de receptores no estado dessensibilizado. A 3,4- diaminopiridina
revertendo esses receptores para o estado de repouso, os torna-
riam sensiveis a acdao despolarizante dos agonistas presentes no
banho.

Quando comparamos os efeitos da 3,4-diami-
nopiridina com os da 4-aminopiridina. verificamos que agem de for-
ma similar na inibigdo da dessensibilizagao do receptor da placa
terminal. As curvas logaritmo das concentracgOes-respostas da 3,4-
diaminopiridina e da 4-aminopiridina de forma sigmoide foram pa-
ralelas. A similaridade do efeito causado pelas duas aminopiridi
nas tambem se confirmou no paralelismo de 1°, 2% e 3° graus obti
do através da andlise de varidncia pelos polindmios ortogonais .
Entretantoe, a 3,4-diaminopiridina mostrou-se mais potente que
a 4-aminopiridina’ na‘capacidade  de reverter os = receptores
do estado dessensibilizadé para o de repouso, sendo aproxi-
madamente 5 vezes mals ativa que a 4-aminopiridina. Este resulta
do pode ser evidenciado pelo afastamento entre as curvas logarit
mo das concentracdes-respostas da 3,4-diaminopiridina e 4-amino-
piridina, pela determinacdo da potencia pela simples relacao en-
tre as concentracoes medianas efetivas, pela relagao entre as con
centracbes que produziram efeito maximo e pela determinagao de
atividade entre as duas pelo método da dosagem biolbgica quanti-

tativa a 8 pontos. MOLGO e colaboradores (1980) demonstraram ser
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a 3,4-diaminopiridina 6 a 7 vezes mais potente que 2 4-aminopiri
dina em aumentar os quanta de acetilcolina liberados por impulso
NeTvoso em preparagoes neuromusculares de camundongos e ratos blo
queados respectivamente pelo Mg++ e pela toxina botulinica. Este
valor nao se acha muito distante do obtido em agao completamente
distinta exercida pelas duas aminopiridinas.

Com relacgdo.a influencia ‘do Tonicdlcio na dessensi-'
bilizacao do ‘receptor da placa terminal, os resultados mostram rela-
c¢do direta entre o ritmo de desenvolvimento da dessensibilizacao
e os aumentos das concentragoes de ca'’ na solugao nutritiva (TA
BELA XVI)}. Estao concordes com os descritos na literatura por
MANTHEY (1966, 1970, 1972), NASTUK e LIU (1966), MAGAZANIK (1968),
MAGAZANIK e VYSKOCILL (1970) , LAMBERT e PARSONS (1970), NASTUK e
PARSONS (1970) e PARSONS et al. (1971)}. Em desacordo se encontram
os estudos de ANWYL NARAHASHI (1980). Segundo estes autores a va
riacao do ca*’ externo entre 0 a 50 mM, ou a perfusdo com agen-
tes que aumentam o teor do calcio intracelular tais como o 2,4~
dinitrofenol e os ionoforos calcicos X537A e A23187 nao alteram
o tempo meédio da dessensibilizagao.

Houve em nossas experiéncias maior rapidez
de desenvolvimento da despolarizagao quando se aumentaram as con
centragoes de ca*’ na solucdo nutritiva, embora a despolarizagao

tenha sido menos intensa. Essa rapidez no aparecimento da despo-

to da dessensibilizacao (TABELA XVI). Verificou-se também essa
correlagao nas experiéncias com o uso de concentragao usual de
Ca*’ na solugao de TYRODE (1,8 mM) e varios agonistas. O carba-

