ALTERACOES FUNCIONAIS DA JUNCAO NEUROMUSCULAR
PROVOCADAS EM RATOS PELA ADMINISTRACAO DIARIA
E PROLONGADA DE UM AGENTE CURARIZANTE

ANTONIO CARLOS ZANINI *

Hipersensibilidade a acetilcolina desenvolve-se na membrana do musculo
estriado, seja como efeito da desnervacao ® 22, seja pela administracio repe-
tida e prolongada de drogas que bloqueiam a transmissdao do influxo ner-
voso ao nivel da junc¢do neuromuscular 10,

Alteracoes funcionais da placa terminal sado também encontradas na
miastenia grave, afeccido na qual ocorre diminuicdo da resposta muscular ao
estimulo nervoso normal e maior sensibilidade a4 acao dos agentes curari-
zantes 2, 4.6, 7,8,12,13 com caracteristicas morfofisiolégicas ja entrevistas 11,
16,27 Embora tenha sido demonstrada a presenca de substancias com ati-
vidade curarizante no séro de pacientes miasténicos 14, 18, 20, 21, 25 ajnda néo
se conseguiu esclarecer o papel desempenhado por estas substancias7.

No presente trabalho tentou-se reproduzir, em ratos, um quadro seme-
thante ao da miastenia grave, administrando didriamente o dimetiléter da d-
tubocurarina, em doses pequenas, a fim de se verificar se o bloqueio parcial
e repetido da placa motora poderia induzir alteracdes funcionais persisten-
tes. Procurou-se, outrossim, averiguar se ocorreria, com éste método, um
aumento da suscetibilidade dos animais a acdoc do mesmo bloqueador da
juncao neuromuscular.

MATERIAL E METODOS

A ratos adultos, machos, com péso médio de 180 g, foi administrado durante 8
semanas, uma vez por dia, o iodeto do dimetiléter da d-tubocurarina (DMT)**, pela
via intraperitoneal (i.p.). Foram utilizados 30 animais, divididos em 3 lotes. Os
ratos do primeiro lote foram submetidos a dose de 5,5 gama/kg/dia; no segundo
lote, foi utilizada a dose de 16,6 gama/kg/dia; ao ultimo lote, contréle, foi admi-
nistrado séro fisiolégico. O volume injetado foi sempre 1 ml. Tais doses foram
escolhidas apds testes preliminares comportando variacdo mais ampla da posologia
(5,5 a 22,2 gama/kg i.p.) e do esquema de administracao.

A fim de se avaliar o grau de bloqueio da juncido neuromuscular, estabeleceu-se
uma série de provas de forca muscular. O método baseou-se na capacidade do ani-
mal suportar o seu préprio péso em condi¢cbes diversas, que receberam graus varia-
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veis de 0 a 5 (fig. 1): grau 0 — o rato sobe num bastdo colocado qual barra fixa,
conseguindo elevar o seu péso com as patas dianteiras; grau I — o rato ndo con-
segue subir no bastdo, mas néle se mantém seguro no maximo por um minuto;
grau 2 — o animal cai do bastdo antes de decorridos 5 segundos, ndo conseguindo
suportar o seu péso com as patas dianteiras; grau 3 — o rato cai de uma grade co-
locada em posicdo vertical, condicio em que utiliza as 4 patas para sustentar todo
0 seu péso: graw 4 — o animal cai da grade em inclinacdo de 46°, apenas supor-
tando, nesta posicido, uma parte do seu péso; graw 5 — 0O rato permanece deitado,
nao conseguindo locomover-se no plano horizontal.

Os graus de forca acima descritos foram também estabelecidos nos testes pre-
liminares, nos quais as medidas de forca muscular eram feitas diariamente antes
da injecdo e entre 10 a 30 minutos apés a administracdo do agente curarizante.
Mediante éstes ensaios iniciais, verificou-se que o melhor periodo para a avaliacédo
da forca muscular dos animais era entre 15 e 20 minutos apoés a injecdo da droga
e que tais determinacdes de {0rca poderiam ser feitas apenas uma vez por semana,
ao invés de diariamente.

