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hemidiafragma de rato. A: antes da adicdo de procaina
(controle); B: 30 minutos apds a adigéo de procaina; C: 60

minutos apds a adigdo da procaina..............co

Efeito da lidocaina (20ug/mL) sobre os potenciais de placa
terminal em miniatura (PPTM) em preparagéo
hemidiafragma de rato. A: antes da adigéo de lidocaina
(controle); B: 30 minutos apos a adic¢o de lidocaina; C: 60

minutos apos a adicdo da lidocaina................
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RESUMO




Os anestésicos locais comumente empregados na pratica clinica podem interagir
com os bloqueadores neuromusculares e potencializar seus efeitos. Muitos
autores estudaram esta interag&o mas 0 mecanismo envolvido na potencializagao
do blogueio neuromuscular e a agéo dos anestésicos locais nos sitios pré e pds
juncionais ndo foram completamente elucidados. Neste trabalho através de
experimentos especificos na jun¢ao neuromuscular foram estudados os seguintes
parametros: o efeito dos anestésicos locais procaina e lidocaina na transmisséo
neuromuscular: a sua influéncia no blogueio neuromuscular produzido pela
d-tubocurarina e pelo rocurdnio; a eficacia da neostigmina e da 4-aminopiridina na
reversdo do bloqueio produzido pela associagéo anestésicos locais - blogueadores
neuromusculares; os efeitos dos anestésicos locais nos potenciais de membrana e
potenciais de placa terminal em miniatura. Avaliou-se também em preparagdes
diafragma de rato cronicamente desnervado e biventer cervicis de pintainho 0s
efeitos dos anestésicos locais na agdo contraturante da acetilcolina. Os resultados
foram expressos em médias e desvios padrao e analisados através dos testes de
Wilcoxon e Mann-Witney, adotando-se um nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
Nas preparagbes nervo frénico - diafragma de rato, sob estimulacio elétrica
indireta, os anestésicos iocais nas concentragoes empregadas, ndo alteraram a
amplitude das respostas musculares mas potencializaram os efeitos da d-
tubocurarina e do rocurénio.. Este blogueio foi parcialmente e totalmente revertido
pela neostigmina e pela 4-aminopiridina, respectivamente. A procaina ¢ a
lidocaina nac causaram alteracéo significativa nos potenciais de membrana, nao
demonstrando acdo despolarizante na fibra muscular. A procaina causou
diminuicdo na amplitude e na fregliéncia dos potenciais de piaca terminal em
miniatura (pptms) e a lidocaina, ao contrario, promoveu um aumento inicial na
frequéncia dos pptms seguida de bloqueio. Nas preparacdes biventer cervicis de
pintainho e diafragma de rato cronicamente desnervado, a procaina e a lidocaina
promoveram diminuigdo significativa na resposta contraturante da acetilcolina
evidenciando um efeito pés+uncional. Os resultados obtidos demonstram um

sinergismo entre as drogas devido principalmente a um efeito pds-juncional.
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Local anesthetics commonly used in clinical practice can interact with
neuromuscular blockers and potentiate their effects. Many authors studied this
interaction, but the mechanism involved in the potentiation of neuromuscular
blockers and the action of local anesthetics in the pre and postjunctional sites were
not completely elucidated. In this study, in specific experiments in the
neuromuscular junction the following parameters were studied: the effects of the
local anesthetics procaine and lidocaine in the neuromuscular transmission; its
influence on the neuromuscular blockade produced by d-tubocurarine and by
rocuronium; the efficacy of neostigmine and of 4-aminopyridine in the reversion of
the blockade produced by the association of local anesthetics - neuromuscular
blockers; the effects of local anesthetics on the membrane potentials and miniature

end - plate potentials.

It was also evaluated in chronically denervated rat diaphragm preparation and
chick biventer cervicis preparation the effects of local anesthetics on acetylcholine
contracture. The results were expressed in average and standard deviation and
analyzed through the Wilcoxon and Mann-Witney tests, adopting a level of
significance of 5% (p <0.05). In rat phrenic nerve diaphragm preparations under
indirect electric stimulation, local anesthetics in the concentrations used did not
change the amplitude of the muscle response but potentiated the effects of d-
tubocurarine and of rocuronium. This blockade was partially and totally reverted by

neostigmine and by 4-aminopyridine, respectively.

Procaine and lidocaine caused no significant alteration in the membrane potentials,
not demonstrating depolarizing action in the muscle fiber. Procaine caused a
decrease in the amplitude and frequency of the miniature end — plate potentials
(meps) and lidocaine, in contrast, promoted an initial increase in the frequency of
meps followed by blockade. In chick biventer cervicis preparations and chronically
denervated rat diaphragm, procaine and lidocaine promoted a significant decrease
in the response to acetylcholine contracture evidencing a post-junctional effect.
The resuilts obtained demonstrate a synergism among the drugs mainly due to a

postjunctional effect.
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1.1- Farmacologia dos anestésicos locais: Procaina e Lidocaina

Os anestesicos locais sao substancias capazes de bloquear, de forma
reversivel, os potenciais de agao responsaveis pela conducao nervosa. Bloqueiam
a conducdo do impulso nervoso reduzindo ou impedindo o grande e transitorio
aumento na permeabilidade das membranas excitaveis ao Na“, produzido por uma
discreta despolarizacéo da membrana. Esta acdo € decorrente de sua interacdo
direta com os canais de Na' voltagem dependentes (CATTERALL e
MACKIE, 1996).

Para RUBIN (1994), o anestésico local precisa penetrar na fibra
nervosa e em seguida, a forma cationica bloqueia os canais de sodio, evitando o
influxo deste ion, resultando em bloqueio da despolarizacdo da membrana. O
bloqueio € dependente da concentracao e termina quando esta atinge um nivel

abaixo do minimo critico.

Os anestésicos locais por serem pouco soluvels em agua sao
disponiveis para uso sob forma de sal (cloridrato) soltvel, resultante da reacao
entre uma amina (base fraca) e um acido forte (geralmente acido cloridrico). O sal
resultante se dissociara em cation e base, em proporgdes que dependeréao do pH
do meio e da constante de dissociacao da droga (pKa) (DUVAL NETO, 1984;
BIANCONI, 1998). Ambas as formas do anestesico local estao envolvidas no
processo total de penetracdo e bloqueio da condugao nervosa, sendo a forma
basica responsavel pela difusdo da droga através da membrana nervosa. Apos a
penetracdo, ocorre re-equilibrio entre as formas basicas e catidnicas, quando,
entdo, estas Ultimas deslocam os ions Ca™ dos sitios receptores lipoprotéicos,
localizados na superficie interna da membrana celular, bloqueando os canais de
sodio, decrescendo a permeabilidade a estes ions e inibindo a despolarizagéo da
membrana (BRAZ et al, 1983).

A maioria dos anestésicos locais se apresentam na forma de aminas
terciarias (raramente secundarias) e situam-se em duas categorias: amino-ésteres
ou amino-amidas. Estas drogas sao constituidas de uma porgcao aromatica unida
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por uma ligagdo éster (procaina) ou amida (lidocaina) a uma cadeia lateral basica,
e apresentam a seguinte estrutura molecular basica - Figura 1 (BIANCONI, 1998;
ALVES e GUANAIS, 2002).

R
O — C— X—— (CH)n — N
: : i \\
R,
grupo ligagao cadeia grupo
aromatico ester ou intermediaria amina
amida

Figura 1- Estrutura molecular dos Anestésicos Locais

Todos os trés componentes sao importantes determinantes da atividade
anestésica local da droga. A parte aromatica confere propriedades lipofilicas a
molécula, enquanto o grupo amina € responsavel pela hidrossolubilidade. A cadeia
intermediaria € importante em dois aspectos: o primeiro, mostra a separagao
espacial necessaria entre as extremidades lipofilicas e hidrofilicas; o segundo, a
ligacdo quimica entre a cadeia de hidrocarboneto central e a por¢gao aromatica
serve de base adequada para a classificagao da maioria dos anestésicos locais
em dois grupos, os ésteres (-COO-) e as amidas (-NHCO-) (YAGIELA, 1983).

Em 1905, EINHORN E BRAUN, relataram a sintese da procaina
(Figura 2), um éster do acido para-aminobenzdico. Substancia suficientemente
hidrossoluvel em solugao, possuindo uma margem de seguranca local e sistémica
aceitavel para uso em anestesia regional. Até meados do século XX, a maioria dos
compostos anestésicos locais era derivado do acido para-amenobenzéico, e
apresentavam como grande desvantagem a tendéncia de desencadear reacoes
alérgicas, ou tipo sensibilizacdo (STRICHARTZ e COVINO, 1993; MORGAN e
MIKHAIL, 2003).
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Figura 2- Estrutura molecular da procaina

Um grande avanco no estudo dos anestésicos locais ocorreu em 1943,
com a sintese da lidocaina (Figura 3) por LOFGREN. Consiste de uma amida
derivada do acido dietilaminoacético, que tem como grande vantagem, a auséncia
ou minima propriedade de causar reacdes de sensibilidade (COVINO, 1973;
STRICHARTZ e COVINO, 1993; MORGAN e MIKHAIL, 2003).

Comparada a procaina, a lidocaina tem efeito mais intenso, inicio mais
rapido, maior duracdo de acao, com poténcia e toxicidade duas vezes maior
(CARMICHAEL, 1991).

CH,
0 CoHs

Il /

CaHs
CH,

Figura 3- Estrutura molecular da lidocaina
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1.2- Efeitos dos anestésicos locais sobre a placa motora

Para alguns autores os efeitos diretos dos anestésicos locais sobre
placa mioneural, sdo questionados, no entanto admitem sua influéncia na agao
dos blogueadores neuromusculares nao despolarizantes, intensificando e
prolongando o blogueio ocasionado por estes agentes (CORBETT e
LORENZO, 1973). Isto pode dever-se a depressao da contragdo da fibra
muscular, em decorréncia da propriedade estabilizadora de membranas

excitaveis, apresentada por estas drogas.

BOWMAN et al (1970) relatou que os anestésicos locais estabilizam
todas as membranas potencialmente excitaveis, incluindo as células nervosas,
musculares e secretoras, além de bloquearem a condug&o por inibicdo do
aumento transitério na permeabilidade das membranas excitaveis para os ions

sodio, processo necessario para a geragao e propagacao do potencial de agéo.

ZANINI E OGA (1989) descreveram que grande numero de drogas
atuam no musculo estriado, como por exemplo a toxina botulinica, a cafeina e os
anestésicos locais. O mecanismo de bloqueio da transmiss&o neuromuscular pode
ter lugar na propria terminagéo nervosa (preé-sinaptico) ou apés a liberagao do

mediador quimico (pos-sinaptico).

Muito se tem estudado sobre o mecanismo de agdo dos anestésicos
locais na jungdo neuromuscular, relatando-se que em baixas doses deprimem a
facilitacdo pos-tetanica, refletindo um efeito pré-sinaptico, e com doses maiores,
blogueiam as contragdes musculares induzidas pela acetilcolina, sugerindo um
efeito estabilizante na membrana subsinaptica (USUBIAGA e STANDAERT, 1968;
KORDAS, 1970). Além disso, os anestésicos locais possuem um efeito direto na
membrana muscular provocando, em musculos desnervados ou curarizados,
diminuicdo na forga de contracdo em resposta a estimulos isolados
(GELSER e MATSUBA, 1951; STRICHARTZ e COVINO, 1993). Também existem
evidéncias de que estes agentes exercem agbes nas membranas pre,

pos-juncionais e musculares, potencializando o blogueio neuromuscular causado
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pelos bloqueadores neuromusculares (STRICHARTZ e COVINO, 1993; MARTINS
e MARTINS, 1997).

Quando empregados isoladamente, somente em altas doses, a maioria
dos anestésicos locais podem bloquear a transmissao neuromuscular, no entanto,
podem potencializar o blogueic neuromuscular produzido tanto por bloqueadores
neuromusculares ndo despolarizantes quanto pelos despolarizantes, mesmo
quando administrados em baixas doses (USUBIAGA e STANDAERT, 1968;
TELIVUO e KATZ, 1970; ALVES e GUANAIS, 2002).

Estudos realizados em pacientes parcialmente paralisados com
nortoxiferina, demonstraram que o emprego simultédneo de alguns anestésicos
locais como a lidocaina, mepivacaina, prilocaina e bupivacaina, resultou em
diminuicdo na altura das respostas musculares e no volume corrente (TELIVUO e
KATZ, 1970). Outros estudos demonstraram que estas drogas administradas
como agentes antiarritmicos durante ou no pés-operatorio, ou como agente
anestésico em blogueio espinhal ou mesmo por via venosa para atenuar as
respostas reflexas decorrentes das manobras de laringoscopia e intubacao
traqueal, podem aumentar o bloqueio neuromuscular residual ou potencializar os
efeitos dos bloqueadores neuromusculares (TOFT et al, 1990; STRICHARTZ e
COVINO, 1993: TAIVAINEN et al, 1994, NONAKA et al, 2002
MUNAKATA et al, 2004; CARDOSO et al, 2005).

Alguns autores afirmam que os anestésicos locais devido ao blogueio
da conducéo nervosa, podem interferir com a transmiss&o neuromuscular, embora
ndo existam evidéncias de que eles inibam a sintese de acetilcolina, em baixas
concentragdes reduzem a amplitude, sem alterar a frequéncia do potencial de
placa terminal em miniatura. Assim, a influéncia do anestésico local sobre esses
parametros indica que eles diminuem a liberacéo da acetilcolina ou diminuem a
sensibilidade da membrana pos-juncional para a acetilcolina
(MATSUO et al, 1978).
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A influéncia da procaina na liberacdo de aceticolina foi estudada por
HARVEY (1939), evidenciando sua acdo em ramificagbes do terminal nervoso
motor. Esse seria o mais provavel local de agcdo, uma vez que o menor diametro
destas terminag¢des poderia contribuir para a maior sensibilidade aos anestésicos
locais. Este efeito atribuido as propriedades anestésicas locais, tambéem foi
observado com a cocaina, em preparagdo nervo frénico - diafragma do rato
(BULBRING, 1946).

Para VITAL BRAZIL (1973) a procaina provoca blogueio da transmissao
do influxo nervoso na juncdo mioneural, sendo este mais evidente com a

procainamida, efeito posteriormente confirmado por MATSUOQO et al (1978).

HIRST e WOOD (1971) estudaram a agéo da procaina na preparacao
nervo frénico - diafragma isolado de ratos submetida a baixas frequéncias de
estimulacao e relataram resposta semelhante a produzida pela d-tubocurarina,
concluindo assim que esse efeito resulta de alteracdo na sensibilidade da
membrana pos-juncional ao neurotransmissor, € ndo em sua liberacdo. No
entanto, a estimulacdo do nervo frénico com altas frequéncias produz redugéo na
excitabilidade elétrica do nervo terminal, com auséncia de resposta. Esta pode ser
considerada uma distinta forma de depresséo pré-juncional, resultado ja relatado
anteriormente por STRAUGHAN (1961). Assim permanece a hipotese de que o
aumento da frequéncia de estimulagao, intensifica a agéo da procaina na liberagao
de acetilcolina. Portanto, o blogueio neuromuscular causado pela procaina €
atribuido a agdo tipo curarizante, mas diferengas qualitativas entre a agao do
curare e a da procaina na jungdo neuromuscular, sugerem que a procaina pode
também interferir com a liberagédo da acetilcolina do terminal nervoso motor
durante altas freqiiéncias de estimulacdo nervosa (KRNJEVIC e MILEDI, 1958;
CATERRAL e MACKIE,1996).

O aumento do periodo refratario absoluto e a depressdo da atividade
pos-tetanica repetitiva, causados pelos anestésicos locais podem também ser

atribuidos a esses efeitos pré-sinapticos (MATSUOQ et al, 1978).
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Estudos eletrofisioloégicos da agdo da procaina sobre a preparagdo
nervo-musculo de anfibios sugeriram que a paralisia causada pelo anestésico
local pode dever-se a uma agao pos-juncional € que a procaina é capaz de reduzir
a sensibilidade da placa terminal para a acetilcolina, aplicada eletroforeticamente
(FURUKAWA, 1957).

MAENO (1966) mostrou que concentracdes de procaina capazes de
reduzir a amplitude do potencial de placa terminal em miniatura (PPTM) nao
exerciam efeito sobre a liberagdo do transmissor do terminal nervoso. Isso foi
posteriormente sustentado por HIRST e WOOD (1971) que relataram que a
reducdo na sensibilidade a acetilcolina, causada pela procaina é fortemente
evidenciada pela depressdo na amplitude dos PPTM. Adicionalmente, o rapido
aparecimento da depressé@o e a rapida reversibilidade mostra de alguma forma
que nao existe mudanga no tamanho do quanta do transmissor liberado. Em
outros experimentos, utilizando técnicas de registros intracelulares, estes autores
demonstraram que drogas que deprimem a sintese do neurotransmissor, tem seus

efeitos observados, somente apds longos periodos de estimulagao.

Assim, a evidéncia de que a procaina em altas concentragbes causa
paralisia unicamente pelo efeito pos-juncional, seria devido ao fato de afetar a
transmissao neuromuscular de maneira semelhante a d-tubocurarina com excecgéo
no tempo do curso dos potenciais de placa terminal (pptm). O efeito pos-juncional
pode ser atribuido a interferéncia com o receptor ocupado pelo transmissor ou

com a mudancga no potencial de equilibrio do transmissor (MAENO, 1966).

NEHER e STEIBACH (1978), relataram que a procaina também atua
blogueando canais idnicos, previamente abertos pela acetilcolina, tornando-os n&o
condutivos e ocasionando rapido decréscimo de fase em potenciais de placa
terminal e potenciais de placa terminal em miniatura. O bloqueio repetitivo e o
desbloqueio dos canais produzem um longo prolongamento na corrente até

finalmente o fechamento do canal.
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GAGE et al (1983) estudaram os locais de agdo da procaina na placa
terminal motora para avaliar o decréscimo de potenciais de placa terminal em
miniatura nas fibras musculares do sartério do sapo (Bufo marinus). O
experimento foi realizado com solugdes hiperténicas, técnicas de voltage-clamp
utilizando eletrodos extracelulares, para aumentar a frequéncia de potenciais de
placa terminal em miniatura. Os resultados indicaram que a procaina ocupa o

canal iénico, ligando-se de maneira similar acs dois lados da membrana.

