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RESUMO

Embora inumeros estudos tenham sido realizados para investigar os efeitos dos
bloqueadores de canais de calcio nas respostas musculares e sua interagdo com
bloqueadores neuromusculares, os resultados ainda sao controversos. Neste estudo
através de experimentos especificos na juncdo neuromuscular foram avaliados os
seguintes parametros: o efeito da nifedipina na transmissdo neuromuscular; nos
potenciais de membrana e potenciais de placa terminal em miniatura (pptms); a sua
influéncia no bloqueio neuromuscular produzido pela d-tubocurarina, atracurio e
cisatracurio. Avaliou-se também em preparacées diafragma de rato cronicamente
desnervado e biventer cervicis de pintainho os efeitos da nifedipina na acao
contraturante da acetilcolina. Os resultados foram expressos em médias e desvios
padrao e analisados através dos testes t de Student pareado e ndo pareado, adotando-
se um nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Nas preparacées nervo frénico -
diafragma de rato, sob estimulacdo elétrica indireta, a nifedipina na concentracao
empregada, ndo alterou a amplitude das respostas musculares, mas potencializou os
efeitos do atracurio e do cisatracurio, ndo influenciando no bloqueio neuromuscular
produzido pela d-Tc. A nifedipina ndo causou alteracao significativa nos potenciais de
membrana, ndo demonstrando acao despolarizante na fibra muscular; em relacdo aos
pptms a nifedipina promoveu um aumento inicial na freqiéncia, provavelmente por um
aumento na liberacdo do neurotransimissor, seguida de bloqueio. Nas preparacoes
biventer cervicis de pintainho e diafragma de rato cronicamente desnervado, a

nifedipina ndo alterou a resposta contraturante da acetilcolina, evidenciando auséncia
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de efeito pds-sinaptico. Os resultados obtidos demonstram um sinergismo entre as

drogas devido principalmente a um efeito pré-sinaptico.
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SUMMARY

Although a number of studies have been conducted to investigate the effects of calcium
channel blockers on muscle response and their interaction with neuromuscular blockers,
the results are still controversial. In this study, using specific experiments on the
neuromuscular junction the following parameters were assessed: the effect of nifedipine
on neuromuscular transmission; on membrane potentials and miniature end-plate
potentials (meps); its influence on neuromuscular blockade produced by d-tubocurarine,
atracurium and cisatracurium. It was also evaluated in chronically denervated rat
diaphragm preparation and chick biventer cervicis preparation the effects of nifedipine
on acetylcholine contracture. The results were expressed in average and standard
deviation and analyzed through the paired and non-paired Student’s t-Test, adopting a
level of significance of 5% (p <0.05). In rat phrenic nerve diaphragm preparations under
indirect electric stimulation, nifedipine did not change the amplitude of the muscle
response in the concentration used but potentiated the effects of atracurium and
cisatracurium, not influencing the neuromuscular block produced by d-Tc. Nifedipine
caused no significant alteration in membrane potentials, not demonstrating depolarizing
action in the muscle fiber; nifedipine promoted an initial increase in the frequency of
meps probably due to an increase in neurotrasmitter release, followed by blockade. In
chick biventer cervicis preparations and chronically denervated rat diaphragm, nifedipine
did not alter the response to acetylcholine contracture evidencing a lack of postjunctional
effect. The results obtained demonstrate a synergism among the drugs mainly due to a

prejunctional effect.
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1. INTRODUCAO

Poucas foram as drogas que despertaram tanto interesse em diversas areas da
medicina quanto o curare, seus derivados semi-sintéticos e as substancias sintéticas
que atuam de modo similar, ou seja, no nivel dos receptores nicotinicos situados na
juncado neuromuscular. Estas drogas tém sido denominadas curarizantes, bloqueadores

neuromusculares e relaxantes musculares.

Blogueador neuromuscular designa ndo somente as substancias que atuam nos
receptores nicotinicos, impedindo a acado da acetilcolina, como aquelas que interferem
com a sua sintese ou liberacdo e consequentemente com a transmissao do impulso
nervoso (WAUD, 1984; STOELTING e HILLIER, 2006). A denominacdo relaxante
muscular, comumente empregada, é imprecisa porque engloba ndo somente as
substancias que atuam na jungcdo neuromuscular como as que promovem relaxamento
muscular esquelético atuando no sistema nervoso central (BOURILLET e CHEYMOL,

1966).

Os blogueadores neuromusculares (BNM), sdo farmacos amplamente utilizados
na préatica anestésica e o uso clinico dos diferentes tipos de BNM tem sido parte integral
e crescente na anestesia clinica a medida que aparecem novas moléculas, que
progressivamente tém se mostrado mais seguras principalmente em pacientes de maior
risco cirurgico. 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 agdo da acetilcolina causando
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despolarizacao antes da paralisia ou impedindo o acesso da acetilcolina ao receptor
evitando a despolarizagdo (WAUD, 1984; 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 e cols, em 1944, publicaram os primeiros resultados
de suas pesquisas com o0s 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 utilizou o Intocostrin, em paciente submetido a anestesia

geral com ciclopropano (DUARTE, 2000).

Os blogueadores neuromusculares tem sido classificados de modo simplista de
acordo com seu mecanismo de acdo, em despolarizantes e ndo despolarizantes ou
competitivos. Mais recentemente, devido a diversidade das novas moléculas que tém
sido desenvolvidas, foram também agrupados quanto as suas caracteristicas quimicas
(HUNTER, 1995; SPARR et al, 2001; STOELTING e HILLIER, 2006). Desde a
introducdo da d-tubocurarina, na década de 40, e até a década de 80, no século XX,
muitas moléculas novas foram pesquisadas surgindo uma série de blogueadores
neuromusculares, do tipo adespolarizante, sintéticos, com grande potencialidade para o
uso clinico, resultantes de estudos que se concentram em duas grandes familias: os
benzilisoquinoleinicos e os aminoesterdides. No grupo dos benzilisoquinoleinicos se
agrupa a d-tubocurarina, a metocurina, o alcurénio, o atracurio, o cisatracurio e o
mivacurio (HUNTER, 1995; FISHER, 1999; SPARR et al, 2001; STOELTING e HILLIER,

2006). A descoberta de blogueadores neuromusculares como o atracurio e 0
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cisatracurio tiveram importante impacto e ofereceu novas perspectivas quanto a op¢ao

de BNM de duracao intermediaria.

A d-tubocurarina (Figura 1) constitui o prototipo dos benzilisoquinoleinicos, com
interesse histérico e uso em pesquisas experimentais. E um bloqueador com poténcia
relativamente baixa (DEgs= 0,5mg.kg™), longa duracdo de acdo e muitos efeitos
colaterais, decorrentes da acao bloqueadora ganglionar e da liberacédo de histamina. Ha
pouco ou nenhum metabolismo, sendo o rim a principal via de eliminacdo e a

participacdo hepatica de pequena importancia (BELMONT et al, 1993).

Figura 1. Férmula estrutural da d-tubocurarina

O atracurio, composto biquaternario de aménio (Figura 2), consiste de uma
mistura de 10 isdmeros geométricos, com diferentes “clearance” e meias vidas de
eliminacdo. Tem duragdo de agdo e meia vida de eliminacdo classificadas como
intermediarias (TSUI et al, 1987; FISHER, 1999; SPARR et al, 2001; STOELTING e
HILLIER, 2006). De efeito altamente seletivo quando usado em doses suficientes para

causar bloqueio neuromuscular é desprovido de efeitos cardiovasculares diretos. Na
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dependéncia da dose administrada (> 2 x DEgs), pode desencadear liberacdo de
histamina com consequente hipotensédo arterial e taquicardia (MILLER et al, 1984;
MILLER e VON EHRENBURG, 1994; HUNTER, 1995; FISHER, 1999; STOELTING e
HILLIER, 2006). A rapida recuperacao, auséncia de efeitos cumulativos, mesmo quando
administrado em infusdo continua, e de efeitos cardiocirculatorios em doses clinicas,
associadas a independéncia do rim e do figado para sua metabolizacdo e eliminacao,
tornam o atracurio uma droga util em pacientes graves ou de alto risco (GRIFFITH et al,

1986; HUNTER, 1995; STOELTING e HILLIER, 2006).

Com DEgs= 0,2mg.kg™”, é mais potente do que a d-tubocurarina (2,5 vezes) e
cerca de 4 a 5 vezes menos potente que o cisatracurio. O bloqueio neuromuscular
produzido pelo atracurio instala-se lentamente, sendo o tempo de laténcia de 5 a 6
minutos apés o emprego de DEgs (0,2 mg.kg”), que pode ser encurtado com doses
maiores (BASTA et al, 1982; MIRAKHUR et al, 1985; BEVAN, 1994). A duracao clinica
(DC25) ap6s o uso de 2DEgs de atracurio € de 30 a 40 minutos, sendo prolongada
quando do aumento da dose. Apds o uso de doses repetidas para a manutencao do
bloqueio neuromuscular ndo se observa alteracdo na curva de recuperacao,
demonstrando que o atracurio ndo € cumulativo, provavelmente devido a sua maneira
particular de decomposicao e metabolismo. A duracéo de agao intermediaria, associada
a auséncia ou minimo efeito cumulativo, possibilitam o seu emprego em infusao
continua (BASTA et al, 1982; ALI et al, 1983; STOELTING e HILLIER, 2006). Devido a
estrutura quimica particular e diferente da dos demais bloqueadores neuromusculares,
sofre degradacao espontanea no plasma (Degradacao de Hofmann), em pH fisiolégico

e a temperatura normal, processo facilitado por pH alcalino, que dispensa substrato
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bioldgico. Outro processo responsavel pelo metabolismo do atracurio € a hidrolise éster
enzimatica, facilitada por pH &cido e independente da colinesterase plasmatica

(HUGHES e CHAPPLE, 1981; BASTA et al, 1982; STOELTING e HILLIER, 2006).