Fig. 1 — Awvwaliacdo em graus, da férca muscular de ratos submetidos
a administracdo do iodeto do dimetiléter da d-tubocurarina (i.p.):
0 — o rato sobe no bastdo; 1 — o animal ndo consegue subir no
bastdo, a éle se mantendo seguro nmo mdximo por 1 minuto; 2 — o
rato cai do bastdo antes de decorridos 5 segundos; 3 — o rato cai
de uma grade colocada em posicdo vertical; 4 -— o animal cai dua
grade em dngulo de 45°; 5 — o rato ndo consegue locomover-se no

plano horizontal.
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Todos os resultados foram submetidos & andilise de variancia e ao teste de con-
traste de Tukey 2.

RESULTADOS
Os resultados da administracio didria e prolongada do DMT foram avaliados

de acéordo com o método descrito, pelo confronto da férca muscular antes e apds a
injecdo intraperitoneal da referida substancia.

Animais .
0 1e 2e 3e 4 59 6¢ 7° 8e
1 0 0 0 0 0 0 0 1 1
2 0 o [ 0 0 0 0 1 0
3 0 1 0 0 1 0 0 1 1
4 ] 1 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 o 1 1
6 0 0 0 0 0 0 1 0 1
7 0 0 0 0 0 1 1 1 1
8 0 o 0 0 0 0 0 1 1
9 0 0 0 0 0 0 0 0 1
10 0 0 1 (0] 0 0 0 0 0
Médias 0 0,2 0,1 0 0,1 0,1 02 06 07
Quadro 1 — Medida da fér¢a muscular de ratos submetidos a administra¢do didria

e prolongada de 5,5 gama /kg/dia i.p. do iodeto do dimetiléter da d-tubocurarina,
determinada antes da injecdo da droga.

Fonte de variacdo S.Q. G.L. Q.M. F P
Entre tempos 6,162 8 0,770 6,26 0,01
Entre animais 0,556 9 0,062 0.50 —
Residuo 8,838 72 0,123

Total 15,556 89
Tabela 1 — Andlise da variGncia dos resultados expressos mo quadro 1. Legenda:

S.Q. = soma dos quadrados; G.L. = graw de liberdade; QM. = quadrado médio.
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Semanas

Animais

19 2e 3¢ 4o 5e 69 70 8e

1 0 1 0 1 (4] 0 1 1

2 0 0 1 1 (] 1 1 0

3 1 1 1 1 1 1 1 1

4 1 1 ¢ 0 1 1 1 1

5 0 1 1] 1 0 0 1 1

6 (0] 0 0 Q 0 1 1 1

7 0 ¢ 1 0 1 1 1 1

8 0 ] 0 0 0 1 1 1

9 ] 0 0 1] 0 1 0 1

10 0 1 1 1 0 1 0 1
Médias 0,2 0.5 04 05 03 08 08 09

Quadro 2 — Medida do bloqueio da juncdo nmeuromuscular provocado pelo iodeto do

dimetiléter da d-tubocurarina, na dose de 5,5 gama/kg. i.p., a avaliacdo sendo feita
15 minutos apds a injecdo da droga.

Fonte de variacdo S.Q. G.L. Q.M. F p.
Entre tempos 10,489 8 1,311 8,19 0,01
Entre animais 0,489 9 0,050 0,31 —
Residuo 11,511 72 0,160
Total 22,489 89
Tabeia ¢ — Andlise da varidncia dos resultados expressos mo quadro 2.

As medidas de f6r¢ca muscular antes da injecdo da droga, indicaram (quadro 1
e 3 e tabelas 1 e 3) diminuicdo progressiva e significante da férca muscular (p =
0,01). E de se notar, entretanto, que nos ratos submetidos & dose maior, Isto éi
de 16,6 gama/kg/dia, a fraqueza muscular manifestou-se mais precocemente do que
nos sob influéncia de 5,5 gama/kg/dia, além de ser mais acentuada a hipotonia.
Em correspondéncia com o efeito mais intenso. opbservou-se. em alguns casos, dimi-
nuicdo permanente da fenda palpebral.
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A medida da fér¢ca muscular, 15 minutos apés a injecao do DMT (i.p.), mostrou
que a dose de 5,5 gama/kg/dia ndo causa alteracao apreciavel nas determinacoes
iniciais. Com o decorrer da experiéncia, entretanto, essa mesma dose passa a pro-
duzir blogueio mensuravel (quadro 2 e tabela 2), sendo p = 0,01. A dose de 16,6
gama/kg, porém, causou bloqueio de intensidade variavel ja as primeiras determi-
nacdées. Em média, ésse bloqueio aumentou significativamente nas semanas seguin-
tes (quadro 4 e tabela 4), sendo p = 0,05. Comportamento peculiar teve um ani-
mal que, submetido a dose de 16,6 gama/kg, nao apresentou bloqueio apreciavel
ap6s a primeira administracao do curare; na segunda semana, contudo, essa mesma
dose causou blogueio neuromuscular completo, com morte por parada respiratoria.

