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Andreo, Pedro Henrique Margques. Receptores A,x reduzem a fadiga induzida por
neostigmina diminuindo tanto a dessensibilizacdo dos receptores pré
sindpticos nicotinicos, quanto o efeito inibitério gerado pela ativacdo dos
receptores M, no terminal nervoso motor.

2017. Dissertacdo de Mestrado em Ciéncias Fisiolégicas — Centro de Ciéncias
Biol6gicas — Universidade Estadual de Maringa — Maring4, 2017.

RESUMO

A fadiga induzida por neostigmina tem origem no terminal nervoso motor. Ela
seria causada pela a¢do da neostigmina ao determinar um acumulo de moléculas de
acetilcolina (ACh) na fenda sinéptica. Tal acumulo, por sua vez, levaria a ativacédo
dos receptores colinérgicos muscarinicos inibitérios do subtipo M, ((Ry2, acoplados a
proteina G) do terminal nervoso motor. Como a neostigmina nao € um inibidor “puro”
da acetilcolinesterase (AChE), uma vez que também pode dessensibilizar os
receptores nicotinicos neuronais (Rnn, facilitatérios) e, levando em conta que os
receptores inibitérios Ry, e 0s receptores de adenosina do subtipo Aza (Rapaza) do
terminal nervoso motor desempenham papeis no TOF,4e (2.0 Hz aplicado durante
2s) induzido por neostigmina, no presente trabalho foram investigados os papeis dos
receptores pré-sinapticos facilitatorios Ry, (expressando subunidades a3p2 e
bloqueados seletivamente pelo hexametdnio) e Rapaza (bloqueados por ZM 241385)
na fadiga induzida por neostigmina em preparacdes de nervo frénico musculo
diafragma isolado de ratos, indiretamente estimuladas com pulsos de 50,0 Hz. Como
os efeitos causados pelas ativacdes Rapaza € Ru2 s@0 mediados pela adenilato-
ciclase (AC), a influéncia do forskolin na fadiga induzida pela neostigmina também
foi pesquisada. Hexametdnio, metoctramina, ZM 241385 e forskolin reduziram a
fadiga causada por 0.10 uM de neostigmina. Os dados sugerem que a forma da
fadiga tetanica causada pela neostigmina parece ser proporcionada tanto pela
dessensibilizacdo dos Ry, (032, facilitatérios) como pela ativacdo dos Ry, devido
ao acumulo de neostigmina e ACh, respectivamente. Estes efeitos podem ser
mediados pela proteina quinase A (PKA) (através da ativacdo de Rapaza que reduz a
dessensibilizacao dos Ryp) e ativacdo de AC (reduz o efeito inibitério de Ry2) no

nervo motor.

Palavras chave: juncdo neuromuscular, neostigmina, fadiga, receptores nicotinicos,
receptores de adenosina, receptores muscarinicos.



Andreo, Pedro Henriqgue Marques. A,n receptors reduce fade induced by
neostigmine decreasing both desensitization of presynaptic nicotinic receptors
and the inhibitory effect generated by activation of M, receptors on the motor
nerve terminal

2017. Dissertacdo de Mestrado em Ciéncias Fisioldgicas — Centro de Ciéncias

Biolégicas. Universidade Estadual de Maringa — Maringa, 2016.

ABSTRACT

The neostigmine-induced fade has origin on the motor nerve terminal, and it
would be caused by activation of G-protein-coupled cholinergic (C) muscarinic (M)
inhibitory M, receptors (inhibitory Ry2) on motor nerve by acetylcholine molecules
accumulated at synaptic cleft by anticholinesterase (AChE) action of neostigmine.
Since neostigmine is not a pure acetylcholinesterase inhibitor, as neostigmine can
also desensitize neural nicotinic receptors (Rnn), and taken into account that
inhibitory Ry, and Aga receptors (Rapaza) On motor nerve terminal play keys roles in
the neostigmine-induced TOF,4e (2.0 Hz applied during 2s), the roles of presynaptic
facilitatory Ry, (expressing asf3,2 subunits and selectively blocked by hexamethonium)
and Rapaza (blocked by ZM 241385) in the neostigmine-induced fade were
researched in the phrenic nerve diaphragm muscle preparations of rats indirectly
stimulated at 50 Hz. As the effects caused by Rapaza and inhibitory Ry, activations
are mediated by adenylate-cyclase (AC), the influence of forskolin in the
neostigmine-induced fade was also researched. Hexamethonium,
methoctramine, ZM 241385, and forskolin reduced the fade caused by 0.10 puM
neostigmine. The neostigmine-induced fade was not only prevented, as it was turned
in facilitation, by previous treatment of preparation with forskolin or with simultaneous
administration of hexamethonium and methoctramine. Data suggest that the shape of
tetanic fade caused by neostigmine seems to be caused by both desensitization of
facilitatory Rnn (03B2) and activation of inhibitory Ry, on motor nerve by neostigmine
and acetylcholine accumulation, respectively. These effects seem be mediated by
protein kinase A (PKA) (via Rapa2a activation reducing desensitization of facilitatory

Rnn) and AC activation (reducing effect of inhibitory Ry,) on motor nerve.

