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RESUMO

i}



Atracurio (ATC) e rocuronio (ROC) sao bloqueadores neuromusculares de agdo
intermedidria. Neste estudo, seus efeitos neuromusculares foram investigados in vitro e in
vivo em ratos pré-tratados, via gavagem (7d), com os anticonvulsivantes (AC)
carbamazepina (CBZ, 40 mg/kg) e fenobarbital (FB, 20 mg/kg) e sacrificados no 8° dia, sob
anestesia com uretana. Os resultados foram comparados com a condi¢ao-controle (ratos nao
tratados com AC). A exposicdo cronica a AC pode determinar a inducdo de enzimas
microssomais responsaveis pela metabolizacdo (oxidagdo) de farmacos. Para o controle
desse fendmeno farmacolégico foram determinadas as concentracdes enzimdticas de
citocromo P450 e b5 redutase, em microssomos hepdticos de ratos tratados com AC, e
comparados aos controles. As preparagdes in vitro e in vivo foram montadas de acordo
com as técnicas de Bulbring e de Leeuwin e Wolters, respectivamente. As concentracoes
utilizadas dos bloqueadores nas preparacdes in vitro e in vivo foram, respectivamente, 20
pg/mL e 0,5 mg/kg para atractrio (ATC); 4 pg/mL e 0,6 mg/kg para rocurénio (ROC).
Cada protocolo teve um n=5 e as respostas foram observadas por 60 min. Os resultados
tanto in vitro quanto in vivo mostraram que o pré-tratamento com a carbamazepina reduziu
a resposta contratil em cerca de 30%. Sob sua vigéncia, nao houve alteracdo do bloqueio
produzido pelo atractrio e pelo rocur6nio, possivelmente porque o tempo de tratamento
com a carbamazepina nao foi suficiente para causar indu¢do enzimatica. Em relacdo ao
fenobarbital, os resultados in vitro e in vivo mostraram nenhuma alteragao significativa sob
a resposta contratil. Sob sua vigéncia, diminuiu a sensibilidade do ATC em produzir o
bloqueio neuromuscular in vitro. Contudo, in vivo potencializou o bloqueio neuromuscular
de ambos os bloqueadores estudados. Essas alteracdes observadas em ambos os modelos
experimentais podem ser devidas a induc¢do ocorrida com o fenobarbital, conforme
comprovado pela concentracio de citocromo P450 (0,69 nmol/mg proteina) e b5 redutase

(0,62 nmol/mg proteina).
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ABSTRACT
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Atracurium (ATC) and rocuronium (ROC) are neuromuscular blockers of intermediate
action. In this study, the neuromuscular effects had been investigated in vitro and in vivo in
treated rats, by gavage (7d), with the anticonvulsantes (AC) carbamazepine (CBZ, 40
mg/kg) and phenobarbital (FB, 20 mg/kg) and sacrificed on the eight day, under anesthesia
with urethane. The results had been compared with the control-condition (rats not treated
AC). The chronic exposition the AC can determine the induction of microsomes enzyme
for the responsible metabolization (oxidation) of drugs. For the control of this
pharmacologic phenomenon the enzymatic concentrations of P450 and b5 cytochromes had
been determined, in livers microsomes of rats treated with AC, and compared with the
controls. The preparations in vitro and in vivo had been followed the Bulbring and Leeuwin
and Wolters techniques, respectively. The in vitro and in vivo concentrations were 20 pg/ml
and 0.5 mg/kg, respectively, for atracurium (ATC); and 4 pug/ml and 0.6 mg/kg for
rocuronium (ROC). Each protocol presented n=5 and the answers were calculated during
60 minutes. The in vitro and in vivo results showed that treatment with carbamazepine
reduced the extent of muscle response in about 30%. Under its validity, did not alter the
extent of the muscle response block produced by atracurium and rocuronium possibly
because the period of time of carbamazepine treatment was not enough to cause enzymatic
induction. Regarding phenobarbital, the in vitro and in vivo results did not alter significant
the extent of the muscle response block produced. Under its validity, reduced the ATC
sensitivity the block neuromuscular in vitro produced. However, in vivo increased the
neuromuscular block of both the blockers studied. These alterations observed in both the
experimental models can have occured induction with the phenobarbital, as proven P450

(0,69 nmol/mg protein) and b5 (0,62 nmol/mg protein) of cytochrome concentration.
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A histéria do curare teve inicio com a descoberta deste continente, onde os
primeiros exploradores verificaram que os indios usavam um veneno nas pontas das flechas
para cacar animais selvagens para alimentac¢do. Os exploradores notaram ainda que esses
animais morriam por paralisia da musculatura esquelética e o mais incrivel disto, ¢ que os

indios ndo apresentavam nenhum sinal de intoxicagao (Taylor, 1996; Silva, 2000).

Os primeiros estudos sobre o curare ocorreram no século XVI, quando amostras
das preparacdes dos venenos foram levadas para a Europa; mas foi Claude Bernard,
fisiologista francés, em 1856, quem descreveu o modo de a¢do paralisante do curare na

jungdo neuromuscular (Goodman e Gilman, 1996).

O curare ¢ uma mistura de alcaldides de ocorréncia natural encontrados em
diversas plantas e apos inlimeras pesquisas, King em 1935, descobriu a estrutura essencial
da d-tubocurarina que foi extraida do Condrodendron tormentosum, um vegetal que se

encontra na Amazoénia (Goémez et al., 2000).

O primeiro ensaio com o curare na anestesia foi descrito em 1942 por Griftfith e
Johnson; e depois da Segunda Guerra Mundial foi amplamente utilizado na pratica clinica

com a finalidade de causar relaxamento muscular (Goodman e Gilman, 1996).

No Brasil, o interesse pelas drogas curarizantes ocorreu ainda na década de
1940. No campo da farmacologia, Vital Brazil e colaboradores publicaram os primeiros
resultados de suas pesquisas com os alcaldides soluveis do Chondodendron platyphilum. Ja
na area clinica, Guimardes e Souza realizaram a primeira anestesia em que se empregou o

curare (Intocostrin®) em paciente submetido a anestesia geral com ciclopropano

(Duarte, 2000).

Problemas na preparagdo do firmaco e no seu abastecimento estimularam o
interesse em desenvolver substincias sintéticas que pudessem causar bloqueio
neuromuscular. Por anos ndo obtiveram éxito ao priorizar a poténcia, entre outras
caracteristicas, ¢ alguns farmacos sobreviveram por curto tempo. Por muitos anos foi
considerada a estrutura da d-tubocurarina proposta por King mas a busca por bloqueadores

neuromusculares foi dirigida pela idéia de que a presenca de nitrogénios quaternarios seria

Introdugdo
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indispensavel para produzir um bloqueio neuromuscular e que estes deveriam estar
separados por uma distancia de 1,2 a 1,4 nm e posteriormente foi constatado que um dos
atomos de nitrogénio correspondia a uma amina tercidria e promovia atividade bloqueadora

(Gomez et al., 2000).

Atualmente, a d-tubocurarina nao ¢ mais utilizada na pratica clinica; somente
em estudos experimentais como prototipo, devido ao bloqueio persistente e a dificuldade de
reversao completa do bloqueio apds a cirurgia. Com isto, os relaxantes neuromusculares de

uso atual s3o totalmente sintéticos (Taylor, 1996).