Semanas

Animais

0 10 Qe 3¢ 4o 56 6o 70 8¢

1 0 0 0 0 0 0 0 0 1

2 0 1 1 aQ 1 1 1 1 1

3 0 0 0 0 1 1 0 1 1

4 0 0 0 0 1 0 0] 0 1

5 0 1 1 0 1 1 1 1 1

6 0 1 0 1 0 1 1 1 1

7 ] 0 0 4] 1 1 1 1 1

8 0] 0 0 1 1 1 1 1 1

9 0 0 4] 0 1 1 1 1 1
Médias 0 0,3 0,2 02 08 08 0,7 0,8 1

Quadro 3 — Medida da férca muscular de ratos submetidos & administracdo didria

e prolongada de 16,6 gama /kg/dia i.p. do iodeto do dimetiléter da d-tubocurarina,
determinada antes da injecdo da droga.

Fonte de wvariac(o S.Q. G.L. Q.M. F, p.
Entre tlempos 8,395 8 1,049 8,59 0,01
Entre animais 3,950 8 0,494 4,04 0,05
Residuo 7,828 64 0,122

Total 20,173 80

Tabela 8 — Andlise da varidncia dos resultados expressos mo quadro 8.
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Fig. 2 — Medida da férca muscular de ratos submetidos

& administracdo do iodeto do dimetiléter da d-tubocurarina
(i.p.). Em A, ratos submetidos & dose de 5,5 gama/kg/dia;

em B, ratos submetidos & dose de 16,6 gama/kg/dia. As
linhas inferiores correspondem as medidas antes da inje-
¢do do DMT, ao passo que as superiores indicam as me-

didas obtidas 15 minutos apds a injecdo do DMT.
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Com o prosseguimento da experimentacdo, observou-se uma diferenca entre os
dois lotes de animais submetidos & aciao do DMT. Enquanto os ratos que recebiam
55 gama/kg/dila apresentaram um aumento significativo, embora discreto, da in-
tensidade do bloqueio neuromuscular (fig. 2-A, quadros 1 e 2), os quc recebiam
16,6 gama/kg/dia apresentaram, a partir da 5+ semana, uma diminuicdo progres-
siva e significante do efeito inibidor da droga (fig. 2-B, quadros 3 e 4).

Animais — -

0 1e 2¢ 30 40 590 6¢ 7e 8

1 0 4 4 4 4 0 3 4] 2

2 1 4 4 5 3 4 1 3 3

3 1 4 5 4 4 1 4 1 3

4 3 3 4 1 4 0 3 3 2

5 3 3 4 5 1 4 3 3 3

6 1 4 4 4 4] 4 3 3 1

7 0 2 4 1 4 4 1 3 1

8 1 1 3 4 4 4 1 3 1

9 1 3 1 4 4 4 2 2 3
Médias 12 31 34 36 31 31 23 23 21
Quadro 4 — Medida do bloqueio da juncdo mneuromuscular provocado pelo iodeto

do dimetiléter da d-tubocurarina, na dose de 16,6 gama/kg i.p., a avaliacdo sendo
feita 15 minutos apos a injecdo da droga.

Fonte de variac¢do S.Q. G.L. QM. F. P.
Entre tempos 44,691 8 5,586 3.38 0,05
Entre animais 11,580 8 1,447 0,87 —
Residuo 108,724 64 1,652 —_ —

Total 162,025 80 — —_ —

Tabela § — Andlise da vari@ncia dos resultados expressos no quadro 4.
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No lote-contréle de animais recebendo diariamente 1 ml de solucdo cloretada
isoténica nédo se observou alteracdo do comportamento, salvo alguns raros casos em
que a forca muscular baixou para o grau 1 (quadro 5 e tabela 5).