col e decametdonio produziram despolarizagdo e dessensibilizacgao
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mais lentamente. Com a succinilcolina e acetilcolina houve maior
rapidez na instalagéo‘da despolarizagido e tamﬁém na da dessensi-
bilizagdo. Nio encontramos referéncia na literatura a uma possi-
vel correlacdo entre o ritmo da ativagao e o da dessensibilizagdo
do receptor colinérgico. Deve-se ter presente que alguns fatores
afetam a cinética da ativagdo e da dessensibilizagado de forma si
nérgica e outros de forma antagonica. Por exemplo, a hiperpolari
zagao da membrana pos-juncional retarda a instalagdo da ativacgao
(KORDAS, 1969, 1972, MAGLEBY e éTEVENS, 1972 a, b) mas acelera o
inicio da dessensiblizagao (KORDAS,1969, MAGAZANIK e VYSKOE&L' .
1970, 1973, 1975, MAGLEBY e STEVENS, 1972 a, b). Ja, a diminuigao
da temperatura afeta do mesmo modo ambos os processos, retardan-
do tanto a instalacao da ativacgao (KORDAS, 1972, MAGLEBY e STEVENS,
1972 b) como a da.dessensibilizagéo {KORDAS 1972, MAGLEBY e
STEVENS, 1972 b, MAGAZANIK e VYSKOEIL, 1973, 1975).

MANTHEY demonstrou em 1966 que a velocida-
de de dessensibilizacao depende das concenfragﬁes de calcio, so-
dio e potdssio no 1liquido extracelular. Utilizando o midsculo sar
torio da rda, demonstrou que o calcio acelera consideravelmente o
aparecimento da dessensibilizagdo produzida pelo carbacol e que
o aumento de sua concentracao de O para 10 mM aumenta em aproxi-
madamente 7 vezes a velocidade de desenvolvimento da mesma. O au
mento quer do sodio quer do potassio antagoniza o efeito daquele
fon. MANTHEY (1966) formulou duas hipSteses para explicar o feno
meno. Uma delas seria a de que o efeito do calcio resultaria da
acdo bem conhecida deste ion de estabilizar as membranas excita-
veis. Na outra, a acgdo do calcio seria necessaria para converter
o receptor da forma ativa para a inativa segundo o esquema de

KATZ e THESLEFF (1957). Em pesquisa posterior optou pela ultima
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pois verificou que o efeito do calcio no processo de dessensibi-.
1izagao aparece somente apos 13 segundos da perfusdo das placas
terminais com a solucao de carbacol (MANTHEY, 1970). Formulou en
tao a hipotese, de que o sitio em que o calcio atua, se bem que
talvez na membrana, nao € a ele acessivel quando o receptor mnio
se encontra ativado. A ativagao do receptor, a par de aumentar a
permeabilidade aos ions sodio e potassio, também o faz em relacdo
ao jon calcio. O aumento da permeabilidade a este Gltimo permiti
Tia que atingisse o sitio em que atua acelerando o aparecimento
da dessensibilizacgado. Reinvestigando em 1972, o antagonismo cal-
cio-potassio no fenomeno da dessensibilizacgdao, MANTHEY propde um
simples mecanismo de troca ionica para explicar o efeito do ca’®
e o do‘§+. Um fon calcio trocaria com dois fons potassio em si-
tio anidnico divalente (A" ) somente acessivel a cations do meio
externo apds o aumento da condutancia da membrana produzido pelo
agonista:

" - s = .
Ca + KZA : Ca A + 2K

Verificamos na presente pesquisa que sao pa
ralelas as curvas logaritmo das concentragtes-respostas da 3,4-
diaminopiridina em presenca de 1,8; 7,2 e 14,4 mM de Ca++. Além
do paralelismo, os aumentos das concentragdes do ca*t causaram
desvies = das curvas- para a direita proporcionais a sua con
centracao (FIGURA 18). O deslocamento sofrido pelas retas de re-
gressdo em presenga de 1,8 e 14,4 mM de Ca’’ foi o dobro do des-
locamento sofrido pelas retas de regressao em presenga de 1,8 mM
e 7,2 mM de ca*’ (FIGURA 19). Isto mostra que os aumentos das con
centracoes efetivas de 3,4-diaminopiridina foram proporcionais aos