Bloqueador neuromuscular designa ndo somente as substincias que atuam nos
receptores nicotinicos, impedindo a acdo da acetilcolina, como aquelas que interferem com
a sua sintese ou liberacdo e conseqiientemente com a transmissdo do impulso nervoso
(Waud, 1984). A denominacdo relaxante muscular, comumente empregada, ¢ imprecisa
porque engloba ndo somente as substancias que atuam na jun¢do neuromuscular como as
que promovem relaxamento muscular esquelético atuando no sistema nervoso central

(Bourillet e Cheymol, 1966).

Para ocorrer a transmissdo neuromuscular, um tipo diferente de transmissao
nervosa ocorre quando um axonio se liga ao receptor nicotinico da placa terminal do
musculo, em uma estrutura especializada chamada de jun¢do neuromuscular. Um potencial
de acdo que ocorre nesse local ¢ conhecido como potencial de placa terminal. Em uma
jungdo neuromuscular, o axdnio subdivide-se em inimeros botdes terminais localizados em
depressoes formadas na placa motora. A acetilcolina é o transmissor especial utilizado na

juncao neuromuscular (Goodman e Gilman, 1996; Taylor, 2001).

Os bloqueadores neuromusculares apresentam em sua estrutura um ou mais
grupos de amonio quaterndrio, carregados positivamente, que se ligam as subunidades o do
receptor nicotinico na placa motora, mimetizando a acgdo da acetilcolina causando
despolarizacdo antes da paralisia ou impedindo o acesso da acetilcolina ao receptor

evitando a despolarizagao (Hunter, 1999; Taylor, 2001; Stoelting ¢ Hillier, 2006)
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Os relaxantes musculares periféricos podem ser classificados quanto ao seu
mecanismo de acdo, em despolarizantes e adespolarizantes; quanto ao tempo de acdo,
podendo ser de longa, intermedidria ou de curta duracdo e também quanto a classificagdo

quimica, sendo do tipo dos benzilisoquinoleinicos e aminoesterdides (Silva, 2000).

O atracurio ¢ um bloqueador neuromuscular adespolarizante do grupo dos
benzilisoquinoleinicos, de ag¢do intermediaria. E um composto de aménio quaternario e
isento de agdo bloqueadora ganglionar e vagolitica, mas continua a evidenciar discreta
tendéncia a liberagdo de histamina, o que pode produzir hipotensdo, proprios de alguns
relaxantes musculares de estrutura esteroidal, o que implica a sua utilizagdo clinica. E
degradado por duas vias, sendo elas: hidrélise da porgdo éster por colinesterase plasmatica,
em menor quantidade, e pela eliminacdo de Hofman que ¢ um método ndo-bioldgico de
degradagdo que depende da temperatura e pH (potencial hidrogenionico) fisiolégicos. A
eliminagdo de Hofman ¢ um processo Unico que envolve a ruptura do enlace entre o

nitrogénio quaterndrio ¢ o atomo de carbono e dao origem a dois metabolitos, o

laudanosino e o monoacrilato quaternario (Gémez et al., 2000; Silva, 2000).

ave MeO
ave ave

Figura 1- Formula estrutural do atractrio

(Fonte: Gomez et al., 2000).
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O atracurio tem uma DEsyde 0,13 (dose eficaz em 50% dos individuos) e DEos
de 0,25 mg/kg em dose Unica € 2,5 vezes mais potente que a d-tubocurarina e tem inicio de
acdo de aproximadamente dois minutos e dura¢ao de acdo de aproximadamente 30 minutos.
A recuperagdo espontanea do bloqueio neuromuscular ¢ relativamente rapida e segue o
modelo dos bloqueadores de duragdo intermedidria conjuntamente com vecurdnio,
rocur6nio e o cisatracirio. Varia de 25 a 75% e ¢ facilmente antagonizada pelos
anticolinesterasicos; a recuperacdo ¢ mais rapida com edrofénio do que com neostigmina,
apesar da neostigmina ser mais usada (conseqiiente hipotensdo arterial e taquicardia)
(Miller et al., 1984; Miller ¢ Von Ehrenburg, 1994; Savarese ¢ Wastila, 1995;
Sparr et al., 2001).

Apo6s o uso de doses repetidas para a manutencdo do bloqueio neuromuscular
ndo se observa alteracdo na curva de recuperagdo, demonstrando que o atractrio ndo ¢
cumulativo (Basta et al.,, 1982; Sparr et al., 2001), provavelmente devido a sua maneira

particular de degradagdo e metabolismo.

O rocurénio ¢ um bloqueador neuromuscular aminoesterdide do tipo
adespolarizante. E um composto de aménio quaternario com caracteristicas quimicas e
neuromusculares semelhantes ao vecurénio. Tem inicio de acdo rapido e duragdo de efeito
intermediario de aproximadamente 30 minutos. E praticamente isento de agdo bloqueadora
ganglionar e vagolitica, ndo possui efeitos cardiovasculares e ndo libera histamina. Por
essas vantagens, ¢ muito utilizado em procedimentos cirirgicos e para facilitar a entubacdo

endotraqueal (Furtado et al., 1997, Silva, 2000; Sparr et al., 2001).

O rocuronio tem uma DEsy de 0,14 ¢ uma DEos de 0,3 mg/kg, ¢ 1,5 vezes
menos potente que o atracirio e vecurdnio, e ¢ facilmente antagonizado pelos
anticolinesterasicos. Tem eliminagdo predominantemente hepatica sem liberagdo de

metabolitos (Furtado et al., 1997; Gomez et al., 2000; Stoelting e Hillier, 2006).
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0
ROCURONIO 0_2 ~CH, r
N*
CH;
|
CH
]
CHy

Figura 2- Formula estrutural do Rocurénio

(Fonte: Gomez et al., 2000).

Muitos sdo os farmacos utilizados nos periodos pré ou per-operatorio que
podem interferir na transmissao neuromuscular porque sao utilizados conjuntamente com

os bloqueadores neuromusculares.

Essas interacdes medicamentosas podem afetar a farmacocinética e a
farmacodinamica dos bloqueadores neuromusculares, podendo existir tanto alteragdes na
distribuicao, metabolismo ou eliminag¢ao, como, por exemplo, aumento ou diminui¢do na

liberagdo, transmissdo e sintese de acetilcolina na placa motora (Gémez et al., 2000).

Dentre as interagdes mais freqiientes, estdo o uso dos bloqueadores
neuromusculares com anestésico local e inalatorio, ansioliticos, anticonvulsivantes,
antibioticos, bloqueadores de canal de calcio, litio etc. (Martins e Martins, 1997;

Gomez et al., 2000; Loyola et al., 2006; Souza et al., 2000).

Entre as drogas com agdo no sistema nervoso central estdo os
anticonvulsivantes, que correspondem a um grupo de medicamentos amplamente utilizados
em pacientes com epilepsia, transtorno bipolar e neuralgia do trigémeo (Katzung, 1994;

Harvey e Champe, 1998; Rang, Dale e Ritter, 2001).
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A epilepsia ¢ o segundo distirbio neuroldgico mais comum depois do acidente
vascular cerebral. A incidéncia da epilepsia varia de acordo com a localizagcdo geografica.
Ela ocorre com maior freqiiéncia nos paises em desenvolvimento, onde ha maior ocorréncia
de desnutri¢cdo, doengas infecciosas e deficiéncia no atendimento médico. Em paises mais
desenvolvidos, a incidéncia ¢ de aproximadamente 1%, subindo para 2% em nag¢des menos
desenvolvidas. A epilepsia ¢ mais comum na infancia, quando aumenta a vulnerabilidade a
infecgdes do sistema nervoso central (meningite), acidentes (traumatismos do cranio) e
doengas como sarampo, varicela e caxumba, cujas complicagdes podem causar crises
epilépticas. O problema também podera se manifestar com o envelhecimento e suas

complicagdes vasculares (LIGA BRASILEIRA DE EPILEPSIA, 2006).