Estudos realizados anteriormente descreveram que na jungao
neuromuscular, a hiperpolarizacdo aumenta o efeito da procaina, assim como o da
galamina, do decametdénio, do hexametonio, da atropina, da escopolamina. Como
essas drogas sdo carregadas positivamente em pH fisiolégico, o movimento da
droga dentro do canal parece ser evidenciado no interior da fibra que € carregada
mais negativamente (KORDAS, 1970; MAENO et al, 1971; ADLER et al, 1978;
KATZ e MILEDI, 1978; MILNE e BIRNE, 1981).

KATZ e MILEDI (1978), no entanto relataram que a procaina age no
lado externo da membrana para bloquear canais previamente ativados pela
acetilcolina. Estudos usando técnicas de voltagem-clamp e registros intracelulares
também mostraram que os anestésicos locais podem bloguear os canais iOnicos
da placa terminal e reduzir a corrente da placa terminal produzida pelos agentes
despolarizantes como a acetilcolina e o carbacol (ADAMS, 1977, NEHER e
STEINBACH, 1978).

Anteriormente alguns autores descreveram que a procaina, lidocaina e
seus derivados deprimem e modificam a resposta dos receptores pos-sinapticos
da juncdo neuromuscular para a acetilcolina e sugeriram que o local de acao
destas substancias € o mesmo da d-tubacurarina ou seja os receptores
pos-sinapticos (MAENO, 1966; STEINBACH, 1968a; STEINBACH, 1968b ).

A procaina apresenta efeito curariforme por diminuir a sensibilidade da
membrana subsindptica a acdo estimulante da acetilcolina e de maneira
semelhante a lidocaina, por inibir a atividade da acetilcolinesterase, prolonga a
duracgdo da acgdo da succinilcolina ((VIANA, 1992; GORNIAK, 1999).
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VIGBY-MOGENSEN et al (1985) relataram que a procaina e a lidocaina
apresentam pouca atividade anticolinesterasica, o que ocorre € uma competicao
com a succinilcolina pela ligacdo as proteinas plasmaticas. A procaina sendo
metabolizada pela pseudocolinesterase pode em altas doses comprometer a
hidrolise da succinilcolina. E a lidocaina venosa utilizada no tratamento de
disritmias cardiacas pode aumentar a incidéncia de bloqueio fase Il da
succinilcolina (MILLER, 1981).

WALI (1984) estudando os mecanismos de agdo da lidocaina na
preparacdo musculo biventer cervicis de aves, observou que alem da reducéo na
resposta induzida pela acetilcolina, que pode dever-se ao blogueio dos canais
iénicos da placa terminal, responsaveis pela despolarizacdo da membrana, o
anestésico local provocava contratura muscular e aumentava a contratura
produzida pelo agente despolarizante tetraetilaménio. A contratura poderia ser
atribuida a uma acéo da lidocaina sobre a liberaggdo do Ca"™, em adicdo ao
bloqueio dos canais iénicos de sodio e potassio em membranas do nervo e do
musculo. A potencializagdo da contratura induzida pelo tetraetilaménio, seria
decorrente da capacidade dos dois agentes em aumentar a concentragao dos ions
calcio proveniente do reticulo sarcoplasmético ou em bloquear a recaptacao deste

fon para o interior do reticulo sarcoplasmatico.

Estudo correlacionando a estrutura molecular de varios derivados da
lidocaina com as suas respectivas propriedades inibitorias da transmissao
neuromuscular e com sua poténcia anestésica local, demonstrou que as
propriedades moleculares relacionadas com o comprometimento da transmissao
neuromuscular, sdo similares aquelas envolvidas na ativagdo de receptores de
acetilcolina, e ndo com as associadas a sua potencia anestésica local. Esses
resultados podem sugerir que a lidocaina produz bloqueio neuromuscular por
mecanismo distinto do seu mecanismo de agdo como anestésico local. A lidocaina
pode portanto bloquear completamente a condug&o nervosa e também deprimir a
condugdo do impulso ao nivel pré e pos-juncional (STEINBACH, 1968a;
STEINBACH, 1968b).
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1.3- Farmacologia dos bloqueadores neuromusculares: d-Tubocurarina e

Rocuronio

Os bloqueadores neuromusculares (BNM) sao farmacos amplamente
utilizados na pratica anestésica. Apresentam em sua estrutura um ou mais grupos
de amdnio quaternario, carregados positivamente, que se ligam as subunidades
alfa do receptor nicotinico na placa motora, mimetizando a acdo da acetilcolina
causando despolarizacédo antes da paralisia ou impedindo o acesso da acetilcolina
ao receptor evitando a despolarizacdo (HUNTER, 1995, TAYLOR, 2001,
STOELTING e HILLIER, 2006).

No Brasil, o interesse pelos curarizantes ocorreu ainda na década de
1940. No campo da farmacologia, VITAL BRAZIL et al (1944), publicaram os
primeiros resultados de suas pesquisas com os alcaldides soluveis do
Chondodendron platyphilum. Ja na area clinica, a primeira anestesia em que foi
empregado o curare, foi realizada por PATURY E SOUZA, em 1945, que
utilizaram o intocostrin, em paciente submetido a anestesia geral com
ciclopropano (DUARTE, 2000).

Desde a introdugéo da d-tubocurarina, na década de 40, e até a década
de 80, no século XX, muitas moléculas novas foram desenvolvidas surgindo uma
série de bloqueadores neuromusculares, do tipo adespolarizante, sintéticos, com
grande potencialidade para o uso clinico, resultantes de pesquisas que se
concentram em duas grandes familias: os benzilisoquinoleinicos e os
aminoesterdides. No grupo dos benzilisoquinoleinicos se encontram a
d-tubocurarina, a metocurina, o alcurénio, o atracurio, o cisatracurio € o mivacurio,
e no grupo dos aminoesteroides se destacam o rocurénio, pancurénio e o
vecuronio.(WAUD, 1984; HUNTER, 1995; SPARR et al, 2001; STOELTING e
HILLIER, 20086).

A  d-tubocurarina (Figura 4) constitui o protétipo dos
benzilisoquinoleinicos, com interesse historico e uso em pesquisas experimentais.

E um blogueador com poténcia relativamente baixa (DEes = 0,5mg.kg™), longa
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duracgao de acao e efeitos colaterais, decorrentes da acao bloqueadora ganglionar
e da liberagdo de histamina (BELMONT et al, 1993; ARANO et al, 2000;
SEPULVEDA, 2000).

Figura 4- Férmula estrutural da d-tubocurarina

O rocurdnio (Figura 5) € um bloqueador neuromuscular aminoesteroide
ndo despolarizante de estrutura quimica e perfil farmacocinético similar ao
vecuronio, caracterizado principalmente pela duragao de ag¢ao intermediaria. Tem
como grande vantagem, rapido inicio de agdo, o que o diferencia dos demais
bloqueadores adespolarizantes, constituindo uma alternativa ao uso de
succinilcolina em procedimentos de indugdo e intubacdo de sequéncia rapidas
(COOPER et al, 1992 LIEN et al, 1994, FURTADO et al, 1997,
SPARR et al, 2001; CARDOSO et al, 2005).

b LT

CH
I
CHy

Figura 5- Formula estrutural do rocurénio
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1.4- Interagao anestésicos locais — bloqueadores neuromusculares

YORUKOGLU et al (2003) estudaram as condi¢des de intubagao
traqueal apés a administragao de rocurénio e da succinilcolina isoladamente, da
associagcao rocurdnio-lidocaina, e obtiveram com o grupo da associacao,
resultados semelhantes aos do grupo que recebeu succinilcolina, que foram

significativamente melhores em relagcdo ao uso isolado do rocurénio.

As propriedades farmacolégicas dos blogueadores neuromusculares
(BNM), tais como inicio de agao, o grau de bloqueio neuromuscular e a duragao de
acao dependem de varios fatores. Estes incluem o deébito cardiaco, o tempo
circulatorio para o musculo, o fluxo sanguineo muscular, afinidade pelo local de

acao, poténcia e dose administrada (DONATI, 1988).

A interacdo entre o0s anestésicos locais e o0s blogueadores
neuromusculares nao esta completamente elucidada, e varios mecanismos podem
ser responsaveis pela potencializacao dos efeitos dos relaxantes musculares
pelos anestésicos locais. Teoricamente estas drogas podem interferir em alguma
etapa envolvida na transmissdo neuromuscular. Pré-sindpticamente, os
anestésicos locais deprimem seletivamente a conducao nas fibras terminais
motoras e diminuem a liberagdo de acetilcolina durante estimulacdo nervosa e
pos-sinapticamente podem se ligar a diferentes sitios especificos de acetilcolina
resultando em dessensibilizacao desses receptores, além de causar estabilizacao
da membrana subsinaptica, interferir com o0 mecanismo de excitagdo-contracao da
fibra muscular e também poder ocluir transitoriamente os canais dos receptores
nicotinicos (STRAUGHAN, 1961; USUBIAGA e STANDAERT, 1968;
MATSUO et al, 1978, NEHER e STEINBACH, 1978; SINE e TAYLOR, 1982
TARDELLI, 2001)

Embora somente em altas doses os anestésicos locais possam
comprometer a transmissao neuromuscular, trabalhos apontam para possivel
interacdo destas drogas com os bloqueadores neuromusculares, potencializando

os efeitos destes ultimos, particularmente os adespolarizantes, com relevancia
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clinica e necessidade de cuidadosa observagéo quando do emprego simultaneo
destas drogas, ou em situagdes em que a margem de seguranca da transmissao

neuromuscular estiver reduzida.
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2- OBJETIVOS
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2.1- Geral

Avaliar os efeitos dos anestésicos locais procaina e lidocaina sobre a
transmissdo neuromuscular e a sua influéncia no blogueio neuromuscular

produzido por diferentes bloqueadores neuromusculares.

2.2- Especificos

Avaliar a influéncia da procaina e da lidocaina sobre o blogueio

neuromuscular produzido pela d-tubocurarina e pelo rocuronio;

Avaliar os efeitos da procaina e da lidocaina sobre o potencial de
membrana do musculo esquelético e sobre os potenciais de placa terminal em

miniatura;

Avaliar a influéncia da procaina e da lidocaina sobre a acdo

contraturante da acetilcolina;

Avaliar a eficacia da neostigmina e da 4-aminopiridina no antagonismo
do blogueio neuromuscular induzido pela associagéo anestésicos locais (procaina
e lidocaina) - bloqueadores neuromusculares (d-tubocurarina e rocurénio).
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3.1- Animais utilizados

Apds aprovacdo da Comiss&o de Etica na Experimentacdo Animal -
CEEA - IB - UNICAMP (Protocolo n°® 885-2 - Anexo 1) e seguindo-se as
recomendacdes do COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal -
Anexo 2), foram utilizados ratos da linhagem Wistar fornecidos pelo Biotério
Central da Unicamp, Campinas (SP) e pintainhos da linhagem HYLINE W36,
fornecidos pela granja ITO S/A, Sumaré (SP).

Os animais foram mantidos em gaiolas e tratados com agua e ragao

ad libitum.

3.2- Farmacos e concentragoes utilizadas

Os farmacos e as respectivas concentragdes utilizadas nos

experimentos foram as seguintes:
Anestésicos locais: procaina (40 ug/mL)
lidocaina (20 pg/mL)
Bloqueadores neuromusculares: d-tubocurarina (0,3ug/mL)
rocurébnio (4ug/mL)
Colinérgico: acetilcolina (5 ug/mL)
Anticolinesterasico: neostigmina (2 ug/mL)

Blogueador de canais de potassio: 4-aminopiridina (20 pg/mL)
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3.3- Estudos miograficos
3.3.1- Preparacao nervo frénico - hemidiafragma de rato (NFD)

Esta preparacao foi utilizada para avaliar o efeito dos anestésicos locais
(procaina e lidocaina) na transmissdo neuromuscular e sua influéncia no bloqueio
neuromuscular causado pelos bloqueadores neuromusculares adespolarizantes

(d-tubocurarina e rocurénio).

A preparacao foi montada de acordo com a técnica descrita por
BULBRING (19486).

Foram utilizados ratos com peso entre 250 e 300g, para a retirada do

hemidiafragma esquerdo e a por¢do do nervo frénico correspondente.

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sédico (40mg.kg")
por via intraperitoneal e em seguida foram exsanguinados por sec¢ao dos vasos

do pescoco, para facilitar a identificagdo do nervo frénico.

Foi retirado o musculo diafragma juntamente com o nervo frénico e
parte das costelas (para fixagdo no suporte do eletrodo). O conjunto foi
mergulhado em solugdo nutritiva de Tyrode com borbulhamento de carbogénio
(95% de O, e 5% de COy,) e temperatura constante de 37°C. A solug&o nutritiva de
Tyrode tem a seguinte composicdo em mM: NaCl- 137; NaH,PO4- 0,3; CaCl»- 1,8;
KCI- 2,7; glicose- 11,0; MgCl»- 0,25; NaHCOs- 11,9; agua destilada 1000mL. Os
experimentos foram iniciados apos a estabilizacdo sob estas condicbes durante
30 minutos.

O musculo de forma triangular foi fixado por sua base em suporte
apropriado, o qual permite através de eletrodos de platina estimular o nervo ou
diretamente o musculo, cuja tens&o € de 2,0 g/cm para registro das contragtes
musculares. Um eletrodo bipolar foi colocado em torno do nervo frénico para a
estimulacdo indireta através de um estimulador GRASS modelo S88. A

preparacdo montada com o eletrodo fica suspensa em um suporte universal
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dentro de uma cuba de vidro com fundo poroso (para a aeragao da solugao com

carbogénio) com 40mL de soluc&o de Tyrode.

Foram aplicados estimulos retangulares supramaximais indiretos com
0.2ms de duracgdo, 0,1 Hz de freqiéncia e intensidade entre 0,5 a SV. Os registros
da amplitude das contraces foram feitos através de transdutores conectados a
um fisiégrafo GOULD modelo RS 3400 (Figura 6).

Fisibgrafo

Figura 6- Esquema da Preparag&o nervo frénico - hemidiafragma de rato

3.3.2- Influéncia dos anestésicos locais: Procaina e Lidocaina na transmissao
neuromuscular e no blogueio neuromuscular produzido pela

d-tubocurarina e rocuronio

Os experimentos seguiram o seguinte protocolo: apos a estabilizacao
da preparacao iniciou-se estimulagdo elétrica do nervo frénico por 3 minutos e
registro da resposta controle; adicdo dos anestésicos locais procaina (40ug/mL) e
lidocaina (20 pg/mL); registro das respostas durante 60 minutos. Nos
experimentos em que se estudou a associagcdo anestésico local - bloqueador
neuromuscular, a d-tubocurarina (0,3ug/mL) e o rocurdnio (4ug/mL) foram

adicionados a preparacao, apés 30 minutos de exposi¢ao ao anestésico local, e as
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respostas registradas durante 60 minutos. Para analise dos dados considerou-se a
amplitude das respostas musculares antes e apés a adicdo do bloqueador

neuromuscular a preparacio.

Para avaliagdo da eficacia da neostigmina (2ug/mL) e da
4-aminopiridina (20ug/mL) na reversdao do bloqueio neuromuscular, estes
farmacos foram adicionados a preparacdo apds o registro do bloqueio

neuromuscular obtido aos 60 minutos.

3.3.3- Influéncia dos anestésicos locais: Procaina e Lidocaina sobre a acao
contraturante da acetilcolina - Preparagao hemidiafragma de rato

cronicamente desnervado

Este procedimento foi realizado segundo técnica descrita por VITAL
BRAZIL (1965), com o objetivo de se observar a agéo pos-sinaptica dos farmacos

em estudo ou uma possivel agdo ao nivel da fibra muscular.

O procedimento iniciou-se apdés a anestesia do rato com halotano,
posicionando-o em decubito lateral direito, seguindo-se a desnervacao.
Realizou-se incisédo de 0,5cm perpendicular a linha mediana do tergo inferior da
regiao lateral do térax esquerdo. A incisédo compreende a pele e a camada
muscular que recobre a regido. Com extensdo de aproximadamente 1,5cm
cortaram-se 0s musculos intercostais € com um bastao de vidro com extremidade
recurvada, prendeu-se e seccionou-se o nervo frénico. Suturou-se a pele por meio
de dois pontos. Apds 15 a 20 dias retirou-se o hemidiafragma esquerdo
adotando-se a técnica descrita para nervo frénico-diafragma de rato
(BULBRING, 1946).

A montagem da preparagéo, a solugao nutritiva, o borbulhamento com
carbogénio e o protocolo de registro das contragbées do musculo desnervado foram

iguais aos descritos na técnica anterior.
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Com auxilio de um estimulador Grass S88, foram aplicados diretamente
no musculo estimulos supramaximais de 2ms de duragéo e 0,1Hz de frequéncia,
durante 3 minutos para obtengdo das respostas musculares (controle); apds esse
periodo suspendeu-se @ estimulagdo e adicionou-se na preparacéo, acetilcolina
(5ug/mL), registrando-se a curva resposta. Quando a contratura atingiu o seu
apice, interrompeu-se o registro do fisiégrafo e a preparacao foi lavada com
solugdo nutritiva Tyrode (trés sucessivas lavagens), e os anestésicos locais
procaina (40ug/mL) ou lidocaina (20pug/mL) foram adicionados separadamente a
preparacdo, aguardou-se 30 minutos. Apos esse periodo foram aplicados
estimulos elétricos diretos durante trés minutos para obtengdo de um outro
controle das respostas musculares; a seguir interrompeu-se a estimulagao e
adicionou-se novamente a acetilcolina (5ug/mL) registrando-se a segunda curva.
O grau de contratura & acetilcolina foi comparado antes e apos a adicdo da

procaina ou da lidocaina.