Os principais metabdlitos resultantes da Degradacdo de Hofmann sdo a
laudonosina, amina terciaria, € 0 monoacrilato, composto monoquartenario do amoénio e
da hidrélise éster resultam, compostos monoquartenarios do aménio, produtos
desprovidos de efeito bloqueador neuromuscular (BASTA et al, 1982; CHAPPLE e

CLARK, 1983; STOELTING e HILLIER, 2006).

Apresenta ampla margem de seguranca autondémica, sendo desprovido de
efeitos cardiovasculares quando empregado em doses clinicas. Em doses maiores que
2DEgs, estes efeitos particularmente taquicardia e hipotensao arterial, associados as
manifestacoes cutaneas, tornam-se evidentes. Devem-se principalmente a liberacao de
histamina e podem ser prevenidos pela administracdo lenta ou pelo uso prévio de
agentes anti-histaminicos (HUGHES e CHAPPLE, 1981; BASTA et al, 1982;

STOELTING e HILLIER, 2006).
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Figura 2. Férmula estrutural do atracurio
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O cisatracurio (Figura 03) é um dos 10 isdbmeros do atracurio, o 1 R Cis — 1 R’
Cis, representando aproximadamente 15% da mistura da droga de origem (BELMONT
et al, 1995; LIEN et al, 1995; STOELTING e HILLIER, 2006). Foi desenvolvido na
tentativa de obter-se um bloqueador neuromuscular com menor tempo de laténcia e
menor incidéncia de efeitos colaterais, do que o observado com outros bloqueadores
neuromusculares (HUNTER, 1995; HUNTER et al, 1995; SPARR et al, 2001;

STOELTING e HILLIER, 2006).

Dotado de potente propriedade bloqueadora neuromuscular, o cisatracurio é
cerca de 3 a 4 vezes mais potente que o atractrio (DEgs= 0,05mg.kg™), mas o inicio, a
duracao de acao e o tempo de recuperacao sao similares aos do atracurio, assim como
auséncia de efeitos cumulativos, o que permite seu uso em infusdo continua
(BELMONT et al, 1995; LIEN et al, 1995; MERETOJA et al, 1995; SPARR et al, 2001;
STOELTING e HILLIER, 2006). Trabalhos realizados em animais mostraram que
somente as doses de cisatracurio muitas vezes maiores do que a sua DEgs, produzem
efeitos minimos sobre a pressao arterial e a freqiéncia cardiaca em virtude de sua
desprezivel acdo liberadora de histamina (BELMONT et al, 1993; WASTILA et al, 1996;
SPARR et al, 2001; STOELTING e HILLIER, 2006). O bloqueio neuromuscular
produzido por 1 DEgs do cisatracurio instala-se em cerca de 7 minutos, sendo mais
lento do que o produzido pelo atracurio, mas também pode ser encurtado com doses
maiores. A duracao clinica apés o emprego de 2 DEgs de cisatracurio é de
aproximadamente 45 minutos, similar a relatada para doses equipotentes do atracurio,
sendo prolongada com o aumento da dose (BASTA et al, 1982; BASTA et al, 1988;

BELMONT et al, 1995; SPARR et al, 2001; STOELTING e HILLIER, 2006).
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Sendo um dos isébmeros do atracurio, o cisatracurio, provavelmente sofre os
mesmos processos de metabolizagdo. E hidrolisado por esterases plasmaticas
inespecificas em intensidade significante menor do que o atracurio e € menos sensivel
a degradacao de Hoffmann, o que pode ser constatado pelas baixas concentragcdes
plasmaticas de laudanosina, cerca de 5 vezes menores do que as observadas apds o
emprego de doses equipotentes de atracurio (EASTWOOD et al, 1995; SAVARESE e

WASTILA, 1995; SPARR et al, 2001; STOELTING e HILLIER, 2006).

Suas caracteristicas famacocinéticas e farmacodinamicas, como maior poténcia,
duracao de acao intermediaria, padrao de recuperacao constante e auséncia de efeitos
cumulativos, antagonizavel pelos anticolinesterasicos, assim como a auséncia de
efeitos autondmicos, cardiovasculares e de minimo potencial para liberar histamina,
confirmam que o cisatracurio € um aprimoramento do atracurio. Representa, portanto
uma alternativa positiva em anestesia, especialmente quando as alteracdes
cardiovasculares devem ser evitadas, mas as variagdes de suas propriedades
famacocinéticas e farmacodinamicas, originarias de situagdes clinicas especiais ainda

necessitam de maiores investigagdes (WASTILA et al, 1996).
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Sao varios os farmacos utilizados no pré, no per ou no pés-operatério, capazes
de interferir na transmissdo neuromuscular. As diferentes técnicas anestésicas quase
sempre incluem a utilizagcdo de bloqueadores neuromusculares, possibilitando efeitos
interativos desses com diferentes drogas de emprego clinico. Muitas drogas quando
usadas isoladamente e em doses clinicas podem ser isentas de efeitos sobre a fungéao
neuromuscular, no entanto em doses elevadas ou o0 seu emprego simultaneo com
bloqueadores neuromusculares, podem levar a alteracdo da transmissao
neuromuscular, potencializar ou antagonizar os efeitos destes agentes (BIKHAZI et al,

1988; SEKERCI e TULUNAY, 1996; ARANO et al, 2000).

As interagdes farmaco versus farmaco sdo apenas um dos multiplos fatores
envolvidos no bindmio dose-resposta, seja o farmaco administrado, hipnético,
analgésico ou blogueador neuromuscular. A interacdo com o0s bloqueadores
neuromusculares, pode alterar a farmacocinética bem como a farmacodinédmica, além
de atuar em diversos locais através de diferentes mecanismos: depressao do impulso
no sistema nervoso central; bloqueio da condugdo nervosa; acdo pré-sinaptica com
diminuicado na liberacdo de acetilcolina pelo terminal nervoso; acao pds-sinaptica, com
reducdo da sensibilidade da membrana péds-sinaptica a acetilcolina; blogueio no
mecanismo contratii do musculo; e outros mecanismos que de alguma maneira
prejudicam o fluxo de ions pelos canais ibnicos, dificultando a despolarizagdo da
membrana poés-sinaptica. Esse Ultimo mecanismo pode manifestar-se através da
dessensibilizacao do receptor de acetilcolina, bloqueio direto de canais ibnicos e

diminuigdo na excitabilidade da membrana muscular (MARTINS e MARTINS, 1997).

29



Na préatica clinica as interagcbes mais importantes, por sua frequéncia, e
repercussdes clinicas s&o resultantes do uso simultdneo de bloqueadores
neuromusculares, com agentes volateis, anestésicos locais, antibiéticos, magnésio, litio,
anticonvulsivantes, e farmacos com acao no sistema cardiovascular (BIKHAZI et al,
1988; SEKERCI e TULUNAY, 1996; MARTINS e MARTINS, 1997; ARANO et al, 2000).
Estas interacbes tém sido amplamente estudadas e embora algumas tenham sido
confirmadas, ndo se conhece exatamente o mecanismo de acao. Outras permanecem

teoricamente possiveis, mas descritas na literatura como casos isolados.

Entre as drogas com agao no sistema cardiovascular, os bloqueadores de canais
de calcio, constituem um grupo de medicamentos amplamente utilizados em pacientes
com angina pectoris, cardiomiopatia, arritmias supraventriculares, e hipertensao arterial.
Muitos destes pacientes em algum momento da vida podem necessitar de intervencao

cirdrgica e encontram-se em uso prolongado destes medicamentos.

Varios estudos investigaram os efeitos dos bloqueadores de canais de célcio nas
respostas musculares, entretanto os resultados sao conflitantes. Em alguns, os
bloqueadores de canais de calcio causaram bloqueio neuromuscular; em outros
resultaram em contratura muscular ou mesmo nenhum efeito foi observado no musculo
esquelético (DURANT et al, 1984; BIKHAZI et al, 1985; BIKHAZI et al, 1988; SEKERCI
e TULUNAY, 1996). Estes resultados controversos podem dever-se ao emprego de

diferentes metodologias empregadas nos trabalhos.

Estudos realizados em camundongos, avaliando a interagdo da nifedipina, do

diltiazem e do verapamil com a succinilcolina e com a d-tubocurarina, demonstraram
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que estas drogas afetam alostericamente os receptores pés-sinapticos da acetilcolina,
dessensibilizando-os e assim interagindo sinergicamente com os bloqueadores
neuromusculares (CHANG et al, 1990). Ao contrario, outros autores estudaram em
humanos, os efeitos da nifedipina, administrada cronicamente, sobre o inicio e a
duracdo do blogueio neuromuscular produzido pelo atracurio e pelo vecurdnio, e nao
observaram interacao significativa entre estes agentes (BELL et al, 1989). Em outros
trabalhos, a administracdo da nifedipina de forma aguda no intra-operatério, para
tratamento de hipertensédo arterial, resultou em aumento na duragdo do bloqueio

produzido pelo atracurio e vecurénio (JELEN-ESSELBORN e BLOBNER, 1990).