O evento mais comum na epilepsia, embora ndo seja regra, ¢ a convulsdo,
caracterizada por descargas freqiientes e anormais de neurdnios no cérebro, ou seja, a
despolarizacao repetida de neurdnios cerebrais, resultando em movimentos ou percepgoes
como alucinagdes auditivas, visuais e olfatdrias, tremores etc. As possibilidades para a
ocorréncia da epilepsia sdo, entre outros disturbios da membrana neuronal, diminui¢do da
inibi¢do ou aumento da excitagdo (Katzung, 1994; Harvey e Champe, 1998; Guerreiro e

Guerreiro, 2004).

A epilepsia ¢ classificada em dois grupos: parcial ou focal, subdivididos em
simples e complexa; e generalizada também subdivididos em tonico-clonicas ou grande
mal, crises de auséncia ou pequeno mal, mioclonicas, convulsdes febris na infancia e estado
epiléptico. Se as alteragdes epilépticas ficam restritas a uma parte do cérebro, a crise
chama-se parcial; se o cérebro inteiro estd envolvido, chama-se generalizada. Existem,
ainda, varias outras manifestagdes de epilepsia e os medicamentos sdo prescritos de acordo
com o tipo de crise que o paciente apresenta. Dentre os medicamentos mais indicados estao
a carbamazepina e o fenobarbital, prescritos para mais de um tipo de epilepsia

(Guerreiro e Guerreiro, 2004; LIGA BRASILEIRA DE EPILEPSIA, 2006).

A carbamazepina ¢ um composto triciclico originalmente desenvolvido para o
tratamento da depressdo bipolar e inicialmente comercializado para o tratamento da
neuralgia do trigémeo. S6 que também se mostrou eficaz no tratamento de pacientes com

epilepsia. Atualmente ¢ utilizada no tratamento das crises parciais simples e complexas e
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também se mostrou eficaz em diminuir as crises tonicos-clonicas ¢ as manifestacoes

dolorosas na neuralgia do nervo trigémeo (Katzung, 1994).

O
OO
X

NH

Figura 3- Formula estrutural da carbamazepina

(Fonte: Guerreiro e Guerreiro, 2004).

A carbamazepina apresenta em sua estrutura quimica a porcdo de ureida
presente no anel heterociclico e muitas semelhangas com a fenitoina; ¢ lentamente
absorvida por via oral e pelo trato gastrointestinal e tem uma biodisponibilidade de 80 a
90%; ¢ um composto lipofilico que atravessa facilmente a barreira hematoencefilica
(Guerreiro e Guerreiro, 2004); tem uma meia-vida de 6 — 12 horas com uma concentragao
sanguinea terapéutica de 5 a 8 pg/ml e apenas 70% da droga esta ligada as proteinas

plasmaticas do sangue (Katzung, 1994; Harvey e Champe, 1998; Rang et al., 2001).

O mecanismo de acdo da carbamazepina indica que ela bloqueia os canais de
sodio nas concentragdes terapéuticas e inibe a deflagracdo repetitiva de alta freqiiéncia nos
neurdnios em cultura; age também pré-sinapticamente, diminuindo a transmissao sinéptica.
Mas, um dos supostos mecanismos de acdo, a potencializacdo da acdo do acido
y-amino-butirico (GABA) ¢ controverso, pois alguns autores acreditam que a
carbamazepina nao influencia o GABA no que se refere a sua recaptacdo em partes do
cérebro (Katzung, 1994). Em relagdo aos canais de sodio, a carbamazepina afeta a
excitabilidade das membranas através de uma acdo sobre esses canais que sdo voltagem
dependentes, que transportam a corrente para o interior da célula, necessaria para que

ocorra o potencial de acdo. Essa acdo tem uma propriedade chamada de dependéncia do
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uso, ou seja, quanto maior a freqii€ncia dos disparos maior o bloqueio produzido; as drogas
anticonvulsivantes se ligam a neurdnios despolarizados, impedindo a repolariza¢do e

conseqlientemente um novo potencial de agdo (Rang et al., 2001).

A metabolizacdo da carbamazepina ¢ quase totalmente hepatica, e as maiores
vias de biotransformacdo sdo via epoxido-diol, hidroxilagdo aromética e conjugagdo. A
carbamazepina ¢ oxidada pelo sistema do citocromo P450 e a carbamazepina-10,
11-epoxido ¢ considerado o mais importante produto do metabolismo da carbamazepina

(Guerreiro e Guerreiro, 2004).

A citocromo P450 ¢ uma hemoproteina que recebe este nome por exibir um
pico em 450 nm proeminente em espectros opticos, na regido visivel, quando reduzido por

ditionito de sodio e ligado ao mondxido de carbono (Omura e Sato, 1964).

O sistema enzimadtico citocromo P450 consiste num grupo de isoenzimas, onde
aproximadamente 50% de todos os medicamentos sdo substratos do CYP3A4 que estdo
presentes no figado e enterocitos do trato grastrointestinal. Assim, o metabolismo parcial
comega no figado. Os medicamentos metabolizados pelas enzimas do citocromo P450
podem ter um efeito por meio de trés processos: por metabolismo, por inibi¢do ou indugdo
de enzimas ou pelos trés processos juntos. Os indutores aumentam a produgdo de enzimas e
assim aceleram o metabolismo. Conseqiientemente, os niveis de substratos no plasma
baixam, originando concentragdes subterapéuticas. Os indutores do CYP3A4 incluem a

carbamazepina, fenitoina, rifabutina, rifampicina e a erva de S. Jodo (Dresser et al., 2000).

O fenobarbital ¢ um barbitirico de acdo prolongada, freqiientemente utilizado
no tratamento dos quadros de convulsdes tdnico-clonicas generalizadas e convulsdes
parciais simples com sintomas motores, formas de epilepsia focal, bem como na ansiedade
e na insonia (Silva e Hartmann, 2006). Apresenta em sua estrutura quimica um anel fenil e
também muitas semelhangas com a fenitoina. O fenobarbital ¢ bem absorvido por via oral e
alcanga livremente o cérebro. Tem uma meia-vida longa de 50 — 140 horas com uma
concentragdo sanguinea terapéutica de 10 a 40 pg/ml e apenas 50% da droga esta ligada as
proteinas plasmaticas do sangue. Cerca de 25% sdo excretados de forma inalterada na urina
e os 75% restantes deste farmaco sdo inativados pelo sistema microssomal hepatico

(Mattson et al., 1985; Katzung, 1994; Harvey e Champe, 1998; Rang et al., 2001).
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Figura 4- Formula estrutural do fenobarbital

(Fonte: Guerreiro e Guerreiro, 2004).

O mecanismo de ag¢do do fenobarbital indica que ele interfere no transporte de
sodio e potassio através da membrana, ocorrendo inibi¢do do sistema ativador reticular
mesencefalico, inibe a transmissdo polissindptica e potencializa a agdo do GABA quanto a
entrada de cloreto no neur6nio, mesmo nao se ligando ao receptor benzodiazepinico. O
fenobarbital ¢ metabolizado no figado pelo sistema P450 e quando usado cronicamente
pode aumentar o metabolismo de outros fairmacos, da fosfatase alcalina, da gama glutamil

transferase e diminuir o metabolismo da bilirrubina ¢ do calcio sérico (KATZUNG, 1994).

