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A guanidina ou a diamino-imino-metanoc N =C - (¥H;);) tam-
bém conhecida por imino uréia & um produto do metabolismo pro-
teico encontrado na urina e no sangue do homem e também presen-
te no suco de nabo, beterraba, cogumelo, germe de milho, casca
de arroz, mexilhac e minhoca (Costa, 1978). Por ser fortemente
bisica a guanidina se ioniza no pH fisioldgico daudo origem ao
ion guanidinium gue & positivo e de pesc  molecular igual a
59,074, Assim seu peso molecular menor do que 100, facilita sua
difusao através dos poros da membrana. Através de técnicas es=-
pecificas, a guanidina pode ser obtida por sintese (Smith et al.,
1931; Watt, 1954).

Em 1918, Watanabe constatou que a guanidina apresenta efei-
to hipoglicemiante por aumento da glicBlise anaerdbica, o gue
leva a uma maior utilizagdo da glicose e sua diminui¢ac no san-
gue. Tanto a guanidina como seus derivados por substituigac re-
velaram-se demasiado tdxicos para serem usados em terapéutica.
Das biguanidas (derivada de duas moléculas de guanidina, com
eliminacdo de amdnia) a fenformina (Ungar, Freedman & Shapiro,
1957) surge em 1957 como uma droga hipoglicemiante de utilidade
terapButica. Em 1960, Willians, demonstrou im vitre gque a fen-—
formina aumenta a glicdlise anaerdbica,ccasionando além da hi-
poglicemia, a acidose latica que pode ser irrevergivel. Além dis-
so & contra-indicada nas complicagoes de diabete: coma cetoaci-

dose, doenga grave hepatica, renal, cardiovascular e em mulhe-



res gravidas. Os efeitos colaterais que sdo principalmente gas-
tro intestinais, incluem nauseas, vimitos, gosto metadlico e
diarréia {(Duncan & Clarke, 1965; Kanneterud et al., 1971).

A soma de efeitos colaterais e contra-indicacgdes limitou
O seu uso em terapéutica e em 1975 foi preibida nos EUA.

A guanidina ainda apresenta uma acdo estimulante sobre a
transmissao neuromuscular, razdo pela qual a droga foi experi-
mentada no tratamente da miastenia grave que  clinicamente se

traduz por fadigabilidade muscular anormal ao esforco, predomi-

nando nos misculos inervados pelos nervos cranianos. Relatos
anteriocres (Minot Dodd & Rivens, 1939; Desmedt, 1956) indicam
gque algunsg pacientes exibiam melhora no quadro clinice com O

uso da guanidina.

Brown & Johns em 196% relataram piora de sintomas em 3
pacientes com miastenia grave adiantada que recebiam tratamento
com guanidina.

Simpson em 1960, aventou a hipbdtese que a miastenia gra-
ve poderia ser uma doencga auto-imune em decorréncia da formacgao
de anticorpos contra a proteina receptora da placa terminal. Con~-
tudo, essa alteragdo pode nao ocorrer em casos recentes de mi-
agstenia grave {Rash et al., 1976). Pesquisas com © emprego de o
bungarotoxina radiiodada mostraram que ha redugac no nimero de
receptores na membrana sub sinaptica capaz de justificar a di~
minuigao da amplitude dos potenciais de placa terminal {(ppt) e
potenciais de placa terminal em miniatura (pptm) e o transtorno
na transmissao neuromuscular (Fambrough, Drachman & Satyamurty,
1973; Ito et al., 1978). Alem de outros recursos terap@uticos,

a administracao de drogas anticolinesterasicas reverte tempora-



riamente os sintomas da doenga.

A sindrome miasténica & uma desordem neuroldgica (Lambert,
1966; Elmgvist & Lambert, 1968) via de regra asscciada com car-
cinoma broncogénico em 70% dos casos. Ocorre mais comumente em
homens acima de 40 anos e seus sintomas se caracterizam predo-
minantemente por fraqueza e fadigabilidade facil dos misculos
proximos aos membros, especialmente da cintura pelviana e co-
xas, levando & perturbagao da marcha. A guanidina apresenta um
efeito benéfico pronunciado em contraste aos efeitos muito 1i-
mitantes dos inibidores da colinesterase.

As caracteristicas eletromiograficas do efeito da trans-
mizsao neuromuscular visto na sindrome miasténica sugere que a
fisiopatologia & diferente daguela vista na miastenia grave
sendo por outro lado semelhante ao bloqueic neuromuscular pro-
duzido pela toxina botulinica (CHERINGTON & RYAN, 1968), magné-
sio e npeomicina, que sao substidncias conhecidas por diminuir o
numero dos guanta de acetilcolina liberada por impulsc nervoso
{Elmgvist & Lambert, 1968).

Kamenskaya, Elmgvist & Thesleff (1975a) usande  musculo
intercostal humano ¢ misculo diafragma de camundonge confirma-
ram og resultados de Qtsuka & Endo {1%60) de gue a guanidina
aumenta a liberacio de acetilcolina quando estimulos isolados
sao aplicados sobre a terminagao nervosa motora.

0 efeito facilitador da guanidina sobre a transmissao
neurcmuscular foi observado pela primeira vez por Gergens &
Baumann (1876) que verificaram contragdes espontd@neas em muscu-
lo de ra.

Feng, em 1938, com o objetivo de contribuir para o escla-



recimento do mecanismo da transmissao neuromuscular utilizou a
guanidina. Em seu trabalho, pela primeira vez, foi verificado
que, sob estimulo isolado indireto, a preparacac exibe respog-
tas ou contragoes miltiplas e de amplitude aumentada enguanto
que sob estimulo direto o efeito & poucoe significativo. Dando
prosseguimento a seus estudos, em 1940, Feng trabalhou com pre-
paragac curarizada. Através de técnicas eletrofisioldgicas mos-
trou gue a guanidina induz ao aumente da amplitude dos poten-
ciais de placa terminal {(ppt} em misculco de r3 parcialmente cu-
rarizado, demonstrando assim, o efelto anticurare da guanidina.

Em 1960, Otsuka & Endo usando a preparacgao ciadtico sartd-
rio de ra, demonstraram que o aumento da amplitude do ppt sob
acgac da guanidina se deve.a uma guantidade aumentada de trans-
missor, e, nao porgue tenha acao inibidora sobre a colinestera-
se ou porgue aumente a sensibilidade da placa terminal a ace—
tilcolina. Esta observagao foi subseglientemente confirmada por
outros pesquisadores (Hoffmann, Parsons & Feigen, 1966; Terdvainen
e Larsen, 1975 e Lundh & Thesleff, 1977). A guanidina tanbém fa-
cilita a transmissdo do impulso nervoso na jungao neurcmuscular
de rato (Teridviinen & Larsen, 1975) e na sinapse gigante de lu-
la {(Kusano, 1970).

ainda segundo Otsuka & Endo a guanidina nao tem agao so-
bre o potencial de membrana e portanto, o aumento do ppt também
nao se deve a mudangas de pardmetros pds sinapticos. Foi suge-
rido que o sitio de agac da guanidina estaria localizado em pon-
tos especificos do terminal nervoso. Esses pontos pré sindpti-
cos teriam sua excitabilidade aumentada recrutando acetilcolina

latente e assim aumentando o contelido guantal.



A partir desse trabalho o mecanismo pelo qual a guanidina
aumenta a liberagdc do neurotransmissor atrain o interesse de
viarios investigadores durante as 3 {iltimas décadas: Tasaki, Singer
e Watanabe, (1965; 1966) trabalhando com axdnio gigante de lula
confirmaram o resultado j& obtido em fibras mielinizadas de ra
{Larramendi, Lorente de NO e Vidal, 1956; Lorente de N5, 1957}
de que o Ion s6dio no processo de excitacao pode ser substitui-
do pelo cation monovalente guanidinium entre varios outros c¢a-
tions nitrogenados.

Em 1976, Volle & Branisteanu trabalhando com preparagao
cidtico sartbrio de ra demonstraram gue a guanidina (0,5 mM) au-
menta © numero dos guanta liberados pelo potencial de agao por-
que aumenta a mobilizagac do transmissor de forma semelhante ao
caleio. A diferenga entre ambos estimulos, c¢onsiste em gue O
cilcio aumenta a fregliéneia de pptm, ao passo que a guanidina
(0,5 mM) nao alterou esse parametro.

