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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar as alteracées induzidas pelo
glicocorticdide prednisolona sobre os processos fisiologicos normais da
juncdo neuromuscular de ratos e camundongos, através de técnica
miografica e eletrofisiologica in vitro € in vivo.

Prednisolona, na concentra¢cdo de 0,3 mM, antagonizou os efeitos
bloqueadores produzidos pela d-Tubocurarina (1,45 puM) tanto in vitro
como in vivo. Nesta mesma concentracgéo, produziu um aumento na forca
de contracédo muscular induzida pela B-BuTx 1 pM em preparacdo nervo
frénico-diafragma de camundongo e também alterou o padrao de resposta
contratil da guanidina. Além disso, Prednisolona causou efeitos pré-
sinapticos como demonstrado pelo discreto aumento da freqiiéncia dos
potenciais de placa terminal em miniatura (270 * 4%) além do
aparecimento de potenciais gigantes. Contudo a prednisolona nao
determinou qualquer alteracdo sobre os valores do potencial de
membrana. Assim, estes resultados confirmam os dados da literatura que
apontam para uma indugéo por parte do glicocorticdide prednisolona, de
efeitos diretos sobre a transmissdo neuromuscular, possivelmente

aumentando a liberacao de acetilcolina no terminal nervoso motor.
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1. INTRODUCAO

1.1. GLANDULAS SUPRARENAIS

O significado fisiolégico das supra-renais comecgou a ser apreciado
quando *ADDISON (1855) descreveu a sindrome clinica decorrente da
doenca destrutiva das glandulas supra-renais. Suas observagoes
despertaram o interesse do fisiologista **BROWN-SEQUARD (1856) que
realizou 0s primeiros experimentos sobre os efeitos da adrenalectomia e
concluiu serem as gldndulas supra-renais essenciais a vida.

As duas glandulas adrenais, cada uma delas pesando cerca de 4 g
em humanos, situam-se nos polos superiores dos rins, sendo que cada
glandula é composta por duas partes distintas: a medula adrenal e o
cortex adrenal. Dois tipos principais de horménios adrenocorticais, os
mineralocorticéides e os glicocorticoides sao secretados pelo cortex
adrenal. Além desses, s&o secretadas pequenas quantidades de
hormonios sexuais, sobretudo homénios androgénicos.

Os glicocorticdides ganharam este nome porque exibem um efeito

importante, aumentando a concentracio de glicose sangfliinea. Exercem

*ADDISON, - Haynes, R. C. Jr. et al apud. - Horméunio adernocorticotrépico,
esterdides cortico-supra-renais e seus analogos sintéticos, inibidores da sintese e aches
dos horménios cortico-supra-renais. Im: GITMAN, A. G.; NIES, A. S.; RALL, T.
W.; TAYLOR, E. - As bases farmacoldgicas da terapéutica. 8° ed. Ric de Janeiro,
Guanabara Koogan, 1991. p. 951-972.

* BROWN-SEQUARD, -. apud GILMAN, A. G.; NIES, A.S; RALL, TW.; TAYLOR, P.- Horménio
adermnocorticotropico, esterdides cortico-supra-renais e seus andlogos sintéticos,
inibidores da sintese e acdes dos horménios cértico-supra-renais. In: Haynes, R. C. Jr.
- As bases farmacolégicas da terapéutica. 8° ed. Rio de Janeiro, Guanabara Koogan,
1991, p 951-972,
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também efeitos adicionais sobre o metabolismo protéico e sobre os
lipidios, tdo importantes para o funcionamento do corpo, quanto seus
efeitos sobre o metabolismo de carboidratos, se nao forem ainda mais
importantes. Mais de 30 esterdides ja foram isolados do cortex adrenal,
mas apenas dois sdo de excepcional importdncia para a funcao
endocrina normal do corpo humano: a aldosterona, que é o principal
mineralocorticoide e o cortisol que é o principal glicocorticoide (GUYTON
& HALL, 1997).

UNICAMp
BIBL] OTECA CENTRA|

SECAQ CIRCULANT=

1.2. ESTEROIDES CORTICOSUPRARENAIS

1.2.1. Quimica e bioguimica

No organismo, a regulacdo da secrecéio de cortisol é realizada pelo
hipotdlamo e pela hipofise. No hipotalamo, em casos de necessidade,
parcialmente dirigidos por impulsos nervosos, € liberada a
corticoliberina (denominacdo antiga: "corticotropin releasing factor”,
CRF), um horménio peptideo, que estimula a adeno-hipofise & liberacéo
de corticotropina. A corticotropina (horménio adrenocorticotrépico,
ACTH) estimula o cortex supra-renal para maior secrecdo hormonal.
Como o cortex supra-renal niac armazena horménio, isto somente é
possivel por meio de um aumento da taxa de sintese. Entretanto, o
cortisol circulante age sobre o hipotalamo e inibe a secrecdo de

corticoliberina (= CRF). Com isto, reduz-se secundariamente a Secrecio
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de corticotropina, deixando de existir a acdo estimulante sobre o cortex
supra-renal, mantendo-se assim, neste ciclo de regulacdo, um valor
constante de liberacfo de cortisol., A auto-regulacdo, por meio do ciclo
discutido acima depende de um ritmo de 24 horas, que é dirigido pelo
eixo hipotalamo-hipofisario, sendo que a concentracdo plasmatica de
cortisol oscila entre 15-20 pg/100 ml, no momento maximo (6-9 horas
da manha) e aproximadamente 5 pg/ 100 ml, por ocasifo do minimo {por
volta da meia-noite). A inducédo destes ritmos diarios e a sua
manutencao, ou seja, o funcionamento do relogio biolégico, representam
um problema ainda n&o solucionado da biologia molecular (KATZUNG,
1994).

A sintese destes horménios ocorre pelas células do cortex a partir do
colesterol, sendo este formado da acetil-coenzima A, passando pelo
mevalonato, isopentenildifosfato e esqualeno. Nesse processo,
primeiramente ocorre uma hidroxilagdo nos carbonos 20 e 22, que
passam a 20,22-diidrozicolesterol, assim como a cisfio desta ligacao por
meio de uma desmolase, que € a enzima marcapasso para a formacdo de
hormonios esterdides, formando-se pregnenolona e dai progesterona, a
qual sofre entdo uma hidroxilacdo enzimatica seqiiencial, formando
varios hormonios corticosterdides (Fig. 1). Até esse ponto, a via sintética
€ idéntica para todos os esterdides, e as proporc¢oes relativas para todos
os produtos finais, principalmente o cortisol, a aldosterona e os

horménios sexuais, sdo determinadas pelas atividades relativas das vias
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subseqlientes. As perturbacdes da biossintese podem ocorrer como

defeitos congénitos, j4 que a atividade das enzimas envolvidas é

determinada geneticamente,

Fig.1- Biogénese dos horménios corticosterdides (KATZUNG, 1994)
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Deste modo, entre as principais caracteristicas estruturais dos
corticosterdides estdo a presenga de uma cadeia lateral de dois carbonos
com juncéo na posicdo 17, representando os atomos de carbono 20 e 21,
um grupo ceténico na posicdo 3 e uma dupla ligacdo entre os atomos de
carbono 4 e 5. Os horménios possuem também grupos metil angulares
nas posicbes 10 e 13, representando os atomos de carbono 18 e 19 (Fig.
2). Os corticosterdides, por conseguinte, possuem ao todo 21 atomos de

carbono (KARLSON, GEROK, GROSS, HOXTER 1992).

c!'u,ou

He §°

HC

O

Niicleo esterdide bisico Micleo corticosterdide

(I:H20H
C==0

Cortisol

Fig. 2-A estrutura do ntcleo corticosterdide e do cortisol (KARLSON et al., 1992)

Dessa forma a hidrocortisona caracteriza-se por ser o protétipo dos
glicocorticoides. Sua estrutura basica é a mesma para todos os

esterdides, caracterizando-se pelo nucleo ciclopentanoperidrofenan-
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treno. Alteracbes nas moléculas da hidrocortisona deram origem aos
compostos glicocorticéides atuais (andlogos sintéticos}, mais potentes
como antiinflamatérios e com menor capacidade de retencdo de sodio
(Fig. 3). O acréscimo de uma dupla ligacdo, por exemplo, entre os
carbonos 1 e 2 da hidrocortisona e da cortisona originou,
respectivamente a prednisolona e prednisona, ambas possuindo
capacidade antiinflamatéria quatro vezes maior que a hidrocortisona.
Somando-se um grupo -CHs ao carbono 6 da prednisolona, temos a

metilprednisolona (SILVA, 1989).

