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SUMARIO

Em condi¢bes em que o contetdo quéantico inicial é baixo, ou normal, a
adenosina enddgena extracelular inibe a transmissdo neuromuscular, e desta
forma regula indirectamente a contractilidade muscular. Este nucledsido €
inactivado ao nivel da juncdo neuromuscular por um sistema de recaptacao
sensivel ao dipiridamol. Os nucle6tidos da adenosina, em particular o ATP,
apos hidrolise pela ecto-5'-nucleotidase, contribuem para a producdo de
adenosina endbgena que modula a transmissdo neuromuscular. O
reconhecimento da existéncia de uma "nova" substdncia enddgena como
agente neuromodulador, e a intervencdo sobre este neuromodulador, podera
contribuir para compreender a fisiopatologia de situacdes que ocorrem a nivel
da juncdo neuromuscular, nomeadamente sindromas miasténicos e miastenia
gravis.

INTRODUCAO

As purinas (e.g. ATP) sdo libertadas das termina¢6es nervosas motoras apos estimulagédo
nervosa (1) e/ou pos-sinapticamente em resultado da contraccdo muscular (2). O ATP, aplicado
do lado externo da membrana das fibras musculares esqueléticas, é desprovido de qualquer ac¢édo
directa na contractilidade. No entanto, uma accao indirecta na contracgdo pode ser detectada
apos a sua aplicacdo a preparacdes de masculo esquelético inervado de mamifero (diafragma de
rato) ou de anfibio (costureiro de rd). Nestes casos, 0 ATP, em concentracGes semelhantes as
calculadas como sendo libertadas, reduz a transmissdo neuromuscular (3). Esta acgdo esta
aparentemente confinada as terminacfes nervosas motoras, dado que a amplitude média dos
potenciais miniatura de placa motora ndo é afectada por este nucleétido (4).

A reducdo da libertacdo de neurotransmissores pelo ATP e, em particular pelo seu
metabolito, a adenosina, tem sido estudada utilizando uma grande variedade de sinapses (para
revisdes ver 5-7), e parece estar relacionada com a reducdo causada por estas substancias na
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concentracdo de calcio intracelular necessario para activar o processo de libertacdo dos
neurotransmissores (8-12).

AccOes pré-sinapticas da adenosina (4,13) parecem envolver receptores da adenosina
especificos, sensiveis as xantinas e localizados extracelularmente (14), os quais. em
consequéncia de ndo seguirem o perfil caracteristico dos subtipos Al e A2 dos receptores da
adenosina, poderdo pertencer a um terceiro subtipo j& proposto com a designacao de A3 (15).

Por outro lado, a adenosina poderd ser um factor de agravamento das situacdes de
alteracdo da transmiss@o neuromuscular que se assemelham quer a sindromas miasténicos quer a
miastenia gravis, uma vez que a adenosina aplicada exogenamente possui um efeito inibitorio
pronunciado na transmissdo neuromuscular quando a depressdo inicial pelo magnésio (bloqueio
pré-sinaptico) ou pela tubocurarina (bloqueio pos-sinaptico) é aproximadamente 30% (16,17). E
sabido que na placa motora de miasténicos o numero de canais abertos pela acetilcolina esta
reduzido em cerca de 30% e que 0 numero de receptores colinérgicos pds-juncionais esta
igualmente reduzido na mesma proporgao (18).

O envolvimento da adenosina enddgena na transmissdo neuromuscular poderia ser
claramente definido se fosse possivel estabelecer as seguintes evidéncias experimentais: a) que a
adenosina desaminase, enzima que degrada a adenosina em inosina (19) tem um efeito
excitatdrio na transmissdo neuromuscular; b) que as metilxantinas, antagonistas do receptor da
adenosina na juncdo neuromuscular (14), podem facilitar a transmissdo neuromuscular; c) que o
dipiridamol, um blogueador da recaptacdo de adenosina (e.g. 20), tem uma accdo inibitoria, na
transmissdo neuromuscular e é capaz de potenciar accao inibitoria da adenosina exogena. Assim,
nas seccOes seguintes far-se-4 uma descricdo, ainda que resumida, das evidéncias experimentais
que permitem concluir sobre o papel neuromodulador das purinas na transmissdo neuromuscular
e indirectamente na contractilidade muscular. Dado que ocorre libertacdo de ATP a nivel da
placa motora (1,2) e que o ATP pode ser hidrolisado em adenosina no espaco pericelular através
de ecto-ATPases (21, 22), seguida da accdo da ecto-5'-nucleotidase (23), é também de interesse
saber em que medida o efeito neuromodulador do ATP depende da sua hidrélise em adenosina.