Matthews & Wickelgren (1977) sugeriram gue a guanidina
aumenta a amplitude do ppt através da ligagao a cargas negati-
vas fixadas na superficie externa da membrana do terminal pré
sindptico. Isto causaria uma mudanga nos canals de Ca voltagenm
sensivel de tal forma gue estes se abririam até com pequena des-
polarizagao da membrana. Isso levaria a um aumento do influxo
de Ca*z, o que resulta num aumento de liberagao do transmissor.

Por outro lado Lundh & Thesleff (1977) sugeriram gue a
guanidina na auséncia de Na' extracelular age intracelularmente
e mesmo nao tendo efeito sobre o efluxo de potassio como o Te-
trastilamonio e 4-aminopiridina (Narahashi, 1974) & capaz de

produzir uma resposta elétrica possivelmente por permitir a re-



generagac de uma corrente de Ca2+ para ¢ interior da membrana
como fol discutido por Katz & Miledi (1968)., Banks em 1978 re-
latou aumento na duracac do potencial de agaoc em terminais pré
sindpticos de ganglio ciliar de pintainho,

Farley et al. (1978} reiteraram essa agéo intraéelular
baseados no longo periodo de tempo requerido para lavagem ou
retirada da guanidina da bicofase, ¢ que invalida a possibilida~
de de sua ligagao a sitios localizados na superficie da membra-
na. De fate, mesmo usando-se doses de 5 mM o efelito da guanidi-
na s0 se inicia cerca de 15 min. apds a aplicagac da droga. A
demora para o aparecimento do efeito da guanidina & consistente
com a hipdtese de ativacdo de um sitio de agao  intracelular
{(Tabti, Bourret & Mallart, 19289).

2inda corroborando tal acgao intracelular a guanidina po-
deria inibir a captura de calcio pela mitocOndria ou inibir a
bomba de Na+~Ca2+, ambos os mecanismos foram propostos para
remocac do cadlcio das células (Rahamimoff & Alnaes,.1973; Blaustein,
1974).

Pressman & Park {(1963); Chance & Hollunger (1263} mostra-
ram que concentragdes milimolares de guanidina inibem a respi-
racdo mitocondrial e aumentam grandemente a liberacao do media-
dor, sem gue nenhum aumento na fregiéncia de pptm seja obhser-
vado. Isto sugere que nac estd havendo aclmulo de cadleio dentro
do terminal. Entretanto Lundh, Leander & Thesleff (1977} de-
monstraram gue a guanidina em altas concentyracgoes (5 mM) aumen-
ta a fregiéncia dos pptm até 140 por segundo, apds uma laténcia
de cerca de 1:30 h. Existem duas possibilidades ou a inibigao

da fungao mitocondrial nac & o mecanismo pelo qual a guanidina



aumenta a liberacgao do transmissor cu este tipo de inibigao
peorreria somente na presenca de alta concentragac de guanidina.

Em 1982, Brigant & Mallart, preconizaram um novo método
de investigagao sobre as correntes pré sinapticas extracelula-
res gue fluem no perineuro entre nddulos de Ranvier vizinhos e
entre os nddulos e terminal motor. A terminacao motora de ca-
mundonge foi utilizada por conter a maioria dos canais idnicos
j&4 descritos em outras membranas excitaveis: canais de Na+
{Eonighi, 1985}, canaig de Ca2+ (Brigant & Mallart, 1982; Mallart,
1986; Penner & Dreyer, 1986}, canais K+ (Brigant & Mallart, 1982;
Dreyer & Penner, 1987) e canais de k¥ calcio dependente (Mallart,
1985b) . Como a guanidina aumenta a liberacao de acetilcolina
(Otsuka & Endo, 1960} esse efeito pode se dar provavelmente em
consegiéneia de un influxo aumentado de ca’’ durante o potenci-
al de agao.

sequndo Anderson & Harvey, (1988) uma agao direta sobre
os canais de CAlcio & improvavel porgue a guanidina produz esse
mesmo efeito na auséncia de Ca+2 externo e porgue nao afeta o

T {ou platd) que acontece apds

prolongamento da corrente de Ca2
blogueio da corrente de K’ e corrente de voltagem kY calcio
dependente pelo TEA e 3,4 diaminopiridina.

Segundo Brigant & Mallart {1%82) a corrente de repolari-
zagdc principal no terminal nervoso motor em camundongos &€ uma
corrente de K voltagem dependente gue farmacologicamente pode
ser dividida em componentes rapido e lento.

Mallart {(1985a}, Penner & Drever (1986) confirmaram gue

a guanidina produz uma reducao seletiva do componente associlado

i corrente de K voltagem dependente nao apresentando efeitos



significantes sobre as correntes de Na+, Ca-+2 ou KT calcio de-
pendente. Esse blogueio seletivo dos canais de K" no terminal
nervoso causaria uma despolarizacao prolongada com a entrada de
um grande influxo de ca’t. 1Isto levaria a liberacao de mais
acetilecolina por impulsc nervoso, explicando o efeito facilita-
tOrio da guanidina cuja principal a¢do no terminal motor & blo-
guear parcialmente os canails de K" rapide gue sao responsa-
vels pelo potencial de agdo repolarizante {(Molgd & Mallart, 1988).

Em 1989, Tabti, Bourret & Mallart wverificaram que a gua-
nidina {5 - 10 mM) além de produzir um guase completo blogueio
de canais rapidos de g* apresenta a mesma intensidade de blo-
queio scbre os canais lentos, o que aumenta a duragao da repo-
larizacao e garante um maicr influxo de Ca para dentro do ter-
minal e uma maior liberagao do medidor.

Rodrigues—Simioni & Prado-Franceschi (1985}, wverificaram
gque a guanidina na concentrac¢ao de 10 mM exibe um efeito faci-
litador das contragoes musculares que & gseguido {em 15' - 307}
de blogueio total das respostas do musculo diafragma de camun-—
dongo a estimulos elétricos. Apds a retirada da droga do conta-
to com a preparacao por lavagem observa-se uma facilitacao de
intensidade variavel, mas gue na maioria dos experimentos rea-
lizados mostrou um aumento de amplitude das contragoes em geral
de 150-300%. Esta observacao incomum levou-nos a estudar o fe-
némeno com o objetivo de contribuir para o esclarecimento da
acdo complexa da guanidina sobre a placa mioneural. ©O trabalho
consta de uma primeira etapa onde serac apresentados os resul-
tadeos miograficos e uma segunda parte gue apresenta os estudos

eletrofisioldgicos dos efeitos da guanidina sobre a preparagaoc



nervo frénico diafragma de camundongo e de rato.

A partir da verificacac de que substidncias e toxinas que
interferem com o processo de acoplamento excitagao-secrecao de~
terminam também alteracdes estruturais a nivel de nerve e jun-
¢&oc neuromuscular ({Cruz-HSfling et al., 1983/1984; 1985 a, b,
1987; Love & Cruz-HSfling, 1986; Love et al., 1986), decidimos

investigar se a guanidina exibe também tal agao.

1a
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1 - MATERIAL

1.1 - Drogas

Utilizamos as seguintes drogas: cioreto.tkegwﬂﬁdhxi(Sigmw
EUA); 4-aminopiridina (Sigma - EUA); dantrolene (Sigma - EUA);
d-Tubocurarina (Abbott Laboratdrios do Brasil Ltda); iodetc de
acetilcolina (Sigma - EUA); carbacol (Aldrich);nifedipina (Sigma -

EUA}; tetrodotoxina (8igma - EUA).

1.2 -~ Animais

Para a realizacao do presente trabalho utilizamos camun-
dongos albinos, machos ou fémeas {(Mus muscullus variedade albi~
nus com peso entre 18 e 35 gramas) e ratos albinos, machos e £é-
meas (Rattus rattus variedade wistar com peso entre 200 e

300 gramas) fornecidos pelo Biotério Central da UNICAMP.

1,3 - Solugao Nutritiva (Tyrode)

Concentracoes em mM: NaCl - 137; KCL - 2,7; CaCl. - 1,8;

MgCl,; -~ 0,5; NaHCO; - 12,5; NaH;POy - 0,44; Glicose - 10,5.

12



2 - METODOS

2.1 = Teste de Toxicidade

Determinagac da DL50

A dose letal 50% (DL50) da guanidina, foi determinada pe-
las vias oral (Vo), intra-peritoneal (ip) e intra-vencsa (iv),
em camundongos {18 - 22g)} empregando—-se doses.seriadas com ra-
z30 igual a 1,5; sendo gue o volume injetado por animal foi de
0,5 ml. As injecoes foram feitas no peritdénec {(DL50 ip), maveia
dorso lateral da cauda (DL50 iv) e via oral através da agulbha
"TRRA-CBO" ind. bras. n® 40 x 15 por nds recurvada e privada de
hisel de modo a facilitar a sua introdugac no estdmago.