3.3.4- Influéncia dos anestésicos locais: Procaina e Lidocaina sobre a agéo
contraturante da acetilcolina - Preparagédo musculo biventer cervicis de

pintainho

A preparagdo foi montada de acordo com o meétodo descrito por
GINSBORG e WARRINER (1960). Foram utilizados pintainhos de 4 a 8 dias de
idade com peso entre 40 e 80g.

Os pintainhos foram anestesiados com halotano por via inalatéria e
depois se retirou o musculo biventer cervicis, o qual ficou suspenso em cuba de
5mL contendo a solucdo nutritiva de Krebs. A solucéo nutritiva de Krebs apresenta
a seguinte composicdo em mM: NaCl - 136; KCI - 5; CaCl, - 2,5; MgS04 - 1,2;
KH-POs - 1,2: NaHCO; - 23,8; glicose - 2 em agua destilada 1000mL. A
preparacdo foi aerada com borbulhamento de carbogénio (95% de Oz e 5% de

CO,) e a temperatura foi mantida em 37°C.
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Com estimulador GRASS modelo S88, aplicou-se estimulos indiretos
supramaximais, com 0,1 Hz de frequéncia, 0,2 ms de duracgao e intensidade de 4 a
9V. A tensdo dada ao musculo foi de 0,5g/cm. As contracdes foram registradas em
um fisiografo GOULD modelo RS3400, usando-se transdutores isométricos
modelo load Cell BG 50MS (Kulite Semiconductor Product Inc). Como na
preparacdo nervo frénico - diafragma de rato cronicamente desnervado, as
preparagbes biventer cervicis de pintainho, também foram submetidas a um

periodo de estabilizagao.

Foram feitos experimentos para a deteccdo da curva de acetilcolina
(5ug/mL) antes e depois da adicdo dos anestésicos locais: procaina (40ug/mL) e
lidocaina (20pg/mL) isoladamente e seguindo o mesmo protocolo realizado com a

preparacao hemidiafragma de rato cronicamente desnervado.

3.4- Estudos eletrofisiolégicos

Utilizou-se a preparacao nervo frénico - hemidiafragma de rato segundo
a técnica de BULBRING (1946) para a observacdo dos potenciais de placa

terminal em miniatura (PPTMs) e potenciais de membrana (PM).

3.4.1- Montagem da preparagao e confecgéo dos microeletrodos (Me)

O musculo diafragma depois de retirado foi estendido e fixado
horizontalmente com a superficie toracica voltada para cima e fixada com alfinetes
em uma cuba de 10 cm de comprimento, 5 cm de largura e 2 cm de altura. A cuba
foi preenchida com 30mL de solugao nutritiva de Tyrode, sendo a oxigenacéo da
preparacao feita pelo borbulhamento com carbogénio. A preparacdo manteve-se a

temperatura de 37°C.

Matenais e Métodos
80



Para a captacdo dos PPTMs, o microeletrodo foi implantado junto ou o
mais proximo possivel da regido da placa motora terminal (FATT e KATZ, 1951),
utilizando-se um microscopio esteroscopio para auxiliar a localizagdo da placa
motora. O registro dos PPTM feito pelo osciloscopio foi fotografado com

camera oscilloscope modelo C-5A.

3.4.2- Descrigao do circuito

Os potenciais elétricos foram captados através de microeletrodo de
vidro preenchido com solugdo de KCI (3M). O microeletrodo com resisténcia de
5 a 20 MQ) foram preparados no laboratorio e conservados em geladeira. Para sua
confeccdo, utilizou-se tubos de vidro (capilares de vidro Clark que continham
microcapilar interno para facilitar o preenchimento com KCI) e um estirador de

microeletrodo Microelectrode Puller (Palmer).

Depois foram fixados na parte antero-posterior de um suporte atraves
de um tubo de aco inox com orificio central suficiente para a introdugao do
macroeletrodo (Me), junto com um anel de vedagdo de polietileno. Na parte
postero-inferior do suporte, sai um fio condutor que se une a um seguidor catodico
através de um filamento de mercurio. A conexdo entre o microeletrodo e o fio
condutor foi feita através de um vaso comunicante preenchido com KCI (3M). Na
extremidade superior do suporte os orificios do vaso comunicante foram vedados
por uma laminula, mediante a uma camada de vaselina solida. O suporte foi fixado
ao braco de um micromanipulador JENA acoplado ao microscopio-estereoscopio

ZEISS para aumento de até 40 vezes.

Este equipamento permite realizar deslocamentos horizontais e
verticais controlando a introducdo do Me nas fibras musculares, para as medidas

dos potenciais de membrana e captagéo dos PPTMs.
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O seguidor catédico foi posicionado préoximo ao brago do
micromanipulador e conectado ao canal do osciloscopio TEKTRONIK 5.103N com
modulos 5A22N e 5B12N.

O eletrodo indiferente, constituido por um tubo de vidro curvo
preenchido com agar, mantém-se mergulhado de um lado no mercurio e no outro
a solugao nutritiva de Tyrode. E ligado por meio de um fio condutor a um gerador
de impulsos capaz de fornecer sinais de 100, 20, 5 e 0,2 mV. A preparacao e a
aparelhagem empregadas permaneceram no interior de uma gaiola de Faraday,
para evitar interferéncias no registro feito pelo osciloscopio (Figura 7).

Laminula para
KCI 3M) vedacio

/

Adaptador
Acrilico ™
Rosca de — Fio de )
fixaca Platina Fio de E
' ° Platina

Osciloscapio

Figura 7- Microeletrodo e montagem de aparelhagem para os experimentos

eletrofisiologicos

3.4.3- Medida da resisténcia do microeletrodo

Apos o encaixe do Me no suporte, fixou-se o conjunto no braco do

micromanipulador, ligando-se o fio condutor ao seguidor catddico.

Procedeu-se a medida da resisténcia do Me, colocando-o na solucao
nutritiva e introduzindo-se, em paralelo no circuito, uma resisténcia de valor
conhecido. Foram desprezados os microeletrodos cuja resisténcia nao estivesse

compreendida entre 5 e 20 m Q.
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3 4 4- Influéncia dos anestésicos locais: Procaina e Lidocaina nos Potenciais
de Membrana (PM)

Para a determinacéo do potencial de membrana (potencial de repouso)
das fibras musculares, com auxilio de microscopio inseriu-se o microeletrodo
intracelularmente sobre as fibras musculares superficiais (em regides distantes da
placa motora) e mediu-se o deslocamento vertical sofrido pelo feixe do

osciloscépio, no momento da insercao.

Foram medidos cinco potenciais de membrana em cada tempo
determinado obtendo-se uma média, sendo que no tempo zero, os potenciais
foram medidos antes da administracdo dos anestésicos locais, considerando-os
como controle. Apds esta medida, adicionou-se separadamente a procaina
(40ug/mL) e a lidocaina (20ug/mL) ao banho e procederam-se leituras aos 10, 20,
30, 40, 50 e 60 minutos. Foram realizados cinco experimentos com cada
anestésico local e calculou-se a média aritmética e o desvio padréo das leituras

realizadas.

Determinou-se o potencial de membrana multiplicando-se o valor da
média pelo fator de correcéo (fc) estabelecido aplicando-se ao circuito, um sinal de

100 mV e medindo-se a deflexdo correspondente no osciloscdpio.

3 4.5- Influéncia dos Anestésicos Locais: Procaina e Lidocaina nos

Potenciais de placa terminal em miniatura (PPTM)

Os potenciais de placa terminal em miniatura foram avaliados em
hemidiafragma esquerdo de rato, com placa motora preservada. Nos
experimentos, estudaram-se os efeitos da procaina e da lidocaina sobre a
frequéncia e a amplitude dos potenciais de placa terminal em miniatura. Estes
foram registrados antes (controle), 30 e 60 minutos apos a adicéo da procaina

(40pg/mL) e da lidocaina (20ug/mL).
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3.5- Andlise estatistica

Os resultados foram apresentados como valores médios e desvios
padrao. Para avaliar a redugdo das respostas musculares utilizou-se o teste de
Mann-Whitney, a eficacia da neostigmina e da 4-aminopiridina na reversdo do
bloqueio neuromuscular, o efeito dos anestésicos locais na resposta contraturante
da acetilcolina em preparacdo diafragma de rato cronicamente desnervado e
biventer cervicis de pintainho, e a comparag&o dos potenciais de membrana antes
e apods a adicdo dos anestésicos locais em preparacdo diafragma de rato, foram
avaliados através do teste de Wilcoxon para amostras pareadas. Assumiu-se um
nivel de significancia de 5% (a= 5%). O poder do teste foi calculado e obteve-se
B > 20% (poder > 80%). O software utilizado para analise dos dados foi o SAS

versao 8.2.
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4- RESULTADOS




4.1- Estudos miograficos

4.1.1- Influéncia dos Anestésicos Locais (procaina e lidocaina) e dos
Bloqueadores Neuromusculares (d-tubocurarina e rocuronio) nas
respostas musculares em preparac@o nervo frénico - hemidiafragma

de rato

Os anestésicos locais (procaina e lidocaina) € a d-tubocurarina nas
concentragdes estudadas e empregadas isoladamente em preparacoes nervo
frénico-diafragma de ratos, ndo causaram redug¢éo na amplitude das respostas

musculares a estimulago elétrica indireta (Figuras 8, 9 e 10).

Figura 8- Efeito da procaina (40ug/mL) nas respostas musculares a estimulagao
indireta (frequéncia de 0,1Hz e duracdo de 0,2 ms), em preparacdes
nervo frénico-hemidiafragma de rato (n=5). A: adigdo de procaina;

B: 60 minutos apos a adi¢do da procaina
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Figura 9- Efeito da lidocaina (20ug/mL) nas respostas musculares a estimulagéo
indireta (frequéncia de 0,1Hz e durac¢do de 0,2 ms), em preparacoes

nervo frénico-hemidiafragma de rato (n=5). A: adicdo de lidocaina; B:
60 minutos apos a adicdo de lidocaina

5 N
e -§=1 - i

controle A

Figura 10- Efeito da d-tubocurarina (0,3ug/mL) nas respostas musculares 3
estimulacao indireta (freqiéncia de 0,1Hz e duragdo de 0,2 ms), em
preparacoes nervo frénico-hemidiafragma de rato (n=5). A: adi¢éo de

d-tubocurarina; B: 60 minutos apés a adigio de d-tubocurarina
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O rocuronio (4ug/mL) empregado isoladamente produziu uma redugao
média de 57,8% + 11,9 na amplitude das respostas musculares a estimulagao

indireta (Figura 11).

| ;tmtmle* A

Figura 11- Efeito do rocuronio (4ug/mL) nas respostas musculares a estimulagao
indireta (freqiéncia de 0,1Hz e duragdo de 0,2ms), em preparacgoes
nervo frénico-hemidiafragma de rato (n=5). A: adicdo de rocurdnio;

B: 60 minutos apos a adigao de rocurdnio

4 .1.2- Influéncia dos Anestésicos Locais (procaina e lidocaina) no bloqueio
neuromuscular produzido pelos Blogueadores Neuromusculares
(d-tubocurarina e rocurdnio) em preparacdo nervo frénico -

hemidiafragma de rato

A d-tubocurarina (0,3ug/mL) em preparacdes expostas previamente a
procaina (40ug/mL) promoveu redugdo de 752% + 6,92 na amplitude das
respostas musculares (Figura 12) e (Tabela 3 - Anexo), nas expostas a lidocaina
(20ug/mL) o bloqueio foi de 63,2% + 4,60 (Figura 13) e (Tabela 4 - Anexo).

Resultados



o 4

Figura 12- Efeito da d-tubocurarina (0,3ug/mL) nas respostas musculares a
estimulagdo indireta (frequéncia de 0,1Hz e duragdo de 0,2ms), em
preparagoes nervo frénico-hemidiafragma de rato (n=5), previamente
expostas a procaina (40ug/mL). Efeito da neostigmina. A: adicdo de
procaina; B: adicao de d-tubocurarina, 30 minutos apds exposi¢ao a
procaina; C: 60 minutos apos adi¢do de d-tubocurarina; D: adigdo da

neostigmina (2,0 pg/mL)

Figura 13- Efeito da d-tubocurarina (0,3ug/mL) nas respostas musculares a
estimulacao indireta (freqiéncia de 0,1Hz e duragéo de 0,2ms), em
preparacdes nervo frénico-hemidiafragma de rato (n=5), previamente
expostas a lidocaina (20ug/mL). Efeito da neostigmina. A: adicdo de
lidocaina; B: adicdo da d-tubocurarina, 30 minutos apGs exposicdo a
lidocaina; C: 60 minutos apés adicdo de d-tubocurarina; D: adigdo

da neostigmina (2,0 pg/mL)
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O blogueio neuromuscular causado pela d-tubocurarina em
preparagdes expostas a procaina e a lidocaina foi parcial e totalmente revertido
pela neostigmina (2ug/mL) e pela 4-aminopiridina (20ug/mL), respectivamente
(Figuras 12, 13, 14 e 15). A recuperacao da amplitude das respostas musculares
ap6s a adicdo da neostigmina, nas preparagdes expostas a procaina foi cerca de
65,36% + 11,79 e a lidocaina foi de 65,0% + 9,40 (Tabelas 5 e 6 - Anexo).

AA

C D

Figura 14- Efeito da d-tubocurarina (0,3pg/mL) nas respostas musculares a
estimulacao indireta (frequéncia de 0,1Hz e durag&o de 0,2ms), em
preparacdes nervo frénico-hemidiafragma de rato (n=5), previamente
expostas a procaina (40ug/mL). Efeito da 4 aminopiridina. A: adicao
de procaina; B: adicdo de d-tubocurarina, 30 minutos apos
exposicao a procaina; C: 60 minutos apos adi¢ao de d-tubocurarina;
D: adigdo de 4-aminopiridina (20 pg/mL)
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Figura 15- Efeito da d-tubocurarina (0,3ug/mL) nas respostas musculares a

estimulagdo indireta (frequéncia de 0,1Hz e duragdo de 0,2ms), em
preparacoes nervo frénico-hemidiafragma de rato (n=5), previamente
expostas a lidocaina (20ug/mL). Efeito da 4 - aminopiridina.
A: adigao de lidocaina; B: adigdo de d-tubocurarina, 30 minutos apos
a lidocaina; C: 60 minutos apos adigdo da d-tubocurarina; D: adi¢éo

de 4-aminopiridina (20 ug/mL)

Nas preparagcbes expostas a procaina e a lidocaina, os bloqueios
produzidos pelo rocurénio foram de 7551% + 349 e 8280% + 1,91,
respectivamente (Figuras 16 e 17) e (Tabelas 7 e 8 - Anexo).

Figura 16- Efeito do rocurénio (4ug/mL) nas respostas musculares a estimulacdo

i i &

indireta (frequéncia de 0,1Hz e duragdo de 0,2ms), nas preparacoes
nervo frénico-hemidiafragma de rato (n=5), previamente expostas a
procaina (40ug/mL). Efeito da 4 - aminopiridina. A: adicdo de procaina;
B: adicdo de rocurdnio, 30 minutos apds a procaina; C: 60 minutos

apos adicao de rocurdnio; D: adicdo de 4-aminopiridina (20 pg/mL)
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Figura 17- Efeito do rocurénio (4ug/mL) nas respostas musculares a estimulacdo
indireta (frequéncia de 0,1Hz e duragdo de 0,2ms), em preparacgoes
nervo frénico-hemidiafragma de rato (n=5), previamente expostas a
lidocaina (20pug/mL). Efeito da 4 - aminopiridina. A: adicdo de
lidocaina; B: adicdo de rocurdénio, 30 minutos apos a lidocaina; C: 60

minutos apos adicdo de rocuronio; D: adicdo de 4-aminopiridina
(20 pg/mL)

O bloqueio neuromuscular causado pelo rocurbnio em preparagoes
expostas a procaina e a lidocaina foi parcial e totalmente revertido pela
neostigmina (2ug/mL) e pela 4-aminopiridina (20ug/mL), respectivamente
(Figuras 16, 17, 18, e 19). A recuperacao da amplitude das respostas musculares,
apos a adi¢ao da neostigmina nas preparagdes previamente expostas a procaina

foi cerca de 33,32% * 4,08 e a lidocaina foi de 44,66% + 5,05 (Tabelas 9 e
10 — Anexo).
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Figura 18- Efeito do rocurénio (4pg/mL) nas respostas musculares a estimulacao
indireta (frequéncia de 0,1Hz e duracdo de 0,2ms), em preparagoes
nervo frénico-hemidiafragma de rato (n=5), previamente expostas a
procaina (40ug/mL). Efeito da neostigmina. A: adicdo de procaina;
B: adicdo de rocurdnio, 30 minutos apds a procaina; C: 60 minutos

ap06s adicao de rocurénio; D: adicdo de neostigmina (2 pg/mL)

Figura 19- Efeito do rocuronio (4ug/mL) nas respostas musculares a estimulacao

indireta (freqiéncia de 0,1Hz e duracédo de 0,2ms), em preparacoes
nervo frénico - hemidiafragma de rato (n=5), previamente expostas a
lidocaina (20ug/mL). Efeito da neostigmina. A: adi¢céo de lidocaina;
B: adigcdo de rocurdnio, 30 minutos apos a lidocaina; C: 60 minutos

apos adicdo de rocurdnio; D: adigcao de neostigmina (2 ng/mL)
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A andlise estatistica mostrou diferenca significante (p= 0,0079) entre o
bloqueio neuromuscular produzido pelos bloqueadores neuromusculares
(d-tubocurarina e rocurénio) empregados isoladamente e o bloqueio produzido nas
preparacoes previamente expostas aos anestésicos locais (procaina e lidocaina) -
(Tabelas 3, 4, 7 e 8 - Anexo).

4.1.3- Influéncia dos Anestésicos Locais (procaina e lidocaina) na agao
contraturante da acetilcolina. Preparacdo hemidiafragma de rato

cronicamente desnervado

Na preparacao hemidiafragma de rato cronicamente desnervado foram
estudadas as respostas a acetilcolina (5ug/mL) antes e apds a adicdo dos

anestésicos locais: procaina (40ug/mL) e lidocaina (20ug/mL).