CH,OH CH.ON CHOM
C===p GG é—O

Oy —OH ¢ il HO Az -OH

—lp —r
O o= o=
corlisona rednixcm o,
mrlipiodnigolona
cH,OM CH,on GHyOH
C==00 C=~8 Cr=0
- <=M -
HO OH O ot on
——p ———epn
oy o C'9
hidrocortisona . prednisolona fsezorprednisolona
'c}q’ ?H,OH
Ce—0 T
=M =04
1] cH, HO O
o L+
dexamaetasona e triancinoclona

betamotasona

Fig. 3- Relactes estruturais entre diversos corticosterdides (Silva, 1989}

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
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1.2.2. Funcdes biologicas

A importancia dos glicocorticéides ndc se restringe apenas ao
metabolismo glicoprotéico. A manutencdo do funcionamento normal da
musculatura esquelética também exige concentragées adequadas de
corticosterdides. E sabido que um dos mais destacados sinais da
insuficiéncia corticossupra-renal consiste na reduc¢do da capacidade de
trabalho do musculo. Em pacientes com a doenca de Addison, essa
menor capacidade de trabalho manifesta-se por fraqueza e fadiga. Além
disso, os corticosterdides afetam o funcionamento do sistema nervoso
central de varias maneiras indiretas, em particular, mantendo as
concentracdes normais de glicose no plasma, a circulagdo adequada € o

contetido eletrolitico em equilibrio (GUYTON & HALL, 1997).

1.2.3. Acdo nenromuscular

Intimamente ligadas & producéo fisiolégica de corticosterdides e ao
uso de glicocorticéides, estdo também as doencas da placa mioneural.
Varias anormalidades podem ocorrer na placa mioneural e, entre as
mais comuns, estdo a miastenia grave, a sindrome de Eaton-Lambert e
alguns quadros miasténicos desencadeados por drogas. Dentre estas
destaca-se a miastenia grave adquirida, uma enfermidade que se
caracteriza por uma deterioracdo da transmissio neuromuscular em
que o numero de receptores para a acetilcolina nas placas terminais dos

musculos miasténicos é reduzido. Além disso, anticorpos circulantes no
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sangue destes pacientes, os quais ligam-se seletivamente aos receptores
de acetilcolina, provocam a diminuicdo no niumero destes receptores.
Assim, a miastenia grave possui um grande nimero de caracteristicas
de uma doenga auto-imune, na qual pelo menos uma parte do defeito da
transmissdo neuromuscular é localizado pds-sinapticamente. Além
disso, alguns pesquisadores tém demonstrado que, em musculos
miasténicos e em diafragmas de ratos imunizados com proteina do
receptor de acetilcolina purificada do Torpedo, existem alteracbes no
contetido vesicular e na liberacdo de acetilcolina. Além disso tém-se
postulado que ha um processo de adaptagdc na liberacdo do
neurotransmissor, compensando a perda dos receptores de acetilcolina
(ROBBINS, COTRAN, KUMAR, 1986). Contudo, o tratamento com
glicocorticoides, em pacientes miasténicos com risco de vida, tornou
seus quadros estabilizados rapidamente apés seus efeitos serem
relatados por WARMOLTS, ENGEL, WHITAKER em 1970.

Apoés a publicacdo destes relatos, muitos estudos foram reatizados
na tentativa de se elucidar o mecanismo de acgdo pelo qual os
glicocorticdides agem beneficamente no tratamento da miastenia grave.
Contudo, ainda existem grandes divergéncias a respeito de como atuam
esses hormonios em doencas de carater auto-imune como a miastenia
grave.

O efeito benéfico dos glicocorticdides, observado no tratamento da

miastenia grave (WARMOLTS & ENGEL, 1972), foi inicialmente
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atribuido & sua capacidade imunossupressora (ENGEL & WARMOLTS,
1971). No entanto, um efeito direto sobre a juncdo neuromuscular
sugerido por WILSON, WARD, JOHNS (1974), deve ser levado em
consideracao. De fato, sabe-se que a prednisolona, em concentracoes de
0,5 a 1 mM, causa um aumento na freqiiéncia dos potenciais de placa
terminal em miniatura (pptm) no diafragma de rato (ENGEL, 1976).

No entanto, foram feitos testes in vitro sobre a acdo da prednisolona
em relagao a resposta nervosa e a contragdo muscular. Examinaram-se
a taxa de decaimento do tétano, a amplitude e a freqliéncia do potencial
de placa terminal em miniatura, e o bloqueio induzido pelo curare,
hemicolinio e excesso de magnésio. Numa concentracdo de 0,1 mM, o
esteréide ndo mostrou agéo descurarizante e a probabilidade de
aumento da liberacdo do neutransmissor também nio foi evidenciada.
Além disso, quando os estoques de acetilcolina foram depletados pelo
hemicolinio, n&o houve evidéncia de reparo pelo esterdide. Estes
resultados levaram a se acreditar que a prednisolona e seus congéneres
nao exibem eficacia terapéutica na miastenia grave por acdo direta na
Jjungao neuromuscular. Assim, concluiu-se que o beneficios clinicos dos
esterbides sado de ordem sistémica, possivelmente por seus efeitos
imunossupressores (HOFMANN, 1977).

Sabemos que a remoc¢éo de neurotransmissor da fenda sinaptica,
ap0s sua liberagéo é um processo finamente orquestrado. Assim, nos

terminais neuronais, existe a reabsorgdo de alta afinidade, mediada por
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proteinas transportadoras e também por células gliais. Mecanisme como
este foi descrito para norepinefrina, dopamina, serotonina, giutamato,
GABA, glicina e colina. Os transportadores de neurotansmissores
dependem de antiporte iénico, geraimente Na*, € operam com consumo
de ATP. Tal sistema é capaz de recapturar mais de 50% da colina
proveniente da hidrélose do neurotransmissor liberado pelos impulsos
nervosos, ¢ saturavel e inibido competitivamente por drogas
estruturalmente relacionadas com a colina, tais como o hemicolinio e a
trietilcolina  (POLLI-LOPES, ROSA, BELEBONI, PEREIRA, de
VASCONCELOS, MOREIRA, 1999)

Nesse sentido, maiores evidéncias de que glicocorticéides atuam de
maneira direta na junc¢éo neuromuscular vieram dos experimentos de
WOLTERS, LEEUWIN, VAN WIJNGARDEN (1974), WOLTERS &
LEEUWIN (1975), WOLTERS & LEEUWIN (1976), LEEUWIN &
WOLTERS (1977) e LEEUWIN, VELDESEMA-CURRIE, WOLTERS (1978}
segundo os quais a acéo bloqueadora pré-sinaptica do hemicolinio era
antagonizada pela hidrocortisona, prednisolona e dexametasona in vitro
bem como in vivo. VELDESEMA-CURRIE, WOLTERS, LEEUWIN (1976}
mostraram que a prednisolona aumenta a taxa de racaptacdo de
colina, bem como a taxa de incorporacdo de colina em acetilcolina no
diafragma de rato in vitro. Juntando-se a estas informacées, estudos
realizados ha mais de 30 anos, por TORDA & WOLFF (1952) mostraram

que em ratos adrenalectomisados havia uma depressdo da transmisséo
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neuromuscular, a qual era corrigida por horménios
adrenocorticotropicos (ACTH) ou cortisona. Além disso, esta melhora foi
acompanhada do aumento da producéo de acetilcolina cerebral. Desde
que estas primeiras investigacoes foram realizadas, tem-se observado
que os glicocorticides determinam o aumento da sintese de acetilcolina,
atuando nc aumento da taxa limitante de recaptacdo ativa da colina,
pelo terminal nervoso colinérgico. Além disso RIKER, SASTRE, BAKER,
ROTH, RIKER (1979), examinaram cuidadosamente a acdo de
glicocorticoides de alta afinidade sobre o aumento da recaptacdo de
colina, em cérebro de gatos. Estes pesquisadores observaram que, em
pequeno espaco de tempo a pré-administracio de hidrocortisona ou
triancinolona em gatos, aumenta a subseqilente taxa de recaptacao
ativa de colina em sinaptossomas de 37% para 75%. Assim, mais
especificamente, a velocidade méxima de transporte (Vmax) da colina,
dentro dos sinaptossomas, foi afetada, embora seja mantida a afinidade
pelo carreador (transporte constante).

Trés diferentes laboratdrios tém documentado efeitos dos
glicocorticoides na liberacdo espontinea de acetilcolina no terminal
nervoso motor. Por exemplo, a incubacéo de prednisolona (1 mM) em
preparacéo isolada nervo frénico-diafragma de rato durante 1 hora,
determinou o aumento na freqliéncia dos potenciais de placa terminal
em miniatura {pptm). Entretanto, este efeito do qual resulta a facilitacio

da liberagac guéntica de acetilcolina do terminal nervoso motor, ocorre
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ao mesmo tempo em que diminui a amplitude dos potenciais de placa
terminal (ppt). Além disse, a administracdo de maiores doses de
glicocorticoides tem demonstrado ser capaz de melhorar a funcao
neuromuscular, provavelmente devido ao seu possivel efeito na sintese e
liberacdo de ACh, por um aumento na sensibilidade de pelo menos
alguns terminais nervosos motores, determinando a geracio de
descargas repetitivas. Em outras palavras, cada impulso nervoso atua,
aumentando a probabilidade do terminal nervoso em descarregar
repetitivamente e, por conseqléncia, induzir tetania muscular em
animais tratados com glicocorticoides (HALL, 1983).