Foram utilizados lotes de 6 camundongos para cada dose,
num total de 4 doses. O controle foi feito injetando-se solucao
salina num lote de 6 animais. 0s animais eram examinados 10 mi-
nutos, 30 minutos e 24 horas apds as respectivas administragoes.
s valores das DL50 e respectivos limites de confiancga a 95%,

foram calculados segundo WEIL (1952).

2.2 - Estudo Miografico

2.2.1 - Preparacao nervo frénico-diafragma

isclado de camindongo

Foram usados camundongos de ambos 05 8SexX0s € peso suU-
perior a 30 gramas. ApOs sacrificic do animal pela seccgao dos
vasos do pescogo, procedeu-se 3 retirada e montagenm do segmento de he-

midiafragma esquerdo cam G REYvVD KOtor correspordente, de acordo com a taoni-
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ca descrita por BULBRING (1946). Como meio nutritive usou-se a
solugao de Tyrode glicosada cuja composicdo estd mencionada em
1.3.

O volume da cuba foi de 20 ml e sua temperatura mantida
constante a 37°C, Oxigenou~se a preparacgac pelo borbulhamento
de carbogénio (95% de 0: e 5% COz) no banho. A preparagao  foi
estimulada direta e indiretamente através de seu nervo motor
ugando-se um estimulador Grass modelo 84. O diafragma foi man-
tido por sua porcgao tendinosa sob tensdo constante (5 g) e atra-
vés de um fio, ligado a um transdutor miogrifico Linear Core E
& F~50 acoplado a um fisibgrafo E & M modelo P.M.P. 4A, para re-
gistro das tensdes produzidas pelas contragbes do misculo. Em-
pregaram-se sempre estimulos maximais no nervo usando-se o0s se-

gquintes parametros; fregiiéncia de 0,1 Hz e duracao de 0,2 m seq.

2.2,2 - Preparagéo nervo frénico~diafragma

isclado de rato

Foram usados ratos de 250 a 300 g de peso. ApOs anestesia
dos animais pelo hidrato de cloral (240 mg/kg por via intrape-
ritoneal) e sangria por secgao de vasos do pescogo, procedeu-se
& retirada e montagem do segmento do hemidiafragma esquerdo com
o nervo motor correspondente, de acordo com a técnica descrita
por BULBRING (1946). Como meio nutritivo usou-se a solugao de
Tvrode glicosada, ja mencionada em 1.3.

0 volume da cuba foi de 30 ml e a sua temperatura mantida
constante a 37°C. Oxigenou-se a preparagao pelo borbulhamento
de carbogénio (95%% de 0; e 5% de C0O:]} no banho. As contragoes

do hemidiafragma foram registrados em papel esfumagado de qui-

14



mografo Palmer através de pena inscritora de alavanca Starling.
0 nervo frénico foi colocado em eletrodos de platina e a esti-
malagdo, tanto do nervo frénico como do hemidiafragma foi feita
com pulseos retangulares fornecidos por estimulador eletrbnico
{Grass, 54). Empregaram—-se sempre estimulos maximais na excita-
gao do nervo usando-se os seguintes parametros: fregi@neia  de

0,1 Hz, duragac de 0,2 mseg e para estimulo direto, duragic 2,0

mseg e 0,1 Hz,

2.2.3 - Preparacao diafragma desnervado de rato

A desnervagao fol feita pela seccao do nervo frénico es-
querdo, em ratos de 250 a 280 g, anestesiados pelo éter etilico
sequndo té&cnica descrita por VITAL BRAZIL (1965). Colocou-se o
animal em deciibito lateral direiteo, fazendo~se uma incisao de
1,5 a 3 cn, perpendicular & linha mediana no tergo inferior da
regiao lateral do tdrax esqguerdo previamente depilada. A inci-
sac atravessou a pele e a camada muscular delgada gue recobre
esta regido. Ao longo de um espaco intercostal, em uma extensao
de 1 a 2 cm, cortaram—-se com tesoura os misculos intercostais.
Usando-se bastao de vidro com extremidade recurvada, pingou-se
o nerve frénico da parede interna do tdrax tracionando-o para
as bordas da incisao, onde era seccionado. Em seguida, sutura-
va-se apenas a pele por meio de dois ou trés pontos conforme a
extensac da ferida. Decorridos 15 a 25 dias, retirava-se o seg-
mento em leque do hemidiafragma esquerdo e montava-se a prepa-
racgao, segundo técnica adotada no caso anterior, para solugao
nutritiva, volume e temperatura do banho, assim como ¢ processo

de registro das contragdes,

15



2.3 - Registro intracelular

2.3.1 - Preparacao frénico~diafragma

isclado de camundongo

Utilizaram-se camundongos de 18 a 25 g cujo hemidiafragma
esquerdo foil retirado com um segmento do nerve frénico corres-
pondente, segundo té&cnica ja descrita. O misculo era estendido
e fixado com sua face tordcica voltada para cima no fundo de
uma cuba de persgpex com 3 cm de comprimento, 1,8 cm de largura
e 0,8 cm de profundidade através de alfinetes apropriados. A
cuba era preenchida com 2 ml de golugdo nutritiva Tyrode glico-
sadc de composicio como acitada para a preparagac do item 3.2.
A oxigenacac da preparagao foi feita pelo borbulhamento de car-
bogénio. ¢ banho foi mantido a temperatura ambiente (25 ¢ 33 ¢,
05 potenciais biocelBticos da placa motora eram captados através
de microeletrodos (Me} de vidro preenchidos com solugac de KC1
I M e de resisténecia compreendida entre 15-25 M, Eram prepara-
dos no proprio laboratdrio e usados no mesmo dia. Para sua con-
fecgdo utilizaram-se tibulos de vidro apropriado e um  estica-
dor de microeletrodos {(David Kopf Instruments Tujunga, Califor-

nia - USA).
2,.3.2 - Medida de Biopotenciais

a) Potencial de repouso (PR)

A preparagio foi mantida sob estimulo indireto sb inter-
rompido para as respectivas leituras. A guanidina foi adiciocona-

da ao banho na concentracdo de 10 mM fazendo-se a medida do po-
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tencial de repouso nos tempos de 15, 30 e 60 minutos. Imediata-
mente apds procedia-se a lavagem da preparagao por 3 vezes con-
secutivas e em sequida novos registros eram tomados durante os
mesmnos intervalogs de tempo j& citados. Em alguns experimentos
usando-se a mesma técnica anterior para registro de PR foi obe-
decido o segpinte protocolo: medida do PR controle; adicac de
carbacol (20 pg) ao banho, leitura nos tempos de 1% e 30 minu-
tos, lavagem. Na vigéncia do blogqueio induzido pela guanidina
dentro do periodo de 30 minutos adicionou-se novamente carbacol
{20 ug). Em seguida apbs as medidas tomadas aos 15 e 30 minu-
tos lavou-se a preparacac e novas medidas do PR foram tomadas
15 e 30 minutos apds a substituigao da solugao nutritiva. A
comparacac entre as médias foi feita através de Teste T Student.

Para P £ 0,5.

b} Potencial de placa terminal em miniatura (pptm)

A guanidina 10 mM foi adicionada ac banhc e a preparacao
foi mantida sob estimulo elé&trico s0 interrompido para a res-—
pectiva leitura. Ao fim de 60 minutos procedeu-se a lavagem.
Os potenciais espontanecos foram registrados em controle, em
presenca de guanidina e apbs lavagem. Em alguns experimentos,
a guanidina foi ensaiada usando-se a Tetrodotoxina {(rTX 0,5
ug/ml) desde o registro controle ou scomente apbs lavagem.

No decorrer do experimento acima, os biopotencials fixa-
dos na tela do osciloscdpio 5113 DUAL-BEAM TEKTRONIX foram fo-
tografados usando-se uma camara fotografica Polardide C-5C

TEKTRONIX.
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¢} Potencial de agao composto do misculo (PA)

Em alguns misculos foi registrado o potencial de agao com-
posto do misculo evocado por estimule elétrico indireto (0,2
mseg de duragac e 0,1 Hz de fregli®ncia) e em presenca de guani-
dina (10 mM), nos tempos de 15, 30, 45 e 125 minutos. Os poten-
clais captados através de eletrodo extracelular de platina fo-

ram fotografados usando camara fotografica Polardide C~5C

Tektronix,

2.4 -~ Estudo Morfoldgico

Preparagao nervo-misculo diafragma de camundongo — ani-
mais com peso superior a 30 g foram sacrificados pela seccgao
dos vasos do pesco¢o € a preparagidc nervo-misculo diafragma foi
montada de acordo com técnica anteriormente descrita no item

2.2.1.