~ ++ ~ T
aumcntos da concentracao do Ca na solugao nutritiva. Segundo
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ARI%&S e colaboradores (1964) o mecanismo competitivo entre dois
compostos sera demonstrado pelo paralelismb entre as curvas loga
ritmo das concentragoes-respostas do agonista em presenca de con
centragoes diferentes do antagonista e pela proporcionalidade do
deslocamento das curvas e das concentragoes do antagonista. Dian
te do.exposto concluimos que a 3,4-diaminopiridina atua competi-
tivamente com o Ca & no MeSMO receptor, isto €, que sao éntag&ni
cos competitivos. Os resultados da presente pesquisa sugerem, pois,
que o efeito ‘das aminopiridinas em reverter o receptor de sua for
ma dessensibilizada para a de repouso resulta do deslocamento do
cilcio do sitio anionico (A) pela aminopiridina segundo o esque
ma (no qual usamos a formula de uma das formas da 3,4~diaminopi-

ridina protonada):

A- Ca + 2 —
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VI - CONCLUSOES

-1°) A 3,4-diaminopiridina atua de modo qualitativamente Similar- g 4-
aminopiridina na reversao do receptor da placa terminal de
sua: forma dessensibilizada para a de repouso, sendo aproxima
damente 5 vezes mais ativa. O fato de duas aminopiridinas exer
cerem. a mesma agao. sugere 'que tal nropriedade seja comum' a

todas como o € a de inibir o:canal do potadssio.

-2%) A 3,4-diaminopiridina reverte o receptor de sua forma dessen
sibilizada para a de repouso qualquer que tenha sido o agbnﬁg

ta empregado para induzir a dessensibilizagao.

-39) O antagonismo entre o ion calcio e a 3,4-diaminopiridina no
fenomeno da dessensibilizagﬁo ¢ competitivo. Esta verificagdo
sugere que as aminopiridinas inibam a dessensibilizacao des-.
locando o calcio do sitio com o qual a ligagao deste Te de

outros cations di e trivalentes € necessiria para que ocorra

a inativacao do receptor da placa terminal.

-49) A despolarizacao produzida pelos agonistas apos a agdo da -
3,4-diaminopiridina foi superior dquela produzida antes da
ocorréncia do fenomeno da dessensibilizacgao. Este fato suge-
re a existencia de um certo numero de receptores no estado

dessensibilizado na auséncia de agomnistas.
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VII - RESUMO

VITAL BRAZIL e colaboradores (VITAL BRAZIL e
FONTANA, 1982, VITAL BRAZIL et al., 1982) verificaram que a 4-ami
nopiridina inmibe a dessensibilizacao provocada pelo carbacol e
que este efeito & antagonizado pelo Ion calcio. Na presente pes-
quisa estudou-se o efeito de outra aminopiridina, a 3,4-diamino-
piridina, na dessensibilizacdo do receptor colinérgico e compa-
rou-se a poténcia desta com a da 4-aminopiridina neste fenomeno.
Estudou-se também o efeito da 3,4-diaminopiridina sobre a dessen
sibilizacio provocada por varios agonistas (carbacol, decametonio,
succinilcolina e acetilcolina) a fim de esclarecer se seu efeito
depende do agente causador da dessensibilizagao. Finalmente, pes
quisou-se o efeito da 3,4-diamincopiridina sobre a dessensibiliza
cio em presenga de varias concentragdes de ion cdlcio, a fim de
verificar a natureza do antagonismo existente entre este cation e
a 3.4-diaminopiridina. |

A pesquisa foi realizada na preparagao iso-
lada nervo frénico-diafragma de rato, determinando-se o potencial
de membrana na regiao das placas terminais com o emprego de mi-
croeletrddio intracelular. A solugfo nutritiva empregada foi a
de TYRODE. Temperatura do banho 379C. Oxigenagao com carbogénio.
A 3,4-diaminopiridina e 4-aminopiridina foram adicionadas ao ba-
nho apos a dessensibilizagao dos receptores colinergicos -da pla-
ca terminal em concentragoes cumulativas. |

