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INTRODUCAO



Desde o trabalho inicial de ROSZKOWSKI

(1961), o McN-A-343 (McN) ficou conhecido pela sua elevada
poténcia em astimular receptores muscarinicos dos ganglios

simpaticos. Esta ag@o & traduzida por acentuada e persisten
te hipertensdo arterial, antagonizada por pequenas doses de
atropina mas ndo pelds bloqueadores ganglionares convencio-
najis tipo hexametonio. 0 mesmo autor assinalou ainda a
acdo contraturante do McN sobre o reto abdominal de ra. Con’
tudo, como ndo tivesse conseguido produzir contracdo do mis
culo tibial anterior de gato pela injecdo intra-arterial do
composto, ROSZKOWSKI coﬁcluiu ser ¢ McN praticamente despro
vido de ac3o importante ao nivel da placa motora. Por outro
lado, CORRADO e cols. (1966) e SIMIONT e colsl(1975), alem
de confirmarem os resultados de ROSZKOWSKI enpregando o mﬁg
culo reto abdominal de sapo observaram que, embora exibindo
pequena atividade, o McN apresenta na preparagao ciatico-ti
bial anterior de gato e cdo, uma discreta agao estimulante
quando aplicado por via venosa nas doses de 50 a 200 mcg/kg
Constataram ainda que, ao aumentar a dose do composto, ele

produz bloqueio da transmissac neuromuscular proporcional a

concentracao empregada.

£ fato .conhecido que. a d-Tc & classico



inibidor competitive da ACh e de outras substancias que
atuam pelc mesmo mecanismo nos sitios colinoceptivos da pla
ca motora. Contudo, embora tambem iniba os efeitos contratu
rantes do McN no reto anterior de sapo, o faz de modo nao
competitivo. Assim, as curvas dose-efeito do McN em presen-
ca de doses crescentes {0,1; 0,3; 1 e 3 mcg/ml) de d-Tc nao
produzem deslocamento, mas sim uma redugdo da-amﬁlitude da
altura maxima das curvas propercional 3 dose de inibidor em:
pregada (SIMIONI e cols., 1975).

Este resultado inesperado, ou seja, o fa
to de a d-Tc atuar como inibidor nao coﬁpetitivo do McN, po
deria ser explicado admitindo-se acao indireta por parte -
desse composto. Portanto, a acac estimulante do McN no reto
anterior do sapo fol interpretada .como sendo resultado  de
uma.égao predominantemente pré-juncional que conduz a libe-
racgao do transmissor das terminagoes nervosas. A a¢ao inibi
toria que se evidencia com grandes doses, seria dévida a
sua acao pré-juncional inespecifica, pois que nestas condi-
cbes, bloqueia os efeitos da acetilcolina (ACh) sobre o re-
to anterior de modo ndo transponivel (MURAYAMA, 1963; SI-
MIONI e céls., 1975). Esta agao inibitdria em grandes doses

seria responsavel pelo perfil da curva dose-efeito caracte-



ristico do McN em forma de sino, associada, em geral, ao fe
nomeno de auto-inibicdo. Alémldisso, poderia explicar, embo
ra nac esclareca a sué natureza, o relaxamento observado em
pombos ndo anestesiados logo apds a morte em paralisia espd
tica, induzida pelo McN. Deve-se lembrar que esse relaxamen
to nao se verifica com a administracgdo de outros agentes
despolarizantes como a succinilcolina, decaﬁetﬁnio, neostig
mina e outras substancias que atuam apenas através de combié
naciao com os receptores colinérgicos ou de inibicao da ace-
tilcolinesterase. -

0 fato de drogas como o cdrbacol (McKINS
TRY e cols., 1963; MIYAMOTO e VQLLE, 1974), tetraetilamonio,
bario (DOUGLAS e LYWOOD, 1861) e gﬁanidina (HOFMANN e cols.,
1966) exibirem a aclo pré-juncional liberadora de ACh .
apoia a possibilidade de o McN exercer acao estimulante -da
placa motora também atraves deste mecanismo. Em adigao, po-
dem-ser citados venenos animais e suas toxinas - pegonha de

Tityus serrulatus e tityustoxina (DINIZ e TORRES, 1968; Vi-

TAL BRAZIL e cols., 1973}, crotoxina (VITAL BRAZIL e EX-
CELL, 1970}, beta-bungarotoxina (LEE e CHANG, 1666), batra-
cotoxina (ALBUQUEROUE e cols., 1971) - que apresentam tam-

bém idéntica acdo pré-juncional liberadora da ACh, embora



atuem por mecanismos distintos. Assim, a tetrodotoxina -
{TTX) inibe o0s efeitos da tityustoxina [PIMENTA; 1975) e da
batracotoxina (ALBUQUERQUE, 1971), mas nao interfere com o
da crotoxina (VITAL BRAZIL e EXCELL, 1970). Além disso, tem
sido demonstrado que o McN induz aumento da frequéncia de
- descarga dos potenciais espontaneos do ganglio mesentério -
inferior de gato (MURYAMA, 1963).

Portanto, embora alguns estudos tenham
sido feitos no sentido de esclarecer a natureza ou o modo de
agao do McN na jungao ﬁeuromuscular, até o presente, as evi
déncias que existem nao sao ainda conclusivas sobre o seu me
canismo de agao nmessa estrutura.

A preseﬁte investigacao teve por chjeti-
vo testar a hipotese formulada por STMIONI e cols. (1875} de
que a acgao estimulante do McN nalplaca motora, em peguenas -
doses, seja devida a2 uma liberagao do neurofransmissor, e a
de que, a acgao inibidora exercida pelo McN resulfe da despo-
larizagao prolongada da membrana pds-sinaptica ao se combi-
nar com os receptores colinérgicos. Neste sentida, foi feita
jnicialmente a analise miografica dos efeitos do composto so
bre o misculo tibial anterior de gato, o0 qual se comporta de

modo peculiar frente as drogas despolarizantes da placa moto



ra. Além disso, foi usada a mesma preparacio sob as formas
inervada e cronicamente desnervada na determinagéo das cur-
vas dose-efeito do McN e ACh, atraves de injegao intra-arte
rial para a avaliacao da relacaoc de poténcia dessas drogas
nos dois tipos de preparacao a fim de determinar a extensdo
do comportamento pré-sinﬁptico.dessas duas substancias.

Estudaram-se as acoes do McN tambem na
preparacac nsrvo frénico-musculo diafragma isolado de rato
submetido &c registro miografico e eletrofisioldogico com o
objetivo de esclarecer quails os componentes relevantes no
mecanismo de acao do McN sobre a juncao neuromuscular, ou
seja, se o componénté direto - colinomimético - ou se o com
ponente indireto - cqlinérgico - aumentando a liberagéo de
ACh. |

Fol pesquisada ainda, uma possivel ativi
dade anticolinesterasica que representa uma agﬁo a mais no

conjunto das atividades exibidas pelo McN.



MATERIAL E METODOS



de gato.

" Técnica:- 0s animais foram anestesiados
pelo pentobarbital sodico (30 mg/kg e;v.) e preparados pa-
ra o registro das contragdes do musculo tibial anterior
estimulado indiretamente através do seu nervo motor. As
respostas do musculo foram registradas em papel esfumacado
de quimdgrafo Palmer. Aplicaram-se estimulos.supramaximais
de 2 mseg de duracao e de ffequéncia variavel de 0,3 Hz -
(estimulos isolados) a 50 Hz (estimulds tetanizantes}, for
necidos por estimulador eletrdonico convencional Grass, Mo-
delo S4, usando-se uma alavanca semi—isbmétriéa para ¢ re-
gistro das contracdes musculares. No terco distal da pata,
foi isolada a artéria tibial e canulada contra corrente pa
ra a aplicacgfo intra-arterial do cbmposto e da ACh, direta
mente na massa muscular. {(BROW, 1938) em alguns animais ,
‘registrou-se simultaneamente a pressao arterial através de

canula inserida na cardtida ou femural e conectada a mano-

metro de merclUrio tipo Ludwig.