Apos adicdo da acetilcolina na preparagao contendo procaina
observou-se uma diminuigdo significativa de 52,75% + 5,66 na amplitude da
resposta a acetilcolina (Tabela 11 - Anexo), quando comparada a resposta
controle (p=0,0431) Figura 20 e Grafico 1.
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Figura 20- Registro miografico do efeito da procaina (40 pg/mL) sobre a acdo
contraturante da acetilcolina (5ug/mL) em preparacdo hemidiafragma
de rato cronicamente desnervado (n=5), sob estimulacdo elétrica
direta (frequéncia 0,1Hz e duracéo 0,2ms). A: controle; B: adicdo de
acetilcolina; C: 30 minutos apos a adi¢do de procaina, D: adicdo de

acetilcolina

Resultados
95



(1) Antes da procaina

100 (2) apbsprocaina

x

§ 90
s 80
g 70
0 60 A
w

© 50
Lh]

T 40
=t

o 30
g 2

10

Grafico 1- Amplitude (%) da resposta contraturante a acetilcolina (5ug/mL) em
preparagéo hemidiafragma de rato cronicamente desnervado, antes e

30 minutos ap6és a procaina (40ug/mL)
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Na preparagdo contendo lidocaina (20pg/mL) observou-se diminuicao
de 19,35% + 6,83 (Tabela 12 - Anexo) na amplitude da resposta a acetilcolina,
estatisticamente  significativa (p=0,0431) em relagdo & resposta controle
(Figura 21 e Gréfico 2).
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Figura 21- Registro miografico do efeito da lidocaina (20 ng/mL) sobre a acao
contraturante da acetilcolina (5ug/mL) em preparagdo hemidiafragma
de rato cronicamente desnervado (n=5), sob estimulagéo elétrica
direta (frequéncia 0,1Hz e duragéo 0,2ms). A: controle; B: adi¢ao de
acetilcolina; C: 30 minutos apds a adicéo de lidocaina, D: adicéo de

acetilcolina
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Grafico 2- Amplitude (%) da resposta contraturante a acetilcolina (Sug/mL) em
preparagao hemidiafragma de rato cronicamente desnervado, antes e

30 minutos apds a lidocaina (20ug/mL)

4.1.4- Influéncia dos Anestésicos Locais (procaina e lidocaina) na acdo
contraturante da acetilcolina. Preparacao biventer cervicis de pintainho

Na preparagéo biventer-cervicis de pintainho, a procaina (40ug/mL)
adicionada a preparagao 30 minutos antes da acetilcolina (5ug/mL), promoveu
diminuicdo de 50,32% + 4,51 (Tabela 13 - Anexo) na amplitude da resposta a
acetilcolina, estatisticamente significante quando comparada com a resposta
observada antes da adigéo da procaina (p= 0,0431) Figura 22 e Grafico 3.
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Figura 22- Registro miografico do efeito da procaina (40 pg/mL) sobre a agéo
contraturante = da  acetilcolina  (5ug/mL) em  preparagdo
biventer-cervicis de pintainho (n=5), sob estimulagdo elétrica indireta
(frequéncia 0,1Hz e duracdo 0,2ms). A: controle; B: adigdo de
acetilcolina; C: 30 minutos apds a adigdo de procaina, D: adicdo de
acetilcolina
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Grafico 3- Amplitude (%) da resposta contraturante a acetilcolina (5ug/mL) em
preparago biventer-cervicis de pintainho, antes e 30 minutos apos a
procaina (40ug/mL)
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Na preparacgéo exposta a lidocaina (20ug/mL) houve uma diminui¢do de
2293% + 12,35 na amplitude da curva contraturante de acetilcolina
(Tabela 14 - Anexo), estatisticamente significante (p=0,0431) em relacédo ao
controle (Figura 23 e Grafico 4)

Figura 23- Registro miografico do efeito da lidocaina (20 pg/mL) sobre a acao
contraturante da acetilcolina (5ug/mL) em preparagéo biventer-cervicis
de pintainho (n=5), sob estimulacao elétrica indireta (frequéncia 0,1Hz
e duragdo 0,2ms). A: controle; B: adigdo de acetilcolina; C: 30 minutos
ap6s a adi¢do de lidocaina; D: adicdo de acetilcolina
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Grafico 4- Amplitude (%) da resposta contraturante a acetilcolina (5ug/mL) em
preparagao biventer-cervicis de pintainho, antes e 30 minutos apoés a
lidocaina (20ug/mL.)

4.2- Estudos eletrofisiologicos

4.2 1- Influéncia dos Anestésicos Locais (procaina e lidocaina) nos Potenciais
de Membrana (PM)

Os anestésicos locais nas concentragbes empregadas nao causaram
alteracbes significativas nas medidas do potencial de membrana, demonstrando
que nestas concentragbes a procaina e a lidocaina ndc possuem acao
despolarizante sobre a fibra muscular (Tabelas 1 e 2; Graficos 5 e 6).
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Tabela 1- Valores médios e desvios padréo do potencial de membrana (mV) nas

fibras musculares de hemidiafragma de rato expostas a procaina

(40ug/mL)
Tempo Potencial medido em mV (x+ Comparagdo com o controle pelo teste de
(min) DP) Wilcoxon pareado
0 82+5,2 Controle
10 82+59 Nao significativo
20 84+52 Nao significativo
30 85+ 6.1 Nao significativo
40 84448 N3o significativo
50 84 + 4.2 Nao significatvo
60 85+45 Nao significativo
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Grafico 5- Efeito da procaina (40 pg/mL) sobre o potencial de membrana (mV),

nas fibras musculares de diafragma de rato. Cada ponto representa a

média + desvio padrdo de cinco experimentos.
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Tabela 2- Valores médios e desvios padrdo do potencial de membrana (mV) nas
fibras musculares de hemidiafragma de rato expostas a lidocaina

(20pg/mL)
Tempo (min) Potencial medidoem mV  Comparacdo com o controle pelo teste
(x £DP) Wilcoxon pareado
0 84+238 Controle
10 87 +3,1 N3o significativo
20 85+26 N&o significativo
30 83+34 Nao significativo
40 82+22 N3o significativo
50 864138 Nio significativo
60 88420 Nao significativo

Pontencial da Membrana (mv)
94 ]
92 1
90 A
88 | |

BGE l/.‘\_\ ‘ -‘ /J-/ o
= } S 7

so] | ' .

78 |
76 1
74 ]
72 |
701 . . ; . ; .
0 10 20 30 40 50 60
tempo (min.)

Grafico 6- Efeito da lidocaina (20 pg/mL) sobre o potencial de membrana (mV),
nas fibras musculares de diafragma de rato. Cada ponto representa a

média + desvio padrédo de cinco experimentos

Resultados
103



4.2 2- Influéncia dos Anestésicos Locais (procaina e lidocaina) nos Potenciais

de Placa Terminal em Miniatura (PPTM)

Na concentracdo estudada, a procaina causou diminui¢ao progressiva
da frequiéncia e da amplitude dos potenciais de placa terminal em miniatura, até o

blogueio total observado aos 60 minutos da adi¢é&o da droga (Figura 24).

2 seg/cm 10mseg/cm

C

Figura 24- Efeito da procaina (40ug/mL) sobre os potenciais de placa terminal em
miniatura (PPTM) em preparacao hemidiafragma de rato. A: antes da
adicdo de procaina (controle); B: 30 minutos apdés a adigdo de

procaina; C: 60 minutos apos a adicdo da procaina

Resuiltados
104



Com a lidocaina (20ug/mL) inicialmente verificou-se um aumento na
freqiiéncia, mas ndo na amplitude dos potenciais em miniatura de placa terminal,

seguido de bloqueio apds 60 minutos de exposi¢ao a droga (Figura 25).
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Figura 25- Efeito da lidocaina (20ug/mL) sobre os potenciais de placa terminal em

miniatura (PPTM) em preparagao hemidiafragma de rato. A: antes da
adicdo de lidocaina (controle); B: 30 minutos apds a adicdo de

lidocaina; C: 60 minutos apos a adigao da lidocaina
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5- DISCUSSAO




Os efeitos de anestésicos locais na jungao neuromuscular e sua
influéncia no  blogueio  neuromuscular  produzido por  bloqueadores

neuromusculares competitivos & ainda alvo de pouca investigaco.

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que em preparacéo
nervo frénico-diafragma de rato, a procaina e a lidocaina nas concentragoes
empregadas e administradas isoladamente ndo comprometem a transmissao
neuromuscular. Resultados semelhantes foram também observados com a
d-tubocurarina empregada isoladamente, no entanto, quando adicionada em
preparacdo previamente exposta aos anestésicos locais, proporcionou evidente
blogueio neuromuscular. Ao contrario do observado com a d-tubocurarina, o
rocuronio, em preparacéo livre de anestésico local, produziu redugdo na amplitude
das respostas musculares, blogueio que foi significativamente potencializado nas

preparacgdes expostas previamente aos anestésicos locais.

Estes resultados se assemelham a de outros autores que também
relataram auséncia de efeito dos anestésicos locais na transmissao
neuromuscular, mas observaram potencializagdo de diferentes bloqueadores
neuromusculares, quando do emprego de anestésicos locais por diferentes vias
de administracéo (ELLIS et al, 1953; HARRAH et al, 1970; MATSUO et al, 1978;
TOFT et al, 1990; TAIVAINEN et al, 1994; CARDOSO et al, 2005).

CORBETT e LORENZO (1973) relataram os resultados de alguns
autores que ndo evidenciaram agdo direta dos anestésicos locais sobre a placa
mioneural, mas admitiam uma possivel interacdo dessas drogas com o0s
bloqueadores neuromusculares adespolarizantes, potencializando o efeito destes
na juncdo neuromuscular. Resultados semelhantes ja haviam sido relatados por
FONTANA e VITAL BRAZIL (1973), que observaram potencializagao do blogueio
neuromuscular produzido pela d-tubocurarina, em preparagdo previamente
exposta a procainamida. Estes achados foram confirmados recentemente por
MARTINS e FONTANA (2004), e concluiram ser esta potencializagdo atribuida a
um decréscimo do numero de receptores pos-sinapticos disponiveis (do tipo down

regulation), ocasionado pela exposicdo prolongada da jung&o neuromuscular a
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procainamida, e ndo a um efeito competitivo direto entre a procainamida e o

neurotransmissor.

Pode-se, portanto inferir que os anestésicos locais diminuem a margem
de seguranca da juncéo neuromuscular facilitando a ligacdo dos bloqueadores
neuromusculares no seu local de acdo. Este fato pode explicar o blogueio
neuromuscular causado por baixas concentragbes de d-tubocurarina quando
associada aos anestésicos locais, efeito ndo evidenciado quando do emprego

isolado da d-tubocurarina em baixas concentracoes.

MATSUO et al (1978) estudando em preparacdo nervo
frénico-diafragma de rato, a agdo da associacdo da d-tubocurarina a diferentes
anestésicos locais, procaina, lidocaina e etidocaina, observaram que mesmo em
concentragcbes consideradas ineficazes, os anestésicos locais diminuiram
significantemente a EDso dos agentes bloqueadores neuromusculares, e que estes
em concentragbes efetivas para causar bloqueio neuromuscular também
causaram similar diminuicdo da EDsy dos anestésicos locais. Assim os autores
concluiram que a interagdo bloqueadores neuromusculares - anestésicos locais,
pode dever-se a potencializagéo verdadeira, causada pela agéo dos dois tipos de

drogas, em diferentes sitios da juncdo neuromuscular.

A interac&o entre bloqueadores neuromusculares e anestésicos locais
pode ser devida a diferentes mecanismos: acéo pré-sinaptica, como diminui¢do de
liberac@o acetilcolina, e agdo pds-sindptica, como estabilizacdo da membrana
pos-juncional, ndo sendo excluida a interferéncia com o mecanismo de
excitagdo-contracdo da fibra muscular (STRAUGHAN, 1961; USUBIAGA e
STANDAERT, 1968; MATSUO et al, 1978; NEHER e STEINBACH, 1978; SINE e
TAYLOR, 1982; TARDELLI, 2001).

Na associagdo medicamentosa perioperatoria, a agdo de uma droga é
modificada por outras com finalidade clinica bem estabelecida: sinergismo por
adicdo, potencializagcdo ou antagonismo. No entanto a interacido medicamentosa é
ambivalente, podendo trazer beneficios terapéuticos ou efeitos tdxicos, devendo o

controle farmacoldgico ser mantido para a seguranga do ato anestésico.
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A potencializagao dos bloqueadores neuromusculares pelos
anestésicos locais, pode ocasionar efeitos indesejaveis durante e apos a
realizacdo de procedimentos cirdrgicos, quando do uso simultaneo destas drogas
(MATSUO et al, 1978, PEDERNEIRAS, 1988).

MATSUO et al (1978) descreveram que esta potencializagéo, pode ser
evidenciada por um aumento na duragao do blogueio neuromuscular com apneia,
necessitando de assisténcia ventilatéria. Em seus experimentos, a associagao
d-tubocurarina (0,34 + 0,01ug/ml) e lidocaina (25 ng.ml) produziu 90% de blogueio
neuromuscular. Neste trabalho, o bloqueio neuromuscular produzido pela
d-tubocurarina e pelo rocurénio, em preparagao nervo frénico-diafragma de rato,

também foi significativamente aumentado pelos anestésicos locais.

Na década de 50, ELLIS et al (1953), em experimentos realizados em
gatos, observaram que a procaina embora ndo exerga efeito na transmisséo
neuromuscular, intensifica o bloqueio produzido pela d-tubocurarina e
succinilcolina, resultados confirmados em outros trabalhos que também relataram
ser verdadeira esta interacdo para outros anestésicos locais e bloqueadores
neuromusculares (HARRAH et al, 1970; MATSUO et al, 1978).

Alguns autores, estudaram em preparagao NFD os efeitos da lidocaina
e d-tubocurarina e observaram bloqueio neuromuscular aumentado, que foi
atribuido ao fato da lidocaina bloquear a condugdo nas terminagdées nervosas
motoras, com prejuizo na liberacdo de acetilcolina (efeito pré-sinaptico), além de
inibir a despolarizagdo da membrana pos-juncional devido ao bloqueio dos canais
de sédio e potassio (BRUCKNER et al, 1980).

Varias drogas usadas para o tratamento de disritmias também
aumentam os efeitos dos blogueadores neuromusculares, particularmente os da
d-tubocurarina. Por esta razdo a administracdo de lidocaina endovenosa para o
tratamento de arritmias cardiacas em pacientes cirurgicos, que necessitam de
anestesia geral e bloqueadores neuromusculares, deve ser cuidadosa e a

monitorizagdo do blogueio neuromuscular criteriosa (HARRAH et al, 1970).
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Em experimentos realizados em gatos, o blogueio neuromuscular
produzido pela associagéao lidocaina-pancurénio, foi 20% maior e estatisticamente
significante, em relagdo ao observado quando do emprego do pancurdénio
isoladamente (CARPENTER e MULRQY, 1986). Similarmente, a lidocaina na
dose de 5mg kg’ administrada por via venosa, também aumentou em 25% o
bloqueio neuromuscular produzido pela d-tubocurarina (HARRAH et al, 1970).
Outros estudos demonstraram que os anestésicos locais administrados como
agentes antiarritmicos durante ou no pés-operatério podem aumentar o bloqueio
residual (TELIVUO e KATZ, 1970; PEDERNEIRAS, 1988).

BOWMAN et al (1970) descreveu que existe uma teoria relacionada
com o modo de agéo dos anestésicos locais, que se baseia na hipdtese de que a
acetilcolina esta envolvida na condugdo nervosa, e as moléculas de muitos
anestésicos locais por apresentarem semelhanca estrutural com a acetilcolina, sdo
capazes de antagonizar sua agao em varios tecidos. Esse conjunto sugere que os
anestésicos locais blogueiam a condugdo, antagonizando a ac¢do da acetilcolina

dentro da membrana.

O bloqueio neuromuscular ocasionado pela associacdo anestésicos
locais — bloqueadores neuromusculares, foi revertido pela neostigmina e pela
4-aminopiridina (4AP). A eficacia da neostigmina na reversdo do blogueio foi
menor quando comparada a observada com a 4AP, onde a amplitude das
contracbes musculares ocasionadas pela estimulagdo do nervo frénico

ultrapassou a amplitude das respostas consideradas controle.

Estes resultados também foram relatados por MATSUO et al (1978) que
obtiveram amplitudes das respostas musculares maiores do que as observadas no
momento controle, quando do emprego da 4AP para a reversdo do blogueio
neuromuscular, causado pela associacido de procaina ou de lidocaina a
d-tubocurarina. No entanto, este efeito foi somente parcial, quando a 4AP foi
utilizada para reversdo do bloqueio neuromuscular produzido pela associacdo
procaina e succinilcolina e ndo apresentou efeito sobre o bloqueio ocasionado

pela lidocaina associada a succinilcolina.
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A neostigmina, ao inibir a acetilcolinesterase, aumenta a concentragéo
do neurotransmissor na fenda sinaptica, capaz de deslocar competitivamente os
agentes causadores do blogueio, presentes nos receptores nicotinicos, com

consequente recuperacio da transmissao neuromuscular.

As aminopiridinas possuem mecanismos de acgdo distintos na jungdo
neuromuscular, ou seja, se a preparacao esta submetida a estimulos, a reverséo
do blogueio deve-se ao aumento indireto na concentracdo do neurotransmissor na
fenda sinaptica, porém se esta se encontra em repouso, as aminopiridinas agem
revertendo a dessensibilizacdo dos receptores (VITAL BRAZIL et al 1979,
PAVANI, 1983).