As interagdes entre os bloqueadores neuromusculares ¢ outros farmacos tém
sido amplamente estudadas, onde alguns mecanismos de acdo foram confirmados, outros

ainda ndo, permanecendo como teoria na literatura.
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2.1- Geral

Avaliar em modelos experimentais in vitro e in vivo a influéncia da
carbamazepina e do fenobarbital nas respostas musculares e no bloqueio neuromuscular

produzido por diferentes bloqueadores neuromusculares.

2.2- Especificos

2.2.1- Avaliar os efeitos da carbamazepina e do fenobarbital nas respostas dos
musculos diafragma e tibial anterior e no bloqueio neuromuscular produzido

pelo atractrio e rocurdnio;

2.2.2- Determinar as concentracdes de citocromo P450 e b5 redutase em microssomos

hepaticos de ratos expostos ou ndo a carbamazepina e fenobarbital.
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3.1- Animais

Trata-se de estudo experimental in vitro e in vivo e os procedimentos usados
estdo de acordo com os principios €ticos na experimentacao animal adotado pelo Colégio
Brasileiro de Experimenta¢io Animal (COBEA) e foram aprovados pela Comissio de Etica
em Experimentagdo Animal do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de
Campinas, sob protocolo n° 862-2 (Anexo 2). Foram utilizados ratos machos de linhagem
Wistar, com peso entre 180-200g, fornecidos pelo Biotério Central da UNICAMP,
Campinas (SP). Os animais foram mantidos em gaiolas, em temperatura e iluminacdo

controlada (12 horas claro e 12 horas escuro) e receberam agua e ragdo ad libitum.

3.2- Farmacos e Concentragoes

Atractrio — Tacrium® (50 mcg/ml) 20 pg/ml, laboratério Cristalia,

Campinas - SP

e Rocurénio — Esmeron® (10 mg/ml) 4 pg/ml, laboratério Organon,

Campinas - SP

e (Carbamazepina — Tegretol® (Suspensdao a 2%) 40 mg/kg, laboratério

Novartis, Tabodo da Serra - SP

e Fenobarbital — Gardenal® (40 mg/ml) 20 mg/kg, laboratorio Unido Quimica,
Diadema - SP

3.3- Métodos Utilizados
3.3.1- Distribui¢ao dos grupos

Os animais foram distribuidos inicialmente em dois grupos: tratados,

subdivididos em: tratados com carbamazepina e tratados com fenobarbital e ndo tratados.

Material e Métodos
30



3.3.2- Tratamento

Os animais, com seis semanas de vida, foram distribuidos para tratamento via
gavagem em dois grupos: grupo 1 tratado com carbamazepina (0,2 ml) e grupo 2 tratado
com fenobarbital (0,12 ml). O tratamento durou sete dias e foi realizado sempre no mesmo

horario. Os animais foram, entdo, submetidos aos experimentos no oitavo dia.

3.3.3- Preparacao Nervo Frénico-Diafragma de Rato (NFD)

Ratos machos pesando entre 180-200g, tratados ou ndo com os
anticonvulsivantes carbamazepina ou fenobarbital, foram anestesiados com uretana
(1,2 mg/kg), via intra-peritoneal e sacrificados pela sec¢do e sangria dos vasos cervicais
para a retirada do hemidiafragma esquerdo com seu respectivo nervo frénico. A preparagio
foi retirada (Bilbring, 1946), colocada em cuba contendo solucdo de Tyrode com a
seguinte composicdo em mM: NaCl - 137; KCI - 2,7; CaCl, - 1,8; NaHCOs - 11,9;
MgCl, - 0,25; NaH,POs - 0,3 e glicose — 11, e presa através dos musculos da costela por
ganchos existentes na base da cuba. A temperatura foi mantida a 37°C e a preparacao
aerada com carbogénio (mistura de 95% O, e 5% CO,). O registro da forca de contracio
muscular foi obtido através de transdutor isométrico Load Cell BG-10 GM, acoplado a um
fisiografo Gould Universal Amplifier Model RS 3400. O musculo foi submetido a tensao
constante de 5 g/cm e a estimulagdo indireta (nervo frénico) gerado por estimulador S48F
(Grass Instruments), de 0,2 ms de duracao e 0,1 Hz de freqiiéncia. Apds trés minutos para a
obten¢do do controle, adicionou-se a cuba atractrio (20 pg/ml) ou rocuronio (4 pg/ml) e
estimulou-se a preparagdo por mais sessenta minutos para avaliagdo da porcentagem do

bloqueio neuromuscular.

3.3.4- Preparacao Nervo Ciatico-Popliteo Externo—Musculo Tibial Anterior (NPETA)

Os ratos, tratados ou ndo com os anticonvulsivantes carbamazepina ou
fenobarbital, foram anestesiados com uretana (1,2 mg/kg), via intra-peritoneal e submetidos
a4 traqueostomia para possibilitar o uso da ventilacdo mecanica que foi mantida usando um

respirador Ugo Basile (mod. 7025), padronizado para manter volume corrente de 1,2 ml/kg

Material e Métodos
31



de peso corporal e freqiiéncia respiratoria de 70 movimentos/min. Apods a disseccao e
seccao do tenddo do musculo tibial anterior e do nervo ciatico foi realizada a trepanacao da
tibia para a fixacdo do membro a uma base de corti¢a. O tendao do musculo tibial anterior
foi conectado a um transdutor isométrico (BG 50g) e este ao fisidgrafo (Gould RS 4300). O
coto distal do nervo ciatico foi estimulado (Estimulador Grass S48) através de eletrodos
nele fixados, utilizando-se estimulos supramaximais de 0,2 ms de duracgdo e freqiiéncia de
0,1 Hz. Apds o registro em condi¢des controle (por 3 min) e a verificagdo do perfeito
estado da preparagdo, as drogas (Atracurio - 0,5 mg/kg) e Rocurénio - 0,6 mg/kg) foram
injetadas pela veia peniana, através de uma canula encaixada numa seringa contendo as
drogas (Leeuwin e Wolters, 1977), e estimulou-se a preparagdo por mais sessenta minutos

para avaliacdo da porcentagem do bloqueio neuromuscular.

3.4- Dosagem de Citocromos P450 e bS redutase em Microssomos de Ratos
3.4.1- Isolamento do figado (método de perfusao)

Ratos machos pesando entre 180-200g foram anestesiados com halotano e
sacrificados pela sec¢do e sangria dos vasos cervicais. Foi feita uma incisao ventral para a
exposicao do figado e, com o auxilio de um catéter, foi injetado no ventriculo cardiaco
50 ml de solugdo fisiologica NaCl 0,9% sem heparina até o figado obter uma coloragdo

esbranquigada e ser retirado e congelado em nitrogénio liquido.

3.4.2- Isolamento dos Microssomos

Foram isolados microssomos hepaticos a partir de figados de ratos tratados com
os anticonvulsivantes ou ndo. Os tecidos foram homogeneizados a mdo com tampao fosfato
de potéssio que foi centrifugado a 10000 x g por 20 minutos (Centrifuga Beckman Avanti
J-20 XPI). O sobrenatante foi coletado e ultracentrifugado a 100000 x g por uma hora. Os
microssomos desta centrifugacdo foram armazenados em freezer a -80 °C para posterior
dosagem de proteinas totais, onde utilizou-se 0 método colorimétrico de Bradford (1976)

tendo a albumina sérica bovina (BSA) como padrao.
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3.4.3- Concentragdes Especificas de Citocromo P450 e b5 redutase

As concentragdes especificas de citocromo P450 e b5 redutase foram
determinadas utilizando-se a concentragao de b5 redutase com
nicotinamida-adeninanucleotideo (NADH) (1 mM) como redutor, e a concentragdo de P450
com ditionito de s6dio (DTN) (2 mM) como redutor e mondxido de carbono (CO) como
ligante. Para a andlise utilizou-se um espectrofotometro de placas (Biotek Powerwave 2).
As concentragdes dos citocromos foram calculadas segundo a féormula de Lambert-Beer e

relacionadas com a concentracdo de proteinas totais da amostra de microssomos.
A/C.L.g
Formula de Lambert-Beer
Onde: A = delta absorbancia
€ = absorbancia especifica: P450 =91 / mM cm e b5 = 112/ mM cm;
L = pista dptica da cubeta, cm;

C = concentragdo de proteinas microssomais, mg proteina/ml.
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DESENHO EXPERIMENTAL
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Figura 5- Desenho experimental da metodologia

3.5- Analise estatistica

Os resultados foram expressos em média + desvio-padrdo. A amplitude das

respostas musculares foi comparada antes e 60 minutos apos a administragdo das drogas.