Método:- Procedeu~se a administragao ve
nosa de McN num intervalec de dose variando entre 250 a
4000 mcg/kg. Pela via intra—arteriallo composto foi aplica
do para produzir contracao rapida. Valendo-se da mesma
via, obteve-se a curva dose-resposta do McN e da ACh admi-

nistrando-se doses crescentes de razido 2.

2.2 - Preparacao tibial anterior cronicamente desnervado -

de gato.

Técniéa:— 0 musculo foi desnervado atra
vés de secgao asséptica do seu nervo motor em animais sob
anestesia pelo pentobarbital sodico (30 mg/kg e.v.) 15
dias antes da experiencia. Registraram-se as contragoes do
tibial anterior por estimulacao direta, por meio de dois
eletrodos (agulha de platiﬁa] inserindo, um no corpo mus-
cular e outro na transicdo misculo-tendinea. Empregou- se
igualmente alavanca semi-geom&trica para o registro das
contragoes ¢ contraturas musculares. Foram usados os se-

guintes parametros estimulatdorios: estimule supramaXximais



de 2 mseg de duragdo e frequéncia igual a 0,3 Hz. Em al-
guns casos registrou-se somente os efeitos contraturantes

induzidos pela aplicagao intra-arterial de ACh e McN. Em
todos os casos registrou-se simultaneamente a pressio arte
rial, segundo técnica descrita na preparacdo anterior. No
decorrer das experiéncias, as drogas foram injetadas pelas
vias venosa {(vela femural) ou, contra corrente, na artéria_
tibial anterior homolateral ao misculc desnervado.e canula
da em direcao central, a nivel da articulacao tibio-tidrsi-

ca.

Método:~ Para a obtencac da curva dose-
resposta, procedeun-se a administracdo de McN e ACh em con-
centragoes creScentes de razao 2. A-intervalos régulares
era testada a responsividade da preparacac ao McN com inje

coes de ACh de resposta previamente conhecida,

2.3 - Preparacdo nervo frenico-diafraoma isolado de rato. .

Técnica:- Foram usados ratos de 250 a



300 g de peso. Apds anestesia dos animais pelo hidrato de
cloral {240 mg/kg por via intraperitoneal) e sangria  por
seccao dos vasos do pescoco, procedeu-se @ retirada e mon-
tagem do segmento do hemidiafragma esquerdo com o nervo mo
tor correspondente, de acordo com a técnica descrita  por
BULBRING (1946). Como meic nutritivo usocu-se a solucgao de
Tyrode glicecsada com a seguinte composigdo: para 1 litro
de agua destilada 8,0 g NaCl; 0,20 g KC1; 0,20 g CaCl2 :
PO

0,10 g MgCli,s 0,0575 g Nail 2 g glicose e 1 g NaHCO

27V 3"
0 volume da cuba foi de 50 ml e a sua temperatura mantida
constante a 379C. Oxigenou-se a preparacao pelo borbglha -
mento de carbogénio (95% de 02 e 5% de C0,) no banho. As
contracoes do hemidiafragma foram registrados em papel es-
fumagado de quimdgrafo Palmer através de pena inscritora
de alavanca Starling. O nervo frénico foi colocado em ele-
trodos de platina e a estimulacgao, tanto do nervo frénico
como do hemidiafragma foi feita com pulsos retangulares -
fornecidos por estimulador eletrdnico (Grass, S4). Emprega
ram-se sempre estimulds maximais na excitacaoc do nervo u-

sando os seguintes paraZmetros: frequencia de 0,1 Hz, dura-

cdo de 0,2 mseg.
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Método:- As drogas ensaiadas nesta prepa
ragao foram adicionadas ao banho num largo intervalo de do-
se, que variou entre 0,2 a 8 mcg/ml para a obtengao do blo

queio da transmissac neuromuscular.

2.4 - Preparacac diafragma desnervado de rato.

Técnica:- A desnervacao foi feita pela
seccao do nervo frénico esquerdo, em ratos de 250 a 280 g,
anestesiados pelo éter etilico segundo técnica descrita por
VITAL BRAZIL (1965). Colocou-se o animal em declbito late -
'ral'direito, fazendo-se uﬁa incisao de 1,5 a 3 cm, perpendl
cular a linha mediana no terco inferior da regiao lateral
do torax esquerdo préviamente depilada. A incisao compreen-
de a pele e a camada muscular delgada que Tecobre esta Te-
gido. Ao longo de um espaco intercostal, em uma extensao de
1 a Z cm, corta-se com tesoura os misculos intercostais. U-
sando-se bastao de vidro com ext?émidade recurvadé, prende-
se o nervo frénico na parede interna do torax tracionando-o

para as bordas da incis@o, onde € seccionado. Em  seguida,
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sutura-se apenas a pele por meio de dois ou tres pontos -
conforme a extensao da ferida. Decorridos 15 a 25 dias, re
tira-se o segmento em leque do hemidiafragma esquerdo e
monta-se a preparacdo, segundo técnica adotada no caso an-
terior, para solucd@o nutritiva, volume e temperatura do ba
nho, assim como o procésso de registro das contragoes. Pro
cedeu~se 3 excitacdo elétrica do diafragma desnervade com
pulsos de 2 mseg de duragdo, 0,1 Hz de frequéncia e 50-100"
volts de intensidade, por periodos, em geral, de cinco mi-

nutos.

Método:- As contraturas da preparagao -
pelo McN foram obtidas usando-se concentragoes de 25;400
mcg/ml. A curva dose-efeito para o McN foi obtida usando -
se escala de doses compreendidas entre 25 a 100 mcg/ml em

presenca ou ausencia da dTc.

2.5 - Preparacdo frénico-diafragma isolado de rato. Regis-

tro eletrofisioldgico
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Técnica:- Utilizaram-se ratos de 250 a
300 g cujo hemidiafragma esquerdo foi retirado com um seg-
mento do nervo frénico correspondente, segundo técnica ja
descrita. O misculo era estendido e fixado com sua face to
racica voltada para cima no fundo de uma cuba de perspex
com 10 cm de comprimento; 5 ¢m de largura e Z cm de profun
didade através de alfinetes apropriados..A cuba era preen-
chida com 50 ml de solugao ﬁutritiva Tyrode glicosado de -
composicdc como a citada para a preparacao do item 2.3. A
oxigenagdo da preparacdo foi feita pelo borbulhamento = de
carbogénio. 0 banho foi mantido & temperatura ambiente -
(250C). Os potenciais bioelétricos de fibras musculares i-
soladas eram captados através de microeletrodos (Me) de vi
dro preenchidos com solugao de KC1 3M e de resisténcia com
preendida entre 5-12 MQ. Eram preparados semanalmente no
propric laboratdério e conservados em geladeira. Para  sua
confeccdo utilizaram-se tUbulos de vidro apropriado ¢  um

esticador de microeletrodos CFP, mode10_8104.

Descricao sumaria do circuito:-~ Os  Me
entravam em contato, por sua extremidade posterior, com um

filamento em espiral de prata cloretada contido no inte -



13,

rior de um pequeno tubo de vidro (2 cm de comprimento) pre
enchido com agar. Encaixavam-se em uma das extremidades -
desse tubo, saindo pela outra um fio condutor que unia 0
filamento de prata a um seguidor catdédico. O pequeno tubo
de vidro era sustentado pelo brago de um micromanipulador

Jena acoplado ao micrbscépio binocular de dissecgio Zeiss,

para aumentos de até 40 vezes. Este equipamento permitia -
realizar peguenos deslocamentos verticais ou horizomntais -
controlandc o Me microscopicamente. O seguidor catddico es
tava posicicnado proximo ao brago do micromanipulador e
conectava-se ao dois canais de um osciloscopio Tektronix,

modelo 502-A. O eletrodo indiferente, constituido por - um
fio espiralado de prata cloretada contido em um tubo de vi
dro curvo preenchide com agar, mantinha-se mergulado no 11
guido nutritivo. Estava ligado ﬁor meic de um fio condutor
a um gerador de impulsos capaz de fornecer sinais de 100,

20, 5, 1 e 0,2 mV. A preparacao de toda a apareihagem em-
pregada, exceto o osciloscopio, eram mantidos no interior
de uﬁa gaiola de Faraday montada sobre uma mesa rigida de
cimento fixada ac solo a fim de evitar vibragoes. O circul
to descrito, que esta esquematizado em forma simplificada

na Fig. 1, foi preconizado por EXCELL (1870), em cujo tra
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balho podera ser encontrado maicres detalhes sobre as carac

teristicas dos aparelhos utilizados.