Keywords: neostigmine, fade, nicotinic receptors, adenosine receptors, muscarinic
receptors, forskolin, neuromuscular junction.
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INTRODUCAO

A regido especializada onde um neurdnio se comunica com outra célula, seja
ela um neurdnio ou ndo, é chamada de sinapse (do grego synapsis, “unir”), sendo
esta fundamental para diversas funcdes organicas (KOEPPEN e STANTON 2009;
BRITTO, 2009).

Muito do que atualmente se compreende sobre a funcdo das sinapses tem
como base o estudo da transmissdo sinptica na juncdo neuromuscular, visto que
este € um local ideal para investigar a sinalizacdo quimica, jA que € um modelo

relativamente simples e acessivel a experimentacdo (KANDEL et al., 2014).

As fibras musculares esqueléticas sao inervadas por fibras nervosas
mielinizadas, provenientes dos neurénios motores dos cornos anteriores da medula
espinal (PURVES et al., 2007). O neurdnio motor inerva o musculo em uma area da
membrana muscular denominada de placa motora (regido onde estéo os receptores
nicotinicos musculares, Rym), onde o axénio perde a bainha de mielina e se divide
em ramos conhecidos como botBes sinapticos, por onde o neurbnio libera o
neurotransmissor (KANDEL et al., 2014).

A acetilcolina (ACh) é o neurotransmissor responsavel pelas transmissdes
neuromusculares (BOWMAN et al., 1990; WESSLER et al., 1986). Contudo, outras
moléculas, como as de adenosina (AD), que sdo provenientes da defosforilagdo do
ATP coliberado com a ACh, possuem papel importante, garantindo a eficiéncia da
transmissdo neuromuscular (CORREIA-DE-SA et al., 1996; OLIVEIRA et al., 2002).

Estudos farmacoldgicos e imunohistoquimicos demonstram que receptores
colinérgicos (Rcowin), assim como de adenosina (Rap) estdo presentes nos terminais
nervosos motores. Tais receptores podem controlar (Rcoun) (auto-regulacdo) ou
modular (Rap) (auto-modulacéo) a liberacdo da ACh a partir dos nervos motores
(COLQUHOUN et al.,, 1989; WESSLER et al.,, 1986; ALVES-DO-PRADO, 2011)
(figura 1).
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Figura 1. llustracdo do funcionamento da auto-regulacdo (Rcoun) € auto-modulagéo (Rap)
dos receptores pré-sinapticos sobre a liberacédo de ACh.

Os receptores colinérgicos dos terminais nervosos motores podem ter
atividades facilitatérias ("Rcoun) ou inibitorias (Reoun) sobre a liberagcdo da ACh e
tém sido identificados como sendo do tipo nicotinico (N) neuronal (N, expressam
subunidades a3B,) ou muscarinicos (M) dos subtipos M; e M, (FARIA et al., 2003;
ALVES-DO-PRADO, 2011). Os receptores nicotinicos neuronais e 0s receptores
muscarinicos M; aumentam (‘Rnn, ‘Rmi), enquanto os receptores M, reduzem
(Rwm2), a liberagcao de ACh a partir do terminal nervoso motor (ALVES-DO-PRADO,
2011; WESSLER, 1989). A acdao facilitatoria dos receptores M; acontece com a
participacdo da proteina Gy que, por meio do segundo mensageiro IP3 (inositol
trifosfato), aumenta o Ca?* intracelular, o que estimula a liberacdo de ACh. Ja os
receptores M, estdo acoplados a proteina G; que, por sua vez, inibe a sintese de
AMPc (adenosina monofosfato ciclico) pela inibicdo da adenilato-ciclase (AC),
levando a uma reducédo do Ca?' intracelular e, consequentemente, uma reducdo na
liberacdo de ACh (BROWN; LAIKEN, 2012).

As atividades desses Rcoin pré-sinapticos sao influenciadas pela atividade do
nervo motor e, portanto, dependem da frequéncia de estimulacéo e da duracéo dos
pulsos elétricos que sédo aplicados sobre o nervo (OLIVEIRA et al., 2002). Nesse
sentido, foi possivel observar a ocorréncia de ativacdes preferenciais dos receptores

M:; (‘Rwi) quando baixas frequéncias (~5,0 Hz) de estimulacdo estdo sendo
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aplicadas sobre o nervo motor, jA que em tais condicfes 0s receptores nicotinicos
neuronais (‘Rnn) Sdo rapidamente dessensibilizados (COLQUHOUN et al., 1989;
WESSLER et al., 1986). Por outro lado, quando o terminal nervoso passa a
receber frequéncias de estimulacdo mais elevadas (= 50,0 Hz), ha predominancia de

atividade dos receptores muscarinicos inibitérios M, ((Ryy).