As concentragdes de P450 e b5 redutase obtidas em figado de ratos previamente expostos a

carbamazepina foram comparadas com as do grupo-controle (solucdo salina). Utilizou-se o

teste t Student, assumindo-se o nivel de significancia de 5% (a = 5%). O poder do teste foi

calculado e obteve-se >20% (poder > 80%).
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4.1- Preparacao isolada Nervo Frénico-Diafragma de Rato (NFD)
4.1.1- Tratamento com a carbamazepina

A carbamazepina na concentracdo de 40 mg/kg e empregada em preparacdes
isoladas de ratos causou uma reducdo média de 27,34 + 11,40% na amplitude das respostas

musculares a estimulacdo indireta (Figura 6A).

O bloqueio neuromuscular causado pelo atracurio nas preparacdes de ratos
expostos cronicamente a carbamazepina foi de 70,0 + 8,16% (Figura 6B), sem diferenca
significativa em relacdo ao bloqueio observado em diafragma de ratos nao expostos a
carbamazepina, incubados com o atractrio (74,67 £ 5,05% - Figuras 6C). A representacao

grafica aos 60 minutos desses procedimentos experimentais € mostrada na Figura 7.

Em relacdo ao rocurdnio, nos ratos ndo expostos a carbamazepina, o bloqueio
neuromuscular foi de 59,70 + 20,10% (Figura 8B) versus 85,33 + 17,52% (Figura 8C) nos
expostos, sem diferenca estatisticamente significante. A Figura 9 ilustra a representacdo

gréafica, aos 60 minutos, desses protocolos experimentais.

Resultados

36



Controle

L

UJIIIH

||||| tlll ‘[| 1

° "‘l I 11
: l | Iy
Controle ‘.I ATC 20 pg/ml 60 min.

Figura 6- Registros miogréficos representativos da resposta contrétil de diafragma de ratos
a estimulacdo indireta (n=5). Em A, apenas tratamento com carbamazepina; em
B utilizou-se o atracurio (20 pg/ml) em ratos nao tratados com carbamazepina e
em C, utilizou-se o atracurio (20 pg/ml) em ratos tratados com carbamazepina.

ATC, atracurio. Flecha indica o momento da adi¢3o.
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V777 Tratamento com carbamazepina (40 mg/kg) (n=5)
XY Adigao de atracurio (20 ug/ml) em preparagdes ndo tratadas com carbamazepina
B2 Adicéo de atracurio (20 pg/ml) em preparagbes tratadas com carbamazepina
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Figura 7- Representacdo grafica da amplitude da resposta contratil do diafragma a
estimulagdo indireta em ratos tratados ou ndo com carbamazepina aos
60 minutos. * p < 0,05 em relagdo ao controle (tratamento com a

carbamazepina apenas).
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Figura 8- Registros miograficos representativos das respostas contrateis de diafragmas de
ratos a estimulagdo indireta (n=5). Em A, apenas tratamento com
carbamazepina; em B utilizou-se o rocurdnio (4 pg/ml) em ratos ndo tratados
com carbamazepina e em C, utilizou-se o rocuronio (4 pg/ml) em ratos tratados

com carbamazepina. ROC, rocurdnio. Flecha indica o momento da adi¢@o.
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Tratamento com carbamazepina (40 mg/kg) (n=5)
BXX4 Adigao de rocurdnio (4 ug/ml) em preparagdes néo tratadas com carbamazepina (n=5)
E— Adigao de rocuronio (4 ug/ml) em preparagdes tratadas com carbamazepina (n=5)
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Figura 9- Representacdo grafica da amplitude da resposta contratil do diafragma a
estimulagdo indireta em ratos tratados ou ndo com carbamazepina aos
60 minutos. * p < 0,05 em relacio ao controle (tratamento com
carbamazepina). Nao houve diferenca significativa entre os grupos que

receberam rocuronio.
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4.1.2- Tratamento com o fenobarbital

O fenobarbital na concentracdo estudada causou reducdo média de
8,0% £ 7,68% na amplitude das respostas musculares a estimulacao indireta (Figura 10A).
O bloqueio neuromuscular produzido pelo atracirio nas preparagdes de ratos nao expostos
ao fenobarbital foi de 74,67% =+ 5,05% (Figura 10B) com diferenca significativa quando
comparado ao observado em diafragma de ratos tratados com fenobarbital
(22,67% + 8,63% - Figura 10C). A Figura 11 ilustra graficamente esses procedimentos, aos

60 minutos.

Em rela¢do ao rocurdnio, nos ratos ndo expostos ao fenobarbital, o bloqueio
neuromuscular foi de 59,70% + 20,10% (Figura 12B) versus 80,0% * 7,82% (Figura 12C)
nos expostos, sem diferenca estatisticamente significante. A Figura 13 mostra a

representacao grafica, dos mesmos resultados, aos 60 minutos.
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Figura 10- Registros miograficos representativos da resposta contrétil de diafragma de
ratos a estimulacdo indireta (n=5). Em A, apenas tratamento com fenobarbital;
em B utilizou-se o atracurio (20 pg/ml) em ratos ndo tratados com fenobarbital

e, em C, utilizou-se o atracirio (20 pg/ml) em ratos tratados com fenobarbital.

ATC, atracurio. Flecha indica o momento da adig¢do.
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Tratamento com fenobarbital (20 mg/kg) (n=5)
Adicao de atracurio (20 ug/ml) em preparag¢des nado tratadas com fenobarbital (n=5)
B Tratamento com fenobarbital (20 mg/kg) + adigdo de atracurio (20 ug/ml) (n=5)
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Figura 11- Representacdo grifica da amplitude da resposta contritil de diafragma a
estimulagdo indireta em ratos tratados ou ndo com fenobarbital aos
60 minutos. (* p < 0,05 em relacdo ao controle (ratos tratados apenas com

carbamazepina). ** p < 0,05 em relacdo a ratos ndo tratados com fenobarbital.
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Figura 12- Registros miogrificos representativos da resposta contrdtil do mdisculo
diafragma de ratos a estimulacdo indireta (n=5). Em A, apenas tratamento
com fenobarbital; em B utilizou-se o rocurdnio (4 pg/ml) em ratos ndo
tratados com fenobarbital e, em C, utilizou-se o rocuronio (4 pg/ml) em ratos
tratados com fenobarbital. ROC, rocur6nio. Flecha indica o momento da

adicao.

