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Resumo:

O nosso grupo de pesquisa do laboratorio de estudo farmacoldgico das
transmissdes periféricas da UEM estuda o processo de neuromodulagéo
pré-sinaptica da liberacao de acetilcolina pelo neurénio motor ha pelo menos
20 anos, usando rato como animal experimental. O objetivo deste projeto foi
padronizar o modelo de preparacdo nervo frénico-diafragma isolado em
camundongos para estudos de neuromodulacdo pré-sinaptica, por meio de
registros miograficos, uma vez que o0s custos com animal e farmacos séo
menores. As preparacbes neuromusculares de camundongo se
apresentaram muito estaveis nos experimentos com baixa (0,2 e 5Hz) e/ou
alta frequéncias (50Hz) de estimulacdo. As concentracdes dos antagonistas
dos receptores: nicotinico neuronal e muscarinicos, subtipos M; e My,
utilizadas nos experimentos com ratos também ndo induziram nenhuma
alteracdo significativa nas respostas contrateis em camundongos, porém
foram capazes impedir (hexametdnio) ou acentuar (metoctramina) o efeito
da neostigmina, em concordancia com os resultados encontrados em ratos.
Assim, concluimos que o laboratério estd em condicbes de fazer seus
estudos neuromusculares utilizando também a preparacdo nervo frénico-
diafragma isolado de camundongos, uma vez que encontram-se ja
padronizadas as curvas controles para os experimentos de baixa (0,2 e 5Hz)
e alta (50Hz) frequéncias de estimulacdo, além das curvas controles com os
antagonistas: nicotinico neuronal, muscarinico M; e muscarinio Ma.

Introducdo (Arial 12, Negrito, alinhado a esquerda)

A acetilcolina (ACh) liberada do neurdnio motor ativa receptores pos-
sinpticos da placa motora, mas também pode ativar receptores
muscarinicos (M; e My) e nicotinicos neurais (Nn) do terminal de onde foi
liberada, processo chamado de autorregulagéo (ALVES-DO-PRADO, 2015).

Nosso grupo de pesquisa vem estudando todo esse processo regulacéo pré-
sinptica da liberagdo de ACh pelo neurdnio motor h& pelo menos 20 anos,
usando principalmente preparacfes neuromusculares de ratos. Entretanto,
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varios grupos de pesquisa fazem uso de preparacbes neuromusculares de
camundongos, e os resultados obtidos com essas duas espécies de animais
sdo, geralmente, concordantes. A grande vantagem da utilizacdo de
camundongos refere-se principalmente a economia de farmacos utilizados,
ja que o tamanho de preparacdo neuromuscular de camundongo é
aproximadamente seis vezes menor que a do rato, além do custo do animal
ser menor. Assim, 0 objetivo deste projeto foi padronizar o modelo de
preparacao nervo frénico-diafragma isolado em camundongos para estudos

de neuromodulacao pré-sinaptica por meio de registros miogréficos.

Materiais e métodos

Essa pesquisa foi aprovada de CEUA-UEM (n° 6208050917). Camundongos
Swiss (35-40g) sofreram eutanasia (lidocaina-10 mg/kg, seguida por
tiopental-120 mg/Kg, i.p.). Em seguida, o hemidiafragma esquerdo,
juntamente com o nervo frénico foi isolado e depositado em uma cuba de
vidro contendo tampéo tyrode (10mL), mantido a 33 + 2°C e aerado com
mistura carbogénica. Os hemidiafragmas foram conectados, por um fio de
algodao, a um transdutor, acoplado a um sistema de aquisicdo de dados. O
nervo frénico recebeu estimulos elétricos por meio de um eletrodo.

Nos experimentos em que foi utilizada apenas a frequéncia de estimulacdo
de 0,2Hz, ap0s a estabilizagcdo da preparacdo (30 minutos), fez-se o
registro dos abalos musculares durante 1h. A amplitude das contracdes
musculares registrada ao final do periodo foi comparada com aquela inicial
(% controle). Nos experimentos em que foram padronizadas as estimulacdes
de 5 ou 50Hz, o nervo frénico foi estimulado com 5 ou 50 Hz (durante 10s) a
cada 20 min, por 5 vezes. Nos intervalos entre os trens de estimulo (5 ou
50Hz), o nervo recebeu estimulos de 0,2Hz. A tensdo muscular registrada ao
final (B) do trem de estimulos (5 ou 50Hz) foi comparada com aquela obtida
no inicio da estimulacédo (A), por meio da razdo B/A. A razdo B/A obtida a
cada estimulacao foi comparada com a primeira estimulacéo (controle).