Alguns trabalhos tém mostrado que os glicocorticéides realmente
antagonizam, especificamente, a ac¢do bloqueadora neuromuscular do
hemicolinio-3 (HC-3) in vivo bem como in vitro. Observou-se que estes
horménios aumentam a DL-so do HC-3 em ratos e camundongos.
Finalmente, descobriu-se que os glicocorticoides antagonizam a inibi¢do
da taxa de recaptacdo de colina e a incorporacio de colina em
acetilcolina provocada pelo HC-3, na regifo rica da placa terminal no
diafragma de rato in vitro. Conseqilentemente, presumiu-se que o0s
corticosterbides possuem um efeito pré-sinéptico direto o qual poderia
explicar, pelo menos em parte, o efeito benéfico destes hormodnios em
pacientes miasténicos. Além disso, sugeriu-se que o conteado e a
liberacdo de acetilcolina alterados, descobertos em musculos

miasténicos, poderiam ser afetados por corticosterdides através do
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sistema carreador de colina (LEEUWIN, VELDESEMA-CURRIE,
WOLTERS 1981).

ARTS & OOSTERHUIS (1975) relataram que os glicocorticoides
antagonizaram a acdo bloqueadora neuromuscular da d-Tc in vivo, o
que poderia indicar um efeito pés-sinaptico dos mesmos na juncio
neuromuscular. Além disso, em estudos realizados com pancurdnio, um
composto biquaternario de amoénio com um nucleo esterdide e que
produz um bloqueio neuromuscular nfdo despolarizante, caracterizado
pelo "fade" tetdnico na facilitacdo pos-tetanica, foi observado uma
aparente reversao do bloqueio neuromuscular, induzido por esta droga,
relatada apés inje¢do intravenosa de hidrocortisona (MEYERS, 1977).

Por outro lado, em experimentos realizados por DURANT, BRISCOE,
KATZ (1984), a administragdo aguda de  hidrocortisona
intravenosamente intensificou em 50%, o bloqueio da contragao
muscular na preparacao miisculo tibial anterior e no muasculo séleus de
gato, produzido pela infuséo intravenosa constante de pancurénio. Mas
o tratamento crénico de gatos machos com hidrocortisona nao exerceu
efeito sobre a sensibilidade ao pancurénio de ambos os miisculos tibial
anterior ¢ séleus. Concluiram que a hidrocortisona pode aumentar o
bloqueio neuremuscular produzido pelo pancurdnio e que o tratamento
crénico com hidrocortisona pode modificar a resposta para a
acetilcolina. Em ambos os casos, o monitoramento da jungio

neuromuscular, durante a anestesia, foi sugerido sempre que o paciente
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receba altas doses hidrocortisona ou esteja em tratamento crénico com
este corticosterdide.

Em adicéo, experimentos mais recentes realizados por VELDESEMA-
CURRIE, VAN WILGENBURG, LABRUYERE, LANGERMEIJER {1984)
mostraram que, €m preparacao nervo frénico-diafragma de camundongo
incubada com dexametasona e prednisolona e moduladas pela B-
Bungarotoxina, uma toxina de reconhecida agao pré-sinaptica, ocorreu
um aumento na freqiiéncia e amplitude dos pptm assim como um
aumento da recaptaglo de colina e incorporacio desta a acetilcolina,
corroborando a hipétese de um sitio de agdo pré-sinaptico para esses
hormdnios.

Na mesma linha vém as descobertas de DALKARA & ONUR {1987),
que estudaram os efeitos da dexametasona, utilizando registros intra e
extracelulares na preparacéo nervo frénico-diafragma de camundongo.
Uma hora de perfusio com dekametasona {10% a 10 M) aumentou a
freqliéncia dos potenciais de placa terminal em miniatura, bem como a
amplitude dos potenciais de placa terminal e o conteido quantico,
sugerindoc um aumento na liberacdo de acetilcolina. Dexametasona
também aumentou a potenciagdo e facilitagdo pré-sindptica durante
estimulacdo nervosa repetitiva. Contudo, ndo houve alteracao no
potencial de membrana, mas aumentaram-se as amplitudes dos

potenciais de placa terminal. Estas descobertas também corroboram a
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idéia de que os glicocorticides exercam uma acfo facilitatoria direta na
transmisséo neuromuscular, por ac¢do pré-sinaptica.

Entretanto, pesquisas em clinica sobre o efeito da cortisona em
pacientes com miastenia grave freqlientemente tém demonstrado uma
piora da condi¢éo dos pacientes e uma refracdo, com o aumento das
doses de inibidores de colinesterases, durante o periodo de
administracdo do hormoénio. O aumento na fraqueza, contudo, pode ser
devido somente ao efeito da cortisona, mas uma possivel interacdo
adversa entre o esteréide e as drogas anticolinesterasicas
aparentemente foi considerada (PATTEN, OLIVER, ENGEL, 1974}.

Confirmando estes resultados, DENGLER, RUDEL, WARELAS,
BIERNBERGER (1979} demonstraram que a prednisolona em doses de
12,5 a 90 mg/kg reduziu ou aboliu completamente a resposta contratil
de preparacdes mnervo-muscule de rato tratadas com  anti-
colinesterasicos. Estes efeitos também puderam ser comprovados por
DURANT, BRISCOE, KATZ (1984}, utilizando-se a preparacio nervo
ciatico-tibial anterior de gato, tratada com hidrocortisona. Além destes,
RIBERA & NASTUK (1988) demonstraram que, em misculos-controle,
onde 3 pg de neostigmina ou 30 pg de piridostigmina, foram adicionadas
ao banho, houve um aumento na despolarizacdio em resposta a
acetilcolina aplicada iontoforeticamente ou carbamilcolina. Os
resultados com musculo de rd tratados com prednisolona foram

essencialmente idénticos.
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Entretanto, além das evidéncias que sugerem influéncia direta e
adicional na transmissdo neuromuscular pelos glicocorticoides
(WILSON, WARD, JOHNS 1974}, muitos estudos indicam que grandes
doses de glicocorticdides causam um efeito inibitério direto na
transmissdo neuromuscular, representado por fraqueza muscular, em
larga escala, com um aumento do desgaste muscular, cujo mecanismo
ainda néo € conhecido (HOFMANN, 1977; LEEUWIN et al., 1981; RIGGS,
1982;.

No entanto, como descrito por LEEUWIN & WOLTERS (1977), o
efeito dos glicocorticdides na jungdo neuromuscular é dose-dependente.
Iniciando-se com a menor dose efetiva, o efeito facilitador aumenta até
que um oOtimo € obtido. Entretanto se a dose é aumentada ainda mais,
desaparece o efeito facilitador da transmisséio que é substituido entéo,
pelo efeito bloqueador neurcmuscular.

Por outro lado, alteracbes morfologicas observadas, apds o
tratamento prolongado com hidrocortisona em animais normais,
também sugerem uma acdo direta dos corticosterdides na juncio
neuromuscular (DURANT et al. 1984). Em estudos realizados na
transmisséo neuromuscular de caes demonstrou-se que o tratamento
prolongado, com grandes doses de prednisolona, produziu um leve grau
de amplificacAo nas placas motoras terminais e um aumento da
resisténcia na transmissao neuromuscular contra a agio bloqueadora

da d-Tubocurarina (MOZAI, 1976). TUNCBAY, KETEL, BOSHES (1965)
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demonstraram altera¢des morfolégicas na placa motora terminal de
coelhos tratados com acetato de cortisona. SHAPIRO, NAMBA, GROB
(1968} demonstraram aprecidveis alteracGes hiperplasticas ou
amplificacio da area das placas motoras terminais em coelhos injetados
com ACTH. Em "hamsters”, esses horménios causam um aumento de
duracao transitoria na regiao juncional pds-sinaptica (CHOKROVERTY,
REYES, CHOKRQOVERTY, KAPLAN, 1978). Em ratos causam uma
amplificacdo dos terminais nervosos, nas fibras musculares de
contragdo lenta (FAHIM & ANDONIAM, 1990; FAHIM, 1995). Em
culturas de neurdnios retinais com células musculares dissociadas de
ratos neonatais, o tratamento com glicocorticbides aumentou a
maturagdo do componente pré-sindptico do contato nervo-miisculo
(PURO, 1983). SIECK, VAN BALKON, PRAKASH, ZHAM, DEKHUILJZEN
(1999) demonstraram que em fibras musculares de ratos injetados com
prednisolona houve um aumento do didmetro de algumas destas fibras
musculares. Além disso, na jun¢fo neuromuscular de fibras musculares
humanas em cultura, a hidrocortisona aumentou o namero de
receptores para acetilcolina (AChRs) de modo tempo-dependente
(BRAUN, ASKANAS, ENGEL, IBRAHIM, 1993).

