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Resumo:

Na juncao neuromuscular, duas enzimas catalisam a hidrolise da acetilcolina
liberada pelo neurdnio motor. a acetilcolinesterase(AChase) e a
butirilcolinesterase(BChase). O objetivo deste trabalho foi investigar os
efeitos do bloqueador seletivo e irreversivel para a BChase, iso-OMPA, na
transmissao neuromuscular de preparacdes nervo frénico-diafragma isolado
de camundongos, submetidas a estimulos neurais tetanizantes (50Hz, 5s).
As amplitudes da tensdo tetanica inicial (A) e tensdo tetanica final (B)
registradas na auséncia de drogas foram comparadas (teste t Student,
p<0.05) com aquelas registradas na presenca de iso-OMPA isolado ou
associado com hexametdbnio, MLA ou ZM241385, respectivamente,
bloqueadores dos receptores nicotinicos a3p2 e alfa-7 e de adenosina A2A.
Iso-OMPA induziu um significativo aumento da amplitude de B, que nao foi
alterado pela administracdo prévia de hexameténio. Demonstrando a nao
participacdo dos receptores nicotinicos a3B2 nos efeitos do iSOOMPA.
Contudo, a administracdo prévia de MLA ou de ZM241385 foi capaz de
reduzir o efeito facilitatério do iso-OMPA. Tais resultados nos permitem
concluir que a inibicdo exclusiva da BChase por iso-OMPA induz efeitos
facilitatérios na transmissdo neuromuscular com a participacdo dos
receptores alfa-7 das células de Schwann peri-sinapticas e dos receptores
de adenosina facilitatorios A2A do terminal nervoso motor.

Introducéo

A acetilcolina (ACh) é o neurotransmissor responsavel pela transmisséo
neuromuscular. Contudo, outras moléculas tém papel importante na
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eficiéncia dessa sinapse, como a adenosina. Receptores para adenosina
estdo no terminal nervoso motor, podendo regular positivamente (receptores
A2A) ou negativamente (receptores Al) a liberacdo da ACh. Adicionalmente,
a prépria ACh pode modular sua liberacdo, por meio de receptores
nicotinicos a3B2 (aumodulacdo positiva) e muscarinicos M1(aumodulacéo
positiva) e M2(aumodulacao negativa) presentes no neurénio motor (ALVES-
DO-PRADO, 2015).

O término da transmissdo neuromuscular se da com a hidrolise da ACh,
catalisada principalmente pela acetilcolinesterase (AChase). Farmacos que
inibem a AChase, como a neostigmina(NEO), tém grande interesse clinico.
Entretanto, a NEO, além de sua atividade anticolinesterasica, tambéem
possui atividade agonista nicotinica (PAULA-RAMOS et al., 2014) e uma
capacidade para bloguear a butirilcolinesterase (BChase), outra enzima
presente na juncao neuromuscular, também capaz de hidrolisar a ACh.
Estudos que buscam elucidar os efeitos da inibicdo exclusiva da BChase séo
de grande importancia, pois, a partir do conhecimento desses efeitos
isolados, € possivel avancar na compreenséo da real interferéncia da NEO
na transmissao neuromuscular. Assim, o objetivo do presente trabalho foi
investigar os efeitos do bloqueador seletivo para a BChase (iso-OMPA) na
transmissao neuromuscular de camundongos submetida a estimulos
tetanizantes (50Hz).

Materiais e métodos

Essa pesquisa foi aprovada de CEUA-UEM (n° 6143270619). Camundongos
Swiss (35-40g) sofreram eutanasia em camara com isoflurano. O
hemidiafragma esquerdo, juntamente com o nervo frénico, foi isolado e
depositado em uma cuba de vidro contendo tyrode (35°C e aerado com
carbogénio) e conectado a um transdutor para registro das contragoes
musculares. O nervo frénico recebeu estimulos elétricos (50Hz, 5 s), a cada
20 minutos. Quando o perfil do tétano se apresentava estavel, o mesmo era
considerado o tétano controle e, seguida, eram aplicados mais 4 tétanos.
Faltando 5 minutos para o 2° tétano era administrado tyrode (experimentos
controles) ou iso-OMPA. Nos experimentos com associacdo, o inibidor do
receptores nicotinicos pré-sinapticos a3B2 (hexametdnio; 120uM), dos
receptores nicotinicos alfa-7 (MLA; 40nM) ou dos receptores de adenosina
A2A (ZM241385; 10nM) foi administrado 20 minutos antes do iISOOMPA.