Os resultados mostram que a 3,4-diaminopirl
dina, tal como a 4-aminopiridina foi capaz de inibir a dessensi-

bilizagdo do receptor colinérgico. Ndo houve diferenca significa



83

tiva nos desvios do paralelismo obtidos para analise de variancia
através dos polinomios ortogonais, e entre as curvas logaritmo das
concentracoes-respostas da 3,4-diaminopiridina e 4-aminopiridina.
Foi entretanto significativa a diferenga nos afastamentos entre
elas. A DEg, 'da 3,4-diaminopiridina e da 4-aminopiridina determi
nada pelo método dos "probits" foi de 3,35 UM e 17,34}AM respec
tivamente. A relacao de atividade entre as duas determinada pela
simples relagao entre as DE. foi de 5,2 vezes e pelo método da
dosagem biologica quantitativa a 8 pontos de 4,48 vezes com in-
tervalo de confianca de 3,83 a 5,25 vezes. Nao houve diferenca si
gnificativa nos desvios do paralelismo e nos afastamentos das
curvas logaritmo das concentragdes-respostas da 3,4-diaminopiridi
na quando a dessensibilizacao foi provocada pelo carbacol, decame
tonio, succinilcolina ou acetilcolina. Quando se aumentou a con-
centragao de calcio na solugao nutritiva, um aumento proporcional
da concentragao de 3,4-diaminopiridina foi requerido para reverter
os receptores de sua forma dessensibilizada para a de repouso. Néo
houve diferenga significativa nos desvios do paralelismo entre as
retas de regressao e entre as curvas logaritmo das concentragdes-
respostas da 3,4-diaminopiridina em presenéa de 1,8, 7,2 ¢ 14,4
mM de Ca . Foi contudo, estatisticamente significativa a diferen
ca nos afastamentos entre elas, sendo estes proporcionais as con-
centragoes de ca’’ na solugao nutritiva. A despolarizacao produzi
da pelos agonistas apds o emprégo da 3,4-diaminopiridina foi supe
rior daquela produzida antes da ocorréncia do fenomeno da dessensi

bilizagao.



VIII-REFERENCTIAS BIBLIOGRAFICAS



935

ADAMS, P.R. {1975) . A study of desensitization using voltage

ADAMS, P.R. (1976j Drug blockage of open end-plate  channels.
J.Physiol., 260:531-52. '

ALBUQUERQUE, E.X.; KUBA, K.; DALY, J. (1974) Effect of histrio_
nicotoxin on the ionic conductance modulator of thécﬁolhmnﬁic
receptor; a quantitative analysis of the end-plate current.
J.Pharmacol. exp. Ther., 189:513-24,

ANWYL, R. § NARAHASHI, T. (1980) Desensitization of the acetyl
choline receptor of denervated rat soleus muscle and the

ARIENS, E.J.; SIMONIS, A.M.; VAN ROSSUM, J.M. (1964) Drug-recep
tor interaction; interaction of one or more drugs with one re
ceptor system. In: ARIENS, E.J. ed. Molecular pharmacology ;
the mode of action of biologically active compounds. New York,

Academic. v.1l, sect.2, p.119-393,

BENNETT, M.V.L., WURZEL, M.; GRUNDFEST, H. (1961) The electro-
physiology of electric organs of marine electric fishes. I.

siol., 44:757-804.

BON, C. & CHANGEAUX, J.P. (1977} Ceruleotoxin; a possible marker
of the cholinergic ionophore. Eur.J.Biochem., 74:43-51.

BON, C.:; CHANGEAUX, J.P.; JENG, T.W.; FRAENKEL-CONRAT, H. (1979)
Post-synaptic effects of crotoxin and of its isclated subunits.

Eur.J.Biochem., 99:471-~81

BRISSON, A.; DEVAUX, P.F.; CHANGEAUX, J.P. (1975) Effects anesth§
sique local de plusieurs compos€s hiposolubles sur la réponse
de 1'electroplaque de Gymnote a la carbamylcholine et sur la
liaison de acetylcholine au récepteur cholinergique de Torpille.
C.R.Acad.Sci.Paris D, 280:2153-6. '




96

BULBRING, E. (1946) Observations on the isolated phrenic nerve

......

BURGEN. A.S5.V. (1982) Regulation of acetylcholine receﬁtors.

In: YOSHIDA, H.; HAGIHARA, Y.; EBASHI, S., ed.  Advances in phar-
macology and therapeutics. II. Neurotransmitters receptors.

Tokyo, Pergamon. p.51-5.

CASTILLO, J. del § KATZ, B. (1955) On the localization of ace-
tylcholine receptors. J.Physiol., 128:157-81.