Semanas

Animais

1¢ 20 3¢ 4@ 5e 6e 7 8¢

1 0 0 0 o] 0 0 0 0

2 1 0 0 0 0 0 (4] 1

3 0 0 0 1] 1] 0 0 0

4 0 0 0 0 0 1 0 0

5 0 0 0 0 0 0 1 0

6 (¢} 0 0 0 0 0 0 0

7 0 0 0 0 1 0 0 0

8 0 0 0 0 0 0 0 0

9 0 0 0 (o] 0 0 0 0

10 0 0 0 1 1 0 0 0
c1 0 0 0,1 0,2 0,1 0,1 9,1
Quadro 5 — Medida da forca muscular de ratos submetidos a administracd@o pro-

longada e didria de 1 ml/dia i.p. da solucdo isotdonica de cloreto de sédio, determi-
Os resultados obtidos 15 minutos apds a injecdo
da solucdo isoténica de cloreto de sodio foram idénticos aos observados antes da
administracdo dessa solugdo.

nada antes da inje¢do da solucdo.

Fonte de wvariacdo S.Q. G.L Q.M. F. p
Entre tempos 0,400 8 0,050 0,60 —
Entre animais 0,889 9 0,099 1,12 —_
Residuo 6,000 72 0,083

Total 7,289 89

Tabela 5 — Andlise da varidncia dos resultados expressos mo quadro 5.
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COMENTARIOS

A diminuicdo da forca muscular apresentada por ratos submetidos a ad-
ministracdo prolongada e diaria do DMT, avaliada quando ja cessou a ati-
vidade curarizante dessa droga, e a maior sensibilidade que os animais de-
senvolvem a acdo bloqueadora do DMT podem ser relacionadas com o apa-
recimento de alteracdes funcionais provocadas pela agido repetida dessa subs-
tancia sébre a jun¢ido neuromuscular.

Os resultados obtidos com a administracdo das doses de 5,5 gama/kg/dia
e 16,6 gama/kg/dia foram semelhantes nos dois lotes de animais, no que
concerne a diminuicdo da fér¢ca muscular, avaliada 24 horas apdés a injecao
i.p. do DMT. Entretanto, a suscetibilidade a acao curarizante do DMT, de-
terminada logo apés a injecdo, mostrou um comportamento diverso désses
dois lotes: enquanto a dose de 5,5 gama/kg causou um aumento progressivo
do blogueio neuromuscular nas 8 semanas de experimentacdo (fig. 2-A), o
efeito inibidor provocado pela dose de 16,6 gama/kg aumentou no inicio,
mas diminuiu significantemente apés a 5* semana (fig. 2-B).

Numa tentativa para explicagdo désses resultados, pelo menos dois fe-
némenos devem ser considerados: a) alteragbes pré-juncionais envolvendo
a formacdo e o mecanismo de liberagdo do mediador quimico?. 23; b) alte-

racoes da sensibilidade da placa terminal a acetileolina 1°. 22,

Assim, numa fase inicial, a acido repetida do DMT soébre a placa ter-
minal, impedindo a atividade normal do mediador quimico, provocaria dimi-
nuicdo da sensibilidade da placa terminal & acetilecolina e alteracdes pré-
juncionais ao nivel da terminacfio nervosa, o que explicaria a fraqueza mus-
cular progressiva e a maior sensibilidade & acdo curarizante do DMT ob-
servada nos dois lotes de animais (fig. 2-A e 2-B).

Numa fase ulterior, observada sdmente no lote submetido & dose de 16,6
gama/kg quando os ratos apresentam bloqueio intenso da juncido neuromus-
cular (quadro 4 e fig. 2-B), desenvolver-se-ia uma hipersensibilidade do mus-
culo & acetilcolina por um fendmeno semelhante ao da “desnervacdo farma-
colégica” 1°, diminuindo em conseqiiéncia a sensibilidade dos animais a acédo
curarizante do DMT. Apesar desta menor suscetibilidade ao DMT, os ani-
mais continuam a apresentar fraqueza muscular, muito embora se pudesse
esperar uma melhora déste quadro, condicionada a hipersensibilidade da placa
motora a acetilcolina. Para explicar os resultados obtidos nesta fase da
experimentacado, pode-se admitir que as alteragbGes pré-juncionais na termi-
nacédo nervosa sao persistentes e independem da sensibilidade da placa a ace-
tilcolina.