Método:- Apds ser retirado de seu supor-
te de estocagem o Me era encaixado no pequeno tubo de vidro
que continha o filamento de prata cloretada. Fixava-se ¢
conjunto no braco do micromanipulador, ligando-se o fio con
dutor no seguidor catddico. Procedia-se,entio, a medida da
resisténcia do Me mergulhando-o na solugao nutritiva intro-
duzindo em paralelo no circuito uma resisténcia de valor co
nhecido: 20 M (Fig. 1). Eram desprézados os Me cujas resis-
téncias nao estavam compreendidas entre 5-25 M@, A determi-
nagao do.potencial de membrana (PM) das fibras musculares -
era feita sob controle microscopico, inserindo-se o Me  no
interior de uma fibra muscular e medindo-se o deslocamento
vertical sofrido pelo canal superior do osciloscépio no mo
mento de penetragao. Repetia—selo mesmo procedimento em dez
pontos distintos do milsculo e calculava-se a média aritmé-
tica das 10 leituras realizadas. O PM era determinado multi
plicando-se o valor da média por um fator de correcao. Este
era estabelecido introduzindo-se no circuito um sinal de

100 mV e medindo-se a deflexdao correspondente ao osciloscd-
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gsciloscdpio

seguidor .
catodico

calib.
—
mV =
I indiferente
A - Circuito Simplificado
, R : o _ .osciloscapio
Resistencia : o
| 20 un | Y
: fn—_xxu“\\/gggéo—terra A
|seguidor )
| catodico . calib. |
my 20 M
=
‘Me ¥
T
tg¥ﬂ«m» ==
B - Circuito simplificade para C - Circuito para medida da
a obtencaoc da resistencia resistencia do Me.

do Me.

‘Figura 1 - Esquema do circuito para registro eletrofisiologicos dos poten-
ciais em miniatura da placa motora terminal de diafragmas isola

dos de ratos.
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pio. Em sete experiencias o McN fol posto em contato com a
preparacdc na concentracdo de 0,1 a 1,0 mcg/ml por periodo
de até 120 minutos. Os efeitos observados no osciloscopio

eram registrados através de miquina fotogrdfica Polaroide,
modelo 3, acoplada ao osciloscoOplo. Para a medida da fre -
quéncia dos mepps, foram fotografadas consecutivamente 20
varreduras uszndo-se no osciloscopio velocidade de 10
mseg/cm em condigdes normais, em presenca do McN e apos 15'
vagem e recuperagao da preparacac. O niimero de potenciais.
foi lancado em graficos, colocando-se nas ordenadas a fre-
quéncia dos potencials e em abcissas o tratamento usado. A
amplitude dos mepps foil registrada durante quatro minutos

e medida a altura de cada potencial, tornande-se o centrd
do ruido como linha base. A distribuigdo de frequéncia das
duas distribuicbes antes e apds o McN. Este composto  foi
ensaiado também no intervalc de doses variando entre 2 a
50 mcg/ml. Apds a adigdo da substancia ao banho, eram fei-
tas as medidas do potencial de membrana na regiao das pla-
cas terminais através de procedimento j& descrito. Em trés
experiéncias a TTX foil adicionada a solucao nutritiva na
dose de 0,2-0,5 mcg/ml. Nesta concentragado a TTX promoveu,

apds 30~90 minutos, bloqueio das respostas do diafragma 4
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excitacdo elétrica do seu nervo motor. Nestas condigbes em
que a descarga dos potenciais espontaneos permanece inalte
rada, adicionava-se McN (0,1-0,2 mcg/ml), observando - se
os resultades num periodo entfe 1 a 30 minutos. Os efeitos
foram registrados, em geral, no 3®°, 15° e 3{° minutos ,
atraves de maquina fotografica Polaroide acoplada ao osci-

loscopio.

2.6 - Ensalo da atividade enzimatica.

A acetilcolinesterase utilizada, foi ex
traida de membrana de eritrocito de cobaia. O sangue, obti
do por puncao cardiaca em presenca de heparina, foi centri
fugado, removendo-se o plasma e as hemacias sendo submeti-
das a choque osmdtico. Em seguida, foi centrifugado em cen
trifuga refrigerada (Sorval RCZ) a 15.000 rpm por 30 minu-
tos. As membranas das hemdcias foram resuspensas em solu -
cdo 0,1 M de NaCl e 0,02 M de MgCl,. A atividade enzimati-
ca foi medida pelo método titulométrico de dosagem do aci-

do acético liberado, usando-se pH-Stat Radiometer TTT1 ,
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acoplado a um registrado que indica as quantidades de hi-
droxidos de sodio automaticamente gastas para manter cons-
tante o pH. C meio de incubagao continha 0,1 M de NaCl

0,02 M de MgCl, e 2,6.10'4

M de ACh. O pH foi ajustado pa
ra 7,1 e a temperatura era 25°C. O inibidor {McN) foi di-
luido para uma solugdo de concentragao igual a 0,1 M em
0,1 M de NaCl e 0,02 M de Mg(Cl, e preencubado com a prepa-
racdo enzimitica, durante 5 minutos, a 0°C. A concentracio

de hidréxido de sddio utilizada foi de 0,0001 M (TERRONE e

cols. 1972).

2.7 - Drogas e¢ reagentes empregados.

1. Iodeto de acetilcolina ""Sigma" P.M.
do sal 273,1 g.
2. Cloreto de d-Tubocurarina "Abbott"
P.M. do sal 695,7 g.
| 3. Neostigmina (Prostigmina) "Roche".
4, Pentobarbital sodico ( Nembutal ) .,

"Abbott".
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5. McN-A-343 (Cloreto de 4-(m-fenilcar-
bamoil-oxi)}~2-butinil trimetilamonio) P.M. do sal -
317,00 g {*).

6. Hidrato de cloral.

7. Tetrodotoxina Sankyo Co P.M. do sal
319 g (**).

a) Cloreto de sddio {NaCl) "Merck”

b) Cloreto de potadssio (KC1) "Baker"

¢) Cloreto de calcio (CaCl,) "Baker"

d) Fosfato monobasico de sddio (NaH,P0,.H,0) "Baker"
e) Bicarbonato de sodio (NaHCOS) "Carlo Erba"

f) Glicose "Reagen'

( *) Gentilmente enviado pelo Dr. P. Roszkowisly. Depart-
ment of Pharmacology, Research Division, Mc Neil Labo

ratories, Philadelphia, Pennsylvania, U.5.A.

(**) Gentilmente cedida pela Dra. Barbara Excell Howgood
Department of Physiology, Queen Elizabeth College ,

London.



RESULTADQOS
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3.1 - Efeitos estimulante e bloqueador do McN sobre a prepa

racao ciatico popliteo externo-tibial anterior de

gato:

O registro simultineo do miograma deste
musculo e da pressao arterial possibilitou demonstrar que,
pela via venosa, o McN, da mesma forma gue a ACh, & pouco
ativo na juncao neuromuscular embora provoque efeitos car-
diovasculares evidentes, Assim, o composto em estudo induz
0o aparecimento dos seus primeiros efeitos. neuromusculares
somente a partir de doses iguais ou superiores a 250 mcg/
kg, mais do que suficientes para desencadear 0 seu caracte-
ristico efeito bifiasico na pressdo arterial. Doses de McN ,
variaveis de 250 a 500 mcg/kg, determinam o aparecimento de
discreto porém prolongado aumento da amplitude das contra-
coes do musculo tibial anterior e doseé superiores a 500
mcg/kg causam inibig¢do progressiva da transmissdo sindptica
cujo bloqueic completo & obtido com a administracdo de ele-
vadas doses variaveis, de preparagao para préparagﬁo, entre
2 a 4 mg/kg (Fig. 2). Na vigéncia destas ﬁltimas doses, oca

sionalmente &€ possivel observar-se, precedendo o bloqueio
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Figura 2 - Registro simultaneo da pressao arterial carotidea e do mio-
grama do musculo tibial anterior de gato (2,0 kg) anestesia
do pelo pentobarbital sddico (30 mg/kg i.p.). Estimulos su-