CASTILLO, J. del § KATZ, B. (1957) A study of_curare action with
an electrical micro-method. Proc.R.Soc. London B,ﬁg@:SE}Sﬁ.

CLARK, R.B. § ADAMS, P.R. (1981) Rapid flow measurements of de

sensitization at frog endplates.  Biophys.J., 33:16A.

COCHRANE, D.E.; WILLIAMS, F.A.; PARSONS, R.L. (1972) Activation
inactivation of muscle postjuncional membrane receptors in isp
tonic Mg2+ or Ca? Ringer. ~ Fed.Proc., 31:305.

DURANT, N.N. § MARSHALL, I, G. (1978} The effects of 3,4-dyami-
nopyridine on spontaneos and evoked transmitter release at the
frog neuromuscular junction. J.Physiol. Z80:21P,.

FASTIER, F.N. § McDOWALL, M.A. (1958) A comparison of the phar-
macological properties of the three isomeric aminopyridines.
Austral.J.exp.Biol., 36:365-72.

FELTZ, A. § TRAUTMANN, A. (1980) Interaction between nerve-re-
leased acetylcholine and bath applied agonists at the frog end-

-plate. J.Physiol., 299:533-52.

FELTZ, A. & TRAUTMANN, A. (1982) Desensitization at the frog neu
romuscular junction; a biphasic process. "~ J.Physiol., 322:257-72.

GISSEN, A.J. & NASTUK; W.L. (1966) The mechanisms underlying neu
romuscular block following prolonged exposure to depolarizing
agents. Ann.N.Y. Acad. Sci, 135:184-94,




97

HARVEY, A.L. § MARSHALL, I.G. (1977) The facilitatory actions of
aminopyrydines gnd tetraethylammonium on neuromuscular trans-
mission and muscle contractility in avian muscle. ‘Nainyrn-schmie-

HEIDMANN, J. & CHANGEAUX, J.P. (1979 a) Fast kinetic studies on
the interaction of a fluorescent agonist with the membrane-

Biochem., 94:255-79.

HEIDMANN, J. § CHANGEAUX, J.P. (1979 b} Fast kinetic studies on
the allosteric interaction between acetylcholine receptor and
local anesthetic binding sites. Eur.J.Biochem., 94:281-96.

ILLES, P. & THESLEFF, S. (1978) 4-aminopyridine and evoked trans

623_90

JACOBS, R.S. & DBURLEY, E.S. (1978) Nerve terminal facilitatory
action of 4-aminopyridine; an analysis of the rising phase of
endplate potential. Neurcopharmacol., 17:439-44.

KARLIN, A. (1980) Molecular properties of nicotinic acetylcholi
ne receptors. In: COTMAN. C.W.: POSTE, G.: NICOLSON, G.L. ed.
The cell surface and neuronal function. Amsterdam, North-Holland.
v.6, p.223.

KATZ, B. § THESLEFF, S. (1957) A study of the "desensitization"
Produced by acetylcholine at the motor end-plate. J.Physiol.,
138:63-80.

KIM, K.C. § KARCZMAR, A.G. (1967) Adaptation of the neuromuscu-
lar junction to constant concentration of ACh. 'TInt.J.Neurophar-

macol., 6:51-61.

KORDAS, M. (1969) The effect of membrane polarization on the time
course of the end-plate current in frog sartorius muscle.  J.
Physiecl., 204;493-502




28

KORDAS, M. (19?2) An attempt at an analysis of the factors. de-
termining the time course of the end-plate current. II. Tempe
rature. J.Physiol., 224:333-48.

LAMBERT, D.H. § PARSONS, R.L. (1970) Influence of polyvalent
cations on the activation of muscle end-plate receptors. J.gen.

Physiol., 56:309-21.

LARMIE, E.T. § WEBB, G.D. (1973) Desensitization in the electro
plax. J.gen.Physiol., 61:263. -

LEMEIGNANN, M. § LECHAT, P. (1967) Sur 1l'action anticurare des
aminopyridines. C.R. Acad.Sci. Paris D, 264:169-72.

LESTER, H.A. (1972} Vulnerasbility of desensitized or curare-trea-
ted acetylcholine receptors to irreversible blockade by co-
bra toxin. Mol.Pharmacol., 8:632-44.