Os blogueadores de canais de caélcio, além de interferirem com o influxo desse
ion através da membrana do terminal nervoso, apresentam alta atividade anestésica
local, provavelmente relacionada com acodes pré e pos-juncionais (REVES et al, 1982).
E pouco provavel que em doses terapéuticas os bloqueadores de Ca** possam
determinar bloqueio neuromuscular, mas quando a margem de seguranca da
transmissdo neuromuscular esta comprometida pelo uso de BNM ou por patologias

neuromusculares, pode haver exacerbacao da paralisia muscular (ZALMAN et al, 1983).

Entre os bloqueadores de canais de Ca*™, comumente utilizados encontram-se o
verapamil, a nifedipina e o diltiazem. A nifedipina (Figura 4), derivado da dihidropiridina,
disponivel somente para uso por via oral, possui potente atividade vasodilatadora
periférica e coronariana, e minimo efeito nos vasos de capacitancia. Diferente do
verapamil apresenta minimo ou nenhum efeito depressor direto no né sino-atrial ou

atrio-ventricular. E metabolizada no figado, resultando em metabdlitos inativos com
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eliminacdo predominantemente renal e em menor extensdo pela bile (REVES et al,

1982).

MO,
CH,-CC+0 | | C-CO-CH,
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Nifedipina

Figura 4. Formula estrutural da nifedipina

A significagao clinica da acdo da nifedipina sobre a transmiss&o neuromuscular e
a interacdo com os BNM necessitam de maiores estudos. Embora pequena, a interacao
entre essas drogas pode ocorrer, € depende da forma de administracdo (aguda ou
cronica), do agente anestésico empregado e da margem de seguranca da transmissao

neuromuscular.

A importancia do conhecimento dessas interagbes reside na possibilidade de
determinar a probabilidade de sua ocorréncia no per ou no pés-operatério, e controlar a
magnitude do efeito esperado. A suspenséo ou ndo do farmaco, o ajuste de dosagem, a
monitorizacdo adequada e outras condutas devem ser tomadas para garantir a

seguranga do paciente.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a influéncia da nifedipina no bloqueio neuromuscular produzido por

diferentes bloqueadores neuromusculares.

2.2 Especificos

Avaliar os efeitos da nifedipina:

- na jungao neuromuscular e no musculo esquelético;

- no bloqueio neuromuscular produzido pela d-tubocurarina, atracurio e cisatracurio;

- na agao contraturante da acetilcolina;

- nos potenciais de placa terminal em miniatura;

- no potencial de membrana da fibra muscular.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Apés aprovacdo da Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal - CEEA - IB -
UNICAMP (Protocolo n® 898-2 - Anexo 1) e seguindo-se as recomendacdes do COBEA
(Colégio Brasileiro de Experimentagdao Animal - Anexo 2), foram utilizados ratos machos
de linhagem Wistar, com peso entre 250 - 300g, fornecidos pelo Biotério Central da
UNICAMP, Campinas (SP) e pintainhos da linhagem HY LINE W36, com peso entre 40-
509 (4 a 8 dias de idade) 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 Concentracoes Utilizadas

- d-tubocurarina: 0,5ug/ml
- cisatracurio: 3 pg/ml

- atracurio: 20pg/mi
- nifedipina: 4ug/ml

- acetilcolina: 20pg/ml
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3.3 Métodos Utilizados
3.3.1 Preparacao Nervo Frénico-Hemidiafragma de Rato

A preparacido foi montada de acordo com a técnica descrita por BULBRING
(1946) para ratos. Os animais foram anestesiados com pentobarbital sédico (30-40
mg.kg™”, por via intraperitonial) e, apés sangria por seccdo dos vasos do pescoco,
procedeu-se a retirada e montagem do hemidiafragma esquerdo com porcdo do nervo
frénico correspondente (nas preparacdoes destinadas a estimulacdo indireta). A
preparacao foi fixada em cuba contendo 40ml de solugao nutritiva de Tyrode com a
seguinte composicao em mM: NaCl - 137; KCI - 2,7; CaCl, - 1,8; NaHCO3; - 11,9; MgCl»
- 0,25; NaH.PO3; - 0,3 e glicose - 11. A solucado foi aerada constantemente com
carbogénio (95% O + 5% CO,) e mantida a 37°C. Um eletrodo bipolar era colocado em
torno do nervo frénico para a estimulacao indireta com um estimulador Grass S88 (0,1
Hz de freqiéncia, 0,2ms de duracao e intensidade entre 1 e 6V). Em experimentos
realizados sob estimulacao elétrica direta do diafragma usou-se estimulos com 2ms de
duracao, 0,1Hz de freqiéncia e intensidade de 80 V. O diafragma foi mantido por sua
porcdo tendinosa sob uma tensdo constante (5g) através de um fio ligado a um
transdutor isométrico Load Cell BG 50 GMS. As respostas musculares foram

registradas em fisiografo Gould RS 3400 (Figura 5).
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Figura 5. Esquema da preparacao Nervo Frénico — Diafragma de Rato

3.3.1.1 Concentracao de Nifedipina Utilizada nos Experimentos

A nifedipina é insolUvel em agua e sensivel a luz. Foi preparada dissolvendo-se
2mg da substancia em 2ml de solugdo composta de 0,5ml de alcool etilico e 1,5ml de
agua destilada. A concentracdo de nifedipina utilizada no estudo foi de 4ug/ml,

determinada a partir de dados apresentados nos estudos de BIKHAZI et al (1988).

3.3.1.2 Influéncia da Nifedipina (4pg/ml) sobre a Transmissao Neuromuscular

Apés a estabilizacao da preparacdo nervo frénico-diafragma de rato e obtencao
da resposta muscular controle, a nifedipina (4ug/ml) foi adicionada a preparacao.
Observaram-se e registraram-se as respostas musculares durante 45 minutos apés a

adicao da nifedipina (n=>5).
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3.3.1.3 Influéncia da nifedipina (4ug/ml) no bloqueio neuromuscular produzido

pela d-tubocurarina (0,5ug/ml), atracurio (20ug/ml) e cisatracurio (3 pg/ml).

Para cada bloqueador neuromuscular (BNM) estudado foram feitos experimentos
avaliando-se o efeito do BNM isoladamente (n=5) e o da associagdao BNM - nifedipina
(n=5). Em todos os experimentos sob estimulacdo elétrica indireta, antes da adicao do
BNM isoladamente ou da associacdo BNM - nifedipina esperou-se a estabilizacdo da
preparacdo e apods trés minutos, considerados controle, registrou-se a resposta
muscular. Os percentuais de redugdo da amplitude das respostas musculares foram
analisados apo6s 45 minutos da adicao dos farmacos estudados, e comparados aos

obtidos no momento controle (antes da adi¢do dos farmacos).

3.3.2 Influéncia da nifedipina sobre a acao contraturante da acetilcolina -
Preparacao Hemidiafragma de Rato Cronicamente Desnervado

A desnervacao do diafragma foi realizada segundo a técnica descrita por VITAL
BRAZIL (1965). Foram utilizados ratos com peso entre 250 a 300g. Ap6s anestesia com
halotano, os animais eram colocados em decubito lateral direito e feita uma incisdo de
aproximadamente 0,5cm perpendicular a linha mediana, no tergo inferior da regido
lateral do térax esquerdo. A incisdo compreendia a pele e a camada muscular delgada
que recobre esta regido. Ao longo do espaco intercostal os musculos intercostais foram
cortados e com auxilio de um bastdo de vidro de extremidade recurvada, o nervo

frénico foi preso e tracionado para as bordas da incisao e posteriormente seccionado
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com tesoura. Em seguida a pele foi suturada com um ou dois pontos conforme a

extensao da incisao.

Ap6s 15 a 20 dias da desnervacao, o hemidiafragma esquerdo foi retirado
segundo a técnica de BULBRING (1946), montado em eletrodo bipolar de maneira a
aplicar estimulos diretos e suspenso em cuba de vidro contendo 40ml de solugéo de
Tyrode, com a mesma composicdo, condicbes de aeragdo e temperatura descritas

anteriormente.

Para obtencao da resposta muscular, estimulos elétricos diretos, supramaximais
com 2ms de duracdo e 0,1Hz de freqiéncia foram aplicados por meio de um
estimulador GRASS modelo S88, e o registro feito em fisiografo GOULD modelo RS
3400. O diafragma cronicamente desnervado era mantido sob tensao de 2,59 através
de um fio preso a sua porcao tendinosa e ao transdutor isométrico Myograph F-60

(Narco Bio-Systems, Inc).

Ap0és estabilizacdo da preparacao, iniciaram-se os experimentos (n=5) aplicando-
se durante trés minutos estimulos diretos, para obtencdo da resposta muscular
considerada controle. ApGs esse periodo a estimulacao foi interrompida; adicionou-se a
solucao de Tyrode, 20ug/ml de acetilcolina (concentragdo capaz de provocar contratura
adequada para a visualizacdo dos resultados na preparagdo hemidiafragma
cronicamente desnervado) e registrou-se a contratura muscular provocada pela
despolarizacdo causada pelo agonista. Quando a contratura atingiu o seu apice, o
registro foi interrompido e lavou-se a preparacdo quatro vezes com solugcdo de Tyrode,

para a retirada da acetilcolina. Adicionou-se a preparagao nifedipina (4ug/ml), e apés 30
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minutos de exposi¢cao ao farmaco, foram aplicados estimulos elétricos diretos, durante
trés minutos, para se obter um novo controle da amplitude das respostas musculares; a
estimulacao foi interrompida e adicionou-se acetilcolina (20ug/ml). A resposta a

acetilcolina foi comparada antes e depois da adigao da nifedipina (4pg/ml).

