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Resumo

A acetilcolina (AC) é o neurotransmissor responsavel pelas transmissfes
colinérgicas, ai incluida a transmissdo neuromuscular. Pela relevancia de
tais transmissdes torna-se importante estudar os mecanismos envolvidos
com todas as etapas da transmissdo neuromuscular, mas mais
epecificamente aqueles mecanismos limitadores da sintese de
neurotransmissor acetilcolina, tal qual o sistema transportador de colina
(TRANSPcolina) para o interior do terminal nervoso colinérgic (Ferguson;
Blakely, 2004). Desde que esse sistema € limitador para a sintese de
acetilcolina e, por tanto, também para a neurotransmissdo colinérgica,
estudar como esse sistema transporatdor pode ser regulado por receptores
presentes no terminal nervoso motor pode contribuir para a terapéutica das
patologias que envolvem algun grau de reducdo nas transmissdes
colinérgicas. Ao associar agonistas e antagonistas de receptores pré
sinapticos (CGS activa receptores A2A, R-PIA ativa receptores Al, DPCPX
bloqueia receptores Al, ZM bloqueia receptores A2A, metoctramina bloqueia
receptores ativa M2 e MCcNA-343c ativa receptores M1) que estdo
envolvidos no controle fino da liberacdo de acetilcolina - com o hemicolinio,
foi observado que os receptores inibitérios muscarinicos do subtipo M2
podem, ao contrario dos receptores excitatorios muscarinicos (M1) e
receptores excitatorios de adenosina (A2A) presentes no terminal nervoso
motor, controlar o transportador de alta afinidade para colina, posto que Al
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causa um “down regulation” sobre os receptores M2 e metoctramina reduz a
atividade inibitéria de M2. Nestes mecanismos estariam a piora do efeito
inibitério do hemicolinio por DPCPX e a melhora do efeito inibitorio do
hemicolinio por metoctramina.

Introducao

A colina, formada a partir da hidrélize das moléculas de actilcolina liberadas
para a fenda sinaptica,, é recapturada para o terminal colinérgico através da
acdo de transportadores de colina (TRANSPcolina) (Ferguson; Blakely,
2004). Estes transportadores de colina sdo tdo importantes para a eficiéncia
da transmissdo neuromuscular que a falta de eficiéncia desses sistemas
TRANSPcolina determina graves reducdes na quantidade de AC liberada
dos terminais colinérgicos (Ferguson; Blakely, 2004). Por outro lado, tem- se
demonstrado que ha uma estreita correlacdo entre a liberacdo de AC e
atividade dos TRANSPcolina, ja que ocorre aumento nas atividades dos
TRANSPcolina quando o terminal nervoso motor esta com sua atividade
aumentada (Kuhar; Murrin, 1978). Desde que esse eficiente sistema de
transporte de colina poderia ser diferentemente influenciado, ou regulado,
pelas atividades dos receptores (R) estimulatérios muscarinicos (M) M1
(+RM1), inibirérios M2 (-RM2), inibitérios adenosinérgicos (A) A1 (-RADA1) e
adenosérgico facilitatério A2A (+RADA2A) presentes no terminal nervoso
motor, no presente trabalho foi invetigado os efeitos de agonistas e
antagonistas de tais receptores sobre os efeitos de um seletivo bloqueador
do TRANSPcolina, o hemicolinio.