LESTER, H.A.; CHANGEAUX, J.P.; SHERIDAN, R.E. (1975) Conductance
increases produced by bath application of cholinergic agonists
to Electrophorus electroplaques. J.gen.Physiol., 65:797-816.

LUNDH, H. (1978) Effects of 4-aminopyridine on neuromuscular
transmission. Brain Res., 153:307-18.

LUNDH, H. § THESLEFF, S. (1977) The mode of action of 4-aminopy-
ridine and guanidine on transmitter release from motor nerve -

terminals. Eur;J.PharmacOl.,53:411—2.

LUNDH, H.; LEANDER, S.; THESLEFF, S. (1977) Antagonism of the pa-
ralysis produced by botulinum toxim in the rat. The effects of
tetraethylammonium guanidine and 4-aminopyridine. J.Neurol.Sci.,

32:29-43,

LUNDH, H.; NILSSON, D.: ROSEN, I. (1977} 4-aminopyridine a new
drug tested in the treatment of Eaton-Lambert syndrome. J.Neuro-

surg.Psychiatr., 40:1109-12.




99

LUNDH, H.; NILSSON, O0.; ROSEN, I. (1979) Effects of 4-aminopy

42:171-5.

MAGAZANIK, L.G., (1968) Mechanism of desensitization of the pos
synaptic muscle membrane. Biofizika, 13:119-203. (Em russo).

MAGAZANIK, L.G. (1970) On the mechanism of influence of the die
tylaminoethyl ether of diphenylpropilacetic-acid (SKE-525A) on
the neuromuscular synapses. Bull.exp.Biol.Med, URSS, 3:10-3

(Em russo).

MAGAZANIK, L.G. (1971) On the mechanism of anti-acetylcholine
effects of some mononitrogen anti-cholinergics in the neuro-
muscular sinapse. Pharmacol.Toxicol., 3:292-7. (Em russo).

MAGAZANIK, L.G. & VYSKOEIL, F. (1970) Dependence of acetylcho-
line desensitization on the membrane potential of frog muscle
fibre and on the ionic changes in the medium ~ J.Physiol., 210:
507-18.

MAGAZANIK, L.G. & VYSKOCIL, F. (1972) The loci of & -bungaro--
toxin action on the muscle postjunctional membrane. ~‘Brain Res.,
48:420-3.

MAGAZANIK, L.G. § VYSKOCIL, F. (1973) Desensitization at the
motor end-plate. In: RANG, H.P., ed. Drug receptors. London,
Macmillan. p.105-19.

MAGAZANIK, L.G. § VYSKOCIL, F. (1975) The effect of temperature
on desensitization kinetics at the post-synaptic membrane of
the frog muscle fibre. J.Physiol., 249:285-300.

MAGAZANIK, L.G. § VYSKOCIL, F. (1976) Desensitization at the
neuromuscular junction. In: THESLEFF, S., ed. 'Motor innerva-

tion of muscle. London, Academic. cap.5, p.151-76.




DG/ DUS)

100

MAGLEBY, K.L. § STEVENS, C.F. (1972 a) The effect of voltage on
the time course of end-plate currents.’ J.Physiol., 223:151-71.

MAGLEBY, K.L. & STEVENS, C.F. (1872 b) A quantitative descrip
tion of end-plate currents. J.Physiol., 223:173-97.

MANTHEY, A.A. (1966} The effect of calcium on the desensitization
of membrane receptors at the neuromuscular junction. J.gen.

thsiol., Eg:963-76.

MANTHEY, A.A. (1970) Further studies of the effect: of, calcium
on the time course of action of carbamycholine at the neuro-

muscular junction. J.gen.Physiol., 56:407-19,.

MANTHEY, A.A. (1972Z) The antagonistic effects of calcium and po
tassium on the time course of action of carbamylcholine at the

neuromuscular junction. J.Memb. Biol., 9:319-40.

MARLAS, G. § BON, C. (1982) Relationships between the pharmace
logical action of crotoxin and its phospholipase activity.
Eur.J.Biochem., 125:157-65. '

MILEDI, R. § POTTER, L.T. (1971) Acetylcholine receptors in mus
cle fibres. Nature, 233:599-603.