Os experimentos ocbedeceram aos seguintes protocolos:

1Y controle

a) diafragmas distendidos em placa de Petri, sob arejamento
{carbogénio) permaneceram durante 60 minutos em  solugao

de Tyrode, & temperatura ambiente (25%¢cy .

b) preparacdo montada para registro da forga de  contragaoc
muscular, sob estimulos elétricos maximais, 0,5 Hz de fre-

giéncia e 0,2 mseg de duragac durante 60 minutos.

2} diafragma nas condigées citadas am a) foram incubados com
gsolucao de  guanidina (10 mM] em Tyrode &  arejados
com carbogénio durante 60 minutos em repouso {auséncia de es-

timulagao el8trical.
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3) preparagao montada segundo as condicdes descritas em b)), po=
rém fncubada com guanidina e submetida a ggtima-

los maximais, para registro da forga de contragdo muscular.

Apds 15 minutos da retirada da guanidina do banho através
de trés lavagens consecutivas, o registro foi interrompido e as
preparagces foram fixadas para estudo morfoldgico.

Seguindo o tratamento acima, os fragmentos do misculo fo-
ram preparados para a observagao ao microscdpio Optico e ele~
tronico, com o objetivo de verificar se as alteracdes fisiold-
gicas registradas s&o acompanhadas por alteracoes morfoldgicas.
Apds os tempos previstos; as solugdes de incubacao foram sendo
gradualmente substituldas pela solugao fixadora que continha
glutaraldeido a 3% a (v/v) e paraformaldeido a 1% {(p/v), em tam
pac cacoedilato de gbdie Q0,1 M, pH 7.2 a 7.4 (Karnovsky, 1965).
A seguir, sob lupa, o diafragma apds pré-fixagao fol transferi-
do para uma placa de cera e sobre ela foi vertida
a solugao fixadora. Nessas condigoes, o diafragma fol recortado
nos locais adjacentes ao trajeto do nerve frénico em fragmentos
de 1 a 2 mm. Apds fixacdo na solugao de Karnovsky, a 49C por pe-
lo menos 24 h, os fragmentos foram pos-fixados em 0s0y a 1%  em
tanpao cacodilato de s8dio 0,1 M e corados em bloco em solugao
alcodlica de acetato de uranila 0,5% durante a noite a 4°9C. Apds
desidratacio em etanol, os fragmentos foram incluidos em Epon
812. Os blocos contendo o material foram cortados em  ultrami-
crotome Porter—-Blum MT 2; com navalhas de vidro. Foram feitas
secgoes de 1 um que foram coradas com azul de toluidina para mi-

croscopia Optica, e, seches ultrafinas, que foram contrastadas
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com citrato de chumbo para microscopila eletrdnica {(microscopio

Zeiss EM 984} .

Concomitantemente, foram coletadas preparagoes que foram
fixadas em solugac de Bouin e tratadas rotineiramente para ob-
tencao de cortes histoldgicos (5-7) um), incluidos em parafi-
na. Foram feitas coloracgdes com hematoxilina-eosina, gque junta-
mente com as secgaes plésticas de 1 um, coradas com azul de to-
luidina, destinavam-se ao estudo do aspecto histoldgico do mis-
culo. As S@CgSes de 1 wm, serviram também para selecionar as
Areas gue continham jungéc neyromuscular, que seriam cortadas

para a microscopia eletrdnica.
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I1l - RESULTADOS



I - TOXICIDADE DA GUANIDINA

A Tabela I mostra o valor da DL50 {(mg/kg) para a droga em
estudo, usando-se diferentes vias de administragao.

0s sinais exibidos pelos animais apds a administragdo oral,
intraperitoneal e intravenosa, apresentaram a seguinte segiién-
cia de aparecimento: agitagao com aumento crescente da movimen-
tagao até chegar a saltos repetitivos; com auxilio das patas co-
ga focinho repetidamente; reagao de atague ao toque; contragéo
diafragmatica dando "solugo” com dispnéia; exoftalmia, cianose
das extremidades; movimentacdo diminuida; prostragac; paralisia
espastica do trem posterior; diminuicac dos movimentos respira-

toriocolminando com apnéia, convulsao e morte.

2 - EFEITO DA GUANIDINA EM PREPARACAO

NERVO-FRENICO-~ISOLADO DE CAMUNDONGO E RATO

2.1 - Registro da Forca de Contragao do

diafragma de camundongo

Em 15 experiéncias a adigao de guanidina (10 mM) determi-
nou inicialmente um aumento da amplitude das contragoes muscu-
lares em resposta e estimulos elétricos isolados aplicados no
nervo motor (150% em relagao ao controle} seguido de blogueio

da transmissac neurcomuscular. Apds trés substituigoOes consecu-
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tivas da solugac nutritiva observou-se novo aumento da ordem de
3,5 vezes (350%) a amplitude controle. As figuras 1 e 2 exibem
o efeito tipico da agao trifidsica da guanidina: facilitacio pri-
maria; blogueio e facilitacd@o secundiria.

O efeito facilitador primaric induzido pela quanidina apds
em média 30 minutos de contato ocorre num intervalo de tempo en-
tre 15 e 30 minutos. De forma semelhante a facilitacdo secundi-
ria atinge seu ponto de equilibrio e perdura em média por 30 mi=-
nutos apbs o que observa-se o declinic da amplitude das respos-—
tas musculares até niveis controle apds 120 a 140 minutos: (Fig. 2).

Alem dos efeitos acima descritos variando-se a velocidade
do fisidgrafo aparece um visivel retardo no tempo de relaxamen-
to do miisculo come se houvessem duas contracoes musculares (Fig.
3). Na vigéncia de estimulo direto observou-se o mesmo resulta-
do embora negte caso o efeito tenha se mostrado menos regular
e marcante (Fig. 4). Ainda apds a facilitacao secundaria houve
o declinic da amplitude de contracac muscular até atingir a am-

plitude controle {embora naoc ilustrado).

2.2 - Registro das Contracoes do

Diafragma de rato

A Figura 5 mostra o efeito da guanidina (10 mM) na mesma
preparacgao, mas em rato. Obteve-se em principio o mesmo resulta-
do que em camundongo. Além disso observou-se que a preparagao
responde 3 estimulagaoc tetanizante (70 Hz) com tétano perfeito
gque traduz a integridade dos mecanismos envolvidos no processo
de transmissdo neuromuscular. Por outro lado exibe auséncia de

facilitacao pos-tetadnica comportamento gue & tipico de substan-
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cia bloqueadora da jungao neuromuscular por despolarizacac. A

dose de 1 mM exibe somente seu efeito facilitador (Fig. 6).

2,3 - Efeito da Guanidina e 4-aminopiridina

Quatro aminopiridina nas doses de 10, 25 e 50 ug/ml foram
submetidas a protocolo semelhante aguele usado para guanidina.
Observou~se uma facilitacao inicial das contragoes, as  gquais
apds 80 minutos, retornaram a amplitude controle n=7) Fig. 7).
Nem o blogueio, nem a facilitagao pds lavagem foram observados
nas doseg utilizadas.

Em outro grupo de experiéncia (n = 3} em gue a guanidina
foi adicionada antes da 4-AP (Fig. 8) a guanidina exibiu com-
portamento semelhante ao ja descrito ou seja, facilitagao seguida
de blogueio ndo sd revertido pela lavagem como seguido de am-—
plitude superior (172%} ac controle.

Fm oito experiéneias a guanidina (10 mM) foi adicionada
ao banho apds a 4-AP, no momento em que o efeito facilitador da
transmissio neurcmuscular j& se encontrava em eguilibrio. Nes-
se caso, a guanidina determinou imediato e progressivo blogueio
num periodo de, em m&dia, 50 minutos. Apds a lavagem da prepa-
racao conservando-se ou nao a 4-AP na solugdo nutritiva obser=-
vou-se o efeito facilitador secundario (pds-lavagem) tipico da
guanidina (Fig. %}. Portanto, somente a facilitagao inicial in-

duzida pela guanidina foi inibida pela 4-AP.
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2.4 - Efeito de Antagonistas de Cilcio

sobre a agao da Guanidina (10 mM)

a} Dantrolene

Em quatro experiéncias, apds a instalacidoc do bloqueio par-
cial devido ao tratamento da preparacdo com dantrolene (5 ug/ml)
e atingido o equilibrio (60') adicionou~se a guanidina (10 mM).
Observou—-se a reversao parcial do blogueio neuromuscular, sa~
guida de blogueio maig intenso e apds lavagem obteve-ge a volta
da amplitude das respostas musculares a niveis superiores ao

controle, como & tipico para a guanidina (Fig. 10).

b) Nifedipina

A pifedipina (2 M) ndo impediu o blogueio nem a facilitagao secun-
daria induzidos pela guanidina (Fig. 11). Somente a facilitagao
inicial {primadria) deixou de ser observada como acontece sempre
gque a guanidina & ensaiada apds drogas facilitadoras da trans-

missac neuromuscular (4-AP, nifedipinal.