A 4-aminopiridina, além do efeito inibidor de dessensibilizacdo de
receptores nicotinicos da placa terminal, provoca grande aumento dos quanta de
acetilcolina, sendo esse aumento resultante de duas agoes distintas na membrana
das terminagdes nervosas: inibicdo dos canais de potassio, 0 que produz aumento
na duracdo do potencial de agdo, e maior influxo de ions calcio para as
terminacbes nervosas motoras durante a despolarizacao da membrana
(ULBRICHT e WAGNER, 1976; YEH et al, 1976; HARVEY e MARSHALL, 1977a;
HARVEY e MARSHALL, 1977b; VITAL BRAZIL et al, 1979; VITAL BRAZIL et al,
1989). Embora o mecanismo subsinaptico pelo qual a 4-aminopiridina aumenta a
liberacdo do transmissor ainda nao esteja completamente elucidado, a eficacia da
droga como antagonista do blogueio neuromuscular pré e pés-sinaptico tem sido
evidenciado em testes experimentais (ULBRICHT e WAGNER, 1976; YEH et al,
1976; BOWMAN et al, 1977; HARVEY e MARSHALL, 1977a; HARVEY e
MARSHALL, 1977b; VITAL BRAZIL et al, 1979; VITAL BRAZIL et al, 1989). No
entanto seu uso na clinica nao & preconizado, pois atravessa facilmente a barreira
hematoencefdlica com estimulacdo do SNC, podendo causar convulsdes
(HARVEY e MARSHALL, 1977b).

Discussdo
113



O fato de ambas as drogas reverterem parcial ou totalmente o blogueio
neuromuscular produzido pela associagdo anestésicos locais - bloqueadores
neuromusculares, pode indicar como causa, um bloqueio dos receptores

nicotinicos da placa terminal.

Recentemente, MARTINS e FONTANA (2004) descreveram que O
blogueio dos PPTMs causado pela procainamida, pode ser revertido pela
neostigmina, o que pode indicar que o anestésico local esteja ocupando o receptor
pos-sinaptico, e este €& deslocado pela maior concentracdo de acetilcolina
presente na fenda sinaptica. Os PPTMs também reapareceram apos a 4AP, e isto
se deve provavelmente ao bloqueio dos canais de potassio, e aumento na
liberacdo de neurotransmissor (VITAL BRAZIL e FONTANA, 1982; PAVANI, 1983;
MARTINS e FONTANA,2004).

Para se estudar a acdo dos anestésicos locais nos sitios pré e
pos-sinapticos foram realizados estudos eletrofisiologicos. Esses experimentos
detectam a liberagdo espontanea de um quantum de acetilcolina podendo se
investigar a influéncia pré e pods-sinaptica das drogas utilizadas, pela sua

interferéncia nos processos de producéo ou liberacdo do mediador.

Os anestésicos locais devido ao bloqueio da condugdo dentro da fibra
nervosa, podem interferir com a transmissdo neuromuscular, ndo existindo
evidéncias que eles inibam a sintese de acetilcolina, mas em baixas
concentragdes reduzem a amplitude, sem alteracéo na frequéncia do potencial de
placa terminal em miniatura. Assim, a influéncia do anestésico local sobre esses
parametros indica que eles diminuem a liberagdo da acetilcolina ou diminuem a
sensibilidade da membrana poés-juncional para a acetilcolina (STRAUGHAN, 1961;
MATTHEWS e QUILLIAM, 1964; USUBIAGA e STANDAERT, 1968). O efeito
pos-juncional pode ser atribuido a interferéncia com o receptor ocupado pelo
transmissor ou com a mudanga no potencial de equilibrio do transmissor
(MAENO et al, 1971; NEHER e STEINBACH, 1978; RUFF, 1982).
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A pequena quantidade de acetilcolina, inefetiva para deflagrar um
potencial de acdo, é continua e espontaneamente liberada sem a necessidade de
haver um estimulo elétrico neuronal. Essa liberacao é responsavel por pequenos
potenciais de amplitude correspondente a centésima parte do potencial de placa
terminal, denominados de minipotencial de placa ou potenciais em miniatura da
placa terminal, cuja fungdo & desconhecida, mas parece estar relacionada a

manutencgdo do trofismo muscular (FATT e KATZ, 1952).

Embora a procaina e a lidocaina empregadas isoladamente nao tenha
comprometido a transmissado neuromuscular, efeito evidenciado nas respostas
musculares a estimulacdo indireta, os resultados dos estudos eletrofisiologicos
mostram que estas drogas nas concentragbes empregadas, interferem nos
potenciais em miniatura da placa terminal. Observou-se que a procaina causou
bloqueio progressivo destes, com diminui¢do na frequéncia e na amplitude, até o
seu completo desaparecimento. As alteracdes do potencial de placa terminal em
miniatura exteriorizam uma ac¢do pré-sinaptica, com modificagcbes na liberagao

quantal da acetilcolina.

Ao contrario, a lidocaina inicialmente aumenta a frequéncia dos
potenciais, mas com redugéo na amplitude. Isto pode ser atribuido a uma possivel
acao pré-sinaptica, com aumento na liberagdo do neurotransmissor € a acao
pos-sinaptica. O efeito inicial da lidocaina sobre os PPTMs, a semelhanca do
observado por MARTINS e FONTANA (2004), quando do emprego da
procainamida, pode também dever-se a um mecanismo inibidor da
acetilcolinesterase com aumento da acetilcolina na fenda sinaptica ou a certa
atividade agonista intrinseca e, por isso, pode ativar os receptores nos estagios

iniciais de sua acao.

Uma outra explicagdo para a interagao lidocaina - bloqueadores
neuromusculares, € o fenémeno de dessensibilizacéo do receptor provocado pela
interacdo prolongada dos receptores com a acetilcolina e analogos, e
consequentemente tornando a placa terminal refrataria a acetilcolina, sem, no
entanto ocorrer despolarizagado persistente dessa regido (THESLEFF, 1955g;
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THESLEFF, 1955b; VITAL BRAZIL e FONTANA, 1982; PAVANI, 1983). Esse
fendbmeno de dessensibilizacdo da placa terminal pela lidocaina poderia ser
explicado pelo aumento inicial na concentragdo de acetilcolina, devido ou a acéo
pré-sinédptica ou a uma provavel inibicdo da acetilcolinesterase. Na membrana
pos-sinaptica, os anestésicos locais sdo capazes de se ligar as areas especificas
dos receptores nicotinicos, diferentes das de acetilcolina promovendo a
dessensibilizacao destes receptores (SINE e TAYLOR, 1982; MARTINS e
FONTANA, 2004).

A possivel acdo pré-sinaptica da lidocaina também pode explicar o
discreto aumento na amplitude das respostas musculares a estimulagéo indireta,
observado imediatamente apés adicdo da droga na preparagdo nervo frénico

diafragma de rato.

Observou-se que nas concentragdes empregadas os anestésicos locais
nao causaram alteragdes nos potenciais de membranas das fibras musculares,
confirmando achados de BOWMAN (1980) de que estas drogas ndo possuem
acao despolarizante sobre a fibra muscular, que atuam predominantemente na
placa motora terminal, ndo estando a agdo na juncdo neuromuscular relacionada
com sua atividade estabilizadora da membrana muscular. Substancias desse tipo
impedem a condugao dos potenciais de acdo propagados sem afetar o potencial

de membrana.

As duas drogas, procaina e lidocaina utilizadas neste experimento
interagiram com os bloqueadores neuromusculares, por agdes diferenciadas. Isso
também foi evidenciado nos experimentos em que se estudou os efeitos destas
drogas na resposta a acetilcolina. Neste estudo a procaina e a lidocaina
diminuiram significativamente a resposta contraturante induzida pela acetilcolina,
nas preparag¢des diafragma de rato cronicamente desnervado e biventer cervicis
de pintainho. Estes resultados sugerem uma acéo pos-sindptica dos anestésicos
locais sobre os receptores nicotinicos, portanto uma acdo curaremimética, e nao

efeito sobre as fibras musculares. Este fato também € demonstrado pela presenca
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de respostas musculares quando se emprega estimulos elétricos diretos na

preparacao diafragma cronicamente desnervado.

Nas mesmas preparacgoes, a influéncia da lidocaina (20ug.mL) na curva
de acetilcolina, foi menor do que a observada com a procaina, o que pode ser
atribuido a uma menor interacéo lidocaina-receptor da acetilcolina; ao efeito pre-
sindptico evidenciado pelo aumento inicial da frequéncia dos potenciais de placa
terminal em miniatura e pelo discreto aumento na amplitude das respostas
musculares a estimulacdo indireta, logo apos a adicédo da droga a preparacao

nervo frénico-diafragma de rato.

Nos experimentos com a preparag¢ao biventer cervicis de pintainho nao
foram observadas contraturas musculares em resposta a procaina e a lidocaina
resultados contrarios aos de WALI (1984) que relatou contratura na musculatura
da ave ocasionado pela lidocaina, além de potencializacdo do efeito
despolarizante do tetraetilaménio. Esses efeitos podem dever-se a um aumento na
liberagdo de célcio do reticulo sarcoplasmatico (WALI, 1984; COLLINS, 1993)

Drogas que atuam pos-sinapticamente podem bloquear a agao nos
receptores e as respostas a estimulacdo indireta, mas nao afetam a resposta a
estimulacdo direta do musculo. Portanto acredita-se que a procaina e a lidocaina
possam agir predominantemente em receptores colinérgicos pos-sinapticos,

impedindo ou diminuindo a agdo do neurotransmissor.

Os resultados mostram que os anestésicos locais (procaina e lidocaina)
na concentracdes estudadas e empregados isoladamente ndo comprometeram a
transmissdo neuromuscular, mas potencializaram o blogueio neuromuscular
produzido pela d-tubocurarina e pelo rocurénio. As alteragbes do potencial de
placa terminal em miniatura exteriorizam uma acdo pré-sinaptica, modificando a
liberacdo quantal de acetilcolina e a auséncia de alteracbes no potencial de
membrana demonstra que nesta concentragcdo estas drogas nao possuem agao
despolarizante sobre a fibra muscular e que o provavel local de agéo € na jungcao

neuromuscular, particularmente na placa motora terminal. O antagonismo
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completo obtido com a 4-aminopiridina sugere que a interacdo dos anestésicos
locais com os bloqueadores neuromusculares tem um componente pre-sinaptico,
relacionado a diminui¢do da liberacdo de acetilcolina. O antagonismo parcial pela
neostigmina suporta esta idéia, uma vez que os anticolinesterasicos sao eficazes

apenas na reversao do bloqueio pds-sinaptico.

E provavel que a poténcia dos anestésicos locais na juncdo
neuromuscular possa diferir entre as diferentes espécies, e embora a extrapolacao
desses resultados para humanos ndo seja quantitativamente semelhante, as
implicagbes clinicas dessa interacdo tornam evidentes a necessidade de
monitorizacao do bloqueio neuromuscular, e de se reduzir a dose de bloqueadores

neuromusculares quando do uso simultaneo dessas drogas.
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6- CONCLUSOES
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Dos resultados apresentados neste trabalho sobre os efeitos dos
anestésicos locais, procaina e lidocaina, na juncao neuromuscular € a sua
influéncia nos efeitos dos blogueadores neuromusculares, d-tubocurarina e
rocurénio, pbde-se concluir que os anestésicos locais nas concentracbes

estudadas:

1. ndo comprometeram a transmissao neuromuscular, mas
potencializaram © blogueio neuromuscular produzido pela

d-tubocurarina e pelo rocurénio;

2. néo alteraram o potencial de membrana, demonstrando que o local

de acao € na junc¢do neuromuscular e n&o na fibra muscular;

3. apresentaram efeito pré-sinaptico refletido por alteragbes nos

potenciais de placa terminal em miniatura;

4. apresentaram efeito poés-sinaptico, refletido por diminuicdo na

resposta a acetilcoling;

5. a neostigmina e a 4-aminopiridina foram eficazes na reverséo do
bloqueio neuromuscular produzido pela associagdo anestésicos

locais - bloqueadores neuromusculares;

As conclusdes podem sugerir uma interagao do tipo sinergismo entre as
drogas estudadas, e deve ser levada em consideracdo quando do uso simultaneo

destas drogas na pratica clinica.
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ANEXO 2- COBEA - Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal

RESOLUCAO N° 592, DE 26 DE JUNHO DE 1992

Enquadra as Entidades obrigadas a registro na Autarquia:
CFMV-CRMVs, da outras providéncias, e revoga as Resolugdes n°s 80/72,
182/76, 248/79 e 580/91.

Principios éticos na experimentacao animal

A evolucio continua das areas de conhecimento humano, com especial énfase aquelas de
biologia, medicinas humana e veterinaria, e a obtengdo de recursos de origem animal para
atender necessidades humanas basicas, como nutrigdo, trabalho e vestuario, repercutem no
desenvolvimento de agdes de experimentagdo animal, razio pela qual se preconizam
posturas éticas concernentes aos diferentes momentos de desenvolvimento de estudos com

animais de experimentagao.

Postula-se:

Artigo I - E primordial manter posturas de respeito ao animal, como ser vivo e pela

contribui¢do cientifica que ele proporciona.

Artigo IT - Ter consciéncia de que a sensibilidade do animal € similar a humana no que se
refere a dor, memoria, angustia, instinto de sobrevivéncia, apenas lhe sendo impostas

limitagdes para se salvaguardar das manobras experimentais e da dor que possam causar.

Artigo III - E de responsabilidade moral do experimentador a escolha de métodos e agdes

de experimentagao animal

Artigo IV - E relevante considerar a importancia dos estudos realizados atraves de
experimentacdao animal quanto a sua contribui¢do para a saide humana em animal, o

desenvolvimento do conhecimento e o bem da sociedade.
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Artigo V - Utilizar apenas animais em bom estado de saude.

Artigo VI - Considerar a possibilidade de desenvolvimento de métodos alternativos, como
modelos matematicos, simula¢des computadorizadas, sistemas biologicos "in vitro",
utilizando-se o menor numero possivel de espécimes animais, se caracterizada como unica

alternativa plausivel.

Artigo VII - Utilizar animais através de métodos que previnam desconforto, angustia e dor,
considerando que determinariam os mesmos quadros em seres humanos, salvo se

demonstrados, cientificamente, resultados contrarios.

Artigo VIII - Desenvolver procedimentos com animais, assegurando-lhes sedagao,
analgesia ou anestesia quando se configurar o desencadeamento de dor ou angustia,
rejeitando, sob qualquer argumento ou justificativa, o uso de agentes quimicos e/ou fisicos

paralizantes e ndo anestésicos.

Artigo IX - Se os procedimentos experimentais determinarem dor ou angustia nos animais,

apos o uso da pesquisa desenvolvida, aplicar método indolor para sacrificio imediato.

Artigo X - Dispor de alojamentos que propiciem condigdes adequadas de saude e conforto,

conforme as necessidades das espécies animais mantidas para experimentagdo ou docéncia.

Artigo XI - Oferecer assisténcia de profissional qualificado para orientar ¢ desenvolver
atividades de transportes, acomodagao, alimentagdo e atendimento de animais destinados a

fins biomédicos.

Artigo XII - Desenvolver trabalhos de capacitagdo especifica de pesquisadores e
funcionarios envolvidos nos procedimentos com animais de experimentagdo, salientando

aspectos de trato e uso humanitario com animais de laboratorio.

COBEA - Colégio Brasileiro de Experimentagio Animal
Fazenda Lagoa Bonita, Chacara 13CP. 08287 - CEP. 73.301-970 - Planaltina-DF
Tel./Fax. (061) 488-1018

cobea@uol.com.br
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RESUMO

Loyola YCS, Braga AFA, Braga FSS, Poterio GMB, Sousa SR, Fernandes SCA —
Influéncia da Lidocaina no Bloqueio Neuromuscular Produzido pelo Rocuronio. Estudo em

Preparacado Nervo Frénico Diafragma de Rato.

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS: O mecanismo de agdo dos anestesicos locais (AL) na
juncao neuromuscular motivou a realizagao de varios estudos. Em baixas doses eles nao
interferem na transmissdo neuromuscular, altas doses podem comprometer a transmissao
neuromuscular e potencializar os efeitos de bloqueadores neuromusculares. O objetivo do
estudo foi avaliar em diafragma de rato, a intera¢@o da lidocaina com o rocurénio através

da influéncia no grau de bloqueio neuromuscular.

METODO: Foram utilizados ratos, com peso entre 250 a 300 g. A preparacéo foi montada
de acordo com a técnica descrita por Bulbring. Formaram-se grupos (n = 5) de acordo
com a droga em estudo: lidocaina — 20 pg.mL™" (Grupo I); rocurénio — 4 ug.mL™" (Grupo 11)
e rocurénio — 4 pg.mL™" com lidocaina — 20 ug.mL™ (Grupo Ill). Avaliou-se: 1) a amplitude
das respostas do musculo diafragma a estimulacdo indireta, antes e 60 minutos apos a
adicdo da lidocaina e do bloqueador neuromuscular; 2) os potenciais de membrana (PM)
e potenciais de placa terminal em miniatura (PPTM); 3) a eficacia da neostigmina e 4)

aminopiridina na reversao do blogueio neuromuscular.

RESULTADOS: A lidocaina isoladamente ndo alterou a amplitude das respostas
musculares. Com uso prévio de lidocaina o bloqueio neuromuscular do rocurénio foi de
82.8 + 1,91%, com diferenca significativa (p = 0,0079) em relagdo ao grupo com rocuronio
isolado (57,8 + 1,9%). O bloqueio foi parcial e totalmente revertido pela neostigmina e 4
aminopiridina, respectivamente. A lidocaina ndo alterou o potencial de membrana e
ocasionou aumento inicial na frequéncia dos PPTM, seguido de bloqueio.

CONCLUSOES: A lidocaina potencializou o bloqueio neuromuscular produzido pelo
rocurénio. As alteragbes do PPTM identificam acg&o pré-sinaptica. O antagonismo
completo da 4 aminopiridina sugere componente pré-sinaptico, idéia que e suportada pelo

antagonismo parcial pela neostigmina.
Unitermos: ANESTESICOS, Local: lidocaina; BLOQUEADORES NEUROMUSCULARES, N3o -

despolarizantes: rocurénio

Anexos
142



Loyola YCS, Braga AFA, Braga FSS, Potério GMB, Sousa SR, Fermandes SCA -
Influéncia da Lidocaina no Bloqueio Neuromuscular Produzido pelo Rocurdnio. Estudo em

Preparacdo Nervo Frénico Diafragma de Rato.