pramaximais de 2 mseg de duragado e de frequencia
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0,3 Hz, foram aplicados ao nervo ciatico popliteo externo.
Todas as injecoes foram feitas pela via venosa; os nimeros
indicem o total de mg injetados. Notar: 1°) o discreto po-
rém prolongado aumento da amplitude das contracoes do mils-
culo as menores doses de McN; 29) o bloqueid neuromuscular
apos doses sensivelmente maiores; 32) o breve estimulo da
preparacao que precede o blogueio neuromuscular parcial
apds a aplicacdo de 1,0 mg/kg (dose total 2,0 mg) de McN;
4°) a reversdao parcial do bloqueio pela neostigmina { Neo
0,25 mg/kg); 5°) a progressiva queda dos niveis da pressao
arterial e das respostas hipertensoras desencadeadas pelo
Mcly,
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neuromuscular, estimulacdc fugaz da preparacao, analoga 5
descrita para o decametonio e succinilcolina (Fig. 2). A
sucessiva aplicacao dessas elevadas doses proporciona tam-
bém a instalagzo de um bloqueio passivel de ser antagoniza
do pela neostigmina (250 a 500 mcg/kg pela via venosa) s
bem come uma queda progressiva dos niveis da pressﬁo. arte
rial e dos efeitos hipertensores provocados pelo McN
(Fig. 2).

Os acentuados efeitos cardiovasculares
limitaram o estudo desse composto pela via venosa a qual
foi substituida pela via arterial, através da injegio con-
tra-corrente na artéria que irriga o tibial anterior. Atra
vés deste procedimento, foi possivel registrar o "twitch",
ou seja, o abalo muscular simples que, ﬁrovocado pelo McN,
segue o mesmo padrao da ACh (Fig.ISJ, embora o composto te
nha se revelado muito menos ativo quando comparado ao me-
diador colinérgico, como veremos mais adiante (Fig. 6). O
"twitch" desencadeado pelo McN € seguido de bloqueio da
transmissio sinaptica de caracteristicas analogas ao indu-
zido pelo decametonio e succinilcolina, ou seja, esse blo-
queic € rapida e espontaneamente reversivel e, na.sua vi-

géncia, verifica-se que a contragdo tetanica continua man-



Figura 3 -

i

ﬂlpmﬁ

Registros como indicados da Fig. 2. Gato (2,8 kg) anestesia
dos pelo pentobarbital sodico (30 mg/kg i.p.). Em T, estimu
lo tetanico (50 Hz) pelo periodo de 10 seg durante o qual
foi aumentada a velocidade do quimografo. Em P, parada de
5 minutos. Notar: 1°) que sao requeridas elevadas concen-
tracdes de McN (400 mcg - dose Unica - diretamente na arte-
ria que irriga o musculo) para o desencadeamento do  ''twi-
tch' que € seguido de bloqueio da preparacao; 2°) a queda
da amplitude da contracao tetanica - embora mantida - ao
nivel da inibicdo neuromuscular; 3°) a espontanea reversi-
bilidade do bloqueio neuromuscular; 4°) o conhecido efeito

bifasico do composto na pressao arterial.
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tida, embora de amplitude menor e cuja magnitude € direta -

mente proporcional ao grau de inibicao neuromuscular ( Fig.
3).

Embora a obtencao de curvas dose- efeito
a ACh nesta preparacao se afigure tarefa relativamente fa-
cil, o mesmo ndo se podera dizer com relacao ao McN, pela
grande variabilidade da sensibilidade das preparacoes neuro
musculares ao composto em estudo, pelo seu efeito cumulati-
vo e sobretudo porque, frequentemente, logo apds o primeiro
ou segundo "twitch'", o McN desencadeia o aparecimento de
fasciculacoes que, obviamente, interferem indiretamente nas
curvas quantitativas, prejudicando 5 dos 10 experimentos -
realizados para essa finalidade (Fig. 4). Por outro lado
a analise dos experimentos considerados quantitativamente -
validos mostrou a evidente menor sensibilidade do McN em re
lagao a ACh, como podera ser comprovado na Fig. 6, que cor-

relaciona as curvas dose-efeito dos dois agonistas, em am-

bas preparacoes inervadas e desnervadas.

3.2 - Contraturas induzidas pelo McN no musculo tibial an-

terior cronicamente desnervado de gato:




Figura 4

- Registro simulitaneo da pressao arterial carotidea e de aba

los musculares simples (''twitches'™) do musculo tibial ante

rior de gato (2,2 kg) anestesiado pelo pentobarbital sodi-
co (30 mg/kg i.p.). Notar: 1°)  a curva dose-efeito da ACh
pela sucessiva aplicacao de 4, 8 e 16 microgramas direta -
mente na artéria que irriga o misculo; 2°) o aparecimento

de fasciculacdes (F), logo apds a injecdo de 200 e 400 mcg
de McN pela mesma via, responsaveis pelo bloqueio dos efei
tos da maior dose de McN e da propria ACh; 3?) o caracte -

ristico efeito bifasico do McN na pressao arterial.



26.

As Figs. 5A e 5B apresentam um experimen
to tipo, entre seis de resultados analogos, que confirma a
conhecida supersensibilidade dos misculos desnervados a
ACh, o mesmc observando-se com relacao ao McN, porém este
em nivel sensivelmente inferior, como pode-se facilmente de
preender da analise das curvas dose-resposta da Fig. 6. Ao
contridrio das preparacgdes inervadas, este efeito contratu-
rante do McN foi sistematicamente observade, obtendo-se as
curvas dose-efeito em todos os experimentos realizados. A-
pos a aplicagao das menores doses do composto, ocorre uma
potencializacéo das respostas do musculo a ACh (Fig. 5A)
observando-se o contrario apds as maiores doses de McN que
além de desencadearem a conhecida curva em sino de alto-ini
bicdo, bloqueiam também os efeitos contraturantes da ACh
(Fig. 5B). Embora mais ativo em induzir contraturas do que
"twitches', uma vez mais evidenciou-se a diferenca de sensi
bilidade entre as sinapses ganglionar e neuromuscular ao
McN pois os efeitos cardiovasculares sao mais pronunciados
Icomparados.precederam aos musculares. Verificou-se, outros
sim, uma diferenca qualitativa entre as respostas das sinap
ses ganglionar e neuromuscular, pois a dTc potencializou am

plamente a hipertensaoc porém bloqueou totalmente a contratu
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Figura SA - Registro simultanec da pressdc arterial carotidea e dos

efeitos contraturantes induzidos pela ACh e pelo McN no
musculo tibial anterior cronicamente (15 dias) desnervado
de gato (2,0 kg) anestesiado pelo pentobarbital sodico (30
mg/kg i.p.). Curvas dose-resposta & ACh e ao McN diretamen
te aplicados na artéria que irriga o misculo. Os  nimeros
indicam o total de mcgs injetados em cada aplicacao intra-
arterial. Notar: 19} a nitida diferenca de atividade entre
os dois agonistas; 2°) a potencializacdo dos efeitos con

traturantes da ACh ap0s as menores doses de McN.
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Figura 5B - Continuacao da experiencia ilustrada na Fig. 5A. Notar:
1°) a curva de auto-inibicao do McN; 2°) o bloqueio dos
efeitos da acetilcolina apos as maiores doses do compos -
to; 3°) a progressiva queda dos niveis da pressdo arte -

rial e das respostas hipertensoras do McN.
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Figura 6 - Curvas dose-resposta a ACh e ao McN injetadoé diretamente

na artéria que irriga o misculo tibial anterior inervado
(i) ou cronicamente (15 dias) desnervado (d). Cada ponto
corresponde a média de 3 experiéncias. Notar o promumcia-~
do afastamento dessas curvas com relacdo a ACh, ao contrd
rio do discreto afastamento observado com o McN. Com este

Uitimo € visivel também a conhecida curva de auto-inibi -
cado, em sino, facilmente obtida em masculo desnervado.
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ra induzidas peio McN (Fig. 7).