2.5 - Efeito da Guanidina (10 mM)

em Diafragma Curarizado

Com o objetivo de verificar a contribuigao de uma possi-
vel acdo pré-juncicnal da guanidina em seus efeitos tipicos,
preparacdes foram curarizadas, com dose elevada de d-Tc {10
ug/ml) e mantidas sob estimulos maximais, (0,1 Hz e 2 mseg) apli-

cados diretamente no misculo. Como mostra a Figura 12 semente o
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efeito facilitador primdrio surgiu em resposta & adigdo da gua-
nidina ao banho. Nao se cobservou o blogueio e nem mesmo a faci-
litagao secundaria apds sucessivas lavacens. Tal procedimento
determinou somente a volta da amplitude das respostas muscula-—

res a niveis controle.

2.6 - Curva dose-efeito da acetilcolina em

preparagao cronicamente desnervada de rato

A curva dose-resposta da acetilcolina nesta preparagao
em presenca de duas doses de guanidina {10 mM, 20 mM) ilustrada
na Figura 13 mostra o deslocamento da curva para a direita com
a menor dese. A retirada da guanidina do banho determina a re-
versao parcial do blogueioc. Com dose duas vezes maior obteve-se
uma curva em sino caracteristico do fendmeno de auto-inibigao,
além da aunsénecia da reversio do blogueio apdbs lavagem. Estes
resultados apdiam a hipbtese de gue além de um efeito pré si-
naptico a guanidina exiba também um efeito inibitorio muscular,

nac especifico.

3 -~ EFEITO DA GUANIDINA SOBRE 0S BIPOTENCIAIS

3,1 - Medida do Potencial de Repouso das

Fibras Musculares de Camundongo

A Tabela II mostra que a guanidina {10 mM) nao altera o

potencial de repouso nas fibras musculares de modo significante
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apresentando uma discreta flutuacdo, em torno de 68 a 74 nv
tanto nos primeiros 60 minutos de contato como na pds-lavagem.
Os dados obtidos foram lancados em grafico (Fig. 14).

O efeito despclarizante do carbacol (20 ug/ml) (agonista
nicotinicol em presenca da guanidina (10 mM} foi mensurado atra-
vés da medida do PR.

O exame da Tabela ITI mostra gue o carbacol despolariza a
membrana da fibra muscular com a mesma intensidade na auséncia

ou em presenga de guanidina. Os dados obtidos foram lancados em

grafico {(Fig. 15}.

3.2 -~ Registro dos Potenciais de Placa

Terminal em Miniatura (pptm)

Verificou-se que em algumas fibras a guanidina (10 mM)
determina um marcante aumento na fregiincia dos pptm. Apds la-
vagem observou-se uma descarga intensa desses biopotenciais con-
comitantemente com a facilitacao da transmissdo neuromuscular
i3 descrita.

Além disso, observa-se fibrilagao generalizada ao  mesmo
tempo em gue podem ser registrados potenciais de 3 nV de ampli-
tude. A Figura 16 ilustra o efeito da guanidina sobre as carac-
teristicas dos pptm em 5 experiéncias. A Figura 17 ilustra em
forma de histograma o nilimero de pptm antes da adicao de guani-
dina e na vigéncia do seu efeito pos-lavagem.

Na Figura 18 observamos que apds incubacao da preparacac
ftetrodotoxina 0,5 Qg/mll a adicao de guanidina ainda aumenta a

frequéncia dos pptm. No entanto, a usual descarga dos pptm apos
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retirada da guanidina por lavagens consecutivas nac esta pre-—
sente, sugerindo uma inibigéo da facilitagao.secundéria pela
.

A Figura 12 mostra os resultados obtidos quando um  pro-
tocolo inverso fol adotado, ou seja, a TTX foi adicionada na
vigéncia das descargas dos potenciais espontaneos. Observou-se
o desaparecimento das descargas permanecendo tao somente a alta

freguéncia dos mepps.

3.3 - Efeito da Guanidina sobre o Potencial de Agao

Composto do Misculo Diafragma de Camundongo

A Pigura 20 mostra o aumento da duragao do potencial de
acio assim como o aparecimento de potenciais repetitivos em res-

posta a um Onico estimulo.

4 - ESTUDO MORFOLOGICO

0 registro da forca de contragao muscular foi interrompi-
do acs 15 minutos apds lavagem, ou seja, gquando a facilitacao
secundaria atinge um estado de eguilibrio, e neste ponto efe-

tuou~se a fixaclo do milsculo para estudo morfoldgico.
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4,1 - Microscopia Optica

4.1.1 - Preparagoes controle (incubadas

com golugac de Tyrode)

As observacgoes foram efetuadas em cortes corados com he-
matoxilina-eosina e corados com azul de toluidina.

0s misculos (diafragmas) incubados com solugdo de Tyrode
mostraram nas preparagges histolbgicas, fibras musculares leve-
mente arredondadas ou poligonais, com contornos regulares. A
arguitetura do sistema miofibrilar mostrou aparéncia normal, com
estriagdes caracteristicas de misculos esqueléticos, observados
nas fibras cortadas longitudinalmente. Aparentemente, a locali-
zagBo e o aspecto dos niicleos estavam corretos, com cromatina
frouxa & regices de heterocromatina junto a membrana nuclear.
Nio foram registradas alteracdes intersticiais. Uma constatagao
frequente foi a justaposicdo das fibras muitas vezes ndo  dei-
xando espagos intercelulares visiveis.

Os musculos incubados com Tyrode, porém com  estimulagao
elétrica, mostraram aspecto basicamente semelhante agquele des-~
crito para o grupo anterior (Fig. 21}. Como nagueles, as fibras
misculares mostraram-se com forma, dimensoes, aspecto e colora-
géo normais. As fibras musculares, diferentemente dos nac esti-
malados eletricamente estavam mais separadas tornando patente

os espagos intercelulares.

4.1.2 - Preparacgdes incubadas com guanidina

A maneira do grupo controle, este grupo teve preparacoes
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gestimuladas e nac estimuladas eletricamente,

As fibras musculares com aparéncia normal pareciam estar
em maior nlmerc do que as fibras anormais. Estas Gltimas mos-—
travam-se heterogéneas na cor e dimensces. Ao lado de fibras
musculares tumefatas foram encontradas fibras de tamanhe muito
reduzido. Adicionalmente muitas fibras ancrmais mostravam mi-
crovactolos, digestao parcial, ou zonas irregulares intensamen-
te coradas. Estas pareciam ser zonas de hipercontragac muscular,

Quanto ao grupo de preparacgbes gue foram incubadas com
gquanidina  sob  estimulo  elétrico <Jas laminas histolo-
gicas revelaram fibras musculares com fragmentagao focal, espe-
cialmente na regido sub-sarcolemal {Figs. 22 e 23). Outras fi-
hras mostraram desorganizagaoc da arguitetura miofibrilar e o
sarcoplasma com aspecto claro e finamente granular. Em algumas
fibras musculares foi observada alternancia de manchas claras e
escuras juntamente com a presenga de peguencs e medios vacio=-
ios. As vezes, os cortes dog fragmentos do diafragma mostravam
faixas extensas de franca mionecrose. Nesses locais, com certa
fregiiénecia havia casos extremos de fibras necrodticas onde esta-
va representado somente o contorno da fibra, isto e, 0 SALCO~
plasma fora completamente digerido restando apenas o envoltorio
sarcolemal e o nicleo da fibra (Fig. 25). Nas laminas coradas com
H.E,, em cortes longitudinais, as estriagoes estavam ausentes em
algumas fibras, e havia regices mais aciddfilas. Em uma ou ou-

tra fibra identificavam-se zonas de hipercontraglo.
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4.2 - Microscopia Eletrdnica

4.2.1 - Preparacgtes controle {incubadas

com solugao de Tyrode)

Dentro das condigCes descritas para o meio de incubagao,
as preparacoes: nervo-frénico-diafragma apresentavam-se com a
gstrutura conhecida da juncao neuromuscular (Fig. 22} . Da mesma
forma os fasciculos nervosos intra-musculares tinham aspectos e
dimensdes que nao denotavam anormalidade. Os axOnios apresenta-
vam axoplasma integro com as mitocondrias, os neurofilamentos e
microtibulos bém distribuidos e com aspecto normal. O mesmo foi
observado para a bainha de mielina, Também a célula de Schwann
nic denotou alteractes morfoldgicas visiveis. Corroborando as
observacdes feitas ao microscdpico dptico, o aspecto morfologi-
co ultraestrutural do tecido muscular estava normal, incluindo
a disposicdo dos miofilamentos, formando as bandas A e I do sar-
cémero, o aspecto mitocondrial e do reticulo  sarcoplasmatico.
Também nao foram constatadas anormalidades no tecido conjuntive
e vasos intersticiais,

Nio se observou alteragao desse quadroe tanto no grupo con-

trole estimulado, como no nao estimulado.