Além dessas acles tdnicas provenientes das atividades dos receptores
muscarinicos M; (‘Ry1) € muscarinicos M, (Ru2) do terminal nervoso motor, também
ocorrem participacdes de controles mais refinados sobre a liberagdao de ACh. Tais
controles séo exercidos pelos receptores de adenosina (Rap) do subtipo A; e Aza 0S
guais, quando ativados pela adenosina presente na fenda sinaptica, podem diminuir
(Rapa1) ou aumentar ("Rapaza) a liberagdo de ACh do nervo motor. Os niveis de
adenosina na fenda sindptica indicardo qual Rap sera preferencialmente ativado,
uma vez que na vigéncia de baixas frequéncias (~5,0 Hz) de estimulo aplicadas
sobre 0 nervo motor existem niveis baixos de adenosina (AD) na fenda sinaptica e
esta condicdo determina a ativacdo preferencial dos receptores de adenosina A;
(Rapa1) (CORREIA-DE-SA et al., 1996) (figura 2. A).

Em contraste, ocorre uma ativacao preferencial dos receptores de adenosina
Asa ("Rapaza) quando frequéncias de estimulagdo tetanizantes (250,0 Hz) sé&o
aplicadas sobre o nervo motor (CORREIA-DE-SA et al., 1996). Além disso, tem sido
demonstrado que podem ocorrer conversas cruzadas (cross-talking) entre os
receptores muscarinicos M; (‘Rwi), muscarinicos M, (Ry2) e de adenosina Aja
("Rapaza), ja que a ativacdo de M; reduz a atividade de M, e a atividade de My, por
sua vez, pode ser reduzida quando os receptores A,a estdo sendo plenamente
ativados pela adenosina (AD) liberada do nervo e da musculatura esquelética
(OLIVEIRA et al., 2002). Essa “conversa cruzada”, que ocorre no interior do terminal,
¢ conduzida pela atividade de segundos mensageiros, tais como o IP;z (‘Rui) €
AMPc (Rum2, "Rapaza) (OLIVEIRA et al., 2002) (figura 2.B).
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Figura 2: Representacdes da auto-regulagcdo colinérgica pelos receptores muscarinicos
facilitatérios ("Ry.) e inibitérios (‘Ry.), assim como a auto-modulacéo pelos receptores A; e
A,a na vigéncia de baixas (A) e altas (B) frequéncias de estimulo (ALVES-DO-PRADO,
2011; OLIVEIRA et al., 2002).

Concomitantemente a essas complexas interacbes acima descritas, esta
também ocorrendo a hidrélise das moléculas de ACh que foram liberadas para a
fenda sinaptica. Nessas circunstancias, as moléculas de ACh sdo metabolizadas
para acetato e colina pela acdo da acetilcolinesterase (AChE) (SOREQ; SEIDMAN,
2001). A colina, assim formada, é recapturada para o terminal colinérgico através da
acao de transportadores de colina (TRANSPjna) (FERGUSON; BLAKELY, 2004).
Estes transportadores de colina séo tao importantes para a eficiéncia da transmissao
neuromuscular que a falta de eficiéncia desses sistemas (TRANSP.qina) determina
graves reducdes nas quantidades de ACh liberadas dos terminais colinérgicos
(FERGUSON; BLAKELY, 2004). Por outro lado, ha uma estreita correlagédo entre a
liberacdo de ACh e atividade dos TRANSPuina, j& qQue ocorre aumento nas
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atividades dos TRANSP.na quando o terminal nervoso motor estd com sua
atividade aumentada, ou seja, liberando mais ACh (KUHAR; MURRIN, 1978).

Na pratica anestesiologica utilizam-se agentes anticolinesterasicos,
principalmente a neostigmina, para reverter o0 bloqueio da transmisséo
neuromuscular causada por bloqueadores neuromusculares nao despolarizantes
(BNMND), posto que os BNMND interagem competitivamente com 0s receptores
nicotinicos da placa motora (HIBBS; ZAMBON, 2012). Dessa forma, o aumento do
tempo de permanéncia da ACh na fenda sinaptica, o qual é causado pela acdo
inibitéria da neostigmina sobre a AChE, reverte a acdo dos BNMND sobre os

receptores nicotinicos da placa motora.