3.5 - Efeitos estimulante ¢ bloqueador do McN sobre a pre-

paracao frenico-diafragma isolado de rato:

Os registros miogrdficos desta prepara-
¢ao, em presenca do McN, confirmam os resultados obtidos
na preparacdo ciatico popliteo externo-tibial anterior de
gato, pois o composto reproduziu o discreto porém prolonga
do aumento da amplitude de contragao ao ser aplicado em pe
quenas concentracdes (da ordem de 0,25 a 1 mcg/ml' no bha-
nho)} e bloqueio neuromuscular progressivo do diafragma com
a adicao ao banho de doses sucessivamente maiores ( de 2 a

8 mcg/ml) (Fig. 8).

3.4 - Contraturas induzidas pelo McN no diafragma cronica-

mente desnervado isolado de rato:
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Figura 7 - Registro simultdneo da pressdo arterial carotidea e das con
tragoes do misculo tibial anterior cronicamente (15 dias )
desnervado de gato (1,9 kg) anestesiado pelo pentobarbital
sodico (30 mg/kg i.p.). Preparacdo submetida a estimulos su
pramaximos de 2 msg de duragdo e 0,3 Hz, = de frequéncia.
Notar que a dTc (0,1 mg/kg e.v.)} bloqueou totalmente a con-
tratura induzida pelo McN (50 mcg dose total diretamente na
artéria que irriga o misculo) e, pelo contrario, potenciali

zou amplamente o efeito hipertensor do composto.
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De maneira analoga 3 observada no ti-
bilal anterior desnervado de gato, o McN (25, 50 e 100 mcg/
ml), provoca contraturas do diafragma desnervado, tambem
amplamente inibidas pela adicao prévia ac banho de ch pé-

ra uma concentragao final de 1 még/ml {Fig. 9).

3.5 - Atividade anticolinesterasica do McN:

Com base nas caracteristicas estrutu-
rais do composto, onde se nota a presenca de uma ligacao
carbamica {pg. 58), bem como, na referida potencializacao
que o mesmo prevoca quando aplicado em pequenas doses ,
aos efeitos musculares da ACh (Fig. 5A), vrocurocu-se evi -
denciar uma eventual égéo anticolinesterasica do McN. Esta
sugestao foi comprovada pela aplicacao do método enzimati
co da medida da atividade anticolineéterisica, segundo tec
nica convencional. Foram usadas quatro concentragdes  do

45,1074

composto, ou seja, de 10 M e, observou-se que a
concentracao de McN capaz de reduzir em 50% a velocidade -

de hidrélise da acetilcolina foi da ordem 2,5.10_4M ( Fig.
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Figura 9 ~ Efeitos contraturantes provocados pelo McN no diafragma cro
nicamente desnervado isolado de rato. Preparacao imersa em
liquido nutritivo como indicado na Fig. 8. Notar que as con
traturas provocadas pela adigao ao banho de McN (25, 50 e
100 mcg/ml) sao totalmente bloqueadas pela dTc na concentra
cdao de 1 mcg/ml. Barra vertical - 1 cm; barra horizontal
7,5 minutos; W - lavagem da preparagado.
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10). Esse resultado classifica o composto no grupo de anti
colinesterdsicos pouco ativos, pois quando comparado a

neostigmina se mostra cerca de mil vezes menos potente.

3.6 ~ Preparacao nervo frenico-diafragma de rato. Registro

eletrofisiclogico:

0 registro eletrofisiologico dos poten-
ciais de placa terminal em miniatura (m.e.p.ps.) possibili-
ta o emprego de pequenas concentragoes de McN, algumas ine-

fetivas para alterar o tragado miografico.

3.6.1 - Efeito do McN sobre a frequencia dos potenciais de

placa terminal em miniatura:

0 McN, em concentracoes variéfeis de 0,1
a 1 mcg/ml, causa, sistematicamente, um aumento na frequen-
cia dos mepps, ao mesmo tempo que o potencial de Tepouso
mantém-se inalterado.

Em seis experiéncias, apds o controle da
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Figura 10 - Curva da atividade anticolinesterasica do McN. A concentra
cdo deste inibidor (i} capaz de reduzir de 50% a velocida-
de de hidrolise da ACh (v) foi da ordem de 2.,5.10~%M.
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frequéncia basal, adicionou-se a4 cuba o composto em estudo
e observou-se o aparecimentoc da descarga dos mepps a par-
tir de 3 minutos de contato entre o misculo e a droga {
Fig. 11). Tal efeito se prolongou por periodo superior a
60 minutos. O progressivo aumento da concentfagéo do McN -
para doses superiores a 2 mcg/ml provoca a diminuig¢ao  da
frequéncia e amplitude dos mepps até o seu desaparecimen.—
to. |

A Fig. 17 ilustra o marcante aumento da
frequéncia dos mepps apds a aplicacao de McN (0,1 a 1,0
mcg/ml) e a correspondente volta ao estado 1nicial contro

le, apds lavagens sucessivas.

3.6.2 - Bfeito da TTX sobre o aumento da frequéncia dos

mepps induzido pelo McN:

Em trés experiencias, o musculo diafrag
ma de ratc permaneceu imerso em solucdo nutritiva contendo
0,2 a 0,5 mcg/ml de TTX por tempo suficiente para que se
estabelecesse blogueilo da transmissio neuromuscular, com
provado pelo bloqueio da estimulagdo elétrica indireta da

preparacZo. Como era esperade, os potenciais de placa ter-



Figura 11 - Registro dos potenciais de placa terminal em

miniatura
(mepp) em diafragma isolado de rato. Em A, registro contro
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le; em B, 3 a 5 minutos apds a adicdo de McN (0,1 mcg/ml).
Sensibilidade - 0,2 mV (barra vertical). Velocidade - 2
seg. (barra horizontal). Notar o marcante aumento da fre-

quencia dos mepps.
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Figura 12 - Representacao grafica da frequencia dos potenciais em mi-
niatura da placa terminal. Cada ponto representa o regis-—
tro dos potenciais de uma fibra muscular. Em C, tem-se a
frequencia controle; em McN, apos a adicdo de McN (6,1 a
1 mcg/ml). W e TTX indicam lavagem (W) ou adicao de TIX
(0,2 mcg/ml). Notar o aumento da frequéncia dos mepps apods
o McN e seu correspondente bloqueio ou volta & frequéncia

controle apdos a TTX ou lavagem.
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minal em miniatura mantiveram-se presentes apds o tratamen
to das preparacgOes com essa  toxina (KATZ, 1572). Ao  se
adicionar McN, no intervalo dé doses de 0,1 a 1,0 mcg/ml ,
ndc s nio se observou o habitual aumento da frequéncia -
dos mepps, como também determinou a diminuicao progressiva
dos mepps até o seu desaparecimento. Este efeito da TTX se
faz presente fanto mais precocemente quanto maior for a
dose empregada (Fig. 13).

0 mesmo experimento foi feito obedecen-
do um procedimento inverso. Assim, apos a adigdo ao banho
de McN (0,1 a 0,2 mcg/ml) e na vigéncia da descarga aumen-
tada dos potenciais espontéaneos, adicionou-se TTX (0,2 a
0,4 mcg/ml). Depois de trés minutos, observou-se diminui -
cio da frequéncia dos mepps seguida de auséricia completa

desses potenciais (Figs.12 e 14).