4.2.2 - Preparacoes incubadas com guanidina

com ou sem estimulacgao elétrica

A alteracao gue mals chamava a atengao dizia respeito ao
aspecto tumefato arredondado dos terminais axdnicos pré-sinap-

ticos (Fig. 24). Aliado a isso a constatagao da presenga de um

31



nimmero de mitocdndrias com morfologia anormal era um  aspecto
freglientemente encontrado. As mitocéndrias mostravam-se hiper-
trofiadas, ou seja, inchadas com contornos arredondados, poucas
cristas com tracado incomum e matriz eletronlucente, ccupando
grande parte do espago axoplasmico. Com relacao as vesiculas si-
napticas, o seu aspecto e tamanho apresentavam—se aparentemente
dentro dos padroes normais. Entretanto, embora niao se tenha fei~
to uma avaliacdo morfométrica, ha indicios de que seu nimero es-
teja um pouco diminuido em relagac ac cbservado nas preparagoes
incubados com solucac de Tyrode. Também quanto A sua distribui-~
gaoc dentro do axbnio terminal havia tendéncia a formarem agru-
pamentos, perdendo por vezes a posicac tipica junto aos chama-
dos sitios de Pécot — Dechavassine. Algumas veslculas sinapti-
cas com tamanho maior do gue o normal também foram  observadas
(Fig. 25}. O axoplasma mostrava~-se bastante eletronlucente, com
aspecto "lavado". Microtibulos e neurofilamentos foram observa-
dos dentro dos terminais nervosos em um nimero aparentemente
maior do que o usualmente observado nesses locais. Os terminais
encaixavam-se em goteiras rasas e na grande maioria pequenag (Fig.
24) assemelhando-se a um botaoc apenas semi-encaixado na goteira
sub sinaptica, aflorando por vezes mais da metade do seu volume
acima do nivel do misculo.

as dobras juncionais do sarcolema, no lado sub sindptico
tendiam a ser curitas e pouCo numerosas.

A l3mina basal foi encontrada entre as porgdes pré e :sub
sinapticas avancgando junto com as dobras juncionais como usual-
mente ocorre. Q sarcoplasma de alguns terminais nervosos mes-

trava~se pouco desenvolvido estendendo-se um pouco além dos li-
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mites da juncao neuromuscular. As mitocdndrias do  sarcoplasma
juncional apresentavam~se tumefatas com tamanhos maiores do gue
o8 encontrados naquelas das preparacgOes controle. A matriz mi-
tocondrial era eletronlucente, e embora as cristas fossem nume-
rosas, mostravam o arranjo espacial ancormal. O aspecto das mi-
tocondrias era normal em muitas fibras musculares, notadamente
em locais de auséncia das jungﬁes neuromugculares. Entretanto,
em fibras musculares em processo de necrose, mostravam anorma-
lidades morfolbgicas.

Recobrindo cada terminal nervoso observavam—-se 0SS proces-
sos citoplasmaticos das células de Schwann, que por sua vez es-
tavam recobertos com a l1ldmina basal. 0Os fasciculos nervosos in-
tra~musculares também apresentavam aspectos degenerativos re-
presentados pela formagao de vacliolos intra-axonais, gue cons-
tringiam a area ocupada pela axoplasma. As mitocOndrias intra-
~axonais claramente mostravam sinais de alteractes como as  ja
descritas para os terminais nervosos. 0s aspectos mionecroticos
da fibra muscular podem ser observados ao nivel da microscopia

eletrdnica na Figura 26.
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IV - Driscussho



Os yesultados mails relevantes apresentados neste trabalho
mostram gue o efeito facilitatdrio primdrio se deve ao aumento
da duragao do potencial de agao gue pode ser causado por  uma
redugao na conduténcia de potassio.

De fato a guanidina tem sido classicamente agrupada entre
drogas que determinam a facilitacao da transmissac neuromuscu-—
lar como o tetraetilambnio (Hille, 1967} e 4-aminopiridina (Pelhate
& Pichon, 1974) conhecidos agentes blogueadores de canal de K.

Nossa observacao de que o efeito facilitatdrio  primério
da quanidina estd ausente em preparacgoes tratadas previamente
com 4-AP assim como o efeito facilitador da 4-AP desaparece em
preparacoes tratadas previamente com guanidina sugerem gue elas
atuen por mecanismos semelhantes.

Além disso a facilitacgao primaria ccorre mesme em presen-
za de tetrodotoxina (TTX)}, tendo sido detectada através do re-
gistro do aumento de fregiiéncia dos pptm.

A proposta mais recente para explicar a agac facilitatd-
ria da guanidina apresentada por Molgd & Mallart (1988) Dbaseia-se
em sua capacidade blogueadora de corrente de X' nas mesmas do-
ses utilizadas no presente trabalho.

Entretanto a acgao facilitatoria primdria da guanidina li-
gada a seu efeito pré-juncional e que pode ser ocasionada por
uma reducao na condutdncia de k", poderia também  ser

; . . = +
explicada por um retardo na inativagao do canal de Na , ou pela
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combinagao de ambos os efeitos (Tabti, Bourret e Mallart, 1989).

Embora o aumento da fregiiéncia dos pptm pela guanidina
tenha sido referido apenas por Lundh, Leander e Thesleff {(1977)
em todos 08 nossos experimentos ligados ao registro desse bio-
potencial a adigao de guanidina (10 mM) ao banho gue contém a
preparacao isolada,determinou aumentc imediato da fregliéncia, o
gue fala a favor de uma ag@o pré juncional provavelmente devido
a uma malox diséonibilidade de calcio no terminal. Com a reti-
rada da guanidina por lavagem houve um exacerbado aumento da
fregiiéncia desses potenciais espontaneos indicando que além do
blogueio de canal de " a guanidina atuaria também através da
inibigdo de inativagao dos canais de Na© ou mesmo por ambos 0s
processos, conforme j& referido. Esses dois mecanismos podem
ser responsabilizados, pelo aumento na duracgao do potencial de
acac, por nds registrado, sugerindo gque O mesmo fendmeno ocor-
ra a nivel pré sinadptico (Kamenskaya, Elmgvist e Thesleff, 1975a).
além disso a inibicdo da inativagac dos canais de Na©, explica-
ria o aparecimento dos potencials lterativos.

Potenciais repetitivos em resposta a um Unico estimalo
foram também observados por Marois & Edwards (196%9) em misculo
sartdrio de ra. Segundo estes autores a guanidina atuaria devi-
do ao deslocamento do Ca’t da membrana dos terminais nervosos
resultando numa diminuicao da estabilidade da membrana. Por ou-
tro lado, Matthews & Wickelgren (1977) trabalhando com  axdnios
gigantes (axdnios de Miller) de medula espinhal de lampréia, ob-
servaram efeito estimulante sobre a excitabilidade da membrana
axonal através do registro de potenciais repetitivos esponta-

neos em resposta a estimulo isolado. Esses autores sudgeriram gue
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a guanidina mesmo sendo um cdtion monovalente e portanto menos
eficiente gue cations divalentes para reduzir o efeito eletros-
tatico de cargas negativas (D'Arrigo, 1973; Hille, Woodhull e
Shapiro, 1975) acabaria por interferir no potencial eletrico
propiciando condigbes de malor excitabilidade.