Devido a tal eficiéncia clinica, a neostigmina € um dos agentes
anticolinesterasicos mais estudados em farmacologia quando o foco do estudo € o
mecanismo (ou mecanismos) de acao, através do qual (ou dos quais), a neostigmina
atua (TAYLOR, 2012). Todavia, tem-se verificado que a neostigmina ndo é uma
ferramenta farmacolégica “limpa”, ja que outros mecanismos de agdo, tais como
atividade direta nos receptores nicotinicos, e a elevada capacidade para bloquear a
butirilcolinesterase (BChE), tém sido também identificados nas moléculas de
neostigmina (TAYLOR, 2012; SHERBY et al., 1985). Além disso, quando
preparacbes neuromusculares na presenca de neostigmina s&o indiretamente
estimuladas com frequéncias elevadas (= 50,0 Hz), um fenbmeno denominado de
fadiga pode ser observado. Este ultimo caracteriza-se por mostrar um perfil de
contragdo muscular de alta intensidade que esta sempre acompanhada por uma
perda da sua capacidade de sustentacdo (ALVES-DO-PRADO, 2011).

Deste modo, conhecer a participacdo de cada componente funcional da
transmissado neuromuscular (receptores pré-sinapticos para ACh e AD) na inducéo
de fadiga de transmissdo causada por neostigmina é extremamente relevante para a
compreensao fisioldgica da neurotransmissao e para um melhor gerenciamento do

uso clinico da neostigmina.
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OBJETIVO

No presente estudo investigamos o0s papéis dos receptores nicotinicos
neuronais pre-sinapticos (Rnn; a3p2), receptores muscarinicos pré-sinapticos My,
receptores muscarinicos pré-sinapticos M, e receptores pré-sinapticos Rapaza Na
fadiga causada pela neostigmina em preparagdes neuromusculares indiretamente

estimuladas com frequéncias fisiol6gicas (50,0 Hz).

MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)

da Universidade Estadual de Maringd, sob o protocolo n® 7781201016.

Ratos machos Wistar (250g) sofreram eutanasia por meio de injecao
intraperitoneal de tiopental (120 mg/Kg), precedida por uma injecdo intraperitoneal
de lidocaina (10 mg/Kg). As preparacdes nervo frénico diafragma isolado de ratos
foram montadas de acordo com o método proposto inicialmente por Bilbring (1946)
e posteriormente modificado e utilizado amplamente pela comunidade europeia
(OLIVEIRA et al., 2015; CORREIA-DE-SA et al., 1996, FARIA et al., 2003, OLIVEIRA
et al.,, 2002, WESSLER et al., 1986, WESSLER, 1989). Por meio de uma ampla
toracotomia, o hemidiafragma esquerdo, juntamente com o nervo frénico foram

isolados do animal (Figura 3 e 4).
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Figura 3: Delineamento representativo do processo de exérese do nervo frénico-
hemidiafragma esquerdo. A) incisdo e exposi¢cdo da caixa toraxica. B) toracotomia. C)
exposicdo do frénico e diafragma D) retirada do frénico e hemidiafragma esquerdo. Fonte:
Oliveira, 2006, p. 40.

N. Frénico

Hemidiafragma esquerdo

Centro tendineo

Figura 4: Hemidiafragma esquerdo isolado do rato, juntamente com sua inervagao.
Destaque ao centro tendineo onde € feita a amarragdo com fio de algodéo.

ApOs exérese, a preparacdo neuromuscular foi imersa em uma camara de 30
mL contendo tampé&o de Krebs (composi¢cdo em mmol/L) (NaCl 110,0; KCI 4,7; CaCl,
3,0; MgCl, 1,3; NaHCO;3; 25,0; KH,PO,4 1,0; glucose 11,1) a 37°C e continuamente

airado com um mistura de oxigénio (95%) e dioxido de carbono (5%). Um fio de
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algodao foi amarrado ao centro tendineo (figura 4) do hemidiafragma e ligado a um
transdutor de forca isométrica (Grass FT 03, Grass Instruments Division, West
Warwick, RI, EUA). As respostas de contragdo muscular foram registradas
continuamente a uma tensao de repouso de 50 mN, com um sistema de aquisi¢cado
de dados PowerLab (Software Grafico; Instrumentos AD, Castle Hill, NSW,
Austrdalia). O nervo frénico foi estimulado por um eletrodo de platina bipolar (pulsos
retangulares supramaximos, 0,05 ms). As preparacbes foram estimuladas
indiretamente a 0,2 Hz durante 20 min (equilibrio da preparacéo). Posteriormente, o
nervo frénico recebeu estimulos com frequéncia de 50,0 Hz (durante 10 segundos)
sendo estes intercalados, por intervalos de 20 minutos com frequéncia de
estimulacdo de 0,2 Hz (este intervalo foi selecionado para evitar possiveis
influéncias da estimulacédo tetanizante anterior sobre as subsequentes). Esta
sequéncia foi repetida quatro vezes. A razéo (R) entre tensdo muscular produzida no
final do estimulo de 50,0 Hz (B) e a obtida no inicio (A) (R=B/A), bem como, a
medida da amplitude maxima de contracdo muscular tetanica (C) foram usadas

como parametros de analise (Figura 5).