DRAKONTIDES (1982) demonstrou que o tempo para a degeneracéo dos
terminais nervosos de ratos tratados com o glicocorticoide triancinolona,
foi aumentado.

A acdo farmacodindmica dos corticosterdides na transmissio
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neuromuscular foi investigada por BOUYARD, BALANSARD, EMELINA,
JADO (1970) e NAMBA (1972). Os primeiros apresentaram uma figura,
na qual demonstraram uma diferenca nao significante em resposta a
acdo bloqueadora da d-Tubocurarina entre ratos injetados
intraperitonialmente com prednisolona e os controles normais (MOZAI,
1976). Segundo ANDREW & CLAMANN (1988), a administracdo de
glicocorticoide em miisculos brancos rapidos, induz atrofia e fraqueza de
maior intensidade do que em musculos vermelhos, mas a relacfio entre
os efeitos esterdides € o tipo de unidade motora ainda néo € conhecida.

Contudo, em experimentos realizados por VAN WILGENBURG, DJIE
NJIO, BELLING, VAN DEN HOVEN (1982), verificou-se que o tamanho
medio de uma vesicula sinaptica nos terminais nervosos de diafragma
isolado de rato foi significativamente aumentado apds a incubacio com
o glicocorticéide prednisolona. O formato das vesiculas foi também
alterado, tornando-se arredondado. A amplitude dos potenciais em
miniatura de placa terminal também foi significativamente aumentada
em diafragmas de rato isolado, injetados com prednisolona e
dexametasona. Concluiu-se que doses relativamente baixas de
glicocorticéides exercem efeitos diretos na placa terminal motora, no
diafragma de rato in vifro e in vivo.

Além disso, BAKER, RIKER, HALL (1977) demonstraram em

preparacdo nervo cidtico-tibial anterior de gato um aumento da
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facilitacdo pos-tetlnica, produzido com uma simples dose intravenosa
de metilprednisolona.

Mais evidéncias de que glicocorticoides atuam diretamente na
juncéo neuromuscular vieram dos experimentos realizados por BAKER,
DRAKONTIDES, RIKER (1982). Estes pesquisadores observaram que em
gatos que receberam uma injecao intravenosa de metilprednisolona (90
mg/kg], apds a injecdo de diisopropilfluorofosfato (DFP) nenhum sinal
clinico de neuropatia induzida pelo organofosforado foi observada, em
intervalos de 70 dias. A eletromicroscopia mostrou que a ultra-estrutura
da juncdc neuromuscular estava normal. Assim, o regime por
glicocorticoide protegeu gatos contra o efeito neurotéxico do

envenenamento por organofosforados.
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2. OBJETIVOS

Os efeitos induzidos por glicocorticdides sobre a fisiologia da
transmissdo neuromuscular vém sendo objeto de numerosas pesquisas
nos ultimos anos, apos o efeito benéfico produzido por estes homénios no
tratamento da miastenia grave ter sido relatado por WARMOLTZ et al.
(1970).

A analise globalista desses trabalhos revela que esses hormdnios
atuam facilitando essa neurotransmissio, agindo, fundamentalmente, a
nivel pré-sinaptico através de possivel interferéncia no mecanismo de
recaptacéo de colina pelo terminal nervoso motor (VELDESEMA-CURRIE
et al., 1984).

Face ao exposto, propusemo-nos reavaliar esse estudo no sentido de
contribuir para o esclarecimento do mecanismo de acio desses
compostos, em virtude do set amplo emprego terapéutico em processos

fisiopatolégicos do sistema lacomotor.
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3. MATERIAL e METODOS

3.1. ANIMAIS

Camundongos de ambos 0s sexos da linhagem Swiss, pesando entre
25 e 30 g e ratos machos da linhagem Wistar de peso variando entre
280 e 350 g. Todos os animais foram fornecidos pelo Centro de
Bioterismo da Unicamp. Os animais foram alojados 4 25 x 2°C com livre

acesso 4 racéo (Purina®} e agua.

3.2. DROGAS USADAS

* B-Bungarotoxina (Sigma Aldrich, Sdo Paulo, Brasil)

¢ Cloreto de d-tubocurarina (Abbott Laboratérios do Brasil Ltda, Sao
Paulo, S.P, Brasil).

e Cloreto de guanidina, (Serva, Heidelberg, Germany) .

» 3,4-Diaminopiridina, (Milwaulkee, WI, E.U.A) .

¢ Hidrato de cloral (Quimibras, Sdo Paulo, SP, Brasil.)

¢ Pentobarbital sédico (Hypinol®; Cristalia Produtos Quimicos
Farmacéuticos Ltda, Itapira, SP, Brasil).

e Prednisolona, sob a forma de 21-acetato de metil prednisolona (Up-

John do Brasil, S&o Paulo, S.P., Brasil).

3.3. SOLUCAO NUTRITIVA

Nos experimentos com a prepara¢do nervo frénico-diafragma de
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camundongo foi usado a solugéo de Tyrode com a seguinte composicao
em mM: NaCl 137; KCl 2,7; CaCl; 1,8; MgCl. 0,49; NaH,PQ4 0,42;

NaHCO: 11,9 e glicose.

3.4. PREPARACAO NERVO FRENICO-DIAFRAGMA DE

CAMUNDONGO {(NFD)

Camundongos foram anestesiados por via intraperitonial com
hidrato de cloral (3 mg/kg) e posteriormente exsanguinados. Apos a
dissecacdo para a retirada do hemidiafragma esquerdo e direito e
isolamento dos nervos frénicos correspondentes (BULBRING, 1946), as
preparacées foram banhadas em solucéo nutritiva de Tyrode (pH 7,5)
acrada (mistura de 95 % de Oz € 5 % de COs; pH 7,5) a 37°C. Cada
segmento do hemidiafragma foi fixado em uma cuba com capacidade
para 5 ml, foi preenchida com solugdo nutritiva. O masculo diafragma
foi mantido, por sua porgao tendinosa, sob tens@o constante de 5 g. O
nervo frénico ficou sobreposto a um eletrodo de platina que se manteve
em contato com a superficie da solugdo nutritiva. O transdutor
isométrico (BG-50 g) foi acoplado a um fisidgrafo (Gould RS 3400). A
preparagdo, entdo, foi estimulada indiretamente, através do nervo
frénice (estimulador Grass S 48), usando-se estimulos supramaximais e

freqiiéncia de 0,1 Hz com duracdo de 0,2 ms. Apds o registro em
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condicoes-controle ¢ a verificacdo do perfeito estado da preparagéo,

foram adicionadas drogas para a observacao dos seus efeitos.

3.4.1. Prepara¢oes incubadas com prednisolona (P)

Todos os experimentos realizaram-se da seguinte forma: as
preparagoes foram previamente incubadas com prednisolona (P) na
concentracdo de 3 mM por um periodo de 15 a 30 min e, entdo,
administramos d-Tubocurarina (d-Te) na concentracio de 1,45 uM ,
Guanidina (G) nas concentragées de 2,5 mM, 5 mM e 10 mM, 3,4-
Diaminopiridina (3,4-DAP} na concentracde de 10 mM e B-
bungarotoxina (8-BuTX) nas doses de 0, 15 uM, 0,25 pM e 1uM,

Também foram feitos experimentos em que as substancias foram
adicionadas as preparacoes isoladamente, ¢ observados os efeitos por
um periodo de 120 min, findo o qual, as preparacoes foram submetidas
a trés lavagens (W) sucessivas com solucdo nutritiva.

Todos os experimentos foram realizados, utilizando-se muisculos
contralaterais.

Experimentos-controle sem a adicdo de nenhuma droga também
foram feitos. Nestes casos, adicionou-se adicionou-se apenas o volume

correspondente de solugéo veiculo (Tyrode).
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3.5. PREPARACAO NERVO CIATICO-POPLITEO EXTERNO-

MUSCULO TIBIAL ANTERIOR (NPE)

Ratos anestesiados com pentobarbital sodico (40 mg/kg de peso
corporal), foram submetidos 4 traqueostomia para possibilitar o uso da
ventilacdo controlada mecanica que foi mantida, usando-se um
respirador UGO BASILE (modelo 7025), padronizados para manter um
volume corrente de 1,2 ml/kg de peso corporal e freqiiéncia respiratéria
de 70 movimentos por minuto. Apds a dissecgio e seccio do tendio do
musculo tibial anterior e do nervo ciatico-popliteo externo foi realizada a
trepanacgéo da tibia para a fixacdo do membro a uma base de cortica
(BROWN, 1938). O tendéo do musculo foi conectado a um transdutor
isométrico (BG-50 g) e este ao fisibgrafo (GOULD RS 3400). O coto distal
do nervo ciatico-popliteo externo foi estimulado (estimulador GRASS S
48) utilizando-se estimulos supramaximais de 0,2 ms de duracio e
freqliéncia de 0,5 Hz. Apds o registro em condicbes-controle e a
verificacdo do perfeito estado da preparagédo, ou seja, a manutencio da
linha de base e amplitude das contragdes musculares, as drogas foram

injetadas no periténio.