Resultados

44



Tratamento com fenobarbital (20 mg/kg) (n=5)
Adicao de rocurénio (4 ug/ml) em preparagdes nao tratadas com fenobarbital (n=5)
B Tratamento com fenobarbital (20 mg/kg) + adigédo de rocurdnio (4 pg/ml) (n=5)
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Figura 13- Representacdo grifica da amplitude da resposta contrétil do mudsculo diafragma
a estimulacdo indireta em ratos tratados ou ndo com fenobarbital aos

60 minutos. * p < 0,05 em relacdo ao controle (tratamento com fenobarbital).

4.2- Preparacao Nervo Ciatico-Popliteo Externo — Misculo Tibial Anterior (NPETA)

4.2.1- Tratamento com a carbamazepina

A carbamazepina na concentracio estudada e empregada isoladamente causou
redu¢do média de 30,67 £ 16,05% (Figura 14A) na amplitude das respostas musculares a
estimulagdo indireta. O bloqueio neuromuscular produzido pelo atracirio em ratos nao
expostos a carbamazepina foi 56,47 + 12,50% (Figura 14B) sem diferenca significativa em
relacdo ao bloqueio obtido com o atractrio (56,87 £ 9,73% - Figura 14C), em ratos
expostos apdés 60 minutos. A Figura 15 ilustra graficamente os resultados frente aos

tratamentos, aos 60 minutos.

Nos ratos que ndo receberam a carbamazepina, o bloqueio neuromuscular
produzido pelo rocurdnio foi de 65,84 + 6,92 % (Figura 16B) sem diferenca significativa
daquele observado em ratos expostos apds 60 minutos (78,99 + 18,39% - Figuras 16C). A

Figura 17 ilustra graficamente a mesma condi¢ao, aos 60 minutos.
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Figura 14- Registros miograficos representativos da resposta contrdtil do musculo tibial
anterior de ratos a estimulagdo indireta (n=5). Em A, apenas tratamento com
carbamazepina; em B utilizou-se o atractrio (0,5 mg/kg) em ratos ndo tratados
com carbamazepina e, em C, utilizou-se o atractrio (0,5 mg/kg) em ratos
tratados com carbamazepina. ATC, atracudrio. Flecha indica o momento da

adigdo.
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Tratamento com carbamazepina (40 mg/kg) (n=5)
Adigao de atracurio (0,5 mg/kg) em preparagdes nao tratadas com carbamazepina (n=5)
KX Adigao de atracurio (0,5 mg/kg) em preparagdes tratadas com carbamazepina (n=5)
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Figura 15- Representacido grifica da amplitude da resposta contrdtil do musculo tibial
anterior a estimulagdo indireta em ratos tratados ou ndo com carbamazepina

aos 60 minutos. * p < 0,05 em relacio ao controle (tratamento com

carbamazepina).
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TControle 60 min.
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Figura 16- Registros miograficos representativos da resposta contritil do musculo tibial
anterior de ratos a estimulacdo indireta (n=5). Em A, apenas tratamento com
carbamazepina; em B utilizou-se o rocurénio (0,6 mg/kg) em ratos nado
tratados com carbamazepina e, em C, utilizou-se o rocuronio (0,6 mg/kg) em
ratos tratados com carbamazepina. ROC, rocur6nio. Flecha indica 0 momento

da adigdo.
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Tratamento com carbamazepina (40 mg/kg) (n=5)
N\XJ Adigao de rocurénio (0,6 mg/kg) em preparagdes nao tratadas com carbamazepina (n=5)
Adigao de rocurénio (0,6 mg/kg) em preparagdes tratadas com carbamazepina (n=5)

100

80 +

60+

40+ *

Resposta Contratil (%)

20 + 5

Figura 17- Representacdo grafica da amplitude da resposta contratil do muasculo diafragma
4 estimulacdo indireta em ratos tratados ou ndo com carbamazepina aos
60 minutos. * p < 0,05 em relacio ao controle (tratamento com a

carbamazepina).

4.2.2- Tratamento com o fenobarbital

O fenobarbital na concentracdo estudada ndo causou alteracdo na amplitude das
respostas musculares a estimulagcdo indireta ao final dos 60 minutos de exposicdo. O
bloqueio neuromuscular produzido pelo atracirio em ratos ndo expostos ao fenobarbital foi
de 56,47% + 12,50% (Figura 18B) com diferenca significativa (p < 0,05) em relacdo ao
observado em ratos ndo expostos (88,22% + 2,06% - Figura 18C). A Figura 19 ilustra

graficamente o resultado desses tratamentos aos 60 minutos.

O bloqueio produzido pelo rocur6nio foi significativamente maior
(90,75% + 4,21% - Figura 20C) nos ratos expostos ao fenobarbital, do que o observado nos
nao expostos (65,84% + 6,92% - Figura 20B). A Figura 21 ilustra graficamente o nivel de

bloqueio neuromuscular aos 60 minutos frente aos mesmos tratamentos.
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Figura 18- Registros miograficos representativos da resposta contritil do musculo tibial
anterior de ratos a estimulacdo indireta (n=5). Em A, apenas tratamento com
fenobarbital; em B utilizou-se o atracudrio (0,5 mg/kg) em ratos nao tratados
com fenobarbital e, em C, utilizou-se o atracurio (0,5 mg/kg) em ratos tratados

com fenobarbital. ATC, atracurio. Flecha indica 0 momento da adi¢@o.
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Tratamento com fenobarbital (20 mg/kg) (n=5)
NX\J Adig&o de atracurio (0,5 mg/kg) em ratos néo tratados com fenobarbital (n=5)
KX Tratamento com fenobarbital (20 mg/kg) + Adigéo de atracdrio (0,5 mg/kg) (n=5)
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Figura 19- Representacido grifica da amplitude da resposta contrdtil do musculo tibial
anterior a estimulagd@o indireta em ratos tratados ou ndo com fenobarbital aos
60 minutos. * p < 0,05 em relagdo ao controle (tratamento com fenobarbital) e

** p < 0,05 em relagdo ao atractrio isoladamente (sem tratamento com
fenobarbital).
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T Controle 60 min.

ROC 0,6 mg/kg 60 min.
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Figura 20- Registros miograficos representativos da resposta contrdtil do musculo tibial
anterior de ratos a estimulagdo indireta (n=5). Em A, apenas tratamento com
fenobarbital; em B utilizou-se o rocurdnio (0,6 mg/kg) em ratos ndo tratados
com fenobarbital e, em C, utilizou-se o rocurdnio (0,6 mg/kg) em ratos
tratados com fenobarbital. ROC, rocurdnio. Flecha indica o momento da

adicao.
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Tratamento com fenobarbital (20 mg/kg) (n=5)
Adig&o de rocurénio (0,6 mg/kg) em ratos nao tratados com fenobarbital (n=5)
RXXJ Tratamento com fenobarbital (20 mg/kg) + Adigdo de rocurénio (0,6 mg/kg) (n=5)
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Figura 21- Representacdo gréafica da amplitude da resposta contratil do musculo tibial
anterior a estimulacio indireta em ratos tratados ou ndo com fenobarbital aos
60 minutos. * p < 0,05 em relagdo ao controle (tratamento com fenobarbital) e

** p < 0,05 em relagdo ao rocurénio isoladamente (sem tratamento com

fenobarbital).