Introducao

As propriedades farmacologicas dos bloqueadores neuromusculares (BNM), tais como
inicio de acdo, grau de bloqueio neuromuscular e duragé@o de agdo dependem de varios
fatores. Estes incluem o débito cardiaco, o tempo circulatério para o musculo, o fluxo
sanguineo muscular, a afinidade pelo local de agdo, a poténcia e a dose administrada %
Também existem evidéncias de que altas doses de anestésicos locais empregadas
isoladamente podem comprometer a transmissdo neuromuscular, e potencializar o
bloqueio neuromuscular produzido por baixas doses de bloqueadores neuromusculares
nao-despolarizantes e despolarizantes .

Os anestésicos locais, particularmente as amino-amidas, tais como a lidocaina e a
bupivacaina, sdo farmacos comumente empregados na pratica clinica em anestesia
peridural associada a anestesia geral. Por via venosa, a lidocaina &€ usada durante a
inducdo anestésica para atenuar as respostas reflexas desencadeadas pelas manobras
de laringoscopia e intubagéo traqueal, e como droga auxiliar no tratamento de disritmias
cardiacas no intra-operatorio 27. O rocurénio é um bloqueador neuromuscular
nado-despolarizante, aminoesteréide, de duracéo de acao intermediaria, com inicio rapido
de acéo, caracteristica que o diferencia dos demais bloqueadores nao-despolarizantes e o
torna um agente altemativo para a succinilcolina em situagdes de indugdo de sequéncia
rapida ™°.

Sao admitidos varios mecanismos para explicar a interagcao entre os anestésicos locais e
os bloqueadores neuromusculares, tais como agao pre-sinaptica, inibindo a liberagao da
acetilcolina e acdo pos-sinaptica, através da estabilizagdo da membrana pés-juncional,
além de interferéncia com o mecanismo de excitagdo-contracéo da fibra muscular ">,
Trabalhos apontam para possivel interagao lidocaina - bloqueadores neuromusculares,
potencializando os efeitos dos bloqueadores neuromusculares “'°. Embora somente em
altas doses os anestésicos locais possam produzir bloqueio neuromuscular, a interacéo
com os blogqueadores neuromusculares, particularmente os nao-despolarizantes, torna-se
clinicamente relevante, necessitando-se de observacdo cuidadosa quando do emprego
simultaneo destes agentes, ou em situacdbes em que a margem de seguranca da

transmissdo neuromuscular estiver reduzida >'°.
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O objetivo deste estudo foi avaliar, em modelo experimental, o efeito da lidocaina na
transmissdo neuromuscular e a sua influéncia no bloqueio neuromuscular produzido pelo

rocurénio.

Método

Foi realizado estudo experimental obedecendo aos principios éticos do Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal (COBEA) que foram aprovados pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP).

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar, com peso entre 250 e 300 g
sacrificados sob anestesia com hidrato de cloral a 10% (250 mg.kg™, via intraperitonial), e
sangria por sec¢ao dos vasos do pesco¢o. A preparacao foi montada de acordo com a
técnica descrita por Bulbring’®. Os hemidiafragmas com os nervos frénicos
correspondentes foram retirados e fixados em cuba contendo 40 mL de solugdo nutritiva
de Tyrode com a seguinte composicdo em mM: NaCl 137; KCI 2,7; CaCl, 1,8; NaHCO;
11,9; MgCl, 0,25; NaH,PO,4 0,3 e glicose 11. A solucao foi aerada constantemente com
carbogénio (85% O, + 5% COQO,) e mantida a 37 °C. O nervo foi colocado sobre eletrodos
de platina ligados a um estimulador Grass S48. O diafragma foi mantido por sua porcao
tendinosa sob tensdo constante (5,0 g), atraveés de fio ligado a transdutor isometrico Load
Cell BG50 GMS, e submetido a estimulacao indireta de 0,1 Hz de frequéncia e duracao de
0,2 mseg, sendo que as variagbes de tensdo produzidas pelas contragées do diafragma
foram registradas em fisiografo Gould RS 3400. Formaram-se grupos (n = 5), de acordo
com o farmaco adicionado a preparagao: Grupo | - lidocaina (20 pg.mL™"); Grupo Il -
rocurénio (4 pg.mL™"); Grupo Il - rocurénio (4 pg.mL™") em preparacdo previamente
exposta a lidocaina (20 pg.mL™). No Grupo Ill (lidocaina-rocurénio), o rocurénio foi
adicionado a preparacao 30 minutos apds a adi¢céo da lidocaina. As respostas musculares
a estimulagao indireta foram registradas durante 60 minutos apos a adi¢ao dos farmacos.
Para a reversdao do blogueio neuromuscular ocasionado pela associacao lidocaina-
rocurénio, empregaram-se neostigmina (2 ug.mL™") e a 4 aminopiridina - 4AP (20 pg.mL™),
adicionadas a preparagdo 60 minutos apdés o BNM. Utilizou-se também a preparacao
nervo frénico-diafragma para a o estudo dos efeitos da lidocaina nos potenciais de placa
terminal em miniatura e nos potenciais de membrana. Foram avaliados: 1) a amplitude
das respostas do musculo diafragma a estimulacdo indireta, antes e 60 minutos apds a

adicao de lidocaina; 2) a amplitude das respostas do musculo diafragma a estimulagao
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indireta, antes e 60 minutos apos a adi¢ao do bloqueador neuromuscular; 3) os potenciais
de membrana (PM) e potenciais de placa terminal em miniatura (PPTM); 4) a eficacia da
neostigmina e da 4-aminopiridina na reversao do blogueio neuromuscular.

Os resultados foram expressos em média e desvios-padrdo. Para analise estatistica
foram utilizados os testes de Mann-Whitney e de Wilcoxon para amostras pareadas.

Assumiu-se nivel significativo de 5% (a = 5%). O poder do teste foi calculado e obteve-se
B > 20% (poder > 80%).

Resultados
A lidocaina na concentracdo estudada e empregada isoladamente em preparagao nervo

frénico-diafragma de rato ndo causou reducéo na amplitude das respostas musculares a

estimulacdo elétrica indireta (Figura 1).

A B C
Figura 1 - Efeito da lidocaina (20pg/mL) nas respostas musculares a estimulagdo indireta em
preparacéo nervo frénico - diafragma de rato. A: controle; B: adicdo de lidocaina; C: 60 minutos

ap6s a adicdo de lidocaina

Nas preparagoes expostas previamente a lidocaina o bloqueio produzido pelo rocurdnio
foi de 82.8 + 1,91%, com diferenca significativa (p = 0,0079) em relacdo ao produzido pelo
rocurdnio empregado isoladamente (57,8 £ 11,9%) - Figuras 2 e 3, respectivamente.
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Figura 2 - Efeito do rocurénio (4pug/mL) nas respostas musculares a estimulagdo indireta em
preparagdo nervo frénico - diafragma de rato. A: controle; B: adigdo do rocurdnio; C: 60 minutos
apbs a adigao de rocurdnio

A B Cc DE

Figura 3 - Efeito do rocurdnio (4ug/mL) nas respostas musculares 2 estimulacdo indireta em
preparacdo nervo frénico - diafragma de rato expostas a lidocaina (20pg/mL). Efeito da 4
aminopinidina. A: controle; B: adigdo de lidocaina; C: adigéo de rocuronio 30 minutos apés a
lidocaina;D: 60 minutos apds rocurdnio; E: 4 AP (20pg/mL)

O blogueio neuromuscular causado pelo rocurdnio, nas preparagdes expostas a lidocaina,
foi revertido parcial e totalmente pela neostigmina (Figura 4) e pela 4 - aminopiridina
(Figura 3), respectivamente .
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Figura 4 - Efeito do rocurdnio (4pg/mL) nas respostas musculares a estimulag@o indireta em

preparacdo nervo frénico - diafragma de rato expostas a lidocaina (20pg/mL). Efeito da
neostgmina. A: controle; B: adi¢do de lidocaina: C: adi¢do de rocuronio 30 minutos apos a
lidocaina: D: 60 minutos apos rocurdnio; E: neostigmina (2ug/mL)

Nio se observou efeito com diferenca estatisticamente significante da lidocaina sobre os
potenciais de membrana. Os efeitos sobre os potenciais de placa terminal em miniatura
caracterizaram-se inicialmente por aumento na frequéncia, observado 30 minutos apos a

adicdo da droga, seguido de bloqueio aos 60 minutos (Figura 5).

C

Figura 5 - Efeito da lidocaina (20pg/mL) nos potenciais de placa terminal em miniatura (PPTM) em
preparacéo nervo frénico - diafragma de rato. A: controle; B: 30 minutos apés a adi¢ao de lidocaina,
C: 60 minutos apés a adi¢do de lidocaina

Discussao

Os efeitos dos anestésicos locais na jun¢do neuromuscular e sua influéncia no bloqueio
produzido por bloqueadores neuromusculares nao-despolarizantes é ainda alvo de pouca
investigagéo, no entanto esta interagao tem sido observada na pratica clinica®*®

Esses achados clinicos foram confirmados em trabalhos experimentais, que tém como

maior vantagem, em relagdo as pesquisas clinicas, a possibilidade de eliminar a grande

variabilidade individual de sensibilidade aos blogueadores neuromus:.:ulares"’ ‘f__‘f'_‘,_._, Ty
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O presente estudo, realizado em preparacdo nervo frénico-diafragma de rato, mostrou
que na concentracdo estudada a lidocaina empregada isoladamente ndo exerceu efeitos
na jungao neuromuscular, no entanto potencializou o bloqueio produzido pelo rocurénio.
Estes resultados assemelham-se aos de outros autores que também relataram auséncia
de efeito dos anestésicos locais na transmissdo neuromuscular, mas observaram
potencializacao de diferentes bloqueadores neuromusculares, quando do emprego de
anestésicos locais por diferentes vias de administragao®®1017-1°,

Na década de 1950, Ellis e col."”, em experimentos realizados em gatos, observaram que
a procaina, embora nao exercendo efeito na transmissdo neuromuscular, intensificou o
bloqueio produzido pela d-tubocurarina e succinilcolina, resultados confirmados em outros
trabalhos que também relataram ser verdadeira esta interacdo para outros anestésicos

locais e bloqueadores neuromusculares'®'®.  Matsuo e col.™

avaliaram em preparagao
nervo frénico-diafragma de rato, a acdo da associagdo da d-tubocurarina a diferentes
anestésicos locais como procaina, lidocaina e etidocaina. Observaram que mesmo em
concentragbes consideradas ineficazes, os anestésicos locais diminuiram de modo
significativo a EDs;, dos agentes bloqueadores neuromusculares e que estes, em
concentragbes eficazes para causar bloqueio neuromuscular, também causaram similar
diminuicdo da EDs, dos anestésicos locais. Assim, os autores concluiram que a interagéo
bloqueadores  neuromusculares-anestésicos locais pode ser consequente a
potencializacao verdadeira, causada pela agdo dos dois tipos de drogas, em diferentes
locais da jung&o neuromuscular.

Em experimentos realizados em gatos, o bloqueio neuromuscular produzido pela
associagao lidocaina-pancuronio foi 20% maior, com diferenca estatistica significativa em
relacao ao observado quando do emprego do pancurénio isoladamente’®. Similarmente, a
lidocaina na dose de 5 mg.kg™ administrada por via venosa, também aumentou em 25% o
bloqueio neuromuscular produzido pela d-tubocurarina®. No homem, os efeitos do
vecuronio e do atracdrio foram prolongados pela bupivacaina administrada no espaco
peridural, e o rocuronio teve sua duragdo famacologica aumentada pela lidocaina
administrada por via venosa*®.

A interacdo entre os anestésicos locais e os bloqueadores neuromusculares ndo esta
completamente elucidada, e varios mecanismos podem ser responsaveis pela
potencializagdo observada. Teoricamente estes agentes podem interferir em alguma
etapa envolvida na transmissao neuromuscular. Por agdo pré-sinaptica, os anestésicos
locais deprimem seletivamente a condugéo nas fibras motoras e diminuem a liberacao de
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acetilcolina durante a estimulagdo nervosa'??*?'. Por agdo pos-sinaptica podem se ligar
a diferentes locais especificos de acetilcolina, resultando em dessensibilizacdo desses
receptores, além de poderem ocluir temporariamente os canais dos receptores
nicotinicos'> 1422,

A lidocaina pode bloquear completamente a condugdo nervosa e também deprimir a
conducdo do impulso pré e pds-juncional’’. Em estudo que correlaciona a estrutura
molecular de varios derivados da lidocaina com as suas respectivas propriedades
inibitérias da transmissdo neuromuscular e com a sua poténcia anestésica local, foi
demonstrado que as propriedades moleculares desses derivados, relacionadas com o
comprometimento da transmissdo neuromuscular, s&o similares aquelas envolvidas na
ativacdo de receptores de acetilcolina, e ndo com as associadas a sua poténcia
anestésica local. Esses resultados sugerem que a lidocaina produz bloqueio
neuromuscular por mecanismos distintos do seu mecanismo de agdo como anestésico
local®.

O bloqueio neuromuscular ocasionado pela associacdo lidocaina-rocuronio foi revertido
pela neostigmina e pela 4-aminopiridina. A neostigmina foi menos eficaz do que a
4-aminopiridina na reversdo do blogueio. Com esta ultima, a amplitude das respostas
musculares a estimulagdo do nervo frénico, ultrapassou a das respostas consideradas
como controle. A neostigmina, ao inibir a acetilcolinesterase, aumenta a concentracao do
neurotransmissor na fenda sinaptica sendo capaz de deslocar competitivamente os
agentes causadores do bloqueio. A 4-aminopiridina, além do efeito inibidor de
dessensibilizacdo de receptores nicotinicos da placa terminal, provoca grande aumento
dos quanta de acetilcolina. Esse aumento é resultante de duas acOes distintas na
membrana das terminacbes nervosas, a inibicdo dos canais de potassio, que produz
aumento na duracdo do potencial de agdo, e o maior influxo de ions calcio para as
terminagbes nervosas motoras durante a despolarizacao da membrana®*. Embora o
mecanismo subsinaptico pelo qual a 4-aminopiridina aumenta a liberagao do transmissor
ainda ndo esteja completamente elucidado, a eficacia da droga como antagonista do
blogueio neuromuscular pré e pos-sindptico tem sido evidenciada em testes
experimentais’®?>*" No entanto, seu uso na clinica ndo é preconizado, pois atravessa
facilmente a barreira hematoencefalica com estimulagdo do sistema nervoso central,
podendo causar convulsdes™®.

Na avaliagdo dos potenciais bioelétricos, observou-se que a lidocaina na concentragao
empregada néo altera o potencial de membrana das fibras musculares, demonstrando-se,
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portanto, que nao possui agdo despolarizante sobre a fibra muscular esqueletica. Embora
a lidocaina nao tenha apresentado efeito sobre a fibra muscular, os estudos dos
potenciais bioelétricos evidenciaram que este farmaco na concentragao empregada,
interfere nos potenciais de placa terminal em miniatura (PPTM). Inicialmente verificou-se
aumentou na frequéncia dos PPTM, o que pode ser atribuido a agao pré-sinaptica,
aumentando a liberagao do neurotransmissor, com redu¢ao na amplitude, provavelmente
devido a agao pos-sinaptica.

Os resultados mostram que a lidocaina na concentracdo estudada e empregada
isoladamente ndo comprometeu a transmissao neuromuscular, mas potencializou o
bloqueio neuromuscular produzido pelo rocuronio. As alteragbes do potencial de placa
terminal em miniatura indicam agado pré-sinaptica, modificando a liberagao quantal de
acetilcolina, a auséncia de alteragdes no potencial de membrana demonstra que nesta
concentracéo a lidocaina néo possui agéo despolarizante sobre a fibra muscular e que o
provavel local de acdo é na jun¢do neuromuscular, particularmente na placa motora
terminal. O antagonismo completo obtido com a 4-aminopiridina sugere que a interagao
da lidocaina com o rocurdnio tem componente pré-sinaptico, relacionado a diminuigao da
liberagao de acetilcolina. O antagonismo parcial pela neostigmina suporta esta idéia, uma
vez que os anticolinesterasicos s3o eficazes apenas na reversao do bloqueio pos-
sinaptico.

E provavel que a poténcia dos anestésicos locais na jungdo neuromuscular possa diferir
entre as diferentes espécies e, embora a extrapolagdo desses resultados para o homem
ndo seja quantitativamente semelhante, as implicacées clinicas dessa interagcao tornam
evidenciam a necessidade de monitorizacdo do bloqueio neuromuscular, e de redugao da
dose de bloqueadores neuromusculares quando do uso simultaneo desses agentes.
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RESUMO

Trata-se de estudo experimental com o objetivo de estudar em preparacdo nervo
frénico-diafragma de rato (NFD), a influéncia da procaina e lidocaina no bloqueio
neuromuscular produzido pela d-tubocurarina.

Foram utilizados ratos Wistar com peso entre 250 a 300g sacrificados sob
anestesia com pentobarbital sodico por via peritoneal. A preparagao NFD foi
montada de acordo com a técnica de Bulbring; a preparacédo hemidiafragma de
rato cronicamente desnervado (HCD) com a finalidade de observar a agao pos-
sinaptica dos anestésicos locais ou uma possivel acdo na fibra muscular, de
acordo ao proposto por Vital Brazil (1965)

Em preparacdo nervo frénico-diafragma de ratos, a procaina, a lidocaina e a d-
tubocurarina nas concentragbes estudadas e empregadas isoladamente nao
causaram alteracdo na amplitude das respostas musculares. Em preparacoes
expostas previamente a procaina e a lidocaina, o bloqueio produzido pela d-
tubocurarina foi de 75,2% e de 63,2%, respectivamente. Os anestésicos locais
nao alteraram o potencial de membrana demonstrado que nao atuam na fibra
muscular e o local de acdo € na jungcdo neuromuscular particularmente na placa
motora. Na preparacdo HCD a procaina e a lidocaina produziram diminuic&o
significativa de 52,7% e 19,3%, respectivamente na resposta a acetilcolina,
demonstrando o efeito pés-juncional das drogas. Os anestésicos locais
apresentaram efeito pré-sinaptico, evidenciado por alteragdes nos potenciais em
miniatura da placa terminal. O blogueio ocasionado pela associagdo anestésico
local-d-tubocurarina foi antagonizado parcialmente pela neostigmina. A procaina e
a lidocaina nas concentragbes empregadas potencializaram o bloqueio

neuromuscular produzido pela d-tubocurarina.