3.6.3 - Efeitc de pequenas doses de McN sobre a amplitude

dos potenciais de pldca terminal em miniatura:

A Fig. 15 mostra um discreto deslocamen
to, para a direita, da regido central da distribuicao de

frequéncia da amplitude dos mepps controle apos o tratamen
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Figura 13 - Registro dos potenciais de placa teminal em = miniatura
(mepps} em diafragma isolado de rato. Sensibilidade e velo
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cidade usadas como na Fig. 11. Em A, registro controle em
presenca de TTX (0,2 mcg/ml - bloqueio total da transmis -
sdo neuromuscular). BEm B, registro apds 3 a 5 minutos da
aplicacdo de McN (0,1 mcg/ml). Em C, registro ap0s 30 minu
tos. Notar a ausencia de efeito do McN em B e o bloqueio

dos mepps em C.
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Figura 14 - Registro dos mepps em diafragma isolado de rato. Em A

registro controle; em B, 15-25 minutos apos a adigao de

McN (0,1 mecg/ml); em C, apos a adicao de TTX (0,2 mcg/ml).
Sensibilidade - 0,2 mV (barra vertical). Velocidade -
mseg. (barra horizontal). Notar o acentuado aumento na fre-
quencia dos mepps em B e o correspondente bloqueio da des-

carga dos mepps pela TIX em C.
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Figura 15 - Distribuigdo de frequéncia da amplitude dos potenciais de
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placa terminal em miniatura. Em A, amplitude controle. Fm
B, apds a adicdo de McN (0,1 a 0,2 mcg/ml). Notar: 1°) o
discreto mas significativo deslocamento para a direita -
desta distribuicdo de frequencia; 2°) que em B, o© eixo
das ordenadas apresenta uma escala reduzida seis vezes
em relagdo a A, o que também revela um aumento da frequen
cia dos wepps.
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to da preparagac com baixas concentragdes de McN. O cidlculo
das médias das duas distribuigles de frequéncias revelou va
lores correspondentes a 0,58 mV e 0,69 mV, respectivamente
antes e depois do McN. Submetendo-se estas médias a teste
de significancia, verificou-se que apresentam diferenca sig

nificativa a nivel de 5%.

3.6.4 - Medida do potencial de membrana {PM} da fibra muscg

lar do diafragma isolado de rato:

A medida do potencial de repouso fei feil
ta fora e na regido das placas terminais da fibra muscular. .
Como mostran os resultados, sumarizados na Tabela 1, peque-
nas doses de McN (0,1 a 0,3 mcg/ml) praticamente nao modifi
cam 05 valores do potencial de meémbrana na regiao da placa
terminal ou em toda a extensEO da fibra. Por outro lade, &
evidente a redugao do potencial de membrana causado por
elevadas doses de McN (10 a 30 mcg/ml) somente na regiao da
ﬁiaca motora permanecendo o restante da membrana da  fibra
com valores proximos ao controle.

A Tabela 1 mostra ainda que, o efeito

despolarizante maximo do composto ocorre no tempo de 15 mi-



TABELA 1 - Efgito do
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McN sobre o potencial deé repouso da fibra muscu-

lar.

MeN Regian de Centrole 5 19 15 39
(meg/ml) Ragistro ' mir, min. min. min.
Placa 71.4 + 0,2 68.8+1 75.7 + 14.3 74.7 + 2.5 77.4 +
0,1 — _ '
Fora da Placa 78.7 + 7.4 72.2%5 76.4 + 0.1 78.6 + 2.7 75.1 + 4.
Placa 83.5+ 5.4 857+ 3 76.4 = 4.5  73.3 + 1.1 72.8 + 4.
0,3 _
Fora da Placa  84.9+ 6.7  88.2 + 2 86.1 + 5.0 77.3 + 3.3 80.8 + 2.
Placa 85.5 + 4.2 _74.75;4 56.7 + 12.3 36.2 + 1.4 34.5 +
10 | _ '
Fora da Placa 85.3+ 4.2 85.2+ 1 67.7 + 8.1  62.0 + 11.5  56.6 +
Placa 75.0 + 5.3 68.3+ 0 64.2 +. 4.0 54.8 + 1.8 , 64.2 * 0.
30 _ - S
Fora da Placa 78.3+ 3.5 77.1 + 2 78.6 =+ 2.0 74.1 + 4.6 74.0 + 5.

Em cada experiéncia, o potencial de membrana do diafragma iso

lado de rato foi registrado na regiao da placa terminal ¢ ao longo da

fibra, nos periodos indicados. Os dados correspondem a Media + Desvio

Padrdo dos valores dos potenciais de membrana em 2 a 3 experimentos.
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nutes; tendo-se verificado no tempo de 30 minutos, uma ten
dencia a volta do potencial aos valores iniciais.

As médias representativas dos valores
dos potenciais de membrana registrados fora e na regiio da
placa terminal, foram submetidos a analise de varidncia
cujos resultados sao apresentados no Quadro I. O exame des
te quadro mostra que ndo ha diferenga significativa entre
. 0s tempos e entre as doses. Em relagZo as doses, este re-
sultade pode ser explicado admitindo-se que nas peqﬁenas -
doses (0,1 a 0,3 mcg/ml) o McN praticamente nio revelou mo
dificagao dos valores do potencial de repouso da fibra mus
cular, mascarando, deste modo, o efeito das doses mais ele
vadas. Pelo mesmo motivo também o efeito do composteo no
tempo se mostrou nao significativo. Verificou-se, ainda
uma diferencga significativa entre regices.

Constatou~se também uma intéragﬁo signi
ficativa entre a dose e tempo e dose e regiao, indicando
que as varias doses atuam de modo diverso em relagao aos

tempos e regioces estudadas.
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Quadro I - Anidlise da varidnca dos dados da Tabela 1.

Causas de Variagao G.L. SQ oM F

tempo 4 1238,0 309,5 1,9876 n.s
dose 3 1436,707 478,902 2,360, n.s
regiao -1 667,489 667,489 7,077%
Tempo x dose 12 1721.618 143,468 7,787*

Tempo x regiao 4 117,346 - 29,336 1,592 n.s
Dose X regizo 3 202,947 67,649 3,672%
Tempo x dose x regiao 12 221,068 18,422

Total 39 5605,175

Com o objetivo de esclarecer os resul-
tados da andlise da varidncia (efeito nio significativo de
dose), ou seja, dissociar os efeitos das pequenas e gran -
des doses do composto cujo agrupaﬁento determinou o apare-
cimento de efeito ndo significativo das doses, sobre o po-
tencial de membrana acusado pela referida andlise, submete
ram-se as interacoes ao teste de Tukey (PIMENTEL GOMES )

1973), que aponta as doses de McN responsaveis pela redu-
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¢ao do PM. Cs dados do Quadro II demonstram: 1°) que as mé
dias dos potenciails de membrana da regiao fora da placa -
niao apresentam diferenca significativa quando relacionadas
a todas as doses de McN empregadas; 2°) que relacionando -
se as médias dos potenciais de membrana dentro da regiio -
da placa obtem-se interagﬁes'que exibem diferenca signifi-
cativa ( dose de 10 x 0,1 e 0,3 mcg/ml e dose de 30 x 0,3
mcg/ml}; 3°) que as doses de 10 e 30 da placa, quando relg-
cionadas com as demais doses na regiao fora da pléca, apre
sentam diferenca significativa em todos o0s caso0s, com exce
cao da dose de 10, fora da placa; 4°} que para as doses -
- baixas 0,1 e 0,3 da placa a diferenga € nao significativa

em relacao a todas das doses baixas ou eievadas de fora da
. regiao da placa-terminal. Constitui-se numa excegao,a dose

0,1 da placa x 0,3 de fora da placa terminzal.
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Quadro II - Analise dos dados do Quadro I para dose nas duas regides

de registro.

A 5% = 8,83
Regiao de i Dose em | Placa Fora da Placa
Registro mcg/ml | 9,1 0,3 10 I30 0,1 0,3 10 30 X
0.1 n.s * n.s| n.s * .n.s n.s|73,6
o 0,3 * *{in.s n.$ n.s n.s | 78,34
9 _
a 10  n.s| * % % |57.52
30 * *  n.s * |65,30
« 0,1 n.s n.s n.s|76,2
5 _
. 0,3 n.s n.s | 83,4
o _
o 10 n.s | 71,36
i
S 30 _ 76,42
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3.6.5 - Efeito da dTc sobre a redugao do potencial de re-

pousc produzido por doses elevadas de McN.

A dTc na concentracgac de 10 mcg/ml blo-
queia a reduciao do potencial de repouso induzida por déses
elevadas de McN (30 mcg/ml). Analisando estatisticamente
este efeito inibitdrio da dTc sobre a acdo despolarizante
. de grandes doses de McN, chegou-se aos resultados apresen—'

tados no Quadro III:

Quadro III - Analise da variancia dos dados da Tabela 2 pa
ra inibicao da dTc sobre o efeito do McN ( 30

mcg/ml) no potencial de repouso da fibra mus-

cular.
Causas da Variagao G.L. ¢ oM F
tempo 4 270,6839 67,6707 4,7733%
inibicac (McN x dTc) 1 148,5125 148,5125 10,4758*
regiao 1 300,3125 300,3125 21,1835*
residuo ' 13 184,2975 14,1767

Total 19
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TABELA 7 - Efeito do McN sobre o potencial de repouso da fibra muscu-

lar e seu antagonismo pela dTc.