No mesmo sentido o aparecimento de pbs-contracao denota
um visivel retardo no relaxamento muscular gue poderia ser cau-
sade pela inibigao da corrente de inativacdo do canal de sddio.
T2l efeito & visivel somente na vigéncia da facilitagao secun-
daria da guanidina apls lavagem.

A capacidade dessa substincia em atravessar o canal de
sidio (Hille, 1971: Cahalan & Begenisich, 1876; Campbell, 1576)
an mesmo tempo que fica impedida de retornar ao compartimento
extracelular pela seletividade da bomba de Na© gque nac a reco-
nhece (Keynes, 1979} poderia explicar a sua agao irreversivel
referida por Lundh Leander & Thesleff, 1977 e também a exa-
cerbada facilitacdo da transmissdo neuromuscular apds sua re-
+irada do controle da preparagao. De fato, em presenga de te-
trodotoxina (TTX) a facilitagao secundaria representada pela
efetiva descarga dos potenciais em miniatura apds a retirada da
guanidina por lavagem esth ausente. Estes resultados sugeremn
fortemente gue esta agao da guanidina se deva a mecanismo pré
sinfptico possivelmente envolvendo a inativacgao dos canais de
Nat. Tal suposicac & apoiada pelos resultados obtidos em  pre-
paragaes curarizadas, sob estinulo direto, onde a gquanidina fol
incapaz de manifestar a sua acao facilitatoria secundaria  ca-
racteristica da pds~-lavagem.

Fm animais desnervados a curva dose-efeito de acetilcoli~
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na em presenca de guanidina mostrou que apds a lavagem da pre-
paragao nac se observa o deslocamento da curva para a esquerda,
tanto para a dose de 10 mM como para a de 20 mM. A nao confire-
magac da agao facilitatdria secundaria em preparacdoc desnerva-
da indica que tal efeito se d3 por mecanismo pré& sindptico.

Além disso a guanidina potencia marcadamente a acdo de ve-
nenco da aranha Phoweutria nigriventer na jungac  neuromuscular
(dados ndc publicados) cuja acdo se da pela ativacao dos ca~-
nais de sodio (Fontana & Vital Brasil, 1985).

Assumindo que sob a agac da guanidina a concentracgao in-
tracelular de calcio no terminal nervoso estd aumentada e que
a Nifedipina blogueia canal de cilcio, & esperado, como Vimos
em nosSs0s experimentos, o nao aparecimento do efeito facilita-
torio primdrio, embora o efeito facilitatdrio secundario esteija
presente, por envolver mecanismo diferente, s6dio dependente,
ou seja, envolvendo canal de sddio. Outro fato a ser lembrado e
gque a concentracao usada de Nifedipina possa ter sido insufi-
ciente para bloguear todos os canais de calcio. Experimentos
com dantrolene, conhecido blogueador de cdleioc a nivel muscular,
mostram que a guanidina inaependentetkaagéo.pre'sinﬁptica apre-
senta uma acdo direta sobre o misculo por mecanismo ndo escla-
recido neste trabalho. Tanto o dantrolene como a Nefedipina fo=-
ram utilizados em doses prOximas a sua DE50 (Fontana, Souza e
Noto, 1990},

Quando a preparagao nervo frénico diafragma de rato foi
submetida a estimulo tetanizante, a auséncia de facilitacao
pog~tetanica e resposta tetanica mantida poderiam sugerir gue a

guanidina agiria como um agente blogueador por despolarizacgao.
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No entanto, as medidas de potencial de repousc em presenca de
guanidina tanto antes como pds-lavagem, isto &, durante a faci-
litagao primaria e secundaria ficaram dentro de uma faixa gque
variou entre - 68 a - 74mV. E porgue também nac altera a acdo
despolarizante do carbacol, podemos afirmar que a guanidina nio
interfere especificamente com o receptor nicotinico.

As alteragoes induzidas pela guanidina na concentragaoc de
16 mM, por 60 minutos, referem-se principalmente a formagao de
vacliolos intra-axonais nos nervos dos fasciculos intra-muscula-
res, que parecem ser decorrentes da acumulacao do fluido no es-
pago da lamela mais interna da bainha de mielina dos segmentos
inter-nodais. Além disso, as mitocbndrias axonais, assim COomo
as presentes neos terminais nervosos, apresentavam-se em geral
tumefatas, ¢ com aspectos degenerativos, Adicionalmente os ner-
vos mostravam—se também edematosos, bem como as terminagoes ner—
vosas. Aliada a essas alterag¢oes, ocutras mudangas cbservadas fo-
ram: diminuicdo do nimero de vesiculas sinapticas, aumento do
niimero de microtiibulos e neurofilamentos e desorganizacac  das
dobras juncionais do sarcolema.

Em 1918, Watanabe faz referéncia a guanidina como um ini-
Lidor da respiragao mitocondrial, o que foi demonstrado por
Pressman & Park (1963), Chance & Hollunger (1963), utilizando
concentractes milimolares. Davidoff (1974) sugere gue a guani-
dina inibe a enzima transportadora de Ca‘’ da membrana mitocon-
drial. As mitocdndrias funcicnariam como sistemas tampoes, res-
ponsiveis pela manutencdo da homeostase do calcio citosblico.

Sequndo Rahamimoff & Alnaes, 1973; Blaustein, 1974;a cap~-

tura de cAlcio pela mitocdndria &€ um dos mecanismos propostos
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para a remogao do calcio das células. Sequndo Publicover et al.,
1978 quando uma concentragao aumentada de calcio  extracelular
estd presente, inicialmente este calcio & capturado pelas mito-
condrias, que se tornam bastante dilatadas, principalmente am-
pliando o espago da matriz.

Sequndo Wrogemann & Pena (1976), as mitocOndrias sobre-
carregadas com calcio comegam a apresentar falha no suprimento
de ATP, o que determinaria lesao no sarcolema.

As mitocédndrias dilatadas comegam imediatamente a liberar
o chlcio e passam para uma forma distorcida com reducao do seu
volume,

Por outro lado, hid consideraveis evidéncias de gue as le-
sOes musculares ultra-estruturais induzidas, tanto patoldgica
como experimentalmente estado associadas & concentragao de cal-
cio. Acredita-se, por seu turno, gue a sobrecarga de calcio na
mitocBndria leva a sua liberagdo e consegiiente ativagao de pro-
teases calcio-dependentes, gue atuam em pH neutro, e estao pre-
sentes no mioplasma, as quais destruiriam a organizagao miofi~
brilap (Publicover, Duncan & Smith, 1278).

Adicionalmente, estruturas membranosas Como as mitocon-
drias também podem estar distendidas por agao direta ou indire-
ta de maior concentracio de sbdio dentro dos terminals nervosos.
Carafoli et al. (1974} verificaram gque o calcio mitocondrial
pode ser liberadc destas organelas por aumento do sodio intra-

celular.

Wayne Moore et al. {1286) obtiveram alteracoes ultra-es-
truturais causadas pela batracotoxina (BTX), que correspondem

as observadas com a administracdo intra-neural dos venenos dos
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escorpides Leifurus quinguestriatus & Centruroides sculpturatus
e da aranha P. negriventar; que atrasam a inativagao ou ativam
os canais de sodio voltagem dependentes ({Cruz-Hofling et al.,
1985b; Love & Cruz HS6fling, 1986; Love, Cruz Hefling & Duchen,
1586) .

Em nossos experimentos o aumento da concentragdc intrace-
lular de cilcio em presencga de guanidina ocorre provavelmente
por dois mecanismos: em primeiro lugar por blogueic de canal de
K+ (Molgh & Mallart, 1988} que ao prolongar o tempo de repola-
rizagdo leva a um maior influxo de calcio para o espago intra-
celular e em segundo lugar por retardo da inativacao dos canais
de sdbdio, o que tambén concorre para o aumento da duragao do
potencial de agac e consegilientemente maior influxo de cAlcic. A
concentracio intracelular de sbdio também estd aumentada  pelo
mecanismo descrito acima, ou seja, por inibiglo da inativagao
dos canais de sddio pela guanidina.

Sob a agao da guanidina, a presenga persistente tanto do
calcio como do s0dic no interior da celula, concorreria para
desorganizar ¢ processo de acoplamento excitagdo liberagao, ex-
citagdo contragdo, determinando as alteractes morfologicas a

nivel de terminal nervoso e misculo mostradas neste trabalho.
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V - Resumo £ CONCLUSOES



Com ¢ objetive de esclarecer o mecanismo pelo gqual a gua-
nidina interfere com a transmissao neuromuscular estudaram-se
os seguintes aspectos do fendmeno: agac pré-juncional - suge-
rida pela facilitacdo inicial que também estd presente na agao
da 4-aminopiridina, indicando fortemente um mesmo mecanismo de
acdo para ambas, ou seja, blogueio de canal de K dependente de
voltagem; tal sugestdo & apoiada pelo retardo da fase de rela-
xamento determinada pela guanidina; pelo aumento na freqliéncia
dos potenciais de placa terminal em miniatura {pptn) reforgando
a hipdtese de uma acac a nivel de terminal nervoso.