MOLGO, J.; LEMEIGNAN, M.; LECHAT, P. (1977) Effects of 4-amino
pyridine at the frog neuromuscular junction. J.Pharmacol.exp.

MOLGO, J.:; LUNDH, H.; THESLEFF, S. (1980) Potency of 3,4-diami
nopyridine and 4-aminopyridine on mammalian neuromuscular trans
mission and the effect of pH changes. ' Eur.J,Pharmacol., 61:
25-34.

MOREAU, M. § CHANGEAUX, J.P. (1976) Studies on the electrogenic
action of acetylcholine with Torpedo marmorata electric organ.
I. Pharmacological properties of the electroplaque. J.mol.
Biol., 106:457-67.




101

NASTUK, W.L. (1967) Activation and inactivation of muscle post
junctional receptors. ' Fed.Proc., 26:1639-46. '

NASTUK, W.L. (1977) Cholinergic receptor desensitization. In:
COTTRELL, G.A. § USHERWOOD, P.N.R., ed. _Synapses. New York,
Academic, p.177-201.

NASTUX, W.L. & GISSEN, A.J. (1965) Actions of acetylcholine and
other quaternary ammonium compounds at the muscle postjunctio
nal membrane. In: PAUL, W.M.; DANIEL, E.E.; KAY, G.M.; MONCKTON,
G., ed. Muscle. New York, Pergamon. p.389-402.

NASTUK, W.L. § GISSEN, A.J. (1966) Action of certain quaternary
ammonium compounds in neuromuscular transmission. In: RODAHL, K.
§ ISSEKUTZ, JR., B., ed. ©Nerve as a tissue. New York, Harper
and Row. p.305-20.

NASTUK,'W.L. § LIU, J.H. (1966) Muscle postjunctional membrane;
cahnges in chemosensitivity produced by calcium. " Science, 154:
266-7.

NASTUK, W.L. § PARSONS, R.L. (1970) Factors in the invactiva-
tion of postjunctional membrane receptors of frog skeletal
muscle. J.gen.Physiol., 56:218-49,.

PARSONS, R.L.; JOHNSON, E.W.; LAMBERT, O.H, (19?1). Effects of

¥

lanthanum and calcium chronically denervated muscle fibers.
Am. J.Physiol., 220(2):401-5.

PELHATE, M. § PICHON, Y. (1974) Selective inhibition of potassium
current in the giant axon of the cockroach. J.Physiol., 242:90-1P.

PENNEFATHER, P. § QUASTEL, D.M.J. (1982) Fast desensitization of
the nicotinic receptor at the mouse neuromuscular junction.

Br.J.Pharmacol.,'21:395-404.

PIEDRABUENA, A.E. (1982) Comunicagao pessoal.



102

RANG, H.P. § RITTER, J.M. (1970) On the mechanism of desensiti
zation at cholinergic receptors. ' Mol.Pharmacol., 6:357-82.

RUUF, R.L. (1977) A quantative analysis of local anaesthetic al
teration of miniature end-plate currents end-plate current fluc
tuations. J.Physiol., 264:89-124.

SCHAUF, C.L.:; COLTON, C.A.; COLTON, J.S.; DAVIS, F.A. (1976)
Aminopyridine and sparteine as inhibitérs: of membrane potassium
conductance; effects on Myxicola giant axons and the lobs'ter -
neuromuscular junction. J;Pharmacdl.exP;Ther.; 197(2):414—25.

SOBEK, V.; LEMEIGNAN, M.; STREICHENBERGER, G.; BENOIST, J.M.;
GOGUEL. A.: LECHAT, P. (1968) Etude sur le diaphragme isold
de rat de 1'antagonism entre substances curisants et aminopy-
ridines. Arch. int.Pharmacodyn., 171(2):356-68.

STAMENOVIC, B.A. (1968) apud _GINSBORG, B.L. & JENKINSON, O.H.
(1976) Transmission of impulses from nerve to muscle. In:
ZAIMIS, E., ed. Neuromuscular junction. Berlin, Springer.
p-279.