ENVOLVIMENTO DA ADENOSINA ENDOGENA NA TRANSMISSAO
NEUROMUSCULAR

A adenosina desaminase aumenta a amplitude e o contetdo quéantico dos potenciais de
placa motora (e. p. ps). O efeito excitatério desta enzima na transmissdo neuromuscular,
observado quer em condicbes de contetdo quantico baixo (preparacdes paralisadas a nivel pré-
juncional com magnésio) (24) quer em condicBGes de conteldo quantico elevado (preparacdes
paralisadas a nivel pds-juncional com tubocurarina) (25), parece ser uma consequéncia da sua
capacidade de inactivar a adenosina enddgena existente na juncdo neuromuscular. A evidéncia
experimental que apoia esta ideia €: a) a accao da adenosina desaminase na amplitude dos e.p.ps
é prevenida pelo inibidor da sua actividade enzimatica, eritro-hidroxi-nonil-adenina (EHNA); b)
a inosina, produto da desaminagdo da adenosina, é virtualmente inactiva na transmissao
neuromuscular; ¢) a adenosina desaminase previne totalmente o efeito inibitério da adenosina na
transmissdo neuromuscular, ndo afectando contudo o efeito inibitorio da 2-cloroadenosina,
analogo da adenosina resistente a desaminacao (24, 25).

Comparando o efeito excitatorio da adenosina desaminase com o efeito inibitério da
adenosina na amplitude dos e.p.ps, pode-se estimar que a concentracdo de adenosina enddgena
junto das terminac6es nervosas motoras € aproximadamente 12 uM (25). Assumindo que a fenda
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sinaptica tem cerca de 450 um3 de volume (26), a quantidade de adenosina presente serad
aproximadamente 5,4 x 10-18 moles. De interesse notar que a quantidade de ATP libertada por
impulso nervoso, conjuntamente com a acetilcolina na juncdo neuromuscular, é da mesma ordem
de grandeza (aproximadamente 3,7 x 10-18 moles) (1).

Outro aspecto que evidencia a presenca de adenosina enddgeno extra celular na placa
motora é a observacdo de que os antagonistas do receptor da adenosina, 8-fenilteofilina (8-PT) e
teofilina (14), facilitam a transmissdo neuromuscular (25). Embora alguns autores tenham
interpretado a accdo excitatoria da teofilina na transmissdo neuromuscular em termos da sua
capacidade em inibir as fosfodiesterases (27,28; ver porém 13), o aumento na amplitude dos
e.p.ps causado por concentracbes micromolar de 8-PT e teofilina parece estar relacionado com o
seu comportamento como antagonistas do receptor da adenosina e ndo com a inibicdo das
fosfodiesterases, ja que: a) as concentracdes de 8-PT e teofilina que facilitam a transmissao
neuromuscular (25) séo inferiores as necessarias para inibir as fosfodiesterases (29); b) a 8-PT é
menos potente que a teofilina como inibidor das fosfodiesterases (29), é mais potente que a
teofilina como antagonista do receptor da adenosina na jungdo neuromuscular (14) e é mais
potente que a teofilina como facilitador da transmissdo neuromuscular (25); c¢) a
isobutilmetilxantina, um potente inibidor das fosfodiesterases (29, 30) que ndo se comporta
como antagonista do receptor da adenosina na juncdo neuromuscular de ra (14) néo facilita, pelo
contrario, inibe a transmissdo neuromuscular (25).

INACTIVACAO DA ADENOSINA NA.JUNCAO NEUROMUSCULAR

Dois mecanismos de inactivacdo da adenosina tém sido propostos: a inactivagao
enzimatica por desaminacdo em inosina e a recaptacao pelas células através de um processo de
difusdo facilitada (e.g. 20). O primeiro ocorre principalmente no citoplasma, enquanto a
adenosina presente no espaco pericelular e em grande parte inactivada por recaptacdo (19). O
inibidor da adenosina deaminase, EHNA, ndo afecta consideravelmente a transmissao
neuromuscular, enquanto o bloqueador da recaptacdo de adenosina, dipiridamol, inibe a
amplitude dos e.p.ps (25). Numa concentragdo virtualmente desprovida de efeito na amplitude
dos e.p.ps, o dipiridamol poténcia a accao inibitoria da adenosina na transmissdo neuromuscular,
mas ndo afecta a accdo inibitéria da 2-cloroadenosina (25), um andlogo da adenosina
dificilmente captado pelas células (e.g. 31). Estes resultados sugerem que a inactivacdo da
adenosina na jungdo neuromuscular se processa por recaptacéo.