3.5.1. ESTUDO COM D-TUBOCURARINA (d-Tc)
Varios experimentos-piloto foram realizados com a d-Tc, até que se
padronizasse a dose adequada e favoravel ao estudo in vivo da

prednisolona. Concluiu-se que d-Tc na dose de 225 pg/kg de peso
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corporal, administrada pela via i.p, seria a dose ideal, pois proporcionou
um bloqueio da for¢ca de contragdo do musculo tibial anterior em torno

de 50% da amplitude-controle em 60 minutos de observacao.

3.5.2. ESTUDO COM PREDNISOLONA (P)

A prednisolona foi injetada pela via i.p na dose de 400 ug/kg de peso
corporal. Apos a injecao, observou-se a preparacéo pelo periodo de uma
hora, tempo suficiente para a sua distribuicéo e determinacéo de todos
os seus efeitos. Nos experimentos em que a d-Tc foi utilizada, foi

injetada 15 min apds a inje¢éo da prednisolona,

3.6. ESTUDO ELETROFISIOLOGICO

A preparacao com sua face toracica voltada para cima
(hemidiafragma esquerdo), foi fixada, horizontalmente, por meio de
alfinetes entomologicos, em cuba revestida de resina e silicone, {(“Dow
Corning-Sylgard”]. A cuba foi preenchida com 3 ml de solucio de Tyrode
de composicio ja descrita. A temperatura foi mantida a 30-34 °C com o
auxilio de uma lampada de raios infravermelhos e a aeracdo feita com o
borbulhamento de carbogénio (mistura de 95% O, e 5% COQj). Para a
observacéo dos parametros ecletrofisiologicos, a cuba foi colocada na
platina de microscépio estereoscopico (WILD M7 S-SWITZERLAND) com

capacidade para aumentos de até 40 vezes.
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Usou-se a técnica convencional de registro com microeletrodo (FATT
& KATZ, 1951). Os microeletrodos de vidro, preparados com o auxilio do
“Vertical Pipefe Puller” (modelo 700 D-David Kopf Instruments; CA,
USA), foram preenchidos com KCl 3 M, tendo uma resisténcia entre 8-
30 MQ). As micropipetas foram introduzidas intracelularmente (seis
leituras em regides distintas) sobre as fibras musculares superficiais,
com o auxilio de micromanipulador “Leitz”, para a medida do potencial
de repouso (PR) e captacdo dos potenciais em miniatura de placa
terminal (pptm). O eletrodo indiferente constituiu-se de um fio de
platina incluido em tubo de vidro e submerso em merctrio vivo, onde
colocou-se um tubo curvo (para adaptagdo a4 cuba) preenchido com
agar-salina. O PR foi registrado “on line”, usando-se microcomputador
XT-DICOM com capacidade de registro para potencial de repouso, forma
de onda dos potenciais, bem como as andlises da amplitude e tempo
para o pico dos potenciais evocados. Os pptm foram registrados em
osciloscopio Tektronix e fotografados por camera fotografica POLARQID
C-5C TEKTRONIX, ou em fisiografo GOULD RS 3400. A medida do PR
foi feita na regido das placas motoras e também, aleatoriamente, em

regites distantes destas.

3.6.1. REGISTRO DO POTENCIAL DE MEMBRANA

Nas experiéncias realizadas para avaliar o efeito da prednisolona

sobre o potencial de membrana, esta foi utilizada, na concentracdo de
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0,03 e 0,3 mM. A determinagio do potencial de membrana. {seis leituras)
foi feita em regidoes distintas da fibra muscular. Apds a determinac¢éo da
medida do potencial de membrana-controle, adicionou-se prednisolona
ao banho e procedeu-se as leituras aos 5, 15, 30, 60, 90 e 120 minutos,
na regido das placas motoras em seis diferentes locais da fibra. O
mesmo procedimento foi realizado para a B-bungarotoxina (1uM) ¢

prednisolona mais S-BuTx.

3.6.2. REGISTRO DO POTENCIAL DE PLACA TERMINAL
EM MINIATURA (PPTM)

Os potenciais de placa terminal em miniatura foram captados
através da insercdo do microeletrodo nas fibras musculares, na regiao
da placa motora. Nestes experimentos em que se estudou o efeito da
prednisolona sobre a freqiiéncia € amplitude dos potenciais de placa
terminal em miniatura, utilizou-se a prednisolona na dose de 0,3 mM.
Os potenciais de placa terminal em miniatura foram entio fotografados.
Os parémetros-contrble foram definidos antes da adigcdo da droga. Os

pptm foram registados aos 5, 15, 30 e 60 min de incubacao.

3.6.3. ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizado o método ANOVA para medidas repetidas nos registros

miograficos. O teste de comparagfo multipla de Duncan foi utilizado



Material € Métodos 28

para o potencial de membrana. Para a medida do potencial de placa
terminal em miniatura utilizamos o teste "t" de Student. Todos os

resultados foram considerados significativos quando p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. ESTUDO MIOGRAFICO

4.1.1. PREPARACAO NERVO FRENICO-DIAFRAGMA DE

CAMUNDONGO (NFD)

4.1.1.1. Prednisolona {P) - A incubacdo de preparacbes NFD de
camundongo (n = 6) com a prednisolona na dose de 0,03 mM (Fig 4 C)
nao determinou gualquer mudanca na amplitude da resposta contratil,
quando comparada com a preparacio-controle (Fig. 4 B). Apods trés
lavagens {L}, as preparacdes mantiveram o mesmo padraoe de resposta
contratil (Fig. 4 A e C). Resultado semethante foi obtide usando-se

prednisolona em dose 10 vezes maior (0,3 mM) (Fig. 5).

4.1.1.2. d-tubocurarina {d-Tc) - A adicao de d-Tc (1,45 uM) &
preparacdo NFD de camundongo determinou um  bloqueio
neuromuscular da ordem de 50 £ 7% em 20 min (n = 6) (Fig. 6 B) € de
60 + 10%, ao final de 120 min de observacao (Fig. 6 A). A lavagem das
preparacbes resultou em uma recuperacao de 80 = 5% da resposta

contratil inicial (Fig. 6 A e B).
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Fig. 4-Efeito da prednisolona (0,03 mM) sobre a amplitude da forca de
contracdo muscular. Note que a prednisolona néo interfere com o
padrdo da resposta contratil em relacdo ao controle. Em A, a média +
erro padrdo e em B e C, tracados representativos com e sem
prednisolona P: prednisolona; L: lavagem.
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4.1.1.3. Prednisolona (P} + d-tubocurarina (d-Tc) - Como mostra a
Fig. 6 - A e C, o pré-tratamento da preparacido com prednisolona (0,3
mM, n = 6} reduziu em 70 % o bloqueio determinado por 1,45 uM de d-
Tc (p < 0,01, Fig. 6 A). Apbs 3 lavagens, ocorreu um retorno a amplitude

controle {Fig. 6 C ¢ A).

4.1.1.4. 3,4-diaminopiridina (3,4-DAP) - A incubacgio de preparacdes
NFD de camundongo com 3,4-DAP (10 mM} (n = 6) determinou um
aumento inicial da amplitude de contracdo muscular da ordem de 280
+ 10% aos 10 min (Fig. 7 A), seguido de leve reducao e manutencéo da
amplitude de resposta (230 = 9%), apés 120 min de observacao (Fig. 7
B). Apés sucessivas lavagens (L), a amplitude de contragdo muscular

ainda manteve-se acima dos valores controle (250 = 10%) .

4.1.1.5. Prednisolona (P) + 3,4-Diaminopiridina (3,4 DAP) - A pré-
incubacéo da preparacdo com a prednisolona (0,3 mM) nio alterou de
modo significante o padrdo de resposta da 3,4-DAP (10 mM, n = 6)

ensaiada isoladamente (Fig 7 A).
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FIG. 5-Efeito da prednisolona (0,3 mM) sobre a forca de contracao
muscular da preparagao NFD. Em A, cada ponto corresponde a meédia £
erro-padrao {n = 6). Em B, registro representativo contracio muscular
na auséncia de prednisolona. Em C, registro representativo da
contracdo muscular na presenca de prednisolona. P: Prednisolona; L:

lavagem.
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Apdés 3 lavagens consecutivas, houve uma leve diminuicéo na amplitude
da resposta muscular, a qual ainda se manteve bem acima (185 + 15%)

dos valores-controle (Fig. 7 A e C).