50 Hz/10s

20 min 402 Hz ail ci|is

Figura 5. Registro miografico obtido com a estimulagdo com frequéncia de 50,0 Hz, aplicada
sobre o nervo motor. Os parametros A, B e C foram medidos e analisados.

d vy

Os valores de R foram obtidos nos primeiros, segundos, terceiros e quartos
estimulos tetanizantes (5, 25, 45 e 65 min apds o primeiro estimulo tetanico,
controle), respectivamente. Apos verificacdo, foi selecionado para andlise o tétano

em gue os agentes produziram maior efeito.
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AGENTES UTILIZADOS

As menores concentracfes dos agentes anticolinesterasicos neostigmina
(NEO; 0.50 uM); fasciculin-1 (FAS-I; 0.10 pM) e do agonista dos Ry, oxotremorina
(OXO; 5.0 uM) capazes de produzir efeito nos valores de R foram pesquisadas. A
menor concentracdo de hexametdnio (HEX; 270 uM) antagonista dos Ryn, capaz de
modificar a fadiga causada pela neostigmina também foi pesquisada.

As concentracdes do antagonista dos Ry pirenzepina (PZP; 10 nM); antagonista
dos receptores Ry, metoctramina (MTC; 0.10 uM); e o ativador de adenilato-ciclase
(forskolin; 3.0 uM) foram aquelas reconhecidas como seletivas (BORNIA et al., 2011;
MATOS SILVA et al., 2010; OLIVEIRA E CORREIA-DE-SA, 2005; WESSLER, 1989;
CORREA-DE-SA e RIBEIRO., 1994). A concentracdo de ZM 241385 (10 nM;
antagonista dos Rapaza) escolhida, além de ser seletiva, também ndo é capaz de
causar nenhuma alteragcdo no perfil da contracédo tetanica quando administrada
isoladamente (BORNIA et al. 2011).

O efeito causado pela neostigmina separadamente, ou na presencga de outros
agentes, foi analisado em T= 65 min. Os outros agentes (pirenzepina, metoctramina,
ZM 241385, hexametonio e forskolin) foram administrados 20 minutos antes da
administragdo de neostigmina. O fasciculin-1 foi utiizado como agente capaz de
causar uma forma de fadiga que seria exclusivamente determinada pelo acumulo de
ACh na fenda sinaptica, uma vez que esse agente é relatado como um inibidor

seletivo da AChE, isto é, um agente anti-colinesterasico puro (MINIC et al., 2003).

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram expressos como média = desvio padrao (SEM).
As magnitudes das diferencas dos valores percentuais de R (B/A) e C foram

avaliadas por ANOVA, seguida pelo “post hoc” teste de Bonferroni (P<0.05).

O software utilizado para andlise foi o GraphPad Prism 5.
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RESULTADOS

Neostigmina (0.50 uM), fasciculin-l (0.10 puM) e oxotremorina (5.0 pM)
induziram uma fadiga (reducédo no valor de R) de -86.0+ 1.30% (n=6), -26.40+ 1.10%
(n=5) e -50.80+ 1.30% (n=5), respectivamente (figura 6).

R=B/A
A) | : ‘B 50 mN I
: 10s
; {........_..._..._.._,..:....,} /__‘-‘—-—
v v v o
Controle MNeostigmina
B)
Controle Fasciculin-l
C) ' M —
Controle Oxotremorina

Figura 6. Registros miograficos dos perfis das contracbes musculares produzidos por
Neostigmina (0.50 uM; n=6) (A); Fasciculin-I (0.10 uM; n=5) (B) e Oxotremorina (5.0 uM;
n=5) (C), apés 65 min da administracdo de cada droga em prepara¢gbes nervo frénico-
diafragma isolado de ratos indiretamente estimuladas com pulsos elétricos de 50,0 Hz,
durante 10s. Valores de R (B/A) e valores de C foram os parametros analisados, os quais
foram medidos conforme mostrado na figura A, a esquerda. Barra vertical (canto superior
direito) indica forca em miliNewton (mN).

A prévia administragcdo de hexametdnio (270.0 uM) ou metoctramina (0.10
UM) reduziu a fadiga causada pela neostigmina (0,50 uM): de -86.0+1.30% (n=6)
para -14.20x 0.75% (n=5) no caso do hexametdnio e de -86.0+1.30% (n=6) para
-69.30+ 1.5% (n=5) no caso da metoctramina (figura 7). Tais antagonistas também
foram capazes de reduzir a queda dos valores de C induzidas pela neostigmina
(0,10 pM): hexametdnio (de -86.1+ 2.4%, n=6 para -14.7+ 3.7%, n=5) e
metoctramina (de -86.1+ 2.4%, n=6 para -68.6+ 1.2%, n=5) (figura 7).
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A fadiga induzida por neostigmina nao foi apenas completamente prevenida
(de -86.0+ 1.30%, n=6 para 7.97+ 0.73%, n=5), mas foi transformada em facilitacdo