Os parametros avaliados foram: amplitude da tensao tetanica inicial (A) e
tensao tetanica final (B) (fig. 1). Foi feita uma curva concentragéo-resposta
com iso-OMPA, sendo escolhida a concentracéo de (50uM). Os dados foram
analisados por teste t de Student (p<0,05).
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Resultados e Discussao

A figura 1 apresenta um registro miografico tipico de um hemidiafragma de
camundongo sob estimulo tetanizante (50Hz, 5s), na auséncia de drogas
(controle) e apds 45 minutos da administracdo do iso-Ompa. O inibidor da
BChase induziu um expressivo aumento de B(~50%), sem interferir de forma
significativa nos valores de A (figs. 1 e 2). A administracdo prévia de
hexametonio ndo alterou (p>0,05) os efeitos do iso-OMPA(fig 2),
demonstrando que os receptores nicotinicos pré-sinapticos provavelmente
ndo tém participacdo nos efeitos do butirilcolinesterasico. Por outro lado, a
inibicdo dos receptores alfa-7 ou dos receptores A2A por MLA e ZM,
respectivamente, foi capaz de reduzir (p<0,05) o aumento de B induzido pelo
iso-OMPA (fig. 2).

Na juncdo neuromuscular, a BChase encontra-se principalmente ancorada
na membrana das células de Schwann perisinapticas. Receptores
nicotinicos alfa-7 também estdo presentes em tal membrana. Nossos
resultados, apoiados em resultados prévios de nosso laboratorio (Noronha-
Matos et al., 2020), sugerem gque o excedente de moléculas ACh, resultante
da inibicho da BChase pelo iso-OMPA, ativaria os receptores alfa-7 das
células de Schwann perisinapticas que, por sua vez, induziriam um aumento
de Ca'" intracelular, levando a liberacdo de adenosina por estas células.
Uma vez liberada, a adenosina ativaria seus receptores do subtipo A2A
presentes no terminal nervoso motor, aumentando a liberacdo de ACh, que é
visualizado no registro miografico por meio do aumento da tenséo tetanica
final registrado nos nossos experimentos (fig.1).
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Figura 1 —Exemplos de registros miograficos dos perfis das contracdes tetanicas de
preparacdes neuromusculares de camundongos induzidas por estimulos neurais (50Hz, 5s),
em tyrode livre de drogas (controle) ou 45 min apds a administracao de iSO OMPA (50uM).
Valores da tenséo tetanica inicial (A) e tensao tetanica final (B) foram os parametros
analisados, os quais foram medidos conforme apresentado na figura a esquerda.
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Figura 2 — A: Influéncias do bloqueio dos receptores: nicotinicos a3p32 e a-7, e de
adenosina A2A induzido, respectivamente, por Hexameténio (HEXA; 120uM; n=4), MLA
(40nM, n=3) e ZM241385 (ZM;10nM, n=2) nas alteracfes dos valores da tenséo tetanica

inicial (A) e final (B) (% do controle) causadas por iso-OMPA (50uM, n=5) em preparacdes
neuromusculares de camundongos recebendo estimulos neurais de 50 Hz. B — Estéo
destacadas as alterac@es nos valores de B 45 min apds a adicdo de iso-OMPA de forma
isolada ou associada. Pontos e barras representam média + EPM. * valores diferentes
(p<0.05) do controle. **valores diferentes (p<0,05) de iSoOMPA isolado. Teste t Student.

Conclusbes

E possivel concluir que a inibicédo exclusiva da BChase por iso-OMPA induz
efeitos facilitatorios na transmissdo neuromuscular com a participacdo dos
receptores alfa-7 das células de Schwann peri-sinapticas e dos receptores
de adenosina facilitatérios A2A do terminal nervoso motor.
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