4.1.1.6. Guanidina (G) - 2,5 mM- A incubagdo de preparacies
neuromusculares isoladas do musculo diafragma de camundongo (n =
8), em solucédo 2,5 mM de cloreto de guanidina, até 120 min determinou
um aumento inicial da amplitude de contracio muscular (n=8). Assim, o
aumento maximo da amplitude de contracdo ficou em 73 + 30% em
relacdo ao controle, aos 70 min, e 40 + 30% ao final de 120 min de
incubagdo (Fig. 8 A e B). Em duas preparacdes a amplitude apés 120
min, foi em média 30% maior que a amplitude controle. Apés a lavagem
das preparacdes, o registro miograficc mostrou um aumento da

amplitude da resposta muscular da ordem de 220% (Fig. 8 A),

4.1.1.7. Prednisolona (P) - 0,3 mM + Guanidina (G) - 2,5 mM- Na
presenca de prednisolona (n = 8), o efeito facilitador primario da
guanidina diminuiu ficando em torno de 30 + 7% aos 50 min e, em
seguida, ocorreu também uma progressiva tendéncia a bloqueio que
atingiu 60 * 14% ao final de 120 min de experimento. Em trés
preparagoes, a amplitude de resposta ficou abaixo de 40% em 120 min

(Fig. 8 A ¢ C). Apos 3 lavagens ocorreu um novo aumento da resposta
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FIG. 6- Efeito protetor da prednisolona contra o bloqueio
neuromuscular induzido pela d-Tc em preparacdo NFD- Registro
miografico. Em (A) cada ponto corresponde a média + erro-padréo (n =
6). Em B, registro representativo da resposta contratil a d-Tc (1,45 uM).
Em {C), registro representativo da resposta contratil a d-Tc (1,45 uM)
apds pré-incubac¢do com prednisolona (0,3 mM). P: prednisolona; L:
lavagem.
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contratil, que ficou em 50 + 10% maior que a resposta inicial, em que
apenas uma preparacic demonstrou aumento maior que 100%, ficando
bem abaixo da amplitude de resposta contratii na auséncia de

prednisolona (30% menor} (Fig. 8 A).

4.1.1.8. Guanidina {G) - 5 mM- A incubacéo de preparacdes NFD de
camundongo com cloreto de guanidina 5 mM (n = 3) determinou um
aumento inicial da amplitude de contracdo muscular de 31 + 9% em 20
min, seguido de bloqueio parcial de 52 + 13% ao final de 120 min de
observac¢éo (Fig. 9). Em nenhum dos experimentos realizados, observou-
se bloqueio total das respostas musculares. A lavagem da preparaciao
determinou um novo aumento da resposta contratil da ordem de 98 +

30% maior que a resposta contratil inicial (Fig. 9 A e B).

4.1.1.9. Prednisolona (P) - 0,3 mM + Guanidina (G) - 5 mM- Neste tipo
de experimento também se observou uma atenuacao do efeito induzido
pela guanidina (n = 7), quando comparado com o de preparacées nio
incubadas pela prednisolona . Este tratamento determinou um aumento
maximo da amplitude da resposta muscular de 31 + 10% que ocorreu
aos 40 min, seguido de bloqueio parcial da resposta contratil (70 £ 6%,
120 min.) (Fig. 9 A e C). Em 5 preparagbes, o bloqueio da forga de
contracéo foi total. A pés-lavagem da preparacédo determinou um novo

aumento da amplitude de resposta contratil.
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FIG. 7- Respostas musculares produzidas por 3,4-DAP (10 mM) em
preparagbes previamente incubadas ou néo pela prednisolona (0,3 mM).
Nao houve diferenga significativa na presenca ou auséncia de
prednisolona (0,3 mM). Em (A) cada ponto corresponde a média + erro-
padrao (p > 0,05, n = 6}. Em (B) resposta contratil da 3,4-DAP isolada.
Em (C) preparagéo previamente incubada com prednisclona (0,3 mM). P:
Prednisolona, 3,4-DAP: 3,4-diaminopiridina, L: lavagem.
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Assim o pré-tratamento com P modificou visivelmente o padrao de
resposta da guanidina (5 mM) diminuindo a facilitacdo inicial e

intensificando o bloqueio neuromuscular.

4.1.1.10. Guanidina (G} - 10 mM- A incubacio de preparacdes NFD de
camundongo (n = 3} em solugéo de cloreto de guanidina 10 mM durante
um tempo de 120 min determinou um aumento inicial da amplitude de
contracao (30, + 11%) em 40 min, seguido de bloqueio neuromuscular
parcial (84 + 15%) apés 120 min de observagdo. (Fig. 10 B). Em duas
preparacoes houve bloqueic completo acs 120 min. A lavagem
demonstrou um novo aumento da amplitude de resposta contratil de 77

* 40% maior que a resposta contratil inicial (Fig 10 A).

4.1.1.11. Prednisolona (P) - 0,3 mM + Guanidina (G) - 10 mM- A
prednisolona mudou o perfil de respostas em preparagdes incubadas
com guanidina 10 mM (n = 3), determinando uma mudanca no perfil
miografico caracteristico da guanidina. Assim, a incubacéo prévia com a
prednisolona determinou 50% de bloqueio em 60 min, ao invés de em 80
min (Fig 10 A e C). Além disso, ap6s a lavagem da prepara¢do, nédo se
observa o aumento da amplitude de contraciao muscular tipico da

guanidina (Fig. 10 A).
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FIG. 8- Influéncia da prednisolona (0,3 mM) sobre a facilitacéo
neuromuscular da guanidina (2,5 mM). Em (A}, cada ponto corresponde
a meédia + erro-padrao {p < 0,05, n = 6). Em (B) registro representativo da
da resposta contratii a guanidina (2,5 mM). Em (C), registro
representativo da resposta contratil a4 guanidina (2,5 mM) apds pré-
incubagio com prednisolona (0,3 mMj). P: Prednisolona; G: guanidina; L:
lavagem.
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4.1.1.12. 3-Bungarotoxina ($-BuTx) - 0,15, 0,25 e 1uM- Em preparacoes
NFD de camundongo sob estimulagdo elétrica indireta, a adicdo de B-BuTX
induziu um aumento da amplitude das contra¢des musculares (p > 0,05).
Este aumento atingiu seu valor maximo aos vinte minutos (5 + 0,6%) (n =
8) para a dose de 0,15 pM (Fig. 11} e aos 10 min. (5 * 0,3%; n=3) para a
dose de 0,25 uM {n = 3) (Fig. 12). Apés este periodo, instalou-se um
bloqueio progressivo da amplitude das contracdes que atingiu 50% aos
100 £ 10 min (0,15 uM) (Fig. 11 e 12). Assim, empregando-se doses
crescentes (0,25 uM), verificou-se um bloqueio de 50% também em 100 +
10 min (Fig 12). Apés sucessivas lavagens (L} das preparacoes, o blogueio
continuou a progredir. Na dose de {1 uM, n = 4) B-BuTX determinou um
blogueio progressivo das contracdes musculares que atingiu 50 + % aos 90
min (Fig 13). Sucessivas lavagens da preparacio, também foram ineficazes

em reverter este bloqueio.

4.1.1.13. Prednisolona (P) + pB-bungarotoxina (B-BuTx} - O pré-
tratamento das preparacdes com prednisolona ndoc modificou de modo
significativo as respostas contrateis 4 p-BuTx (0,15 e 0,25 uM} e o tempo
necessario para bloqueio de 50% (Fig. 11 e 13). Porém, a pré-incubagéo da
prednisolona e posterior adicao de B-bungarotoxina (1 uM) ao banho da
preparacao submetida & estimulagéo elétrica indireta induziu aumento na

amplitude das respostas contrateis,
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FIG. 9- Contragbes musculares em preparacdes NFD tratadas com
guanidina (5 mM) na auséncia e presenca de prednisolona (0,3 mM).
Note a atenuacéo da resposta a guanidina (5 mM) quando a preparacio
€ pré-incubada com a prednisolona (0,3 mM). Em (A) cada ponto
corresponde 4 meédia + erro padrdo (p > 0,05, n=3). Em (B), regisiro
representativo da resposta contratil 4 guanidina (5 mM)}. Em (C), registro
representativo da resposta contratil 4 guanidina (5 mM) apds pré-
incubagédo com prednisolona (0,3 mM). P: prednisolona; G: guanidina; L:
lavagem.
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FIG. 10- Bloqueio neuromuscular induzido pela guanidina {10 mM) em
preparacéo NFD pré-tratada com prednisolona (0,3 mM). Em (A) cada
ponto corresponde a média * erro-padrio (p < 0,05, n = 3). Em (B},
resgistro representativo da resposta contratil 4 guanidina (10 mM). Em
(C) registro representativo da resposta contratil a guanidina (10 mM)
apos pré-incubacdo com prednisolona (0,3 mM). P: prednisolona; G:
guanidina; L: lavagem:.
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Este aumento foi de {13 + 4%) aos 20 min. Apds esta fase, instalou-se

um bloqueio progressivo das contracfes musculares que atingiu 50 +

10 % aos 90 min Repetidas lavagens das preparacoes (L) nao reverteram

o blogueio (Fig. 13).
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FIG. 11- Respostas contrateis a B-BuTx em preparagido NFD pré-
incubada ou nédo com prednisolona. Em A, cada ponto corresponde a
média + erro-padrao (p > 0,05, n = 8). Em B, registro representative da
resposta contratil a4 B-BuTx (0,15 uM). Em C, registro representativo da
resposta contratil 4 $-BuTx (0,15 puM) apds pré-incubacdo com
prednisolona (0,3 mMj. P: prednisolona; T: toxina; L: lavagem.
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com. prednisolona. Em A, cada ponto representa a média + erro-padrio
de 3 experimentos. Em B, registro representativo da resposta contratil 4
B-BuTx (0,25 uM). Em C, registro representativo da resposta contratil a
B-BuTx (0,25 uM) apds pré-incubagdo com prednisolona (0,3 mM). P:
prednisolona T: toxina; L: lavagem.
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4.1.2, PREPARACAO NERVO CIATICO-POPLITEO

EXTERNO MUSCULO TIBIAL ANTERIOR (NPE)

Nesta preparacéo, a inje¢do, por via ip de d-Tc (225 ug/kg),
determinou um bloqueio neuromuscular maximo de 50 + 17% aos vinte
minutos, o qual foi mantido até o final de 60 min do experimento,
quando a forca de contracdo muscular ficou em 10,7 = 9% do controle
(Fig 14 ).