(+7.97+ 0.73%, n=5) com a prévia e simultdnea administracdo de hexametbnio

(270.0 uM) e metoctramina (0.10 pM) (figura 7).
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Figura 7. Influéncias do blogueio dos receptores facilitatérios ("RNn; a3B2) e inibitorios
(Rm2) por hexametbnio (HEX, 270 uM, n=5) e metoctramina (MTC, 0.10 pM, n=5),
respectivamente, na porcentagem (%) de reducdo nos valores de R e C causados por
neostigmina (NEO, 0.50 uM, n=6) em preparacdes nervo frénico-diafragma isolado de ratos
indiretamente estimuladas com frequéncia de 50.0 Hz. O efeito causado pela administracédo
simultdnea de MTC (0.10 uM) e HEX (270 uM, n=5) na % de reducédo de R e de C causados
por NEO (0.10 uM) também é mostrado. Altura das colunas indica média + DP. * valores
diferentes (P<0.05) do controle (C; Krebs; n=5) (ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni) e
** yalores diferentes (P<0.05) da NEO separadamente (ANOVA seguida pelo teste de

Bonferroni).

Quanto a reducéo dos valores de C induzida por neostigmina (0,50 uM), a
administracdo simultanea de hexameténio (270.0 uM) e metoctramina (0.10 uM)

previamente a neostigmina resultou em valores de C (de -86.1t+ 2.4%, n=5 para
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-13.7+ 2.8, n=5) que nao foram diferentes (P>0.05) daqueles obtidos com a

administracéo prévia isolada do hexametonio (figura 7).

Opostamente aos antagonistas acima analisados, a administracdo prévia de
pirenzepina (10.0 nM) intensificou (P<0.05) a fadiga induzida pela neostigmina (de
-86.0+ 1.30%, n=6 para -93.7+£0.78%, n=5) (figura 8). Em contraste, o antagonista
dos Rapaza (ZM 241385) atenuou (p<0.05) a queda nos valores de R (de -86.0+
1.30%, n=6 para -81.7+ 1.1, n=5) (figura 8).
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Figura 8. Influéncias do blogueio dos "Ry; € "Raa causado pela pirenzepina (PZP,
10 nM, n=5), e ZM 241385 (ZM, 10 nM, n=5) na porcentagem (%) de redug&o nos valores de
R e C causados por neostigmina (NEO, 0.50 puM, n=6) em preparacbes nervo frénico-
diafragma isolado de ratos indiretamente estimuladas com frequéncia de 50.0 Hz. Os efeitos
causados pelo bloqueio dos Ry, por metoctramina (MTC, 0,10 uM, n=4) na porcentagem de
redugdo nos valores de R e de C causados pela oxotremorina (OXO, 5.0 yM, n=4) também
sdo exibidos. Altura das colunas indica média + DP. * valores diferentes (P<0.05) do
controle (C; Krebs, n=5) (ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni) ** valores diferentes
(P<0.05) da NEO separadamente (ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni) e ** valores
diferentes (P<0.05) da OXO separadamente (ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni).
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A fadiga e a reducédo no valor de C causadas por oxotremorina (5.0 uM) foram
também atenuadas pela administracdo prévia de metoctramina (0.10 uM) (R de
-50.8+ 1.30%, n=4 para -37.2+ 2.5, n=4; C de -63.5+ 3.0%, n=4 para -43.3+ 4.0%,
n=4) (figura 8).

O ativador da adenilato-ciclase, forskolin (3.0 uM) foi capaz de impedir a
fadiga induzida pela neostigmina (de -86.0+ 1.30%, n=6 para +23.2+ 0.75%, n=4) e
aumenta o valor de R (+11.2+ 0.25%, n=4) quando administrado separadamente
(figura 9). A reducao no valor de C causada pela neostigmina foi atenuada por

forskolin (de -86.1+ 2.30%, n=6 para -43.5+ 15.5%, n=4) (figura 9).
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Figura 9. Influéncias da ativagdo da adenilato-ciclase (AC) causada por forskolin
(FORSK, 3.0 pM, n=4) na porcentagem (%) de reducéo nos valores de R e de C causados
por neostigmina (NEO, 0.50 uM, n=6) nas prepara¢des nervo frénico-diafragma isolado de
ratos indiretamente estimuladas com frequéncia de 50.0 Hz. Altura das colunas indica média
+ DP. *valores diferentes (P<0.05) do controle (C; Krebs, n=5) (ANOVA seguida pelo teste
de Bonferroni) e ** valores diferentes (P<0.05) da NEO separadamente (ANOVA seguida

pelo teste de Bonferroni).
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DISCUSSAO