Materiais e métodos

O comité de Etica de experimentac&o animal aprovou (ECEAS 7227300915)
0 procedimento usado no presente estudo. As preparacdes foram feitas
como descrita por Bulbring (1946). Cada preparacéo foi imersa em 30ml de
uma solugao contendo Krebs, mantida a 37°C e aerada com uma mistura
de 02 (95%) e CO2 (5%). O nervo frénico foi estimulado por um eletrodo
bipolar de platina. As preparacdes foram indiretamente estimuladas a 0.2 Hz
e os estimulos de 50 Hz foram aplicados no intervalo de 20 em 20 minutos.
A preparacao foi conectada a um transdutor forca deslocamento (Grass FT
03; Grass Instruments Division, West Warwick, RI, USA) para gravar as
contragbes musculares em um Software (Powerlab; ADInstruments, Castle
Hill, NSW, Australia). A tenséo tetanica inicial (A) e a (B) (after 5s) foram
registradas e calculadas. Entretanto, a raz&do foi usada para observar os
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efeitos causados pelas drogas ao longo de 10 segundos. No presente
estudo foi registado que as alteracdes em valores de R causadas por colina
ndo é um parametro adequado para avaliar o efeito de um tal agente com
uma frequéncia de tetanizacdo (50 Hz), como em tais circunstancias (Falsa
facilitagdo). Assim, o efeito de HEMICOLINIO em A foi o parametro avaliado
no presente estudo. O instante (T = 45 min) e o valor da menor
concentracdo de HEMICOLINIO (4,0 M) capaz de produzir efeito nos valores
de R foram pesquisados. O efeito causado por HEMICOLINIO
separadamente, ou na presenca de outras drogas, foi analisada a T = 45
min. Os outros medicamentos (CGS, R-PIA, DPCPX, ZM, Metoctramina e
McNA-343) foram administrados 20 minutos antes da administracdo de
colina. Os dados foram submetidos a analise de variancia, seguida pelo
teste de Bonferroni em P <0,05 nivel de significancia.

Resultados e Discussao

O bloqueador de -RADAl1 (DPCPX), ao contrario do bloqueador -RM2
(metoctramina), aumentou o efeito inibitério do hemicolinio sobre a tensao
méxima inicial (A). Outros tratamentos das preparacdes, tais como a
ativacdo de +RADAZ2 por CGS, a ativacdo de -RADA1L por R-PIA, o bloqueio
de +RADA2 por ZM ou a ativagdo +RM1 por McNA-343c (ndo mostrados)
ndo modificaram o efeito inibitério do hemicolinio sobra a transmisséo
neuromuscular.

Conclusao

Dados sugerem que os receptores inibitdrios muscarinicos do subtipo
M2 (-RM2) podem, ao contrario dos receptores +RM1, +RADA2 presentes
no terminal nervoso motor, controlar o transportador de alta afinidade para
colina, posto que RADAL causa um “down regulation” sobre os receptores —
RM2 e metoctramina, reduz a atividade inibitéria de —RM2. Nestes
mecanismos estariam a piora (RADAL controlando —RM2) do efeito inibitério
do hemicolinio por DPCPX e a melhora do efeito inibitério do hemicolinio por
metoctramina (blogueio da inibicdo pela ativacdo —RM2).

Agradecimentos

Secretaria da Ciéncia, Tecnologia
e Ensino Superior

FUNDACAO et PARANA
JA< MMRM @CNPQ @ PR




13a 14 de outubro
de 2016

Agradeco a Deus, ao Prof. Dr. Wilson Alves do Prado, a Lilian Casteldo,
Profa. Dra. Celia Regina Ambiel, Irani Lopes Santos e ao CNPQ que
financiou esta pesquisa.

Referéncias

Bulbring, E. Observations on the isolated phrenic nerve diaphrag m
preparation of the rat. Br. J. Pharmacol., 1: 38-61, 1946.

Ferguson, S.M.; Blakely, R.D. The choline transporter resurfaces: new
roles for synaptic vesicles? Mol. Interv., 4(1):22-37, 2004.

Kuhar, M.J.; Murrin, L.C. Sodium-dependent, high-affinity choline uptake.
J. Neurochem ., 30: 15-21, 1978.

Lot bariona on [espryiempnin Secretaria da Ciéncia, Tecnologia
ey ¢ Prereiiper e Ensino Superior

FUNDACAO " PARANA
=/A< ik QcnPg o