Na dose de 400 ug/kg i.p., dada 15 min antes da adicdo de d-Tc,
antagonizou quase que completamente o bloqueic neuromuscular
produzido pela d-tubocurarina (p< 0,01) (Fig 14 A). Sozinha, a

prednisolona néo alterou a amplitude de contracio muscular em 60 min

(Fig 14).
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FIG. 13- Registro da forca de contra¢io muscular em preparacio NFD
estimulada indiretamente e tratada com B-BuTx (1 uM}. Em A, cada
ponto representa a meédia * erro-padrdo de 3 experimentos. Em B,
registro representativo da resposta contratil a f-BuTX {iuM}. Em C,
registro representativo da resposta contratil a B-BuTX (1uM) apés pré-
incubagac com prednisolona {0,3 mM). P :prednisolona; T: toxina; L
:lavagem,; * significancia.
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4.2. POTENCIAIS BIOELETRICOS

4.2.1. POTENCIAL DE REPOUSO (PR}

A medida do potencial de membrana foi feita aos 5, 10, 15, 30, 60,
90 e 120 minutos apés a adi¢do de prednisolona (0,03 e 0,3 mM), B-
BuTx (1 uM) e prednisolona (0,3 mM) mais $-BuTx. Antes da adicao,
estabeleceu-se um controle.

Nas concentractes usadas a prednisolona nédo afetou o potencial de
membrana das fibras musculares do diafragma. Resultado igual foi
obtido na placa motora e na fibra muscular em regides distantes dela.
De modo semelhante &4 prednisolona, a B-BuTx néo alterou o potencial

de repouso da membrana e suas respostas nio foram afetadas pelo

estergide (Fig. 15).
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FIG. 14- Efeito da prednisolona (400 pg/kgl sobre o blogueio
neuromuscular produzido pela d-Tc (225 pg/kg) em preparacdo NPE. A,

representa a média + erro-padrao de 5 experimentos {(p < 0,01). B e C
séo registros representativos dos experimentos em A. P: prednisolona.
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4.2.2. POTENCIAL DE PLACA TERMINAL EM MINIATURA (PPTM)

Os resultados a seguir correspondem aos registros intracehulares de
12 experimentos, utilizando-se prednisolona nas doses de 0,03 e 0,3
mM. N&o houve diferenca significativa entre as respostas as duas doses
(Tab. 1).

A acd@o da prednisolona sobre os pptm caracterizou-se, em geral, por
um aumento na freqii€éncia e amplitude destes potenciais durante os
primeiros minutos de incubacfo seguido por uma leve diminuicdo na
amplitude destes potenciais, mas que ainda se manteve acima dos
niveis de controle (Fig. 16 e 17). Semelhante, a diminuic&o na freqtiéncia
dos pptm apés os primeiros 20 min foi em paralelo o aumento na
amplitude dos pptm (pptm gigantes).

A presenca de B-BuTx (1 uM) promoveu um aumento (56 = 2%)j
progressivo da freqiiéncia e amplitude dos pptm ja nos primeiros 5 min
de registro (n =4). Este efeito evoluiu para um aumento {108%, 30 min)
seguido de uma diminuicdo gradativa da amplitude e freqiéncia destes

potenciais até se instalar o bloqueio (Fig. 18).
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Potencial de membrana (H1V)

Fig. 15- Efeito da prednisolona (0,03 mM) sobre o potencial de repouso
da placa motora e fibra muscular em preparacdo NFD. Note que a
adicdo de B-BuTx 1 uM (p > 0,05; n=3), ndo alterou significativamente o
padrédo de resposta da prednisolona, tanto na placa motora quanto na
fibra muscular. P: prednisolona.
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A adic¢do de prednisolona 0,3 mM ao banho na presenca de B- BuTx
ndo alterou significativamente o padrio de resposta da toxina (n=3} (Fig.
19). No entanto, nos primeiros 5 min de incubacao (p < 0,05}, o aumento
da freqliéncia nas preparacgdes tratadas com prednisolona foi 16% maior

do que nas preparacées tratadas somente com B-Butx (Tab.1}.

Tabela 1- Freqiiéncia dos potenciais de placa terminal em miniatura em
diferentes tempos e tratamentos.

Tratamento Freqiiéncia dos pptm

Controle| 5 min 30 min | 60 min

Prednisolona (0,03 mM) 369 77+0 66 £ 13 5518
Prednisolona (0,3 mM)] 46 +2 [ 124+41} 104+0,6 [ 92 +38
B-BuTx (1 pM) 41+ 3 56 +2 | 108£10 § 90+9

P (0,3 mM) + B-BuTx (1 uM) 43+5 |69x15| 87+ 11 77+9
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Fig. 16- Acdo da prednisolona {0,03 mM) sobre a amplitude e freqliéncia
dos pptm. O grafice mostra a média + erro padrdo de 3 experimentos.
Observe o aumento dos pmpt nos primeiros minutos de incubagao,
seguido de uma leve diminuicdo da freqli€éncia e amplitude. P:
prednisolona.
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Fig. 17- Efeitos induzidos pela prednisolona (0,3 mM} sobre a
freqiiéncia e amplitude dos potenciais de placa terminat em miniatura.
Observe o aumento da freqiiéncia e amplitude dos pptm nos primeiros
minutos, seguido de diminuicéo da freqliéncia e o aparecimento de pptm
gigantes. P: Prednisolona.
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Fig. 19- A¢ao da prednisolona (0,3 mM) + p-BuTx (1 uM] sobre a
freqiéncia e amplitude dos pptm. Observe o aumento da freqliéncia ja nos
primeiros 5 min iniciais em relagdo ao controle com B-BuTx isolada. P:
prednisolona.
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5. DISCUSSAO

Confirmando dados da literatura (WOLTERS et al, 1974 e
LEEUWIN et al, 1981), a incubagéo com prednisolona (0,03 — 0,3 mM) de
preparagées NFD de camundongo (Fig. 4 e 5}, nZo alterou o padrio de
resposta contratil destas preparagdes neuromusculares. Entretanto,
quando previamente aplicada nas maiores concentracées (0,3 mM),
verificamos que a prednisolona, mostrou-se capaz de prevenir o blogueio
neuromuscular induzido por concentracoes eficazes de d-Tc (Fig. 6)
corroborando com os resultados de LEEUWIN & VELDESEMA-CURRIE
{1979) e LEEUWIN et al (1981) que utilizaram diafragmas isolados de
ratos. Estes nltimos autores evidenciaram, outrossim, a capacidade da
prednisolona de reduzir a amplitude da inibicdo de Wedensky,
desencadeada pela d-Tubocurarina, na vigéncia da aplicacéo de estimulos
tetanizantes. Este resultado afigura-se coerente em termos de uma
possivel acéo pré-sinaptica da prednisolona. Com efeito, esta hipétese foi
consubstanciada pelo aumento da amplitude e, principalmente, da
freqliéncia dos pptms, induzido pelo corticoide em nossas preparacées de
camundongo (Fig. 16 e 17), que confirmam resultados analogos obtidos
por WILSON et al (1974}, ENGEL (1976), KIM et al (1979), VAN
WILGENBURG et al (1982), DALKARA & ONUR (1987) porém em

diafragmas isolados de rato, bem como reforcada pela capacidade desse ¢
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outros corticdides {(hidrocortisona e dexametasona) de reduzirem o efeito
bloqueador neuromuscular induzido pelo hemicolinio em preparacoes de
rato submetidas a estimulos de média e elevadas freqiiéncias (WOLTERS et
al., 1974; WOLTERS & LEEUWIN, 1975; WOLTERS & LEEUWIN, 1976).