3.3.3 Influéncia da nifedipina sobre a acao contraturante da acetilcolina -
Preparacao Musculo Biventer Cervicis de Pintainho

Para esta preparacao foram utilizados pintainhos de 4 a 8 dias de idade com
peso entre 40 e 80 gramas. Os animais foram anestesiados com halotano e
sacrificados. As preparagcées do musculo (n=5) foram feitas de acordo com o método
descrito por GINSBORG e WARRINER (1960). Ap6s o isolamento, 0 musculo é retirado
e fixado em uma cuba contendo 5ml de solugéo nutritiva de Krebs, cuja composicao em
mM é: NaCl - 136; KCI - 5,0; CaCl, - 2,5; KH2PO4 - 1,2; NaHPO;3 - 11,9; Glicose - 11,2.
A solucédo € aerada constantemente com carbogénio e em temperatura de 37%2 C. A
preparacao foi mantida sob tensdo de 0,59 e estimulada por meio de eletrodos

bipolares (estimulacao de campo).

Aplicou-se estimulos indiretos supramaximais com 0,1Hz de freqiéncia, 0,2ms
de duracéao e intensidade de 4 a 9V, com auxilio de estimulador GRASS modelo S88.
Para o registro das respostas musculares empregou-se um transdutor isométrico ligado

a um fisiografo GOULD modelo RS 3400.
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Apls estabilizacdo das respostas, estimulou-se a preparagdo por trés minutos
para se obter um controle das respostas musculares; apos este periodo, suspendeu-se
a estimulacéo e adicionou-se acetilcolina (20ug/ml). Registrou-se a resposta muscular
causada pelo agonista, e ap6s ser alcancado o d&pice da resposta contraturante,
interrompeu-se o registro no fisiografo. A preparagdo foi lavada quatro vezes com
solucdo de Krebs para a retirada do excesso de acetilcolina. Adicionou-se nifedipina
(4pg/ml) a solugdo, mantendo-a em contato com a preparagdo durante 30 minutos.
Estimulou-se a preparacao durante trés minutos para a obtencdo de um novo controle
das respostas musculares e repetiu-se o procedimento registrando-se a resposta a
adicao de acetilcolina (20ug/ml). Ao final do experimento compararam-se as respostas

a acetilcolina obtidas antes e ap6s a adicao de nifedipina.

3.3.4 Estudos Eletrofisioldgicos

Para a avaliacdo dos efeitos da nifedipina sobre o potencial de membrana (PM) e
potenciais de placa terminal em miniatura (PPTM) utilizou-se hemidiafragma esquerdo

com a placa terminal intacta.

3.3.4.1 Montagem da Preparacao e Confeccao dos Microeletrodos (Me)

A preparagao é montada 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
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2 cm de altura, contendo 10 ml de solugéo de Tyrode e aerada com carbogénio. Para a
realizacdo das observagdes eletrofisiolégicas, a cuba foi colocada na platina do
microscopio, usando-se a técnica convencional de registros com microeletrodos de
vidro (FATT e KATZ, 1951). Os microeletrodos (Me) s&o preparados no laboratério com
auxilio do “Microelectrode Puller” (modelo 8104 - Palmer), e preenchidos com KCI - 3M,
tendo uma resisténcia entre 5 - 20MQ, conservados em geladeira. Para sua confeccao
utilizaram-se tubos de vidro apropriados (capilares de vidro Clark com microcapilar

interno, para facilitar o preenchimento com KCI (Figura 6).

KCl(a)  Laminula para Calbrador

/ vedagéo ¥ s
/ ' I my
ADAPTADOR —
ACRILCO — ~
¥’ | ”

—Fio de Carbogénio-—’-:-‘—-"
platina

Fio de
platina

Osciloscdpio

Figura 6. Microeletrodo e montagem de aparelhagem para os experimentos
eletrofisiologicos

3.3.4.2 Descricao do Circuito (Figura 6)

O microeletrodo é fixado em sua extremidade posterior a um suporte apropriado
de acrilico. A fixagdo do Me, na parte antero-inferior do suporte, € feita através de um
tubo de aco inox com rosca externa e porca cOnica de metal com orificio central
suficiente para a introducao do Me, junto com um anel de vedacao de polietileno. Na

parte pdstero-inferior do suporte, sai um fio de platina que é unido a um seguidor
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catodico através de um fio condutor. A conex&o entre o microeletrodo e o fio de platina
e feita através de um vaso comunicante preenchido com KCI (3M). Na extremidade
superior do adaptador, os orificios do vaso comunicante sdo vedados por uma laminula
de vidro mediante uma delgada camada de vaselina sélida. O adaptador do
microeletrodo é fixado ao braco de um micromanipulador acoplado ao microscopio
esteroscépio para um aumento de até 40 vezes. Este equipamento permite realizar
deslocamentos horizontais e verticais controlando a introducdo do microeletrodo nas
fibras musculares para as medidas dos potenciais de membrana e a captacdo dos
potenciais de placa terminal em miniatura. O seguidor catédico é posicionado préximo

ao bragco do micromanipulador e conecta-se ao canal do osciloscopio.

A preparacao e toda a aparelhagem empregada devem permanecer numa gaiola
de Faraday montada sobre uma mesa rigida, fixada ao solo com a finalidade de evitar

vibracdes e interferéncias no registro feito pelo osciloscépio.

3.3.4.3 Medida da Resisténcia do Microeletrodo

Apés ser retirado de seu suporte de estocagem, o microeletrodo é encaixado e
preso em seu adaptador. Fixa-se o conjunto (Me + adaptador) no brago do

micromanipulador, ligando-se o fio ao seguidor catddico.

A medida da resisténcia do microeletrodo é realizada mergulhando-o na solucao
nutritiva e introduzindo em paralelo no circuito, uma resisténcia de valor conhecido
(20MQ). Os microeletrodos, cuja resisténcia medida nao esteja compreendida entre 5 e

20MQ, séo desprezados.
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3.3.4.4 Influéncia da nifedipina nos potenciais de membrana (PM)

Para a determinacdo do potencial de membrana das fibras musculares, com
auxilio de microscopio, o Me deve ser inserido intracelularmente sobre as fibras
musculares superficiais (em regides distantes da placa terminal). Quando o
microeletrodo é inserido nas fibras mede-se o deslocamento vertical sofrido pelo feixe
no osciloscépio. Os potenciais de membrana foram medidos em cinco experimentos:
antes da administracdo da nifedipina (controle) e a cada cinco minutos durante 30
minutos, ap6s a administracdo do farmaco. Em cada momento, repetiu-se o
procedimento em cinco fibras distintas em periodo ndo superior a um minuto,

calculando-se a média e o desvio padrao dos resultados obtidos.

O potencial de membrana é determinado multiplicando-se o valor médio pelo
fator de correcao (fc) que é estabelecido aplicando-se ao circuito, um sinal de 100mV e

medindo-se a deflexao correspondente do osciloscépio.

3.3.4.5 Influéncia da nifedipina nos potenciais de placa terminal em miniatura
(PPTM)

Para a captacdao dos PPTM, o microeletrodo deve ser inserido junto ou 0 mais
proximo possivel da regido da placa motora terminal utilizando-se o microscépio
esteroscépio para auxiliar a localizacao da placa motora. A deteccdo dos PPTMs se

verifica com a subida cada vez mais vertical dos registros obtidos no osciloscopio; estes
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sao fotografados em filme Polaroide por meio de uma “camara oscilloscope” modelo
C-5A. Foram realizados cinco experimentos e os PPTMs registrados antes (controle) e
apds a adicdo da nifedipina (4pg/ml) observando-se as alteragbes aos 30 e aos 60

minutos.

3.3.5 Analise Estatistica

Os resultados foram avaliados através do calculo de médias e desvios padrao.
Para a comparacdo da reducdo das respostas musculares obtidas com os
bloqueadores neuromusculares empregados isoladamente com aquela observada com
a associacao nifedipina-bloqueadores neuromusculares, utilizou-se o teste t de Student
nao pareado. A influéncia da nifedipina na resposta contraturante a acetilcolina em
preparacao diafragma cronicamente desnervado e biventer cervicis de pintainho, e a
comparacao dos potenciais de membrana antes e apds a adicdo da nifedipina em
preparagao diafragma de rato foram avaliadas através do teste t de Student pareado.
Assumiu-se um nivel de significancia de 5% (o= 5%). O software utilizado para analise

dos dados foi o SAS versao 8.2.
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4. RESULTADOS

4.1 Efeito da nifedipina e dos bloqueadores neuromusculares d-tubocurarina,
atracurio e cisatracurio, nas respostas musculares em preparacao nervo frénico-
diafragma de rato

Em preparacéo nervo frénico-diafragma de rato submetida a estimulagéo indireta,
a nifedipina na concentragdo de 4pg/ml, administrada isoladamente, ndo provocou

alteracdo na amplitude das respostas musculares (Figura 7).
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Controle Nifedipina 45 minutos

Figura 7. Efeito da nifedipina (4pug/ml) nas respostas musculares a estimulacao indireta
(freqUiéncia de 0,1Hz e duracdo de 0,2ms), em preparag¢des nervo frénico - diafragma
de rato (n=5)
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O atracurio (20ug/ml), o cisatracurio (3ug/ml) e a d-tubocurarina (0,5ug/ml) empregados

isoladamente, produziram redu¢dao média de 45,02 + 6,33%, 48,01 £ 10,33% e 41,16

5,65%, respectivamente, na amplitude das respostas musculares (Figuras 8, 9 e 10).