4.3- Concentracoes de citocromos P450 e b5 redutase em microssomos hepaticos

As concentracdes de citocromos P450 e b5 redutase em microssomos hepéticos
nos trés grupos (controle, tratados com FB e CBZ) foram: controle 0,43 e 0,45 nmol/mg
proteina, respectivamente; FB 0,69 e 0,62 nmol/mg proteina, respectivamente, com
diferenca significativa em relagdo ao controle; CBZ 0,39 e 0,37 nmol/mg proteina,

respectivamente, sem diferencga significativa em relacao ao controle (Figura 22).
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Figura 22- Concentragdo de citocromos P450 e b5 redutase em microssomos de ratos. Em
Gl (controle) — tratamento com solucdo salina; G2 — tratamento com
fenobarbital e G3 - tratamento com carbamazepina. * p < 0,05 em relacdo ao

tratamento com salina.
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Ha evidéncias de que as propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas dos
bloqueadores neuromusculares podem ser modificadas por inumeros fatores tais como a
idade, estado acido-basico, temperatura, algumas patologias (queimaduras, doencas do
neurénio motor superior ¢ inferior) e drogas (Martins e Martins,1997; Spacek e

Kress, 1998; Haywood et al., 1999; Loyola et al., 2006).

Entre os fArmacos utilizados nos periodos pré ou peroperatdrio, alguns podem
isoladamente atuar ou ndo na transmissdo neuromuscular, assim como sdo capazes de
potencializar ou atenuar o efeito dos bloqueadores neuromusculares. As mudangas nas
respostas dessas drogas podem ser devidas a alteragdes na sua distribui¢do, metabolismo,
eliminagdo, assim como ao nivel de juncdo neuromuscular proximal ao sistema nervoso
central ou na membrana muscular. Na jun¢do neuromuscular, a interagdo pode dever a acao
no terminal nervoso, na fenda sinaptica ou na membrana pds-sindptica, com conseqiiente
alteracdo no potencial de agdo do nervo, na sintese, liberagdo ou hidrolise enzimatica da
acetilcolina, no influxo de célcio, ou mesmo por alteragdo no niimero e na sensibilidade dos
receptores nicotinicos, além de causar bloqueio ndo competitivo de canais i0nicos. Esses
fatores influenciam na farmacologia dos bloqueadores neuromusculares, intensificando e
prolongando ou reduzindo e encurtando o bloqueio neuromuscular (Ornstein et al., 1987;
Ostergaard et al., 1989; Ornstein et al., 1991; Anderson, 1998; Perucca, 2005;
Richard et al., 2005; Kim et al., 2005).

Entre esses farmacos, os anticonvulsivantes, amplamente utilizados no
tratamento da epilepsia, transtorno bipolar e neuralgia trigeminal (Rang et al., 2001;
Rang et al., 2003; Mei et al., 2006), podem por si s6 agir na jungdo neuromuscular
(Nguyen e Ramzan,1997b), alterar ou mesmo ndo interferir nas propriedades
farmacodinamicas e farmacocinéticas dos bloqueadores neuromusculares (Aldernice e
Trommer, 1980; Ornstein et al., 1987; Roth e Ebrahim, 1987; Tempelhoff et al., 1990;
Ornstein et al., 1991; Norman, 1993; Jellish, Modica, Tempelhoff, 1993; Platt e
Thackray, 1993; Whalley e Ebrahim, 1994; Alloul et al., 1996; Jellish et al., 1996; Brodie e
Dichter, 1996; Spacek et al., 1997; Spacek et al., 1999; Richard et al., 2005).
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A carbamazepina, farmaco quimicamente derivado dos agentes antidepressivos
triciclicos, constitui atualmente um dos agentes antiepilépticos mais utilizados na pratica
clinica. Do ponto de vista farmacoldgico e clinico, suas agdes assemelham-se as da
fenitoina, porém com menos efeitos indesejaveis, € embora eficaz e util no tratamento de
crises parciais complexas, ¢ também empregada no tratamento de véarios tipos de dor
neuropatica. Entre os efeitos adversos, ¢ freqiiente a fraqueza muscular, que pode resultar
da diminuicdo espontanea ou evocada na liberacdo quantal de acetilcolina (Brodie e

Dichter, 1996; Rang et al., 2003).

Tal fraqueza muscular relatada na clinica, pode ser extrapolada aos nossos
resultados experimentais in vivo, em preparagio NPETA, em que a administracdo de
carbamazepina sozinha, causou um bloqueio neuromuscular de cerca de 30%, o que
também foi observado in vitro, com uma reducao média de 27%. Estes resultados estdo de
acordo com estudos prévios, que demonstraram efeitos depressores diretos da

carbamazepina na juncao neuromuscular (Pincus et al., 1980; Aldernice e Trommer, 1980).

Adicionalmente, a carbamazepina também atua na membrana do terminal
nervoso, de modo similar ao curare (Hartman et al., 1986). Ressalta-se, contudo, que o
principal mecanismo de a¢do da carbamazepina parece dever-se ao comprometimento da
excitabilidade das membranas através de uma acdo inibitoria dos canais de sodio
voltagem-dependentes que transportam a corrente para o interior da célula, necesséria a
geracio de um potencial de acdo (Kohling, 2002; Rang et al., 2003). E importante lembrar
que a jungdo neuromuscular ¢ rica em canais de sodio, tanto presentes no axoénio do
terminal nervoso, como amplamente distribuidos nas pregas pds-juncionais da fibra
muscular. A carbamazepina ¢ um potente indutor de enzimas microssomais hepaticas, por
conseguinte, ocorrem muitas interacdes medicamentosas por acelerar o metabolismo de
muitos farmacos, tais como anticoncepcionais orais, corticosterdides, fenitoina, varfarina e
bloqueadores neuromusculares, particularmente os aminoesterdides (Ornstein et al., 1987;

Anderson, 1998; Haywood et al., 1999; Spacek et al., 1999; Mei et al., 2006).

No tratamento adotado neste estudo, de sete dias, e pelos resultados obtidos da
dosagem da concentragdo de enzimas microssomais, (no oitavo dia), ndo houve inducao

pela carbamazepina, o que explica a sua nao interferéncia nos resultados obtidos in vivo em
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preparagdes NPETA e in vitro em preparacdes NFD, frente aos bloqueadores
neuromusculares, atractrio e rocurdnio. Uma outra explicacdo seria, a metabolizagdo o6rgao
independente pelo menos para o atractrio, que ocorre via hidrélise éster e eliminagdo de

Hofmann (Fisher et al., 1986; Ornstein et al., 1987; Spacek et al., 1997).

O fenobarbital foi introduzido por Hauptmann, em 1912, para o tratamento de
epilepsia humana, sendo o medicamento mais utilizado na manutencdo de caes epilépticos,
devido a sua eficacia e baixo custo (Amaral e Larsson, 2006). Por ser um auto—indutor de
enzimas microssomais hepaticas do sistema P450, aumenta a sua propria metabolizagdo e a
biotransforma¢do de outras drogas administradas concomitantemente, sendo
hepatotoxicidade um dos efeitos colaterais mais severos em animais cronicamente
medicados. Existe uma consideravel variacdo na farmacocinética dos anticonvulsivantes
entre individuos da mesma espécie € uma ampla variacdo na concentragdo sérica para a
mesma dosagem oral, sendo que a concentragao sérica se correlaciona muito melhor com os

efeitos terapéutico e toxico do que com a dose oral (Amaral e Larsson, 2006).

Existem poucos trabalhos na literatura que estudaram a interacdo do
fenobarbital com bloqueadores neuromusculares na jungdo neuromuscular, principalmente
com atracurio e rocurdnio. O fenobarbital testado sozinho e na concentragdo estudada nao
provocou alteragdes significativas in vitro e in vivo. Contudo, potencializou o efeito

bloqueador de atracurio e rocur6énio in vivo.

Na clinica, comportamento semelhante a este (potencializagdo do efeito
bloqueador) foi relatado na exposi¢do aguda aos anticonvulsivantes, tais como

difenilhidantoina e hidantoina (Norris et al., 1964; Gray et al., 1989).