Palavras chaves: ANESTESICOS LOCAIS: procaina, lidocaina; BLOQUEADORES
NEUROMUSCULARES: d-tubocurarina; INTERAGAO.
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ABSTRACT

It is treated of na experimental study with the objective of studyng in a phrenic
nerve-diaphragm preparation on the rat (NFR), the influence of the procaine and
lidocaine in the blockade neuromuscular produced by the d-tubocurarine.

Wistar rat were used with weight among 250 to 300g sacrificed under anesthesia
with pentobarbital 10%. The preparation NFD was set up in agreement with the
Bulbring’s technique; the preparation hemidiafragma of rat chronically nerveless
(HCN) with the purpose of observing the action post-junctional of the local
anesthetics or a possible action in the muscular fiber of agreement to the proposed
by Vital Brazil (1965).

In a phrenic nerve-diaphragm preparation on the rat, the procaine, the lidocaine
and the d-tubocurarine in the studied concentrations and used separately didn't
cause alteration in the width of the muscular answers. In preparations previously
exposed the procaine and the lidocaine, the blockade produced by the
d-tubocurarine was of 75,2% and of 63,2%, respectively. The local anesthetics
didn't alter the potential of membrane demonstrated that they don’t act in the
muscular fiber and the action place is in the junction neuromuscular particulaly in
the motor plate. In the preparation HCN the procaine and the lidocaine produced
significant decreaseof 52,7% and 19,3%, respectively in the answer to the
acetylcholine demonstrating the effect post-junctional of the drugs. The local
anesthetics presented effect pre-synaptic, evidenced by alterations in the
potentials in miniature of the terminal plate. The blockade caused by the
association anesthetic local-d-tubocurarine was antagonized partially by the
neostigmine. The procaine and the lidocaine in the used concentrations potentiated

the blockade neuromuscular produced by the d-tubocurarine.

Key words: LOCAL ANESTHETICS: procaine, lidocaine: NEUROMUSCULARS
BLOCKADES: d-tubocurarina; INTERACTION.
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INTRODUGAO

A procaina e a lidocaina sdo anestésicos frequentemente utilizados na clinica
médica veterinaria, principalmente a lidocaina, em varios tipos de blogueios e
como agentes antiarritmicos.

A maioria dos anestésicos locais, podem em altas doses e uso isolado, bloquear
a transmissdo neuromuscular, no entanto, mesmo quando empregados em baixas
doses podem potencializar o bloqueio neuromuscular produzido tanto por
bloqueadores neuromusculares nao despolarizantes quanto pelos
despolarizantes' .

Sao admitidos varios mecanismos para explicar essa interacdo descrevendo-se
acdo pré-sinaptica como a inibigdo da liberacdo da acetilcolina e agao
pos-sindptica como estabilizacdo da membrana pods-juncional, além da
interferéncia com o mecanismo de excitagéo contragdo da fibra muscular’. Em
preparacdo nervo frénico- diafragma de rato, os anestésicos locais, procaina,
lidocaina e etidocaina em concentragbes consideradas ineficazes, diminuiram
significantemente a EDso da d-tubocurarina, o mesmo também foi observado com
os anestésicos locais que tiveram sua EDso diminuida quando do emprego de
bloqueadores neuromusculares (BNM) em concentragdes ineficazes para causar
blogqueio neuromuscular. A interagdo bloqueadores neuromusculares -
anestésicos locais pode dever-se a uma potencializagéo verdadeira causada pela
acao dos dois tipos de drogas, em diferentes sitios da jungdo neuromuscular .

Os BNM também s&o farmacos amplamente utilizados na pratica anestésica e o
uso clinico dos diferentes tipos de BNM tem sido parte integral e crescente na
anestesia clinica. Apresentam em sua estrutura um ou mais grupos de amoénio
quaternario, carregados positivamente, que se ligam as subunidades alfa do
receptor nicotinico na placa motora, mimetizando a agéo da acetilcolina causando
despolarizacdo antes da paralisia ou impedindo o acesso da acetilcolina ao
receptor evitando a despolarizagéo >°.

A d-tubocurarina constitui o protétipo dos bloqueadores neuromusculares
adespolarizantes, com interesse historico e uso em pesquisas experimentais. E

um blogueador com poténcia relativamente baixa (DEgs = 0,5mg.kg™), longa
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duraco de acdo e efeitos colaterais, decorrentes da agao blogqueadora ganglionar
e da liberaggo de histamina™®.

Embora somente em altas doses os anestésicos locais possam produzir bloqueio
neuromuscular, a interagdo com o0s bloqueadores neuromusculares,
particularmente os  adespolarizantes, tormna-se clinicamente relevante,
necessitando de observagdo cuidadosa quando do emprego simultaneo destas
drogas, ou em situagdes em que a margem de seguranca da fransmissao
neuromuscular estiver reduzida®.

O presente estudo através de experimentos especificos na juncao neuromuscular
teve como objetivo estudar a agdo dos anestésicos locais procaina e lidocaina na
juncéo neuromuscular e sua influéncia no bloqueio neuromuscular produzido pela
d-tubocurarina, uma vez que técnicas de anestesia geral incluem a utilizagao

destes dois grupos de drogas.

REVISAO DE LITERATURA

Na década de 50, Ellis et al.”, em experimentos realizados em gatos,
observaram que a procaina embora ndo exerca efeito na transmissao
neuromuscular, intensifica o bloqueio produzido pela d-tubocurarina e
succinilcolina, resultados confirmados em outros trabalhos que também relataram
ser verdadeira esta interagdo para outros anestésicos locais e bloqueadores
nuromusculares 2.

Hirst e Wood (1971)° estudaram a agdo da procaina em preparacao
nervo-frénico-diafragma isolado de ratos submetida a baixas frequéncias de
estimulagdo e relataram resposta semelhante a produzida pela d-tubocurarina,
concluindo assim que esse efeito resulta de alteragao na sensibilidade da
membrana pés-juncional ao neurotransmissor, e nédo em sua liberagcdo. No
entanto, a estimulagdo do nervo frénico com altas frequéncias produz reducao na
excitabilidade elétrica do terminal nervoso, com auséncia de resposta. Esta pode
ser considerada uma distinta forma de depressao pré-juncional, resultado ja

relatado anteriormente por Straughan'®.
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Maeno et al."' descreveram que a procaina, lidocaina e seus derivados deprimem
e modificam a resposta dos receptores pds-sindpticos da juncdo neuromuscular
para a acetilcolina, achados ja relatados anteriormente por Steibach (1968)'? que
sugeriu que o local de acdo destas substancias € o mesmo da d-tubocurarina, ou
seja os receptores pos-sinapticos.

Alguns autores, estudaram em preparagdo NFD os efeitos da lidocaina e
d-tubocurarina e observaram aumentado blogueio neuromuscular, que foi atribuido
ao fato da lidocaina bloquear a condugéo nas terminagbes nervosas motoras, com
prejuizo na liberagdo de acetilcolina (efeito pré-sinaptico), além de inibir a
despolarizacdo da membrana poés-juncional devido ao bloqueio dos canais de
sodio e potassio',

Em experimentos realizados em gatos, o bloqueio neuromuscular produzido pela
associacao lidocaina-pancurdnio foi 20% maior, e estatisticamente significante, em
relagdo ao observado quando do emprego do pancurénio isoladamente'®.
Similarmente, a lidocaina na dose de 5mg/kg administrada por via venosa,
também aumentou em 25% o blogueio neuromuscular produzido pela
d-tubocurarina®. Outros estudos demonstraram que os anestésicos locais
administrados como agentes antiarritmicos durante ou no pds-operatério podem
aumentar o bloqueio residual’.

A lidocaina pode bloquear completamente a conducéo nervosa e também deprimir

a condugdo do impulso ao nivel pré e pés-juncional'?

. Em estudo que correlaciona
a estrutura molecular de varios derivados da lidocaina com as suas respectivas
propriedades inibitérias da transmissdo neuromuscular e com sua poténcia
anestésica local, foi demonstrado que as propriedades moleculares desses
derivados, relacionadas com o comprometimento da transmiss&o neuromuscular,
sao similares aquelas envolvidas na ativacdo de receptores de acetilcolina, e ndo
com as associadas a sua potencia anestésica local. Esses resultados podem
sugerir que a lidocaina produz bloqueio neuromuscular por mecanismo distintos
do seu mecanismo de agdo como anestésico local '%.

A interac@o entre os anestésicos locais e os bloqueadores neuromusculares nao

esta completamente elucidada, e varios mecanismo podem ser responsaveis pela
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potencializacdo dos efeitos dos relaxantes musculares pelos anestésicos locais.
Teoricamente estas drogas podem interferir em alguma etapa envolvida na
transmissdo neuromuscular. Pré-sinapticamente, os anestésicos locais deprimem
seletivamente a conducdo nas fibras terminais motoras e diminuem a liberacao de

1015 o pos-sinapticamente podem se ligar

acetilcolina durante estimulagao nervosa
a diferentes sitios especificos de acetilcolina resultando em dessensibilizacao
desses receptores, além de poder ocluir transitoriamente os canais dos receptores
nicotinicos'®"”.

A possivel interagdo entre drogas como anestésicos locais e blogueadores
neuromusculares evidenciadas em estudos experimentais, podem estar presentes
na pratica clinica quando do uso simultdneo dessas drogas, com
comprometimento da transmissdo neuromuscular que pode causar prejuizo na

respiracdo espontanea e necessitar de assisténcia ventilatéria prolongada.

MATERIAL E METODO

Trata-se de estudo experimental e os procedimentos usados estao de acordo com
os principios éticos na experimentagéo animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
experimentacdo Animal (COBEA) e foram aprovados pela Comiss&o de Etica em
experimentagdo Animal do Instituto de Biologia da Universidade estadual de
Campinas (UNICAMP).

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar com peso entre 250 e 300g. Os
animais foram anestesiados com pentobarbital sédico por via intraperitoneal e
apos sangria por sec¢ao dos vasos do pescogo, foi retirado o hemidiafragma
esquerdo e a porgao do nervo frénico correspondente e a preparacao foi montada
de acordo com a técnica descrita por Bulbring (1946)'®. A preparagao foi fixada em
cuba contendo 40 ml de solugao nutritiva de Tyrode com a seguinte composi¢cao
mM: NaCl 137; KCI 2,7; CaCl; 1,8, NaHCO; 11,9; MgCl, 0,25; NaH,PO4 0,3 e
glicose 11. A solugéo foi aerada constantemente com carbogénio (95% O, + 5%
CO,) e mantida a 37°C. O nervo foi colocado sobre eletrodos de platina ligados a
um estimulador Grass S48. O diafragma foi mantido por sua porgcéo tendinosa sob

tensdo constante (5,0) através de um fio ligado a um trnsdutor isomeétrico Load
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Cell BG50 GMS, e submetido a estimulagao indireta de 0,1Hz de frequéncia e
duracdo de 0,2 mseg e as variagbes de tensdo produzidas pelas contragdes do
diafragma foram registradas em fisiografo Gould RS 3400.

Formaram-se grupos (n=5) de acordo com a droga adicionada a preparacao:
Grupi | - procaina (40ug/ml); Grupo Il - lidocaina (20ug/ml); Grupo Il -
d-tubocurarina (0,3ug/ml); Grupo IV - procaina e d-tubocurarina; Grupo V -
lidocaina e d-tubocurarina, Nos grupos em que a preparagao foi previamente
exposta ao anestésico local, a d-tubocurarina foi adicionada a preparagao
30 minutos apos.

As respostas musculares a estimulagao indireta foram registradas durante 60
minutos apos a adi¢cdo das drogas. Para a reversao do blogueio neuromuscular
ocasionado pela associagao procaina - d-tubocurarina e lidocaina - d-tubocurarina,
empregou-se neostigmina (2ug/ml), adicionada a preparagéo 60 minutos apds o
BNM. Utilizou-se também a preparacao NFD para o estudo dos efeitos da
procaina e da lidocaina nos potenciais de placa terminal em miniatura e nos
potenciais de membrana. Foram avaliados: 1) a amplitude das respostas do
musculo diafragma a estimulagao indireta, antes e 60 minutos apos a adicao dos
anestésicos locais; 2) a amplitude das respostas do musculo diafragma a
estimulacdo indireta, antes e 60 minutos apds a adi¢do da d-tubocurarina; 3) os
efeitos dos anestésicos locais nos potenciais de membrana (PM) e potenciais de
placa terminal em miniatura (pptm); 4) a eficacia da neostigmina na reversdo do
bloqueio neuromuscular.

A preparagdo hemidiafragma de rato cronicamente desnervado (n=5) foi utilizada
segundo a técnica descrita por Vital Brazil (1965)'°. O procedimento iniciou-se
apos a anestesia do rato posicionando-o em decubito lateral direito; realizou-se
incis@o de 0,5 cm perpendicular a linha mediana do terco inferior da regido lateral
do térax esquerdo. Com extensdo de aproximadamente 1,5 cm cortou-se os
musculos intercostais e com um bastdo de vidro com extremidade recurvada,
prendeu-se e seccionou-se o nervo frénico. Suturou-se a pele por meio de dois
pontos. Apds 15 a 20 dias retirou-se o hemidiafragma esquerdo adotando-se a

técnica descrita para nervo frénico-diafragma de rato.
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A montagem da preparacao, a solugdo nutritiva, o borbulhamento com carbogénio
e o protocolo de registro das contragées do musculo desnervado s&o iguais aos
descritos na técnica anterior. Com auxilio de um estimulador Grass S88, foram
aplicados diretamente no musculo estimulos supramaximais de 2ms de duragao e
0,1Hz de freqiéncia, durante 3 minutos para obtencao das respostas musculares
(controle); apds esse periodo suspendeu-se a estimulagéo e adicionou-se na
preparacéo, acetilcolina (5ug/ml), registrando-se a resposta. Quando a contratura
atingiu o seu apice, interrompeu-se o registro do fisiografo e a preparacao foi
lavada com solucdo nutritiva Tyrode (irés sucessivas lavagens), e os anestésicos
locais procaina (40ug/ml) ou lidocaina (20ug/ml) foram adicionados
separadamente a preparagao, aguardou-se 30 minutos. Apos esse periodo foram
aplicados estimulos elétricos diretos durante trés minutos para obtencdo de um
outro controle das respostas musculares, a seguir interrompeu-se a estimulacgao e
adicionou-se novamente a acetilcolina (5ug/ml) registrando-se a segunda
resposta. O grau de contratura a acetilcolina foi comparado antes e apds a adigéo
da procaina e da lidocaina.

Para avaliar a reducdo das respostas musculares e a eficacia da neostigmina
utilizada na reversdo do bloqueio neuromuscular utilizou-se o teste de Mann-
Whitney. O efeito dos anestésicos locais na resposta contraturante da acetilcolina,
e a comparagdo dos potenciais de membrana antes e apdés a adicdo dos
anestésicos locais foram avaliados através do teste de Wilcoxon para amostras
pareadas. Assumiu-se um nivel de significancia de 5% («=5%). O poder do teste
foi calculado e obteve-se B>20% (poder >80%). O sofware utilizado para analise

dos dados foi o SAS versdo 8.2.
RESULTADOS

A procaina, a lidocaina e a d-tubocurarina nas concentracoes estudadas e
empregadas isoladamente em preparacdes nervo frénico-diafrgama de ratos, néo
causaram reducao na amplitude das respostas musculares a estimulacao elétrica

indireta. (Figuras 1,2 e 3).
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controle A

Figura 1. Efeitos da procaina (40ug/ml) nas respostas musculares a
estimulacao indireta (frequéncia de 0,1Hz e duragcao de 0,2ms), em
preparagoes NFD (n=5). A: adicao de procaina; B: 60 minutos apds a

adicdo de procaina.