Controle Atracurio 45 minutos

Figura 8. Efeito do atracurio (20ug/ml) nas respostas musculares a estimulagao indireta
(frequiéncia de 0,1Hz e duracédo de 0,2ms), em preparagdes nervo frénico - diafragma
de rato (n=5)

Controle Cisatracurio 45 minutos

Figura 9. Efeito do cisatracurio (3ug/ml) nas respostas musculares a estimulacao
indireta (freqiéncia de 0,1Hz e duragao de 0,2ms), em preparagdes nervo frénico -
diafragma de rato (n=5)

49



'| }:ﬂun ;‘* i
il

% Sl i

Wil m{' il

i muunn o pi

Controle d-Tubocurarina 45 minutos

Figura 10. Efeito da d-tubocurarina (0,5ug/ml) nas respostas musculares a estimulacao
indireta (freqUéncia de 0,1Hz e duracdo de 0,2ms), em preparagcées nervo frénico -

diafragma de rato (n=5)

4.2 Influéncia da nifedipina no bloqueio neuromuscular produzido pelo atracurio,

cisatracurio e d-tubocurarina, em preparacao nervo frénico — diafragma de rato

A nifedipina na concentragdo empregada n&o potencializou o bloqueio
neuromuscular produzido pela d-tubocurarina. A reducdo média e desvio padrdo na
amplitude das respostas musculares produzida pela associacdo nifedipina + d-
tubocurarina foi de 36,7 + 4,08% (Figura 11), ligeiramente menor em relacdo ao

blogueio produzido pela d-tubocurarina empregada isoladamente (p= 0,1869).
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Controle Nifedipina + d-Tubocurarina 45 minutos

Figura 11. Efeito da associacao nifedipina (4ug/ml) + d-tubocurarina (0,5ug/ml) nas
respostas musculares a estimulagéo indireta (freqtiéncia de 0,1Hz e duragao de 0,2ms),
em preparacgdes nervo frénico - diafragma de rato (n=5)

A reducdo média e desvio padrdo da amplitude das respostas musculares
produzida pela associacdo nifedipina + atracurio, foi de 64,19 + 9,37%,

significativamente maior (p = 0,0053) em relacao a reducao observada com o atracurio

empregado isoladamente (45,02 + 6,33%) - Figura 12.
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Figura 12. Efeito da associagéo nifedipina (4pug/ml) + atracurio (20ug/ml) nas respostas
musculares a estimulagédo indireta (freqiéncia de 0,1Hz e duracdo de 0,2ms), em
preparacdes nervo frénico - diafragma de rato (n=5)
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A associacao nifedipina + cisatracurio, causou reducao meédia e desvio padrao de
74,04 + 10,12% na amplitude das respostas musculares, que foi significativamente

maior (p = 0,0038) em relacdo a reducao observada com o cisatracurio empregado

isoladamente (48,01 £ 10,33%) - Figura 13.
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Controle Nifedipina + cisatracurio 45 minutos

Figura 13. Efeito da associacdo nifedipina (4ug/ml) + cisatracuario (3ug/ml) nas
respostas musculares a estimulacao indireta (freqiéncia de 0,1Hz e duragéo de 0,2ms),
em preparagdes nervo frénico - diafragma de rato (n=5)

Os valores individuais, médias e desvios padrao dos percentuais de reducao das
amplitudes das respostas musculares a estimulacao indireta das preparagbes nervo
frénico — diafragma de rato, expostas a d-tubocurarina, ao atracurio e ao cisatracurio,
empregadas isoladamente e em associagao com a nifedipina, encontram-se nos anexos

(Tabelas 2, 3 e 4).
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4.3 Efeito da nifedipina na resposta contraturante a acetilcolina

4.3.1 Preparacao Biventer cervicis de Pintainho

Na preparagédo biventer cervicis de pintainho foram estudadas as respostas a

acetilcolina (20pug/ml) antes e 30 minutos apds a adi¢do da nifedipina (4ug/ml).

A altura média (cm) da resposta contraturante a acetilcolina, 30 minutos apés a
adicdo da nifedipina foi de 1,75 + 0,75, semelhante a obtida antes da adicdo de
nifedipina (1,75 + 0,62). A nifedipina nao causou alteracao significativa (p= 0,8819), na
acao contraturante a acetilcolina, em preparacdo biventer cervicis de pintainho

submetida a estimulacao indireta (Figura 14, Grafico 1).

Estimulacéo Indireta E

Estimulacao Indireta

Figura 14. Registro miografico do efeito da nifedipina (4ug/ml) sobre a curva de acetilcolina
(20ug/ml) na preparacdo biventer cervicis de pintainho (n=4), sob estimulacéo elétrica
indireta (freqiéncia 0,1Hz e duracdo de 0,2ms). A- efeito da Ach antes da nifedipina. B-
efeito da Ach 30 minutos apds nifedipina
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Il antes da nifedipina
Il apos nifedipina
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Amplitude da Contratura causada pela Ach (cm)

Grafico 1. Amplitude (cm) da contratura provocada pela acetilcolina (20pug/ml) na
preparacao biventer cervicis de pintainho, antes e 30 minutos apds a nifedipina (4ug/ml)

4.3.2 Preparacao Diafragma de Rato Cronicamente Desnervado

A altura média (cm) da resposta contraturante a acetilcolina, 30 minutos apés a
adicao da nifedipina foi de 0,67 + 0,34, semelhante a obtida antes da adicdo de
nifedipina (0,77 + 0,49). A nifedipina ndo causou alteracao significativa (p= 0,5137), na
acao contraturante a acetilcolina, em preparagdo diafragma de rato cronicamente

desnervado submetida a estimulacéo direta (Figura 15, Grafico 2).
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Figura 15. Registro miografico do efeito da nifedipina (4ug/ml) sobre a curva de
acetilcolina (20ug/ml) na preparacao diafragma de rato cronicamente desnervado
(n=4), sob estimulacao elétrica direta, (freqliéncia 0,1Hz e duragdo de 0,2ms).
A- efeito da Ach antes da nifedipina. B- efeito da Ach 30 minutos apds nifedipina

Il antes da nifedipina
I apos nifedipina

Amplitude das Contraturas causadas pela Ach

0,0 —

Grafico 2. Amplitude (cm) da contratura provocada pela acetilcolina (20ug/ml) na
preparagdo diafragma de rato cronicamente desnervado, antes e 30 minutos apds a
nifedipina (4pg/ml)
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Os valores individuais, médias e desvios padrdao das respostas contraturante a
acetilcolina, antes e 30 minutos apds a adigdo de nifedipina em preparagéo biventer
cervicis de pintainho e diafragma de rato cronicamente desnervado, encontram-se nos

anexos (Tabelas 5 e 6).

4.4 Estudos eletrofisiolégicos

4.4.1 Influéncia da Nifedipina sobre os Potenciais de Membrana das Fibras

Musculares em Diafragma de Rato

A nifedipina (4pug/ml) ndo causou alteragdes significativas nas medidas do
potencial de membrana (Tabela 1), demonstrando que na concentracdo empregada

esta droga nao possui agao despolarizante sobre a fibra muscular (Grafico 3).

Tabela 1. Valores médios e desvios padrdo de potencial de membrana (mV), obtidos

em diafragma de rato (n=3) exposto a nifedipina (4ug/ml)

Antes da nifedipina Apos nifedipina P
Controle - 87,33 £ 0,83 5 - 86,93 +1,22 0,2254
Controle - 87,33 £ 0,83 10’ - 87,07 £ 0,61 0,7418
Controle - 87,33 £ 0,83 15’ - 85,07 £ 2,01 0,3007
Controle - 87,33 £ 0,83 20’ - 89,07 + 5,32 0,6724
Controle - 87,33 £ 0,83 25’ - 86,67 + 2,01 0,7127
Controle - 87,33 £ 0,83 30’- 84,0 +1,83 0,1567
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Grafico 3. Efeitos da nifedipina (4 nug/ml) sobre o potencial de membrana (mV), nas
fibras musculares do diafragma de rato. Cada ponto representa a média + desvio

padrao de trés experimentos

4.4.2 Influéncia da Nifedipina sobre os Potenciais de Placa Terminal em Miniatura
(PPTM)

A acgao da nifedipina (4 png/ml) sobre os potenciais de placa terminal em miniatura
caracterizou-se, em geral, por aumento inicial da freqliéncia desses potenciais, mas néao

na amplitude, seguido de bloqueio aos 60 minutos (Figura 16).
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Sensibilidade: 1mV/ cm Sensibilidade: 1mV/ cm
Velocidade: 2s/ cm Velocidade: 10ms/ cm

Figura 16. Efeitos da nifedipina (4 pug/ml) sobre os potenciais de placa terminal em
miniatura, em diafragma de rato (n= 3). A- controle; B- 30 minutos apds nifedipina; C-
60 minutos apds nifedipina
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Discussdo
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5. DISCUSSAO

Ha evidéncias de que os bloqueadores de canais de calcio drogas amplamente
utilizadas no tratamento de doencas cardiovasculares, podem interagir e potencializar
os efeitos dos bloqueadores neuromusculares, comumente utilizados em anestesia
geral (KRAYNACK et al, 1983a; KRAYNACK et al, 1983b; LAWSON et al, 1983;
DURANT et al, 1984; ILIAS e STEINBEREITHNER, 1985a, 1985b; ILIAS et al, 1985;
WALI, 1986a; WALI, 1986b; WALI, 1986¢; WALI, 1987; BIKHAZI et al, 1988; JELEN-
ESSELBORN e BLOBNER, 1990; JELEN-ESSELBORN et al, 1992; SEKERCI e

TULUNAY, 1996).