Os antagonistas dos receptores: Nn (hexametonio, 120uM), M; (pirenzepina,
10nM) e M, (metoctramina, 0,1uM) foram administrados diretamente na cuba
de contensédo, 15 min apos o tétano (50Hz) controle. As concentracdes dos
antagonistas utilizadas foram as mesmas usadas em experimentos com
ratos. Os resultados obtidos com a administracdo dos diferentes farmacos
foram comparados com experimentos controles (livre de drogas), por meio
do teste t de Student (P<0.05). Uma vez que hexametbnio e metoctramina
nao provocaram alteragOes significativas na razdo B/A (figura 1B) ou na
tensdo tetanica inicial (como foi o caso da pirenzepina), foram feitos
experimentos associando hexametonio ou metoctramina com O
anticolinesterasico neostigmina (0,15uM) para confirmar se, de fato, estavam
exercendo sua acao antagonista sobre seus seletivos receptores, uma vez
que o efeito dos mesmos sobre a acdo da neostigmina ja foi descrito por
Nnosso grupo em preparacdes neuromusculares de ratos (DE PAULA
RAMOS et al.,, 2014). Os resultados obtidos com as associacdes foram
individualmente comparados (teste t de Student, p<0,05) com neostigmina
isoladamente.
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Resultados e Discusséo

Nos experimentos em que as preparagdes receberam estimulos neurais com
frequéncia de 0.2Hz, as contracdes musculares se mantiveram estaveis,
apresentando a mesma amplitude do inicio (t=0min) até o término (t=60min)
do periodo de registro. De forma semelhante, quando foram aplicados
estimulos de 5 ou 50Hz, foram observadas apenas oscilagbes muito
discretas na razdo B/A (figura 1A) ao longo dos 5 estimulos, que né&o
ultrapassaram o percentual de 5% quando comparadas com a razéo
controle, sendo consideradas oscilacdes normais das respostas contrateis.
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Figura 1: Auséncia de variagédo significativa da razdo (R=B/A) em preparacfes nervo
frénico-diafragma isolado de camundongos submetidas a estimulos neurais de 5Hz (A) ou
50Hz (A e B) durante 10s. A - experimentos controle (livre de drogas) e B na auséncia ou

presenca do antagonista nicotinico neuronal (hexametdnio — HEXA, 120 uM), do
antagonista muscarinico M, (pirenzepina - PZP, 10nM) ou do antagonista muscarinico M,
(metoctramina — MTC, 0,1 uM). Resultados nao foram diferentes do controle (p>0,05,
teste t Student, n= 3-5).

Nos experimentos em que foram investigadas as acdes do hexametonio, da
pirenzepina e da metoctramina, nao foram observadas diferencas
significativas na razdo B/A (figura 1B). Tais resultados estdo em
concordancia com aqueles encontrados em preparagcbes neuromusculares
de ratos (BORNIA et al., 2009). Adicionalmente, hexametodnio foi capaz de
bloquear completamente a redugdo da R=B/A induzida por neostigmina
(figura 2A), enquanto que metoctramina apresentou uma tendéncia a
acentuar (figura 2B) a reducdo da R=B/A induzida pelo anticolinesterasico.
Esses resultados se assemelham aqueles encontrados em preparacdes de
ratos (DE PAULA RAMOS et al, 2014) e, portanto, confirmam que
hexametbnio e metoctramina estdo apresentando seus efeitos antagonistas
sobre seus respectivos receptores Nn e M,. Os motivos que fazem com que
esses antagonistas interfiram nos efeitos da neostigmina fogem do escopo
deste trabalho e podem ser observados no estudos de DE PAULA RAMOS
et al. (2014).

Adicionalmente, foi observado que pirenzepina também ocasionou uma
reducdo significativa nos valores de A, na ordem de -10,09+2,96% (n=3,
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dados ndo mostrados), resultado este que também foi encontrado em
experimentos com ratos (queda do valor de A de 12.5 + 0.1%, n=4, BORNIA
et al., 2009), deixando claro o seu efeito antagonista seletivo sobre
receptores muscarinicos M.
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Figura 2: Efeito do hexametbnio (HEXA, 120uM - A) e da metoctramina (MTC 0,1uM — B)
na porcentagem (%) de reducéo nos valores de R induzido por neostigmina (NEO, 0.15 uM)
em preparacdes nervo frénico-diafragma isolado de camundongos indiretamente
estimuladas com frequéncia de 50Hz. Altura das colunas indica média + EPM. * valores
diferentes (P<0.05) do controle (C; Tyrode livre de drogas,) (teste t Student, n=5) ** valores
diferentes (P<0.05) da NEO separadamente (teste t Student, n=3-5).

Conclusbes

O laboratério de neurofarmacologia das transmissdes periféricas esta apto a
fazer seus estudos neuromusculares utilizando também a preparacao nervo
frénico-diafragma isolado de camundongos, uma vez que encontram-se ja
padronizadas as curvas controles para os experimentos de baixa (0,2 e 5Hz)
e alta (50Hz) frequéncias de estimulacdo, além das curvas controles com o0s
antagonistas nicotinico neuronal, muscarinico M; e muscarinio Ma.
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