Os resultados deste estudo mostram que a fadiga tetanica induzida por
neostigmina parece ser causada por dois fatores: (I) dessensibilizacdo dos
receptores nicotinicos neuronais (‘Rynn, 03B2, facilitador) e (II) ativacdo dos
receptores pré-sinapticos muscarinicos M, (‘Ryg, inibitérios) do nervo motor.
O envolvimento de tais fatores esta baseado no fato de que a fadiga induzida pela
neostigmina foi atenuada pela prévia administragdo de um agente inibidor dos "Ryn
(hexametdnio) ou por um antagonista dos 'Ry, (metoctramina), respectivamente.
Adicionalmente, quando hexametbnio e metoctramina foram administrados
conjuntamente, os mesmos foram capazes de impedir completamente a fadiga
tetanica induzida por neostigmina, reforcando a participacdo de tais receptores na
fadiga tetanica induzida pela neostigmina (figura 7). Os resultados apresentados
também permitem pressupor que a reducdo da amplitude maxima de contracdo
muscular tetanica (valor de C), causada pela neostigmina, também seja influenciada
pela dessensibilizacdo dos "Ry, e pela ativacdo dos 'Ry, presentes no terminal
nervoso motor, uma vez que o efeito causado pela neostigmina foi atenuado pela

administracé@o prévia de hexametdnio ou metoctramina (figura 7).

Diferencas foram registradas no perfil miografico da contracdo tetanica de
preparacdes neuromusculares expostas a concentragdes idénticas de fasciculin-I ou
de neostigmina. Onde, o primeiro agente provocou uma fadiga menos intensa que o
segundo (figura 6). O fasciculin-l € um inibidor de alta afinidade, seletivo para a
AChE (LE DU et al., 1992). Um estudo realizado por Minic et al. (2003) demonstrou
gue o fasciculin-I (7OnM) foi o Unico agente anticolinesterasico a inibir, de forma
seletiva, 100% da atividade da AChE. J& a concentracdo de neostigmina usada em
nosso estudo induz uma inibigdo da AChE menor que 94% (MINIC et al., 2003).
Portanto, a fadiga menos intensa registrada no presente estudo com o fasciculin-I
nao resultou do fato de uma menor porcentagem de inibicdo da AChE quando
comparado com a neostigmina. Assim, supde-se que o perfil da fadiga tetanica do
fasciculin-I representaria a configuracdo de uma fadiga tetanica causada unicamente
pelo bloqueio seletivo da AChE, ou seja, quando a fadiga é exclusivamente

determinada por acumulo de moléculas de ACh na fenda sinaptica.
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Embora a concentracdo de neostigmina usada no nosso trabalho também
seja capaz de inibir a BChE (menos de 21%), foi previamente demonstrado que
inibicdo da BChE tem pouco efeito no perfil da resposta tetéanica quando o nervo
motor esta recebendo estimulos de alta frequéncia (MINIC et al., 2003). Desta
forma, o efeito causado pela administragcao de neostigmina parece demonstrar como
seria a fadiga proporcionada por um agente que apresenta uma acao estimuladora
direta sobre os Ry, (a3B2, facilitador) (SADOSHIMA et al.,, 1988) e uma acao
indireta, via acimulo de ACh na fenda sinéptica que, por sua vez, intensificaria a
ativacdo dos receptores muscarinicos inibitérios M, (ALVES-DO-PRADO;
CORRADO; PRADO, 1987) que ja encontravam-se ativados, devido ao estimulo

neural de alta frequéncia.

Adicionalmente, no presente estudo também foi investigado o efeito da
ativacdo seletiva dos 'Ry, por meio da administragdo de oxotremorina nas
preparacdes neuromusculares estimuladas com pulsos elétricos de 50,0 Hz. O
agonista dos 'Ry, foi capaz de induzir fadiga, porém, de menor intensidade quando
comparada a fadiga induzida pelos agentes anticolinestersicos investigados. Uma
reducdo no valor de C foi também observada com a oxotremorina. Tais efeitos
inibitérios foram reduzidos pela prévia administracdo do antagonista seletivo dos
‘Rmz, @ metoctramina. Estes resultados confirmam resultados prévios (DAS et al.,
1978; MICHAELSON et al.,, 1979) de que ativacdo de 'Ry, induzem fadiga
neuromuscular além de confirmarem a hipétese que o valor de C também é, pelo
menos em parte, controlado pela ativacao inibitéria dos 'Ry, no terminal nervoso

motor quando o nervo recebe frequéncias de estimulos tetanizantes.