A potencializagdo do bloqueio neuromuscular pré-existente, ocasionada pela
administracdo aguda de anticonvulsivantes pode ser atribuida ao fato destes farmacos
competirem com os bloqueadores neuromusculares deslocando-os dos sitios de ligacdo nas
proteinas plasmadticas com conseqiiente aumento da fracdo livre ativa (Gray et al., 1989).
Outros mecanismos foram descritos na tentativa de esclarecer essa potencializacdo, tendo
sido observado que algumas drogas antiepilépticas exercem efeitos bloqueadores

pré e pos-juncional, estabilizam a membrana neuronal alterando o fluxo transmembrana de
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ions sodio, potassio e calcio, e reduzem a sintese e a liberagdo de acetilcolina

(Gray et al. 1989; Nguyen e Ramzan, 1997a; Spacek e Kress, 1998).

Contraria a potencializacdo, o relatado na maioria dos trabalhos, que
descreveram em pacientes em terapia cronica com anticonvulsivantes como carbamazepina
e fenitoina, foi maior resisténcia ou menor sensibilidade aos bloqueadores neuromusculares
aminoesterdides (Ornstein et al., 1987; Roth e Ebrahim, 1987; Tempelhoff et al., 1990;
Ornstein et al., 1991; Platt e Thackray, 1993; Whaley e Ebrahim, 1994; Alloul et al., 1996;
Loan et al., 1997; Spacek et al., 1999; Hernandez-Palazon, et al., 2001; Soriano et al., 2001;
Cardoso et al., 2005; Richard et al., 2005; exceto o atractrio (Ebrahim et al., 1988).

A menor sensibilidade ou resisténcia (dificuldade de instalacio do bloqueio)
aos bloqueadores neuromusculares ndo estd claramente estabelecida. A etiologia desta
interacdo parece ser multifatorial e alguns possiveis mecanismos podem estar envolvidos:
inducdo enzimatica com aumento do clearance e metabolismo hepatico; aumento na
concentragdo de a;-glicoproteina acida resultando em maior ligagdo protéica, menor fracao
livre de drogas catidnicas e alteracdo na distribuicdo; menor sensibilidade do receptor a
acetilcolina; proliferagdo de receptores na membrana muscular (Martyn et al., 1984;
Kremer et al., 1988; Wood, 1991; Kim et al, 1992; Hans et al., 1997;
Haywood et al., 1999).

Existem evidéncias de que a resisténcia aos aminoesterdides observada nos
pacientes cronicamente tratados com anticonvulsivantes, se deva a um maior metabolismo
hepatico, conseqiiente a inducdo enzimatica com aumentada inativacdo e eliminacdo destas
drogas (Pirttiaho et al.,, 1982; Brodie e Dichter, 1996; Alloul et al., 1996;
Spacek et al., 1997; Soriano et al., 2001).

Neste estudo in vitro, o pré tratamento com fenobarbital diminuiu a
sensibilidade do atracurio por causar paralisia, ao contrario do estudo in vivo. Diferencas
entre os sistemas in vivo e in vitro, podem ser explicadas pela farmacocinética que tem
papel importante no primeiro, pela distribui¢do do fAirmaco pelo organismo, em detrimento

do actimulo do farmaco e pequena distribui¢ao, no segundo.
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Aldernice e Trommer (1980) estudaram os efeitos de diferentes
anticonvulsivantes na jun¢dao neuromuscular de sapo e observaram que, diferentemente do
fenobarbital, a carbamazepina ocasionou diminui¢@o na liberacdo do neurotransmissor com
conseqiiente diminuicdo na amplitude do potencial de placa terminal. Os mesmos
resultados foram encontrados neste estudo, explicitados por nenhum efeito a um efeito
bloqueador induzidos por fenobarbital e carbamazepina, respectivamente, quando ensaiados

isoladamente e que podem revelar diferentes alvos para exercerem suas agoes.
Em resumo, os principais resultados obtidos neste estudo foram:

1) a) A carbamazepina utilizada (Tegretol”, suspensio a 2%) e na concentra¢io
empregada (40 mg/kg) via gavagem, diminuiu as respostas musculares a

estimulagdo indireta tanto in vitro como in vivo.

b) Sob sua vigéncia (a carbamazepina) ndo alterou o bloqueio produzido

pelo atracurio e rocurdnio tanto in vivo, como in vitro.

2) a) O fenobarbital utilizado (Gardenal®, 40 mg/ml) e na concentra¢io
empregada (20 mg/kg) via gavagem, ndo provocou alteragdes

significativas nos estudos in vitro e in vivo.

b) Sob sua vigéncia diminui a sensibilidade do atractrio por causar

bloqueio neuromuscular nas preparagdes in vitro.

c¢) Sob sua vigéncia, potencializou o bloqueio neuromuscular induzido pelo
atracurio e rocur6nio nas preparagdes in vivo, do rocur6nio nas

preparagoes in vitro.

3) O tempo de tratamento com a carbamazepina, ao contrario do observado com

o fenobarbital, ndo foi suficiente para causar indu¢do enzimatica.
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Dos resultados apresentados neste trabalho sobre os efeitos da carbamazepina e
do fenobarbital nas respostas musculares e a sua influéncia nos efeitos do atractrio e o

rocurdnio, pode-se concluir que:

1) Os anticonvulsivantes carbamazepina e o fenobarbital agem diferentemente
na jun¢ao neuromuscular, com ligeiro bloqueio neuromuscular observado no
primeiro € nenhum efeito no segundo. O fenobarbital é principalmente
GABAérgico (com receptores presentes no sistema nervoso central e ndo no
periférico), enquanto a carbamazepina atua sobre canais de Na' também

presentes na jung¢do neuromuscular.

2) A indugdo enzimdtica ocorrida com o fenobarbital influenciou o efeito de
bloqueadores neuromusculares tanto in vifro como in vivo. Entre tais
modificacdes a diminuicdo do bloqueio neuromuscular (ou resisténcia)
talvez seja a de maior importancia do ponto de vista clinico, pela diminui¢ao

da eficdcia farmacoldgica.
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Este estudo mostrou, através de modelo experimental, o efeito da indugdo ou
ndo de enzimas microssomais causadas por anticonvulsivantes, sobre os efeitos
neuromusculares de dois bloqueadores de acdo intermedidria. Esses dados devem ser
considerados na pratica clinica, podendo ser necessdria a monitorizacio do bloqueio
neuromuscular em pacientes que usam cronicamente anticonvulsivantes tipo carbamazepina

e fenobarbital.
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 862-2, sobre "EFEITO _DE BLOQUEADORES
NEUROMUSCULARES EM RATOS TRATADOS CRONICAMENTE COM
CARBAMAZEPINA E FENOBARBITAL" sob a responsabilidade de Profa. Dra. Léa

Rodrigues Simioni / Caroline Coutinho de Barcelos esta de acordo com os

Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comisséo de Etica na
Experimentacdo Animal (CEEA)-IB-UNICAMP em reunido de 13 de setembro de
2005.
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We certify that the protocol n° 862-2, entitled "EFFECT OF NEUROMUSCULAR
BLOCKERS IN A RAT BY CHRONIC CARBAMAZEPINE AND PHENOBARBITAL
THERAPY", is in agreement with the Ethical Principles for Animal Research

established by the Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This
project was approved by the institutional Committee for Ethics in Animal Research
(State University of Campinas - UNICAMP) on September 13, 2005.

' Campinas, 13 de setembro de 2005.
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UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS TELEFONE 55 19 3788-6359
INSTITUTO DE BIOLOGIA FAX 55 19 32893124
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