Figura 2. Efeitos da lidocaina (20pug/ml) nas respostas musculares a
estimulacdo indireta (freqiéncia de 0,1Hz e duragdo de 0,2ms), em
preparacées NFD (n=5). A: adicdo de lidocaina; B: 60 minutos apds a

adicao de lidocaina.
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Figura 3. Efeitos da d-tubocurarina (0,3upg/ml) nas respostas musculares a
estimulacao indireta (frequéncia de 0,1Hz e duracao de 0,2ms), em preparacoes
NFD (n=5). a. adicdo de d-tubocurarina; b: 60 minutos apdés a adicdo de

d-tubocurarina.
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A d-tubocurarina (0,3ug/ml) em preparagdes expostas previamente a procaina
promoveu reducdo de 752% * 6,92 na amplitude das respostas musculares
(Figura 4); nas expostas a lidocaina o bloqueio foi de 63,2% + 4,60 (Figura 5).
Este bloqueio foi s6 parcialmente revertido pela neostigmina (Figuras 4 e 5). A
recuperacdo da amplitude das respostas musculares apés a adicdo da

neostigmina, na preparagdes expostas a procaina e a lidocaina foi cerca de

65,36% + 11,79 e de 65,0% + 9,40, respectivamente.

controle £ te fc h
Figura 4. Efeitos da d-tubocurarina (0,3ug/ml) nas respostas musculares a
estimulacdo indireta (frequéncia de 0,1Hz e duracdo de 0,2ms), em preparacoes
NFD previamente expostas a procaina (40ug/ml). Efeito da neostigmina. A:
adicdo de procaina; B: adi¢do de d-tubocurarina, 30 minutos apds exposi¢édo a
procaina; C: 60 minutos apos adi¢cdo de d-tubocurarina; D: adicdo da neostigmina

(2,0 pg/ml).
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Figura 5. Efeitos da d-tubocurarina (0,3pg/ml) nas respostas musculares a
estimulacao indireta (frequéncia de 0,1Hz e duracao de 0,2ms), em preparagoes
NFD previamente expostas a lidocaina (20pug/ml). Efeito da neostigmina. A:
adicao de lidocaina; B: adi¢do de d-tubocurarina, 30 minutos apés exposi¢ao a
lidocaina; C: 60 minutos apds adi¢do de d-tubocurarina; D: adicdo da neostigmina

(2,0 ug/ml).
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Na preparacdo diafragma de rato cronicamente desnervado foram estudadas as
respostas a acetilcolina (5ug/ml) antes e apds a adigdo dos anestésicos locais. A
procaina e a lidocaina causaram diminui¢cdo significativa (p=0,0431) na amplitude
da resposta contraturante a acetilcolina, em relacdo a resposta controle, sendo
estas de 52,75% + 5,66 e 19,35% + 6,8, respectivamente (Figuras 6 e 7).
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Figura 6. Efeito da procaina (40 ng/ml) sobre a agao contraturante da acetilcolina
(5ug/ml) em preparacao diafragma de rato desnervado (n=5), sob estimulagao
elétrica direta (frequéncia 0,1Hz e duracao 0,2ms). A: controle; B: adicdo de

acetilcolina; C: 30 minutos apos a adi¢ao de procaina, D: adigdo de acetilcolina.
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Figura 7. Efeito da lidocaina (20 ug/ml) sobre a agao contraturante da acetilcolina

(5ug/ml) em preparacao diafragma de rato desnervado (n=5), sob estimulacao
elétrica direta (freqiéncia 0,1Hz e duracao 0,2ms). A: controle; B: adicao de

acetilcolina; C: 30 minutos apos a adigao de lidocaina, D: adigao de acetilcolina.
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Os anestésicos locais nas concentracoes empregadas nao causaram alteragoes
significativas nas medidas do potencial de membrana, demonstrando que nestas
concentragoes, a procaina e a lidocaina nao possuem agao despolarzante sobre
a fibra muscular.

O efeito da procaina sobre os potenciais de placa terminal em miniatura
caracterizou-se por diminuicao progressiva da frequéncia e da amplitude destes
potenciais até o blogueio total observado aos 30 minutos da adicdo da droga
(Figura 8). Com a lidocaina inicialmente verificou-se um aumento na frequéncia
dos potenciais de placa terminal em miniatura, observado 30 minutos apés a

adicao da droga, seguido de bloqueio aos 60 minutos. (Figura 9)

Figura 8 - Efeito da procaina (40ug/ml) sobre os potenciais de placa terminal em
miniatura (PPTM) em preparacdo diafragma de rato. A: antes da adigao de
procaina (controle); B: 30 minutos apés a adi¢ao de procaina; C: 60 minutos apés

a adicdo da procaina.
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Figura 9 - Efeito da lidocaina (20ug/ml) sobre os potenciais de placa terminal em
miniatura (PPTM) em preparacado diafragma de rato. A: antes da adi¢cao de
lidocaina (controle); B: 30 minutos apos a adicdo de lidocaina; C: 60 minutos apos

a adicao da lidocaina.
DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste trabalho, mostram que em preparacdo nervo
frénico-diafragma de rato, a procaina e a lidocaina nas concentracées
empregadas e administradas isoladamente nao comprometem a transmissao
neuromuscular. Nas mesmas condicbes, a d-tubocurarina na concentracao
estudada mostrou-se ineficaz, para ocasionar bloqueio neuromuscular. No
entanto, em preparacao previamente exposta aos anestésicos locais,
proporcionou evidente bloqueio neuromuscular.

A potencializacdao dos bloqueadores neuromusculares pelos anestésicos locais
pode ocasionar efeitos desagradaveis nos procedimentos cirurgicos quando do
uso simultaneo dessas drogas em diferentes praticas clinicas.

COBERT (1982) % relatou os resultados de alguns autores que n3o evidenciaram
acao direta dos anestésicos locais sobre a placa mioneural, mas admitiam uma
possivel interacdo dessas drogas com 0s blogqueadores neuromusculares
adespolarizantes, potencializando o efeito destes na juncdo neuromuscular.
Resultados semelhantes foram relatados por FONTANA e VITAL BRAZIL (1973)
21 que observaram potencializagdo do bloqueio neuromuscular produzido pela
d-tubocurarina, quando do emprego simultdneo da procainamida. Estes achados

foram confirmados recentemente por alguns autores, que concluiram ser esta
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potencializagdo atribuida a um menor nimero de receptores poés-sinapticos
disponiveis, ocasionado pela exposicdo prolongada da jun¢do neuromuscular a
procainamida, e ndo a um efeito competitivo direto entre a procainamida e o
neurotransmissor. Pode-se portanto inferir que os anestésicos locais diminuem a
margem de seguranga da jungdo neuromuscular facilitando a ligagao dos
bloqueadores neuromulares no seu local de acao o

Outros mecanismos podem estar envolvidos nesta interagéo: agéo pré-sinaptica,
como diminuicdo na liberagdo de acetilcolina, e acdo pds-sinaptica, como
estabilizacdo da membrana pos-juncional, ndo sendo excluida a interferéncia com
0 mecanismo de excitagdo-contragcao da fibra muscular =

MATSUO et al (1978) ? descreveram que a potencializagdo dos agentes
bloqueadores neuromusculares pelos anestésicos locais, pode ser evidenciada
por um aumento na duracdo do blogueio neuromuscular, com apneia e
necessidade de assisténcia ventilatéria. Em seus experimentos, a d-tubocurarina
(0,34 + 0,01 pg.ml) em associagdo com a lidocaina (25ug.ml) produziu 90% de
bloqueio neuromuscular. Por esta razdo a administragdo de lidocaina endovenosa
para o tratamento de arritmias cardiacas durante procedimentos cirurgicos deve
ser cuidadosa, quando do emprego simultaneo de bloqueadores neuromusculares.
BOWMAN et al(1970) #* descreveu existir uma teoria relacionada com o modo de
acdo dos anestésicos locais que se baseia na hipétese de que a acetilcolina esta
envolvida na condugéo nervosa, e as moléculas de muitos anestésicos locais por
apresentarem semelhanga estrutural com a acetilcolina, sédo capazes de
antagonizar sua acdo estimulante em varios tecidos. Isso pode sugerir que os
anestésicos locais bloqueiam a condug¢éo, antagonizando a ac&o da acetilcolina
dentro da membrana.

Os anestésicos locais nas concentragdes estudadas n&o alteraram o potencial de
membrana das fibras musculares, demonstrando portanto n&o possuir agao
despolarizante sobre a fibra muscular esquelética.

Embora a procaina e a lidocaina isoladamente ndo tenham comprometido as
respostas musculares a estimulagdo indireta, os resultados dos estudos

eletrofisiolégicos evidenciam que estas drogas nas concentragdes empregadas,
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interferem nos potenciais em miniatura da placa terminal. Observou-se que a
procaina causou blogueio progressivo destes, com diminuicdo na frequéncia e na
amplitude, até o seu completo desaparecimento. Ao contrario, a lidocaina
inicialmente aumentou a frequéncia dos pptm, o que reflete um aumento na
liberac@o do neurotransmissor.

Este efeito ja foi observado anteriormente com a procainamida e pode ser
atribuido a um efeito inibidor da acetilcolinesterase, com aumento da acetilcolina
na fenda sinaptica ou a uma certa atividade agonista intrinseca e por isso pode
ativar os receptores nos estagios iniciais de sua agdo. Na membrana
pos-sinaptica, os anestésicos locais sao capazes de se ligar as areas especificas
dos receptores nicotinicos diferentes das de acetilcolina promovendo a
dessensibilizacio destes receptores %

O bloqueio neuromuscular ocasionado pela associagcdo anestésicos
locais-bloqueadores  neuromusculares foi revertido pela neostigmina,
anticolinesterasico amplamente utilizado na clinica para a reversdo do bloqueio
neuromuscular produzido pelos bloqueadores neuromusculares adespolarizantes
como a d-tubocurarina, pancurénio, vecurdnio e rocuronio.

A eficacia da neostigmina na reversdo do bloqueio foi somente parcial, ao
contrario quando se utilizou a 4-aminopiridina que promoveu reversao total do
bloqueio neuromuscular, sendo também relatado por outros autores?.

A 4-aminopiridina, alem do efeito inibidor de dessensibilizacdo de receptores
nicotinicos da placa terminal, provoca grande aumento dos quanta de acetilcolina,
sendo esse aumento resultante de duas agbes distintas na membrana das
terminacdes nervosas: inibicdo dos canais de potassio, 0 que produz aumento na
duracao do potencial de agéo, e maior influxo de ions calcio para as terminagoes
nervosas motoras durante a despolarizacdo da membrana®™?®. Embora o
mecanismo subsinaptico pelo qual a 4-aminopiridina aumenta a liberacdo do
transmissor ainda nao esteja completamente elucidado, a eficacia da droga como
antagonista do bloqueio neuromuscular pré e pos sinaptico tem sido evidenciado
em testes experimentais >*>*’ No entanto seu uso na clinica ndo é preconizado,
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pois atravessa facilmente a barreira hematoencefalica com estimulagdo do SNC,

podendo causar convulsdes <.

28

CONCLUSAO
Na concentracdo estudada os anestésicos locais potencializaram o bloqueio

neuromuscular produzido pela d-tubocurarina. Nao alteraram o potencial de

membrana demonstrando que o local de acdo €@ na jungao neuromuscular,

particularmente na placa motora terminal. Apresentaram efeito pré-sinaptico

refletido por bloqueio dos potenciais em miniatura da placa terminal. A

neostigmina antagonizou de maneira parcial o bloqueio neuromuscular produzido

pela associagdo anestésicos locais — d-tubocurarina. Os resultados obtidos na

preparacdo diafragma de rato cronicamente desnervado reforcam a acédo pos-

sinaptica dos anestésicos locais.
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ANEXO 7- TABELAS

Tabela 3- Valores individuais, média e desvio padrao da reducao (%) na amplitude
das respostas musculares a estimulagdo elétrica indireta em
preparacao nervo frénico hemidiafragma de rato, causada pela d-
tubocurarina (0,3ug/mL) isoladamente e pela d-tubocurarina (0,3ug/mL)

em preparagao previamente exposta a procaina (40ug/mL).

EXPERIMENTOS d-tubocurarina d-tubocurarina e P
(n=5) procaina

1 83,4
76,0
66,6
80,0
70,0

g A W N

o O O O o o

X+DP 75,246,92 0,0079

Teste de Mann-Whitney
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Tabela 4- Valores individuais, média e desvio padréo da reducao (%) na amplitude
das respostas musculares a estimulacdo elétrica indireta em
preparacdo nervo frénico hemidiafragma de rato, causada pela d-
tubocurarina (0,3ug/mL) isoladamente e pela d-tubocurarina (0,3ug/mL)

em preparagao previamente exposta a lidocaina (20ug/mL)

EXPERIMENTOS d-tubocurarina d-tubocurarina e o]
(n=5) lidocaina
1 0 64.0
2 0 64,0
3 0 58,0
4 0 60,0
5 0 70,0
X+DP 0 63,2 + 4,60 0,0079

Teste de Mann-Whitney
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Tabela 5- Valores individuais, média e desvio padrdao da amplitude das respostas
musculares (%) a estimulagéo elétrica indireta em preparacdo nervo
frénico hemidiafragma de rato, apos a adicdo da neostigmina (2ug/mL)
para reversao do bloqueio causado pela d-tubocurarina (0,3ug/mL) em

preparagao previamente exposta a procaina (40ug/mL).

EXPERIMENTOS Amplitude das Amplitude das p

(n=5) respostas-controle respostas apos

(%) neostigmina (%)
1 100 66,6
2 100 80,0
3 100 470
4 100 66,6
5 100 66,6

X+DP 100 65,36 + 11,79 0,0431

Teste de Wilcoxon para amostras pareadas.
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Tabela 6- Valores individuais, média e desvio padréo da amplitude das respostas
musculares (%) a estimulagé&o elétrica indireta em preparacdo nervo
frénico hemidiafragma de rato, apos a adicdo da neostigmina (2ug/mL)
para reversao do bloqueio causado pela d-tubocurarina (0,3ug/mL) em

preparagao previamente exposta a lidocaina (20ug/mL).

EXPERIMENTOS Amplitude das Amplitude das P
(n=5) respostas-controle respostas (%)
(%)
1 100 57,0
2 100 80,0
3 100 65,5
4 100 57,0
5 100 65,5
X+DP 100 65,0 £ 9,40 0,0431

Teste de Wilcoxon para amostras pareadas.
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Tabela 7- Valores individuais, média e desvio padréo da reducéo (%) na amplitude
das respostas musculares a estimulacdo elétrica indireta em
preparacdo nervo frénico hemidiafragma de rato, causada pelo

rocurénio (4 ug/mL) em preparagdo previamente exposta a procaina

(40ug/mL).
EXPERIMENTOS Rocurénio Procaina e Rocurénio P
(n=5)
1 44,0 77.78
2 70,0 71.42
3 66,0 TZ.78
4 63,0 72.00
5 46,0 78.58
X+DP 87.8:11.9 75.5113,49 0,0079

Teste de Mann-Whitney
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Tabela 8- Valores individuais, média e desvio padrao da reducgéo (%) na amplitude
das respostas musculares a estimulagdo elétrica indireta em
preparacao nervo frénico hemidiafragma de rato, causada pelo

rocurénio (4 pg/mL) em preparagdo previamente exposta a lidocaina

(20 ug/mL).
EXPERIMENTOS Rocurénio (%) Lidocaina e Rocurénio p
(n=5)
1 440 82.75
2 70,0 83.33
) 66,0 81.48
4 63,0 85.71
5 46,0 80.76
X+DP 57,8+11,9 82.80+1.91 0,0079

Teste de Mann-Whitney
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Tabela 9- Valores individuais, média e desvio padrao da amplitude das respostas
musculares (%) a estimulacdo elétrica indireta em preparagdo nervo
frénico hemidiafragma de rato, apds a adigdo da neostigmina (2ug/mL)
para reversao do bloqueio causado pelo rocunénio (4ug/mL) em

preparacao previamente exposta a procaina (40ug/mL).

EXPERIMENTOS Amplitude das Amplitude das p

(n=5) respostas-controle respostas apos

(%) neostigmina (%)
1 100 33,3
2 100 40,0
3 100 30,0
4 100 30,0
5 100 33,3

X+ DP 100 33,32+4,08 0,0431

Teste de Wilcoxon para amostras pareadas.
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Tabela 10- Valores individuais, média e desvio padrédo da amplitude das respostas
musculares (%) a estimulacdo elétrica indireta em preparagao nervo
frénico hemidiafragma de rato, apos a adicdo da neostigmina (2ug/mL)
para reversdo do bloqueio causado pelo rocunénio (4ug/mL) em

preparacao previamente exposta a lidocaina (20pg/mL).

EXPERIMENTOS Amplitude das Amplitude das p

(n=5) respostas-controle respostas apos

(%) neostigmina (%)
1 100 50,0
2 100 40,0
3 100 50,0
4 100 40,0
5 100 43,3

X+DP 100 44 66+5,05 0,0431

Teste de Wilcoxon para amostras pareadas.

Anexos
182



Tabela 11- Valores individuais, média, desvio padréo e percentual de reducao da
amplitude (%) da resposta muscular a acetilcolina (5ug/mL), em
preparagdo hemidiafragma de rato cronicamente desnervado, antes e

apos a adicdo de procaina (40ug/mL).

EXPERIMENTOS Antes da Apods Procaina % de p
(n=5) Procaina redugao
1 100 41.66 58.34
2 100 50.0 50.0
3 100 46.15 53.85
4 100 55.55 44 .45
5 100 42.85 57.15
X+DP 100 47.24+5.06 52.75+566 0,0431

Teste de Wilcoxon para amostras pareadas.
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Tabela 12- Valores individuais, média, desvio padréo e percentual de reducdo da
amplitude (%) da resposta muscular a acetilcolina (5ug/mL), em
preparacao hemidiafragma de rato cronicamente desnervado, antes e

apés a adigdo de lidocaina (20ug/mL)

EXPERIMENTOS Antes da Apos % de p
(n=5) Lidocaina Lidocaina redugao
1 100 80,0 20,0
2 100 70.0 30,0
3 100 87.5 12.5
4 100 85,71 14,29
5 100 80 20,0
X+DP 100 80.6446.11 19,35+6,83 0,0431

Teste de Wilcoxon para amostras pareadas.
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Tabela 13- Valores individuais, média, desvio-padrao e percentual de reducao da
amplitude (%) da resposta muscular a acetilcolina (Sug/mL), em
preparacdo biventer cervicis de pintainho, antes e apds a adicao de

procaina (40ug/mL)

EXPERIMENTOS Antes da Apos Adicao % de P
(n=5) Adicao da da Procaina redugao
Procaina
1 100 50.0 50.0
2 100 55.55 44 .45
& 100 50.0 50.0
4 100 42.85 57.15
5 100 50.0 50.0
X+DP 100 48.68+2.92 50.32+4.51  0,0431

Teste de Wilcoxon para amostras pareadas.
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Tabela 14- Valores individuais, média, desvio padrdo e percentual de reducao da
amplitude (%) da resposta muscular a acetilcolina (5ug/mL), em
preparacéo biventer cervicis de pintainho, antes e apds a adicdo de

lidocaina (20ug/mL)

EXPERIMENTOS Antes da Apos a % de o)
(n=5) Lidocaina Lidocaina reducao

1 100 90 10

2 100 71,42 28,58
3 100 90 10

< 100 71,42 28,58
5 100 62,5 3.5

X+DP 100 77.07+11.05 22,93+12,35 00,0431

Teste de Wilcoxon para amostras pareadas.
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