CONTRIBUICAO DO ATP PARA OS NIVEIS DE ADENOSINA ENDOGENA
EXTRACELULAR QUE MODULA A TRANSMISSAO NEUROMUSCULAR

O o, B-metileno ATP, um analogo do ATP que ndo é susceptivel de ser metabolizado em
adenosina (32) e inactivo na transmissé@o neuromuscular, enquanto que o B, y-metileno ATP, que
¢ metabolizado em adenosina, imita a accdo inibitoria deste nucledsido na transmissao
neuromuscular (25). Estes factos, tomados em conjunto com a observacdo de que a adenosina é
equipotente com o ATP a inibir a transmissédo neuromuscular (4), sugerem que o efeito inibitdrio
do ATP na transmissdo neuromuscular depende da sua hidrdlise prévia em adenosina, sendo o
ATP rapidamente metabolizado em adenosina no meio extracelular. A apoiar esta ideia estéo
também as observagdes de que o o, f-metileno ADP, um inibidor da 5'-nucleotidase (33) previne
o efeito inibitdrio do ATP na transmissdo neuromuscular e aumenta a amplitude dos e.p.ps (25).
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Se o ATP é hidrolisado em adenosina na juncao neuromuscular, € provavel que o ATP libertado
ao nivel da fenda sindptica quer pré-sinapticamente (1) quer pos-sinapticamente em
consequéncia da contrac¢do muscular (2) contribua para os niveis de adenosina endogena que
modulam a transmissdo neuromuscular.

O aumento causado pelo o, B-metileno ADP na amplitude de e.p.ps de preparacfes
curarizadas € cerca de 49% do aumento causado pela adenosina desaminase nas mesmas
condicdes experimentais (25). Se o efeito excitatério do o, B-metileno ADP na transmissdo
neuromuscular resulta da sua propriedade inibitdria da 5'-nucleotidase, pode-se estimar que 0s
nucleotidos da adenosina presentes endogenamente na fenda sinaptica contribuem pelo menos
com 40% a 50% para os niveis de adenosina endégena que modula a transmissao neuromuscular
(25). Este valor podera ser subestimado se nem toda a actividade ecto-5'-nucleotidasica estiver
inibida pelo o, B-metileno ADP (cf. 34, 35).

CONCLUSOES

Em concluséo, o facto de a adenosina desaminase e 0s antagonistas do receptor da
adenosina na juncdo neuromuscular terem um efeito excitatério, e de o bloqueador da recaptacao
da adenosina, dipiridamol, ter um efeito inibitério na transmissdo neuromuscular, sugerem que
ao nivel da juncdo neuromuscular existe endogenamente adenosina em quantidades suficientes
para inibir tonicamente a transmissdo neuromuscular e que a adenosina enddgena € inactivada
por recaptacdo. Os resultados obtidos com o o, B-metileno ADP indicam que o ATP pode
contribuir com pelo menos 40% a 50% para a reserva de adenosina endégena que modula a
transmissdo neuromuscular. Pode, portanto, deduzir-se que outra substancia além da acetilcolina,
a adenosina, existe endogenamente ao nivel da juncdo neuromuscular participando nos processes
de transmissdo que ai decorrem, com a seguinte sequéncia funcional: libertacdo de ATP para a
fenda sinaptica; sua metabolizacdo em adenosina, que inibe tonicamente a transmissao
neuromuscular, constituindo este processo um mecanismo de regulacdo da contractilidade
muscular. Em condi¢des em que a transmissdo neuromuscular esteja parcialmente inibida quer
pré-juncionalmente, no caso de sindromas miasténicos, quer pés-juncionalmente, no caso da
miastenia gravis, a modulacdo causada pela adenosina poderd constituir um factor de
agravamento de tai situacdes.

SUMMARY

In conditions in which the initial quantal content is assumed to be low or
normal, endogenous adenosine inhibits neuromuscular transmission and in
this way regulates indirectly muscle contractility. This nucleoside is
inactivated at the neuromuscular junction through a dipyridamole-sensitive
uptake process. Released adenine nucleotides, in particular ATP, after being
hydrolysed by ecto-5-nucleotidase, might contribute to the pool of
endogenous adenosine which modulates neuromuscular transmission. The
finding that another endogenous agent, besides acetylcholine, is involved in
neuromuscular transmission, together with the possibility of interfering with
the levels of this neuromodulator, might contribute to understand the
physiopathology of some neuromuscular dysfunctions, namely myasthenic
syndromes and myasthenia gravis.
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