Mci d-Te Begilo de  Controle 5 10 15 30
(meg/ml)| (mcg/ml) Regisiro : min. min. min. min.
Placa 75.0 # 5.3 68.3 + 0.3 64,2 +4.,0 54,8 + 1.8 4.2 + 0.5
Fora da Placa 78.3 4 3.5 7.1+ 2.5 78.6+2.0 74.1 4.6 74.0 4+ 5.9
30
Placa 82.1#6.2 - 75.1%2.5 7L9+3.2 737:54 67.8+ 1.2
Fora da Placa 84.8+ 2.4 784 x 3.7  76.8% 2.8 76,4 +10.0 76.1 + 4.8

Registro do potencial de membrana como na Tabela 1.
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Verificou-se, portantoc, o seguinte:

1) que as interacoes tempo X inibicgao ,
tempo X fegiéo e inibicao x regiao, sao significativas ,
realizando-se a analise sem levar em conta estas intera -
coes;

2) que fol significativa a variacao da
resposta do misculo em relacBo aos varios periodos de tem
pos analisados;

3} que foi também significativa a dife-
renca entre as duas regioes analisadas;

4} que a inibicao produzida pela dTc na
regido da placa terminal € significativa. Para a determina
cdo do periodo de tempo responsavel pela maior intensidade

de efeito foi feito um teste de Tukey para tempos, assina-

lado no Quadro IV.
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0 exame do Quadro IV mostra que:

19) analisando-se o conjunto total (re
gices e inibicao) fica demonstrado que existe diferenca -
significative em relagao ao tempo de 15 minutos;

29} a analise do conjunto inibicdo por
regiao reproduz ¢ mesmo resuitado do conjunto total, mas SO
mente para a regiao da placa mantendo-se nao significativo
o efeito do composto na regiao fora da placa traduzide por
uma diferenca ndc significativa entre as.médias dos conjun
tos analisados;

32) o reéultado se repete para o conjun
to inibigao por regiao, ou seja, diferenca significativa en
tre as médias sempre a partir do tempo de 15 minutos, mas
somente na ausencia de dTc. |

Demonstra-se deste modo a eficacia do
tratamento da preparagdo com o inibidor, em impedir diferen
ca significativa entre as médias correspondeﬁtes dos poten-
ciais de repouso da fibra muscular que tem seu momento de

maior reducao aos 15 minutos.
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Quadro IV - Andlise dos dados do Quadro III através do teste de Tu-

key para tempos.

Tempos (conjunto regioes e inibicao)
& 5% = 8,377

Tempo
0
5
10
15
30

Media

80,050
74,72

72,875
69,750
70,525

Significancia

]

Tempos (conjunto inibicoes) por regiao

A 5% = 11,85
Na Placa
Tempo Madia  Significéncia
g 78,55
5 71,70
10 68,05 _
15 64,25
30 66,00

Fora da Placa

Tempe Média Significancia
0 81,55
5 77,55
16 77,70
15 75,25
30 75,05

Tempo (conjunto regiodes) por inibicao

Tenpo

0
5
10
15
30

As barras abrangem as médias que

tiva.

Sem dTc

Media
76,65
72,70
71,50
64,45
69,10

Significancia

]

Com dTc
Tempo Média ~ Significancia
0 83,45
5 76,75
10 74,35
15 75,05
30 71,95

nio apresentam diferenca significa-



DISCUSSAQ



B sobejamente'conhecida a importancia
conferida a preparacgao ciatico-tibial anterior de gato em
virtude da sua eépecifica capacidade de comportar-se de mo
do peculiar frente as drogas colinomiméticas (CHEYMOL e
BOURILLET, 1972). A este propdsito, a pronunciada relagao
de estrutura quimica entre o McN e o mediador colinérgico
nos induziram, inicialmente, na analise de alguns resulta-
dos observados em nossas experiencias, altamente sugesti-

vos da interacao do composto com receptores nicotinicos da

-Cl—

NHCOOCH,C=CCH,N(CHg).

Cl

-Figura 1 - Cloreto de 4-{m-clorofenil-carbamoiloxi}-2-buti

nil-trimetil-amonio.

placa motora., Assim, a obtengao do "twitch™ nas prepara -
coes inervadas e da contratura nas desnervadas, esta ulti-
ma bloqueada pela dTc, nos sugeriram formular, como primei

ra hipdtese, uma agdo colinomimética do McN. A ocorréncia
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frequente de fasciculacgoes (Fig. 4) e as modificagoes mio-
graficas observadas em seguida ao "twitch” reforgaram ain
da mais esta possibilidade, pois a contracaoc tetanica man-
tida e a pronta reversibilidade do bloqueio (Fig. 3) sao
caracteristicas idénticas &s descritas com a succinilcoli-
na e o decametdnio (CHEYMOL e BOURILLET, 1972).

Entretanto, a pequena poténcia de acao
do composto - cerca de 100 a 200 vezes menos ativo do que
o decametdnio bem como o discreto e prolongado aumento de
amplitude das contragdes, em precedencia ao bloqueio neuro
muscular, sistematicamente indUzido pelo McN quando injeta
do em doses adequadas péla via venosa, divergem das carac-
teristicas tipicas dos colinomimétigos da placa motora cu
jo efeito estimulante, por esta via, & sempre imediato, in
tenso e fugaz.

Portanto, tornou-se claro que o McN po-
deria ter um mecanismo de acao misto que envolvesse, aléem
da referida interagao com os receptores nico{inicos da pla
ca motora, outras atividades que pudessem contribuir indi-
retamente na ativagao desSes receptores.

Uma vez mais em fungdo da acentua&a se

melhanca de estrutura quimica com a acetilcolina, foi aven
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tada a hipdtese do composto inibir a acetilcolinesterase
hipOtese altamente sugestiva em virtude da presenga na es -
trutura molecular do McN de uma ligacao carbamica, caracte-
ristica dos principais agentes anticolinesterasicos (KOELLE,
1975). A comprovacdao desta atividade "in vivo', exatamente
dentro do intervale de doses estimulantes do composto,e con
firmada "in vitro', embora de pequena magnitude, sugere que
a mesma deva desempenhar algum papel no mecanismo de acao
do composto. A este propO0sito, merece ser citada a semelhan
ca de efeitos entre o McN e os anticolinesterasicos no que
diz respeito ao discreto porém prolongado aumento da ampli-
tude das contragoes que_promovem nas preparagaeé neuromuscg.
lares, fato que, por si, indicaria essa atiﬁida&e do compos
to como a responsavel pelo efeito estimulante inicial (BOW-
MAN e cols. 1870).

Essas consideragﬁes; por outro lado, nao
afastavam um eventual efeito colinergico do McN, para cuja
analise escolheu-se o diafragma isolado de rato, pois tra-
ta~se de preparacao que proporciona estudo comparativo daé
alteracoes miogrﬁfitas, relacionando-as ﬁom 0s achados ele-
trofisiolégicqs, e que, nas nossas experiencias, foi capaz

de reproduzir os resultados obtidos com o tibial anterior .
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Assim, verificamos que No MesSmMo intervalo de doses em que
'se verificava aumento da amplitude das contracoes da prepa
racdo isolada, desencadeava~se correspondente aumento da
frequéncia dos potenciais de placa terminal em minlatura -
sem, no entanto, modificar significativamente o valor do
potencial de membrana. Desde que a frequéncia dos poten-
ciais espontineos & uma fungdo de polarizacao da membrana
pré—juncional (LILEY, 1956; LANDAU, 1968), o aumento " na .
frequéncia desses potenciais pelo McN implica numa despola
rizacdo do nerve motor terminal, pols a frequénéia de des-
carga & determinada diretamente pelo potencial de membrana
da terminacdc nervosa e Naoc pelo potencial da fibra muscu-
lar ( del CASTILLO e KATZ, 1954). Portanto, o fato dé 0
McN induzir aumento da frequéncia dos potenciais de placa
terminal em miniatura, constitue uma forte indicagéo de
uma acao estimulante pré-juncional do composto, com a COn-
sequente liberagdo de acetilcolina (KATZ, 1972) dos termi
nais somiticos colinérgicos. Esta evidéncia coincide  com
os achados de MURAYAMA e cols. (1963) em terminacoes ner-
vosas de caracteristicas anatomicas e fisiologicas analo -
gas, isto &, as pré-ganglionares colinérgicas do simpati -

co, pois registraram um aumento da descarga_dos,potenciais-
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em miniatura no ganglio mesentério inferior submetide 3
injecao intra-arterial de McN em concentracdes da ordem de
10 mcg/ml.