Por outro lado, Oliveira et al. (2002) demonstraram que a ativacdo dos "Ry
(facilitatério) presentes no terminal nervoso motor é capaz de reduzir a atividade
inibitéria dos 'Ru. (através da proteina quinase C), quando uma frequéncia de 50,0
Hz é aplicada no nervo motor. Os mesmos autores também verificaram que a
atividade dos "Ry: pode ser reduzida quando os *Rapaza €stdo sendo plenamente
ativados pela adenosina liberada do nervo e da musculatura esquelética (figura 2).
Nesse sentido, uma vez que nossos resultados mostraram que o prévio bloqueio dos
"Rwm1 por pirenzepina intensificou a fadiga causada por neostigmina, é possivel supor
gue a atividade desses receptores poderia estar reduzindo o efeito inibitério na

liberagdo de ACh, mediado pelos Ry, quando as preparacdes tratadas com
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neostigmina foram indiretamente estimuladas a 50,0 Hz. Tal efeito inibitério estaria
sendo impedido quando os "Ry; foram blogueados pela pirenzepina. A atividade
inibitéria de "Rapaza Sobre os "Ry, foi também observada no presente estudo e, em
concordancia com Oliveira et al. (2002), a prévia administracdo do antagonista
seletivo de Rapa2a (ZM 241385) foi capaz de atenuar a fadiga induzida por

neostigmina.

Foi observado que a ativacdo dos Ry, reduz a atividade da adenilato-ciclase
(AC) por meio da proteina G;; assim, o baixo nivel de AMPc (adenosina monofosfato
ciclico) no terminal nervoso motor, levaria a uma reducdo da liberacdo de ACh
(BROWN e LAIKEN 2012; MICHAL et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2006). Por outro
lado, a ativacdo da adenilato-ciclase (AC) pode também aumentar a atividade da
proteina quinase A (PKA) (DESSAUER et al., 2017; ANGELANTONIO et al., 2011;
SANTAFE et al., 2006). Esta Gltima via desempenha um importante papel quando os
receptores pré-sinapticos Rapaza (acoplados a proteina Gg) sé@o ativados pela
adenosina (CORREA-DE-SA; RIBEIRO 1994). Por meio da técnica de patch clamp,
foi demonstrado que a ativacéo tdnica dos Rapaza € capaz de acelerar o recobro da
dessensibilizacdo dos Ry, em cultura de células renais de embrido humano (REH).
Tal modulagdo dos Ry, por meio dos Rapaza parece ser determinada por vias
envolvendo a PKA (ANGELANTONIO et al., 2011).

Nesse contexto, € possivel supor que o completo impedimento da fadiga
induzida por neostigmina, obtido com a administracdo prévia do ativador da AC
(forskolin) resultaria tanto da saida mais rapida dos Ry, (a3B2, facilitador) do seu
estado dessensibilizado (via PKA), bem como pela reducgéo do efeito inibidor sobre a
adenilato-ciclase induzido pelos receptores pré-sinapticos Ry (ativados devido ao

acumulo de ACh na fenda sinaptica), uma vez que o forskolin € um ativador da AC.

Controversamente, foi proposto que o forskolin poderia causar
dessensibilizac&o de receptores nicotinicos (GANDIA et al., 1997; AYLWIN e WHITE
1992). No entanto, nos nossos estudos, é improvavel que o forskolin tenha causado
tal dessensibilizacdo nos receptores Rnn (03B2), pois, nessas circunstancias, um
agravamento da fadiga seria esperado e ndo um impedimento da fadiga, como foi

por nos observado.
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E também improvavel que os efeitos registrados apds a administracdo de
neostigmina tenham sido gerados por uma acao pés-sinaptica do mesmo, devido ao
acumulo do farmaco e/ou de ACh na fenda sinaptica, uma vez que os efeitos
causados pela neostigmina foram reduzidos pela prévia administracao isolada de
hexametbnio ou metoctramina e um total impedimento da fadiga, ou mesmo, uma
melhora dos valores de R foram registrados com a administracdo conjunta de
hexametbnio e metoctramina previamente a neostigmina. Uma vez que as
concentragdes de pirenzepina, metoctramina, ZM 241385 e oxotremorina utilizadas
no presente estudo foram aquelas reconhecidas como seletivas, respectivamente,
para "‘Ryi, Rm2 € Rapaza do terminal nervoso motor. E ainda, tendo em conta que a
concentracdo de hexametonio utilizada no presente estudo foi anteriormente
pesquisada como capaz de modificar a fadiga causada pela neostigmina sem,
contudo, induzir qualquer reducdo na amplitude da contracdo tetanica quando
administrada isoladamente. E improvavel que a fadiga induzida por neostigmina

tenha sido causada por possiveis acdes pos-sinapticas.

CONCLUSAO

Tomados em conjunto, os dados sugerem que o forskolin, bem como a
administracdo combinada de hexametdnio e um blogqueador de receptores
muscarinicos podem ser clinicamente Uteis para proteger a transmissao

neuromuscular da fadiga neuromuscular induzida por neostigmina.

Uma vez que a popularidade dos suplementos dietéticos para o controle de
peso aumentou drasticamente nos ultimos anos e, levando em conta, que o forskolin
¢ um dos varios produtos disponiveis para essa utilizacdo (RIOS-HOYO;
GUTIERREZ-SALMEAN, 2016), o presente estudo também indica que é necessario
cautela para o uso de neostigmina em pacientes que estdo usando forskolin como

suplementos dietéticos.
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