Face a esses dados, altamente sugestivos de uma possivel acdo pré-
sinaptica desses hormoénios, acrescidos da capacidade destes tltimos de
aumentar a taxa de recaptacao de colina marcada (VELDESSEMA-CURRIE
et. al, 1976), LEEUWIN & VELDESEMA-CURRIE (1979) aventaram a
hipdtese desses esterdides interferirem diretamente no processo ativo de
transporte transmembranico da colina para dentro do terminal nervoso
motor. A este propésito, segundo VELDESEMA-CURRIE et al. (1984), os
corticoides funcionariam como agentes cooperadores positivos desse
sistema que levaria a um aumento dos estoques intracelulares de
acetilcolina. Este fato explicaria, segundo VAN WILGENBURG (1979), o
aumento da freqliéncia dos pptms bem como o aparecimento dos pptis
gigantes em diafragmas isolados de rato, fenémeno por nés confirmado em
diafragmas isolados de camundongo (Fig. 16 e 17), que resultariam do
aumento do numero de unidades de acetilcolina por vesicula de forma a
constituir pacotes pluriguantais do mediador.

Baseado nisso, poderiamos considerar a prednisolona, bem como os
demais glicocorticoides assinalados, como verdadeiros agentes facilitadores
da transmissdo a nivel da juncdo neuromuscular, com eventuais

implicacoes clinicas envolvendo o tratamento das distrofia musculares.
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Em termos de facilitacdo da neurotransmissiao a nivel da
musculatura esquelética, RIKER & STANDAERT (1966) definem como
substancia facilitadora, aquela que: (1) potencia a resposta contratil do
musculo esquelético quando submetido a estimulos maximais, indiretos e
isolados; (2) antagoniza o curare e (3) € anti-miastenica. Os
anticolinesterasicos, tais como, a neostigmina, a fisiostigmina e o
edrofonio, possuem integralmente essas propriedades. Ja os
glicocorticéides poderiam ser considerados pertencentes a um novo grupo
de agentes facilitadores da juncdo neuromuscular.

Contudo, a prednisolona praticamente n#o alterou o efeito
neuromuscular induzido pela 3,4-DAP (Fig. 7), conhecido bloqueador de
canais de K* voltagem-dependentes (YEH et al, 1976) que aumenta a
amplitude do potencial de placa terminal, através do aumento da
quantidade de liberagfo do neutransmissor para cada impulso nervoso
(LUND, 1979; MOLGO et al., 1980; HONG & CHANG, 1990). Isto poderia
ser explicado néo s6 em virtude do emprego de elevadas doses de 3,4-DAP
que causam respostas maximas como também pelo efémero efeito induzido
pela prednisolona que provavelmente foi mascarado pela acentuada
resposta promovida pela 3,4-DAP.

Consideracées analogas poderiam explicar a capacidade da
prednisolona de induzir alteracées no efeito facilitatorio inicial da resposta
trifasica induzida pela guanidina, a qual igualmente & 3,4-DAP também,

oclui canais de K* voltagem dependendente (ANDERSON & HARVEY,
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1988). Porém, tem-se sugerido que este efeito trifasico estaria envolvendo
também canais de Na* bem como o aumento do influxo de Ca* que seria
responsavel pele bloqueio induzido pela guanidina em preparacoes
neuromusculares (RODRIGUES-SIMIONI et al, 1997). Segundo
MATTHEWS & WICKELGREN (1977) a guanidina aumenta a freqiiéncia
dos pptms devido ao aumento da liberagdo de acetilcolina (BOSCH,
MORALES, BADIA, BANOS, 1992). Este fenémeno poderia explicar o
refor¢co do bloqueio neuromuscular secundario na vigéncia do emprego da
prednisolona ja que, em nossas condi¢des experimentais, a prednisolona
também promoveu o aumento dos pptms, o que, somado acs conhecidos
efeitos pré-sinapticos induzidos pela guanidina, (CRUZ-HOFLING &
RODRIGUES-SIMIONI, 1998) poderiam sugerir que a facilitacdo do
bloqueio caracteristico da segunda fase de acdo da guanidina, seria
promovida por um excesso de neutransmissor. Ja, a diminuicio do efeito
facilitador secundario caracteristico da guanidina poderia sugerir que a
prednisolona estivesse atuando como a tetrodotoxina ou a saxitoxina,
conhecidos bloqueadores especificos da transmissio neuromuscular que
agem ligando-se aos canais de sodio e que também promovem reducéo do
efeito facilitatério secundario induzido pela guanidina. Porém, acreditamos
que as nossas condi¢oes experimentaié néo sc revelaram adequadas para
evidenciar um eventual sinergismo entre estes compostos e a
prednisolona. Tal fendmeno, entretanto, tornou-se evidente na associacio

deste glicocorticéide com a B-bungarotoxina (Fig. 13), conhecido agente
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liberador de acetilcolina em sinapses neuromusculares (CHANG & LEE,
1963; CHEN & LEE, 1970, ROWAN & HARVEY, 1988). A capacidade
desses hormonios de aumentar a taxa de recaptacdo de colina e a
incorporacaoc da mesma em acetilcolina (VELDESEMA-CURRIE et al,
1984) somada ao fato de que em diafragmas de ratos tratados com
prednisolona observou-se um aumento do tamanho médio das vesiculas
sinapticas (VAN WILGENBURG et al, 1982) e que esses hormoénios
antagonizam o efeito bloqueador do hemicolinio-3 (WOLTERS et al., 1974)
vém reforcar a idéia de que o aumento da forca de contracdo muscular
evidenciado por nés, é provavelmente devido a um aumento na liberacéo
do transmissor, reafirmando a hipétese inicial de um efeito pré-sinaptico
direto induzido pela prednisolona.

Consideramos importante a evidenciacdo deste sinergismo, pois o
mesmo  sugere a probabilidade da prednisolona facilitar a
neurotransmissao em condigoes fisiologicas, fenomeno que associado ao
seus conhecidos efeitos supressores das reagdes auto-imune, poderia

contribuir no seu emprego terapéutico em doencas do aparelho locomotor.
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6. CONCLUSOES

Os efeitos induzidos por glicocorticéides sobre a fisiologia da
transmissao neuromuscular vém sendo objeto de numerosas pesquisas
nos ultimos anos, tendo como base o efeito benéfico, produzido por esses
homonios no tratamento da miastenia grave, ter side relatado por
WARMOLTS et al. em 1970.
Nesse sentido testamos um desses hormoénios, a prednisolona, em
prepara¢oes neuromusculares in vitro em camundongos e in vivo em ratos,
submetidas a estimulos supramaximais de 0,1 Hz ¢ 0,2 ms de duracao.
Com base nos nossos resultados e nas consideracoes tecidas a
respeito, chegamos as seguintes conclusdes:
= A prednisolona néo alterou o perfil miografico das preparagdes in vitro e
in vivo, porém preveniu o bloqueio neuromuscular induzido pela d-Tc,
confirmando dados da literatura que sugerem uma atividade direta do
horménio sobre a juncdo neuromuscular, facilitande a
neurotransmissfo, aspecto este que deveria ser levado em conta na
vigéncia do emprego de bloqueadores neuromusculares em individuos
sob tratamento crénico com glicocorticoides.

= A prednisolona aumenta a amplitude das contracées musculares a
estimulos isolados, quando associada a B-BuTx, reforcando a hipétese
de facilitacéo da jun¢éo neuromuscular e sugerindo um local de acéo a

nivel pré-sinaptico.
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= A prednisolona aumenta a amplitude e principalmente a freqiiéncia
dos potenciais de placa terminal em miniatura confirmando dados da
literatura e praticamente estabelecendo o nivel pré-sinaptico como seu
principal locus de acéo.

» As consideracdes supra referidas, associadas & capacidade da
prednisolona de facilitar a recaptacdo de colina, sugerem que os
glicocorticoéides aumentam o contetido quantal do terminal nervoso

moter, fato que poderia explicar a facilitacfio neuromuscular.
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7. SUMMARY

The neuromuscular effects of glucocorticoids have been studied
extensively since the clinical benefits of these hormones in the myasthenia
gravis were reported by WARMOLTS et al. in 1970.

In this work we examined neuromuscular effects of the synthetic
glucocorticoid prednisolone in isolated mammalian preparations in vitro
and in vivo with supramaximal stimuli of the 0,1 Hz and 0,2 ms duration.

Prednisolone (0.3 mM) antagonized the blockade produced by d-
tubocurarine in vitro and in vivo. At this same concentration prednisolone
increased in the muscle twitch tension responses to B-BuTx 1 uM in
isolated phrenic nerve-diaphragm preparations but did not alter the
contractile responses to 3,4-diaminopyridine; prednisoclone also
diminuished the neuromuscular effects induced by guanidine. In addition,
prednisolone acted presynaptically to increase the amplitude and
frequency of m.e.p.ps and generated a considerable number of giant
m.e.p.ps without altering the resting membrane. These results suggest
that a direct action of prednisolone on the neuromuscular transmission

may increase the release of acetylcholine from the nerve terminal.
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