SUAREZ~KURTZ, G.; PAULO, L.G.; FONTELES, M.C. (1969) Further
studies on the neuromuscular effects of B -diethylaminoetyl-
-diphenyl propyacetate hydrochloride (SKP—SZS-A)hh&ai”intimap-
macodyn, 177:185-95.

SUGIYAMA, H.; POPOT, J.L.: CHANGEAUX, J.P. (1976} Studies on the
electrogenic action of acetylcholine with Torpedo marmorata
electric organ. III. Pharmacological dessensitization in vitro
of the receptor-rich membrane fragments by cholinergic. agonists.
J.mol.Biol., 106: 485-96.

TAKEUCHI, N. (1963) Effects of calcium on the conductance change
of the end-plate membrane during the action of transmitter.

J.Physiol., 167:141-55.




103

THESLEFF, S. (1955 a) The mode of neu;omuscular block caused by
acetylcholine, nicotine, décamethonium and succinylcholine.
Acta Physiol.Scand., 34:218-31. .

THESLEFF, S. (1955 b) The effects of acetylcholine, decamethonium
and succinylcholine on neuromuscular transmission in the rat.
Acta Physiol. Scand., 34:386-92.

TSAI, M.C.; OLIVEIRA, A.C.; ALBUQUERQUE, E.X.; ELDEFRAWI, M.E.;
ELDEFRAWI, A.T. (1979) Mode of action of quinacrine on the
acetylcholine receptor ionic channel complex. Mol.Pharmacol.,
16:382-92.

ULBRICHT, W. § WAGNER, H.H (1976) Block of potassium chamnel of
the nodal membrane by 4-aminopyridine and its partial removal
on depolarization. 'PflagerS; Arch., 367:77-87.

VITAL BRAZIL, O. (31966) Pharmacology of crystalline crotoxin.

II. Neuromuscular blocking action. ~Mem.Inst.Butantan, Simp.
internac., 33(3):981-92.

VITAL BRAZIL, O. § FONTANA, M.D. (1982) Effect of 4-aminopyri-
dine on the desensitization of the rat diabhragm caused by
carbachol. 1In: LECHAT, P. et al. Aminopyridines and similarly

acting drugs; effects on nerves, muscle and synapses . Oxford,

Pergamon. Pp.Z240.

VITAL BRAZIL, O.; FONTANA, M.D.; HELUANY, N.F. (1979 a) Mode of
action of crotoxin at the guinea-pig neuromuscular junction.
Toxicon, 17 (Suppl. 1):17. '

VITAL BRAZIL, 0O.; FONTANA, M.D.; HELUANY, N.F. (1979 b) Effect
of 4-aminopyridine on the neuromuscular blockade produced by

crotoxin. Toxicon, 17 (Supp.l):16.

VITAL BRAZIL, O.; FONTANA, M.D.; PAVANT, N.J.P. (1982) Effect
of 4-aminopyridine on the end-plate receptor desensitization
caused by carbachol. ~ Bur.J.Pharmacol., 86:199-205.




104

VOHRA, M.M. § PRADHAN, S.N. (1964) Pharmacology of 3,4-diaming

VOHRA, M.M.; PRADHAN, S.N.; JAIN, P.C.; CHATTERJEE, S.K.; ANAND; N.
(1965) Synthesis and structure-activity relationships of some
aminopyridines, imidazopyridines, and triazolopyridines. " J.
med. Chem., 8:296-304.

VYSKOQIL . F. & MAGAZANIK, L.G. (1972) The desensitization of post
junctional muscle membrane after intracellular application of
membrane stabilizers and snake venom polypeptides. " Brain’ Res.,
48:417-9.

YEH, J.Z.; OXFORD, G.S.; Wuw, C.H.; NARAHASHI, T. (1976 a) Interac
tions of amnopyridines with potassium channels of squid axon
membranes. Biophys.J., 16:77-81.

YEH, J.Z.; OXFORD, G.S5.; Wu, C.H.: NARAHASHI, T. (1976 b) Dyna
mics of aminopyridine block of potassium channels in squid axon

membrane. J.gen.Physiol., 68:519-35.