0 McN em pequenas doses, além de aumen -
tar a frequéncia dos mepps, aumenta também a sua amplitu -
de. Portanto, o fato de ter-se verificado um aumento signi
ficativo na média da distribuicdo de frequéncia da amplitu
de dos mepps, pode ser explicado considerando que na vigen
cia de aumento da fregquencia dos potenciais espontaneos ,
a chance de ocorrer a liberacao de mais de um quanta de
acetilcolina ao mesmo tempo, € acentuadamente maior. = Por
outro lado, n3o existe a possibilidade de que este aumento
da amplitude seja devido a demonstrada atividade anti-coli
nesterasica do McN. Isto porque nas doses do composto nas
quais se evidencia este efeito, nao se detecta.inibigﬁo da
hidrolise da acetilcolina. |

0 blogueio causado pela TTX sobre o au-
mento da frequéncia dos mepps, além de comprovar a impor: -
tancia do componente pré—sinépfico no mecanismo’ de agao
do McN, sugere uma possivel acdo despplarizante do cpmpog'“
to nos terminais nervosos somiticos, através do aumento da

condutincia ao sodio.



Merece ser citado que outros agentes co
1iné;gicos como o carbacol por exemplo, que apresenta gran
de afinidade de estrutura quimica com a ACh e o McN, quan
do testados em presenga da mesma concéntragéo de TTX usada
em nossos experimentoes, continua a provocar a descarga dos
mepps (ELMQVIST e FELDMAN, 1965; MIYAMOTO e VOLLE, 1974) ,
fato que sugere uma diferenca entre as agoes pré—sinépti -
cas do carbacol e do McN, pois & flagrante o efeito inibi-
torio da TTX sobre a acgdo estimulante pré-juncional do com
posto em estudo.

Por outro lade, o emprego de maiocres do
ses de McN {concentracdes no banho variaveis de 4 a 30
mcg/mi) mostrou uma relacao entre a progressiva e signifi-
cativa queda dos valores do potencial de membrana na Te-
gido das placas terminais e a intensidade do bloqueio neu-
romuscular, o qual resultaria de uma despolarizagdo persis
tente da placa motora. Verificando-se que, dentro deste in -
tervalo de doses, o fendmeno se limita & regizzo da  placa
terminal e que a dTc antagoniza este efeito, fomos levados
a supor que a estimulagdo de receptores nicotinicos este-
ja envolvida no processo. Embora nao poséa ser excluida

uma participacao da acetilcolina liberada pelo composto e
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por ele potencializada através da referida agido anticoli -
nesterasica, consideramos mais provavel que a acdo colino-
mimética do McN seja a Unica responsdvel pelo bloqueio
por despolarizagao persistente, pois neste intervalo de do
ses (4 a2 30 mcg/ml) nao se observam mais os potenciais es
pontaneos que refletem a liberagao do mediador. Além  dis
so, ao se aplicarem as maiores doses de McN o blogqueio que
se instala, gquer pela via arterial, quer em Orgao isolado,
se faz prontamente e, portanto, dificil de ser explicado -
através de mecanismos indiretos. Portanto, mesmo tendo si-
do demonstrada a pequena poténcia do McN, se o mesmo for
aplicado em doses adequadamente elevadas, podera agir como
um estimulante direto dos réceptores nicetinicos devendo -
ser o responsavel pelo "twitch" causado no tibial anterior
de gato, além da despolarizacdo persistente, responsaveis
pelo bloqueio neuromuscular. A este proposito, embora uma
vez mais tenhamos que saiientar a pequena poténcia do com-
posto, deve ser lembrade que sua acgao colinomimética foi
por nos demonstrada na preparagdoc desnervada onde o efeito
contraturante do McN foi completamente bloqueado pela dTc.
Em concentracces mais elevadas, o com -

posto passa a inibir os efeitos da acetilcolina e seus pro

UNITC s
'lBUO] ECA CENTRAI
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prios efeitos por mecanismo nao estudado no presente traba

|

ho. E, embora nao se possa excluir de todo a possibilida-
de do McN produzir o bloqueio atraveés da despolarizacdo -
persistente por ele provocado ao nivel da placa motora.
Finalmente, & bem provivel que o  fato
de nao havermos encontrado um antagonismo do tipo competi-
tivo entre o McN e a dTc no reto abdominal de sapo (SIMIO-
NI e cols., 1975), se deva exatamente i multiplicidade de
acoes do composto ao nivel da juncdo neuromuscular, reunin
do, pelo menos, uma acao pré—sinﬁptica provavelmente despo
larizante das terminacgOes nervosas colinérgicas, seguida
de outra p6s—sin5ptica, despolarizante da placa motora. O
‘efeito inibitdrio, ndo estudado no presente trabalho, deve
fé decorrer de uma agdo do McN sobre a porcdo inespecifica

da fibra muscular.



"RESUMO E CONCLUSOES
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As agaes do McN-A-343 (McN) - potente
estimulante ganglionar nao-nicotinico - na jungdo neuromus
cular foram estudadas em preparagoes inervadas e desnerva
das dos mGscules tibial anterior de gato "in situ' e dia-
fragma isolado de rato, empfegando-se técnicas miograficas
e eletrofisioldgicas.

Com base nos nossos resultados ¢ nas
consideracOes tecidas a respeito, podemos concluir que:

1°) o McN apresenta dois tipos de efei-
tos na jungao neuromuscular, dissociaveis pelo emprego de
diferentes niveis de concentracgao do composto, isto e, um
efeito estimulante guando aplicadd em pequenas doses €, um
efeito bloqueador que se instalsa apbs a aplicacgao de altas
doses;

29) o efeito estimulante, traduzido por
um discreto porém prolongado aumento da amplitude da con-
tracdo das referidas preparacdes, decorre fundamentalmente
~da despolarizacdo dos terminais nervosos motores, eviden -~
ciada atraves do aumento da frequencia da descarga dos po-
tenciais de placa terminal em miniatura (mepp) e, em  me-
nor grau, da discreta atividade anticolinesterasica  do

composto observada "in vive" e comprovada "in vitro" na vi
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gencia da aplicacao de pequenas doses de McN;

39) a acac pré-juncional do McN devera
se processar através do aumento da condutdncia ao sédio
pois esta acgac € inibida pela tetrodotoxina;

4°) o efeito bloqueador, traduzido por
uma redugdo progressiva da amplitude das contragoes das
preparacoes inervadas e que pode, ocasionalménte, SET pre-
cedido por breve estimulo da preparagdo, decorre inicial -
mente da despolarizacdo persistente das placas motoras de-
monstrada através da medida do potencial de repouso em pre
paracdes isoladas de diafragma de rato. Esta agao pos-jun-
cional deve resultar da ativagao de reéeptores nicotinicos
pela acetilcolina liberada em decorréncia da referida agao
pré-juncional do composto e, pelo proprio McN que se mos-
trou capaz de provocar "twitches" no tiblal anterior iner-
vados e contraturas nas preparacfes desnervadas, ambos e-
feitos blbqueados peia d-tubocurarina, a qual, pelo contri
tio, potencializa as agoes do composto na sinapse ganglic
nar; |

52) quando do emprego de maiores doses,
ao blogueio por despolarizacdo persistente, soma-se poste-

riormente, um segundo componente que reforga o efeito blo-
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queador, ou seja, uma agao inibitéria direta do McN sobre

a membrana da fibra muscular, evidenciada no tibial ante
rior desnervado através da conhecida curva de auto-inibi -
cao do composto, cujo mecanismo de acac nao foi objeto de

analise no presente trabalho.
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