Estes efeitos foram demonstrados experimentalmente, em preparagdes isoladas,
em animal intacto, e alguns casos clinicos, também reforcam estes achados
(KRAYNACK et al, 1983a; KRAYNACK et al 1983b; LAWSON et al, 1983; ZALMAN et
al, 1983; DURANT et al, 1984; ANDERSON e MARSHALL, 1985; ILIAS e
STEINBEREITHNER, 1985a; JONES et al, 1985; CARPENTER e MULROY, 1986;
WALI, 1987; BIKHAZI et al, 1988; SALVADOR et al, 1988; JELEN-ESSELBORN e
BLOBNER, 1990; JELEN-ESSELBORN et al, 1992; SEKERCI e TULUNAY, 1996).
Blogueio neuromuscular prolongado consequiente ao uso simultaneo de bloqueadores
de canais de calcio e bloqueadores neuromusculares, foi relatado, assim como a
ocorréncia de quadro de insuficiéncia respiratéria aguda, imediatamente apés a

administracdo de blogueador de canal de calcio, utilizado para tratamento de flutter
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atrial, em paciente portador de distrofia muscular de Duchenne (ZALMAN et al, 1983;

JONES et al, 1985).

Embora os efeitos dos bloqueadores de canais de calcio tenham sido
extensivamente investigados nos musculos cardiaco, vascular, respiratorio e intestinal,

existem poucos estudos sobre a acao destas drogas na atividade neuromuscular.

O musculo esquelético contém canais de calcio tipo lento, similares ao
observado nos musculos cardiaco e liso, com sitios especiais de ligacdo para os
bloqueadores de canais de calcio. Nos mdusculos liso e cardiaco estes canais
encontram-se situados sobre toda a membrana muscular e sdo muito sensiveis aos
bloqueadores de canais de calcio, enquanto que no musculo esquelético situam-se no
sistema tubular transverso, e sdo menos sensiveis aos bloqueadores de canais de
calcio (NAYLER, 1989). Devido a essas caracteristicas alguns processos fisioldgicos na

juncao neuromuscular ou no musculo podem ser alterados por estas drogas.

Na literatura tém sido propostas varias hipéteses na tentativa de esclarecer
provaveis mecanismos de acado dos blogueadores de canais de calcio na transmissao
neuromuscular e a interagdo com os bloqueadores neuromusculares. O célcio é
essencial para a liberacdo do neurotransmissor nos terminais nervosos e trabalhos
realizados in vivo e in vitro, sugerem que 0s bloqueadores de canais de célcio,
impedem o influxo deste ion através da membrana dos canais lentos de célcio,
alterando a sua concentracdo e a de adenosina monofosfato ciclico (cAMP) pré-
sinaptico, prejudicando a mobilizagdo e a liberagdo do neurotransmissor e

consequentemente inibindo a transmissdo neuromuscular € a contragdo muscular
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(STANDAERT et al, 1976; SINGH et al, 1978; RIBEIRO et al, 1979; COLVIN et al, 1982;
KRAYNACK et al, 1983a; KRAYNACK et al 1983b; LAWSON et al, 1983; WALI, 1986b;
WALI, 1987; ADNET e KRIVOSIC-HORBER, 1988; ESAU, 1988; PROTTI et al, 1996;

SEKERCI e TULUNAY, 1996; WANG et al, 2004).

Além de interferirem com o influxo deste ion no terminal nervoso, alguns autores
acreditam que estas drogas apresentam alta atividade anestésica local, que pode
também contribuir para o efeito depressor da contracdo muscular, provavelmente
devido sua acao no canal rapido de sodio (REVES et al, 1982; JONES et al, 1985;
SEKERCI e TULUNAY, 1996). No entanto essa acdo em canais rapidos de sédio e a
propriedade anestésica local foram descritas apenas para o verapamil e para o bepridil,
enquanto a nifedipina, uma dihidropiridina, parece ter seletividade somente para os
canais de célcio (LABRID et al, 1979; HAY e WADSWORTH, 1982). As dihidropiridinas
agem principalmente nos portdes voltagem-dependente situados na superficie externa
da membrana celular, bloqueando-os e impedindo a entrada do célcio na célula
(CARPENTER e MULROQY, 1986; WALSH et al, 1986; ADNET e KRIVOSIC-HORBER,

1988; PROTTI et al, 1996).

Relatos na literatura mostram que o verapamil reduz a liberacdo de acetilcolina
na terminacao nervosa motora, sugerindo uma acao pré-sinaptica (STANDAERT et al,
1976; KRAYNACK et al, 1983a; JONES et al, 1985). Em outros trabalhos varias
explicagdes tém sido propostas para os efeitos diretos do verapamil no musculo
esquelético. Esta droga ao atuar em canais de calcio no musculo esquelético, previne a

entrada de calcio nas células musculares, prejudicando 0 mecanismo de ativacao e
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consequentemente o processo de excitacdo-contracdo (DONALDSON E BEAM, 1983;
CARPENTER e MULRQY, 1986; WALSH et al, 1986). Alternativamente, CHIARANDINI
E BENTLEY (1973) relataram que o verapamil em preparacao isolada de sapo, bloqueia
a resposta muscular induzida pela acetilcolina e sugere que de modo semelhante aos
bloqueadores neuromusculares competitivos, pode ter um efeito sobre os canais idnicos
ativados pela acetilcolina na placa terminal, refletindo um efeito pds-juncional. Este
efeito também foi confirmado por outros autores, que observaram que os bloqueadores
de canais de calcio, mesmo em doses incapazes de modificar a conducao nervosa,
potencializaram o bloqueio neuromuscular produzido pelo vecurdnio e bloquearam a
resposta contraturante a acetilcolina (ANDERSON e MARSHALL,1985; BIKHAZI et al,

1985).

Por outro lado, achados de que os efeitos inibitérios do verapamil nas respostas
musculares a estimulacao indireta, sdo maiores do que em relacdo as obtidas com os
estimulos diretos, podem representar que o blogueador de canal de célcio também
atua diretamente no nervo (KRAYNACK et al, 1983b; WALI, 1986b). Adicionalmente o
fato dos bloqueadores de canais de calcio serem capazes de penetrar nas células
musculares, confere a possibilidade desses antagonistas exercerem secundariamente
acoes no interior da fibra muscular particularmente no reticulo sarcoplasmatico. Entre
essas drogas o bepridil € o verapamil penetram e se acumulam mais rapidamente no
musculo do que a nifedipina e o diltiazem, que o fazem mais lentamente (FAIRHURST

et al, 1983; PANG e SPERELAKIS, 1983).
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Neste estudo, a nifedipina na concentracdo empregada e administrada
isoladamente ndo produziu comprometimento da transmissdo neuromuscular, mas
potencializou os efeitos dos bloqueadores neuromusculares. Estes resultados sao
semelhantes aos observados por outros autores que observaram em experimentos
realizados in vitro e em in vivo, minima ou nenhuma influéncia dos bloqueadores de
canais de calcio nas respostas musculares a estimulos isolados (GONZALEZ-
SERRATOS et al, 1982; FAIRHURST et al, 1983; DURANT et al, 1984; ANDERSON e
MARSHALL, 1985; BIKHAZI et al, 1985; BIKHAZI et al, 1988; SEKERCI e TULUNAY,
1996). No entanto sdo contrarios aos de DEL POZO E BAEYENS (1986), que
estudaram em preparacdo nervo frénico-diafragma de rato, os efeitos de varias
concentragbes de nifedipina, verapamil e diltiazem, e observaram diminuicdo
concentracao-dependente das respostas do musculo diafragma a estimulacao indireta.
Resultados similares também foram evidenciados em outros estudos experimentais
utilizando outros blogueadores de canais de calcio (KRAYNACK et al, 1983a, 1983b;

LAWSON et al, 1983; SALVADOR et al, 1988; SEKERCI e TULUNAY, 1996).

Concentragbdes (in vitro) ou doses (in vivo) de verapamil ou nifedipina que
isoladamente apresentaram pequenos ou nenhum efeito na resposta muscular,
aumentaram a poténcia do atracurio, vecurdnio e pancurdnio, evidenciado por uma
diminuicdo da DEsp destas drogas, efeito esse considerado mais que aditivo (BIKHAZI
et al, 1985; BIKHAZI et al, 1988; JELEN-ESSELBORN e BLOBNER, 1990; JELEN-

ESSELBORN et al, 1992).
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A semelhanga de estudos anteriores, nos quais os efeitos dos bloqueadores
neuromusculares foram potencializados pelos antagonistas de calcio, a nifedipina
potencializou o bloqueio neuromuscular produzido pelo atracurio e pelo cisatracurio.
Esta potencializacdo, no entanto ndo foi observada quando do emprego da d-

Tubocurarina.