Além disso, a guanidina aumenta a frequéncia  dos pptm
mesme em preparagbes previamente incubada com TTX (0,5 g/ml) .
No entanto, a usual descarga do pptm apbs lavagem, c¢onsequente
a retirada da guanidina estd ausenta na vigéncia de TTX. Agao
pos—-juncional: os estudos em mGsculo curarizado e cronicamente
desnervade em presenca de guanidina 10 mM induziu aumento na
amplitude de resposta a estimulo direto e auséncia de facilita-
cio pbs-lavagerm. Além disso a curva dose-efeito da acetilcolina
exibiu um blogueio nao competitivo em presenga de gquanidina
(10 - 20 mM). O efeito despolarizante do carbacol sobre a mem-

hrana pré sinéptica nde foi afetado pela guanidina.
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i

Oz regultados mostraram que:

A guanidina nac atua através da interagao com receptores

nicotinicos;

a facilitagdo inicial ocorre por mecanismo semelhante ao

da 4-aminopiridina;

6 blogueio provavelmente & determinado por agao  pds-jun-

cional inespecifica;

a facilitacdo secunddria se d& por mecanismo distinto da
facilitagdo primiria, possivelmente por inibicao da inati-

vagao do canal de sddio;
a guanidina determina alteracoes morfoldgicas, sendo o

chlcio o principal envolvido na génese das alteragoes mio-

necraticas e a nivel de terminal nervoso.
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TABELA i

Valores de DL50 da guanidina por diferentes vias de administra-

cac e seus limites a nivel de 95%.

VIAS DE ADMINISTRACAO DL50 (mg/KG)
VIA VENOSA 346 (275 a 435,5)
VIA I.P. 387,5 (346 a 435,5)
VIA ORAL 625 (400 a 840)
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Figura 13 - Representagac grafica da curva dose-efeito da acetilcolina em
diafragma cronicamente desnervado de rato. Observar o efeito

da guanidina (10 mM, 20 wM), antes e apos lavagem.
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TABELA 11

Efeito da guanidina (10 m), sobre o potencial de repouso de
fibras musculares de diafragma isclade de camundongo antes e

phs-lavagen,

GUANIDING
15 30° 601 W 15! 307 60"

CONTROLE
79,86 76.8 73.2 70.4 75.2 73.6 70.8
75.6 78.8 74.8 68.0 79.6 80.0 72.4
77,2 76,0 76.0 71.2 70.4 67.6 -
78.4 7.2 70.8 £3.8 69,2 67.6 67.2
76 .8 64,0 65.2 64 .8 65,72 70.4 56.0
84.0 78.4 - - - - -
80,0 - 83.0 81.0 71.0 76.0 72.0
80.0 79,2 79,2 72.8 81.6 80.0 79,2
712.8 73,2 - 63.6 79.2 - 78 .4
84.8 62.8 73.2 58.8 2.8 72.0 80.8
77.6 8L.6 78.0 66,0 77.6 80.8 -
70.8 82.4 70,8 64 .8 64 .8 76.4 -
31.0 62.8 76.8 - 68.0 74,0 -
T2.2 66,8 51.2 58.0 73.6 76.0 56.8
24.8 65.6 77.6 56.4 65.2 72.0 -
76.4 72.2 74.4 3.2 - - -
79.6 76.8 73.2 70.4 75.2 73.6 70.8
75.6 78.8 74 .8 68.0 9.6 80.0 72.4
T7.2 76.0 76.0 71,2 70,4 67.6 -
78.4 77.2 70.8 68 .8 69 .2 67.6 67.2
76.8 64 .0 65h.2 04 .8 65.2 70.4 56.0
80.0 78 .4 - - - - -
80.0 - 83.0 81.0 71.0 76.0 72.0
80.0 79.2 79,2 72.8 81,6 80.0 79.2

Mixlia 77.82 72.9 T2.7 67.8 72.18 74.09 70.6

* Exryo

padvrao *0.78 +1,69 +1 .71 +1.53 £1.24 +(,98 £2.06

Obs.: Notar a ausencia do efeito da guanidina em alterar os valores de PR.
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Figura 14 ~ Representacao grafica da acao da guanidina (10 mM) sobre o po-

tencial de repouso.
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Figura 15 - Representacac grafica do efeito da guanidina (10 M), sobre a
despolarizacao induzida pelo carbacol (20 ug), em diafragma iso-
lado de rato. Cada ponto representa a media de cinco experimen-

tos. Em W, lavagem de preparagac.
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AVAGEM

e 7

Figura 16 - Registro dos potenciais e placa terminal em miniatura,

das fibras musculares de diafragma de camundongo. Barra

vertical 1 mV, barra horizontal 10 mseg.
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Figura 17 - Representacio grafica da freguéncia dos potencials em miniatura das
placas terminais de diafragma de camundongo. Os histogramas rTepre-
sentam a media de 6 experimentos. Em A controle, B apos guanidina e

C a retirada da guanidina apds lavagem. Em PR valor do potencial de

repousoc.
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CONTROLE com TTX

Figura 18 - Registro dos potenciais de placa terminal em miniatura, obtido
com eletrodo intracelular, em preparagoes isoladas nervo dia-
fragma de camundongo. Notar o aumento da freqiencia dos po-
tenciais apos guanidina. Barra vertical, 1 mV; barra horizon-

tal 2,5 mm/seg.
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CONTROLEL

15 min AP G S GUANIDINA

10 »in Apds LAVAGEM

5 min aAp0s8 TTX

Figura 19 - Registro dos potenciais de placa terminal em miniatura em prepa-

ragao nervo-diafragma jisolado de camundongo. Barra vertical 1 aV;

barra horizontal 2,5 mmu/seg.
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10 msec

Figura 20 ~ Registro do potencial de acio composto de musculo diafragma de
rato antes e apos a adicao da guanidina (10 mM). Em A — controleg
em B, C, D, E, F, respectivamente, 15, 30, 35, 45 e 125 minutos
apés a adicdo de guanidina. Notar o aumento da duragao do poten~
rial, assim como o aparecimento de potenciais repetitivos emres—
posta & um unico estimulo. Estimulos maximais com 0,2 mseg de

duracao e 0,1 Hz de frequencia.
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Fig. 21 - Diafragma de camundongo normal incubado com Tyrode sob estimulo

elétrico. As fibras musculares mostram-se Integras. Secgoes de

1 ym de espessura, incluidas em Epon. Azul de Toluidina. X 1100.
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Fig. 22 - Diafragma de camundongo controle - 0 horas, mostrando a ultra-es-

trutura tipica da juncao neuromuscular, cujo terminal nervoso

contem vesiculas sinapticas e mitocondrias, e a regiao sub-sinap-

tica com as dobras juncionais, o sarcoplasma subjacente e o nu-

cleo da placa X 15.120.
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Fig. 23 - Diafragma de camundongo incubado com guanidina (10 mM) por 60 mi-

nutos sob estimulo eletrico: Mionecrose com diferentes graus de
degeneracgao das fibras. A fragmentagao da fibra pode levar a com-
pleta lise miofibrilar, restando apenas nucleo e sarcolema. Notar
ainda, a tumefagao e as alteracoes de forma, tamanho e densidade
das fibras musculares. Um fasciculo de fremico atravessa, com

orientacao longitudinal, por entre as celulas musculares. X 1100.
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Fig. 24 - Incubagao com guanidina por 60 minutos sob estimulagao eletrica.

As mitocondrias sao as estruturas mais afetadas, com tumefagao e

alteragao na organizagao das cristas. X. 23.030.
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Fig. 25 - Preparagao incubada com guanidina por 60 minutos soh estimulo

eletrico. Notar a diminuigao no numero de vesiculas sinapti-
cas e a tumefacao das mitocondrias. Ha quantidade incomum de
microtubulos e neurofilamentos axoplasmicos. As dobras  jun-

cionais estao atenuadas em alguns terminais. X 14.960.
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Fig. 26 - Preparacgao nervo frenico diafragma de camundongo incubada com

guanidina sob estImulo eletrico. Mionecrose acentuada de duas

fibras. X 5.760.
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