O acumulo do DMT no organismo !> pode ter influido nos resultados.
Entretanto, a diminuicdo do bloqueio neuromuscular causado pela dose de
16,6 gama/kg numa fase em que era bastante acentuada a fraqueza dos
animais (fig. 2-B), sugere que, ao menos em parte, a administracio repe-
tida do DMT provoca alteracdes funcionais da juncdo neuromuscular que
independem da presenca do agente curarizante.
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Baseado nos resultados obtidos em condigbes experimentais, pode-se su-
por que o aparecimento da sintomatologia da miastenia grave esteja rela-
cionado com a presenca de substancias curarizantes no sangue. Estas subs-
tancias produziriam bloqueio neuromuscular discreto, porém constante, que
levaria a graus diversos de alteragées morfofisioloégicas, variaveis com a sus-
cetibilidade individual. A proposito ja se demonstrou 26, em ratos, que essa
suscetibilidade individual varia com a idade e o sexo.

Por outro lado, a melhora clinica obtida em miasténicos com a tera-
péutica pela curarizacdo prolongada 1.5 18 seria explicada pela hipersensibi-
lidade da placa terminal & acetilcolina, em virtude da “desnervacdo farma-
cologica”.

RESUMO

A ratos adultos, machos, foi administrado durante 8 semanas, uma vez
ao dia, o iodeto do dimetiléter da d-tubocurarina (DMT), pela via intra-
peritoneal, Os animais foram distribuidos em 3 lotes: os do 1.°, receberam
5,5 gama de DMT/kg/dia; os do 2.°, 16,6 gama/kg/dia; os do 3.° (contrdle),
1 ml da solucédo isotonica de cloreto de sdédio. A forga muscular dos ani-
mais foi avaliada uma vez por semana, de acérdo com o método descrito no
texto, antes e apds a injecdo intraperitoneal da referida substancia.

Com o decorrer da experimentacdo, observou-se que: a) houve dimi-
nuicdo significativa da forca muscular dos animais, avaliada apds esvaeci-
mento da atividade curarizante do DMT; b) a determinagdo da férca mus-
cular, feita logo apés a injecao, mostrou que a dose de 5,5 gama/kg/dia
provoca um aumento da suscetibilidade dos animais & acdo curarizante do
DMT; c¢) o efeito inibidor provocado pela dose de 16,6 gama/kg/dia de DMT
aumentou no inicio mas diminuiu significantemente apés a 5* semana, mui-
to embora houvesse uma progressiva diminuicio da forca muscular, suge-
rindo independéncia entre os dois efeitos. Com base nesses resultados, séo
discutidos alguns fendmenos que podem ocorrer na instalacdo e tratamento
da miastenia grave.

SUMMARY

Functional changes of the mewromuscular junction induced in rats by
a daily and prolonged ministration of a curare agent

Dimethylether of d-tubocurarine iodide (DMT) was administered daily,
by intraperitoneal route, to adult male rats during 8 weeks. The animals
were divided in three groups: the animals of the first group were given
5.5 gama/kg/day of DMT; those of the second group were given 16.6 gama/
kg/day; the rats of the 3rd (the control group), received 1 cm3 of isotonic
saline solution. The animals muscular force was evaluated once a week
right before and after intraperitoneal injection of the drug.

During the course of the trial, it was noted: a) a significant reduction
of the animals muscular force, evaluated after disappearance of the DMT
curarizing effect; b) measurements of muscular force, performed straight
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after the injection, showed that a 5.5 gama/kg/daily dose induced an in-
crease of the animals susceptibility to the blocking action of DMT; c¢) the
inhibitory effect induced by DMT 16.6 gama/kg daily dose increased at the
beginning but decreased significantly after the 5th week of the trial, despite
a progressive decrease in muscular force suggest independence of the two
effects. Based on these results, some of the phenomena that may occur at
the heginning and during treatment of myasthenia gravis are discussed.
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