As diferentes respostas em relacdo aos efeitos dos bloqueadores de canais de
célcio na potencializagdo dos bloqueadores neuromusculares, ja foram anteriormente
descritas (SEKERCI e TULUNAY, 1996). Estes autores estudaram em preparacao
nervo frénico — diafragma de rato os efeitos do verapamil e da nicardipina, no bloqueio
neuromuscular produzido pelo vecurdnio, atracurio e pancurbnio, e observaram que
estes antagonistas potencializaram os efeitos do atracurio e do vecurdnio, sem, no

entanto alterar o bloqueio ocasionado pelo pancurénio.

E dificil explicar, porque os antagonistas do célcio sdo capazes de potencializar
os efeitos de alguns agentes bloqueadores neuromusculares ndo competitivos e néao
exercer efeitos em outros, mesmo que pertencentes ao mesmo grupo. E provavel que
diferentes afinidades dos agentes bloqueadores neuromusculares para os receptores
pré e pds-sinapticos, ou algum outro efeito desconhecido dos bloqueadores de canais
de célcio, sejam responsaveis pelos diferentes resultados (SEKERCI e TULUNAY,
1996). A grande diferenca na afinidade pelos receptores, existente entre o0s

bloqueadores neuromusculares, foi demonstrada em homens, sugerindo que outros

mecanismos além dos farmacocinéticos, possam ser responsaveis pelos diferentes
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graus e duracao do bloqueio neuromuscular produzidos por estas drogas (FAWCETT et

al, 1993; FELDMAN et al, 1993; CAMPKIN et al, 1994).

Como demonstrado para o bepridil, parece pouco provavel que o aumento do
fluxo sanguineo para os musculos, ocasionado pelos bloqueadores de canais de calcio,
contribua para este sinergismo, intensificando os efeitos dos bloqueadores
neuromusculares, quer seja aumentando o grau de bloqueio, como encurtando o seu
inicio de acao (ZSOTER et al, 1977; ANDERSON e MARSHALL, 1985). Estes autores
relataram que outras drogas vasodilatadoras, como 0 nitroprussiato de soédio, que
também aumenta o fluxo sanguineo muscular, ndo interferem na magnitude e na
instalacdo do bloqueio neuromuscular produzido pelo vecurbénio, sendo interessante
ressaltar que o mecanismo responsavel pela acao vasodilatadora do nitroprussiato nao

esta relacionado a inibicdo de canais de calcio (ZSOTER et al, 1977).

Neste estudo, os efeitos da nifedipina também foram avaliados em outras
preparacoes buscando-se 0s provaveis mecanismos dessa interacdo. As preparacoes
biventer cervicis de pintainho e diafragma de rato cronicamente desnervado permitem
avaliar a afinidade da nifedipina pelos receptores nicotinicos pds-sinapticos. A atividade
pds-sindptica pode ser identificada pela auséncia de resposta aos agonistas
colinérgicos, sem afetar as respostas ao aumento de concentracao de potassio ou a

estimulacao direta (BARRET e HARVEY, 1979).

A preparacao biventer cervicis de pintainho possui caracteristicas diferentes das
preparacoes em mamiferos. Enquanto nestas Ultimas a inervagcdo da juncao

neuromuscular é focal, ou seja, possui uma regiao de placa terminal na qual o nervo se
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ramifica em um local especializado do musculo, onde se localizam os receptores de
acetilcolina, nas aves a inervacao € multifocal, isto é, encontram-se receptores para
esse neurotransmissor ao longo de toda a fibra muscular. Existe, entdo, uma densidade
de receptores colinérgicos maior na jungdo neuromuscular de aves do que na de
mamiferos. Por isso, essa preparagcdo possui um comportamento peculiar frente aos

agonistas desses receptores.

Esta alta densidade de receptores também é observada em preparacao
diafragma de rato cronicamente desnervado, e é Gtil para complementar os achados em
preparacdo de aves, relacionados a influéncia da droga estudada sobre o
comportamento dos receptores para a acetilcolina. A desnervacgéao crénica do diafragma
de rato causa uma neoformacao de receptores nicotinicos ao longo de toda a fibra
muscular aumentando de forma consideravel a sensibilidade quimica do musculo
diafragma ao neurotransmissor colinérgico (VITAL BRASIL, 1965). A preparacao passa
a responder a estimulos quimicos de forma semelhante as preparacdes de inervagcao
multifocal. A diferengca entre as preparacbes, deve-se ao fato da preparacao
desnervada nao apresentar terminal pré-sinaptico da juncao neuromuscular e, portanto,

o0 comportamento observado na preparacao indicara somente eventos pds-sinapticos.

Devido a alta densidade de receptores, 0s agonistas provocam uma
despolarizacao sustentada na fibra muscular e a resposta observada é uma contratura
muscular (encurtamento das fibras musculares) que se deve ao influxo de ions célcio
para estas células. Este tipo de comportamento se diferencia da contragdo muscular

normal, pois nesta Ultima, a despolarizacao rapida da placa terminal gera um potencial
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de acdo que se propaga pela fibra muscular e, na contratura, a despolarizacédo €
sustentada, lenta e ndo se propaga, mas ocorre em todos os locais da fibra onde
existem os receptores para a acetilcolina (GINSBORG e WARRINER, 1960; VITAL

BRASIL, 1965; BOWMAN, 1980; BOWMAN, 1994; MIRANDA et al, 2000).

Os resultados observados nestas preparagbes, em que a nifedipina na
concentracao empregada ndo alterou a resposta contraturante a acetilcolina, podem
sugerir que a interacdo com blogueadores neuromusculares nao seja atribuida a um
mecanismo competitivo entre o antagonista de célcio e o neurotransmissor,
descartando uma possivel acao pos-sinaptica da nifedipina. Pode-se inferir que a acao
da nifedipina seja exclusivamente pré-juncional, e portanto diferente do relatado por
ANDERSON e MARSHALL (1985), que observaram bloqueio na resposta a acetilcolina,
e atribuiram esse efeito mais a uma acao pés-sinaptica, do que na conducao nervosa

ou a um prejuizo na liberacao de acetilcolina.

Nos estudos eletrofisiolégicos, observamos que a nifedipina na concentracao
empregada ndo produz alteracbes nas medidas do potencial de membrana das fibras
musculares, demonstrando ndo possuir acdo despolarizante sobre a fibra muscular, e
que seu mecanismo de acao na jungao neuromuscular ndo esta envolvido com uma

atividade estabilizadora de membrana muscular.

Em relagdo aos potenciais de placa terminal em miniatura, observou-se que
inicialmente a nifedipina causou um aumento na freqiiéncia desses potenciais, seguido
de bloqueio. Estes resultados podem sugerir que a nifedipina possui atividade pré-

sinaptica, que leva a um discreto aumento na liberagdo de acetilcolina. E possivel que
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este aumento inicial na concentragdo do neurotransmissor na fenda sindptica e seu
contacto prolongado com o receptor da placa terminal, possa ocasionar

dessensibilizacao destes receptores e consequentemente bloqueio.

O fen6meno de dessensibilizacdo dos receptores pds-sinapticos, foi a
denominagédo dada ao mecanismo pelo qual o bloqueio neuromuscular é causado pela
interacdo prolongada dos receptores com a acetilcolina e analogos, ndao devido a
persisténcia da despolarizacdo da placa terminal, mas ao fato dessa regiao tornar-se
insensivel a acao despolarizante da acetilcolina (THESLEFF, 1955a; THESLEFF,

1955b; PAVANI, 1983).

Os resultados deste estudo vao de encontro aos de outros autores que
observaram aumento ou diminuigdo na freqiéncia dos potenciais de placa terminal em
miniatura, dependente do emprego do verapamil em baixas ou altas concentracdes,

respectivamente (HOFLING et al,1976; PUBLICOVER e DUNCAN, 1979).

Resultados de estudos in vivo com a associacao de bloqueadores de canais de
céalcio e bloqueadores neuromusculares, sugerem que a interagdo entre esses dois
grupos de drogas pode diferir de acordo com a forma de administracdo do bloqueador
de canal de calcio. O uso cronico pode possibilitar seu acimulo nos musculos e grande
parte do bloqueio pode ser atribuido ao antagonista de célcio. O emprego de maneira
aguda pode aumentar temporariamente o grau de bloqueio neuromuscular, sem, no

entanto prolongar sua duracéao (BIKHAZI et al, 1988).
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O sinergismo evidenciado entre os farmacos estudados e expresso pela
potencializagdo do efeito dos bloqueadores neuromusculares pode refletir um aumento
da eficacia ligagdo curare-receptor, quando a preparacéo € tratada com bloqueadores
de canais de calcio. A exposicdo a estes antagonistas pode causar um decréscimo do
namero de receptores disponiveis a acetilcolina diminuindo a margem de seguranca da

juncédo neuromuscular e facilitando a acao dos bloqueadores neuromusculares.

Os Anestesiologistas podem em algum momento se deparar com esta interacao,
quando da realizacdo de anestesia em pacientes em uso crénico de bloqueadores de
canais de calcio ou mesmo diante da necessidade do uso destas drogas para
tratamento de intercorréncias cardiocirculatérias durante o ato anestésico-cirurgico. Os
resultados deste estudo sugerem que o Anestesiologista deve estar alerta para a
possivel interagdo entre bloqueadores de canais de calcio e blogueadores
neuromusculares, particularmente em pacientes fazendo uso crénico de blogueadores

de canais de célcio.
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Conclusoes
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6. CONCLUSOES

Dos resultados apresentados neste trabalho sobre os efeitos da nifedipina na
juncdo neuromuscular e a sua influéncia nos efeitos dos bloqueadores
neuromusculares, d-tubocurarina, atracurio e cisatracurio, péde-se concluir que a

nifedipina na concentragéo estudada:

1. Nao comprometeu a transmissdo neuromuscular, mas potencializou o bloqueio

neuromuscular produzido pelo atracurio e pelo cisatracurio;

2. Nao alterou o potencial de membrana, demonstrando que o local de acdo é na

juncdo neuromuscular e nao na fibra muscular;

3. Nao alterou a resposta contraturante da acetilcolina, demonstrando auséncia

de efeito direto nos receptores colinérgicos pos-sinapticos;

4. Apresentou efeito pré-sinaptico refletido por alteragdes nos potenciais de placa

terminal em miniatura.

As conclusbes podem sugerir uma interacéo do tipo sinergismo entre bloqueador
de canal de calcio e blogueadores neuromusculares, e deve ser levada em

consideracao quando do uso simultaneo destas drogas na pratica clinica.
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8.1 ANEXO 1. COMISSAO DE ETICA NA EXPERIMENTAGCAO ANIMAL - IB - UNICAMP -
PROTOCOLO N¢ 898-2
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Comissio de Etica na Experimentagio Animal
CEEA-IB-UNICAMP

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°® 898-2, sobre "INFLUENCIA DA NIFEDIPINA
SOBRE OS EFEITOS DOS BLOQUEADORES NEUROMUSCULARES NA
JUNCAO NEUROMUSCULAR" sob a responsabilidade de Profa. Dra. Angélica de
Eatima Assuncdo Braga / Silmara Rodrigues de Sousa esta de acordo com os

Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissao de Etica na
Experimentacao Animal (CEEA)-IB-UNICAMP em reunido de 04 de outubro de 2005.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 898-2, entitied "INFLUENCE OF NIFEDIPINE ON
EFFECT OF NEUROMUSCULAR BLOCKERS IN NEUROMUSCULAR
JUNCTION", 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 October 4, 2005.
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8.2 ANEXO 2. COBEA - Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal

RESOLUCAO N2 592, DE 26 DE JUNHO DE 1992
Enquadra as Entidades obrigadas a registro na Autarquia: CFMV-CRMVs, da outras
providéncias, e revoga as Resolucdes n®s 80/72; 182/76; 248/79 e 580/91.

Principios éticos na experimentacao animal

A evolucao continua das areas de conhecimento humano, com especial énfase
aquelas de biologia, medicinas humana e veterinaria, e a obtencao de recursos de
origem animal para atender necessidades humanas basicas, como nutricdo,
trabalho e vestuario, repercutem no desenvolvimento de acdes de experimentacao
animal, razdo pela qual se preconizam posturas éticas concernentes aos
diferentes momentos de desenvolvimento de estudos com animais de
experimentacao.

Postula-se:

Artigo | - E primordial manter posturas de respeito ao animal, como ser vivo e pela
contribuicao cientifica que ele proporciona.

Artigo Il - Ter consciéncia de que a sensibilidade do animal é 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 Ill - E de responsabilidade moral do experimentador a escolha de métodos
e acdes de experimentagao animal

Artigo IV - E relevante considerar a importancia dos estudos realizados através de
experimentacdo animal quanto a sua contribuicdo para a saude humana em
animal, o desenvolvimento do conhecimento e o bem da sociedade.

Artigo V - Utilizar apenas animais em bom estado de saude.
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Artigo VI - Considerar a possibilidade de desenvolvimento de métodos
alternativos, como modelos matematicos, simula¢cdes computadorizadas, sistemas
biolégicos "in vitro", utilizando-se o menor niumero 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 VIl - 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, apés o uso da pesquisa desenvolvida, aplicar método indolor para
sacrificio imediato.

Artigo X - Dispor de alojamentos que propiciem condicdes adequadas de saude e
conforto, conforme as necessidades das espécies animais mantidas para
experimentacao ou docéncia.

Artigo Xl - Oferecer assisténcia de profissional qualificado para orientar e
desenvolver atividades de transportes, acomodacao, alimentacdo e atendimento
de animais destinados a fins biomédicos.

Artigo XIlI - Desenvolver trabalhos de capacitacao especifica de pesquisadores e
funcionarios envolvidos nos procedimentos com animais de experimentacéo,

salientando aspectos de trato e uso humanitario com animais de laboratério.

COBEA - Colégio Brasileiro de Experimentacao 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

Sousa SR, Braga AFA, Poterio GMB, Braga FSS, Loyola YCS, Fernandes SCA — Influéncia da
Nifedipina no Bloqueio Neuromuscular Produzido pelo Atracurio e pelo Cisatracurio. Estudo em
Preparagdes Nervo Frénico-Diafragma de Rato

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS: Os bloqueadores de canais de calcio podem interagir com
bloqueadores neuromusculares potencializando seus efeitos. Os estudos sobre esta interagdo
mostram resultados controversos. Em alguns estudos estas drogas produziram bloqueio
neuromuscular, ou contratura ou nenhum efeito sobre as respostas musculares esqueléticas foi
evidenciado. O estudo avaliou em diafragma de rato, os efeitos da nifedipina sobre a resposta

muscular e sua possivel interacdo com os bloqueadores neuromusculares.

METODO: Foram utilizados 25 ratos, com peso entre 250 a 300 g sacrificados sob anestesia com
pentobarbital (40mg/kg) por via intraperitonial. A preparagdo foi montada de acordo com a técnica
descrita por Bulbring. O diafragma foi mantido sob tensao, ligado a um transdutor isométrico e
submetido a estimulagdo indireta de 0,1 Hz de freqiéncia. As contragbes do diafragma foram
registradas em fisidgrafo. Para avaliacdo dos efeitos das drogas na transmissdo neuromuscular,
estas foram adicionadas isoladamente ou associadas a preparacao, nas seguintes concentragdes:
nifedipina (4 ug/mL); atracurio (20 pg/mL); cisatracurio (3 pg/mL). Nas preparacdes nervo frénico-
diafragma avaliaram-se: 1) a amplitude das respostas do musculo diafragma a estimulagéo indireta,
antes e 45 minutos ap6s a adicao da nifedipina e dos bloqueadores neuromusculares isoladamente e
apdés a associagao das drogas; 2) os efeitos da nifedipina nos potenciais de membrana (PM) e
potenciais de placa terminal em miniatura (PPTM).

RESULTADOS: A nifedipina empregada isoladamente ndo alterou a amplitude das respostas
musculares, mas aumentou significativamente a atividade bloqueadora neuromuscular do atracurio e
do cisatracurio. Nao alterou o potencial de membrana, e ocasionou aumento inicial na freqtiéncia dos

PPTM, seguido de bloqueio.

CONCLUSOES: A nifedipina na concentragdo empregada potencializou o bloqueio neuromuscular
produzido pelo atracurio e cisatracurio. Estudos eletrofisioldgicos demonstram uma agao pré-sinaptica

e auséncia de acao despolarizante sobre a fibra muscular.

Unitermos: BLOQUEADORES DE CANAIS DE CALCIO: nifedipina; BLOQUEADORES
NEUROMUSCULARES, Nao-despolarizante: atracurio, cisatracurio.
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SUMMARY

Sousa SR, Braga AFA, Poterio GMB, Braga FSS, Loyola YCS, Fernandes SCA — The Influence of
Nifedipine on Neuromuscular Blockade Produced by Atracurium and Cisatracurium. A Study in a
Phrenic Nerve-Diaphragm Preparation on the Rat

BACKGROUND AND OBJECTIVES: The calcium channel blocking agents may interact with
neuromuscular blocking agents potentiating the effect of these drugs. There are various studies
investigating this interaction but the results are still controversial. In some studies, these drugs
produce neuromuscular block, or contraction or some no effect on skeletal muscle response was
observed. We aimed to evaluate in the rat diaphragm the effects of nifedipine on muscle response to
indirect stimulation and the possible interaction between this drug and neuromuscular blocking agents.

METHODS: Twenty five rats weighing between 250 and 300g were used for the study. These rodents
were sacrificed under anesthesia with intraperitoneal pentobarbital.The preparation was mounted
according to the technique described by Bulbring. The hemidiaphragm was maintained under tension,
attached to an isometric force transducer and stimulated indirectly at a frequency of 0.1 Hz. The
diaphragm contractions were recorded on a physiograph. To evaluate drug effects on neuromuscular
transmission, these drugs were added alone or combined in the following concentrations: nifedipine
(4pg/mL); atracurium (20ug/mL); cisatracurium (3ug/mL). In the rat phrenic nerve-diaphragm
preparation the following aspects were assessed: 1) amplitude of diaphragm muscle response to
indirect stimulation, before and 45 minutes after the addition da nifedipine and the neuromuscular
blocking drug alone and after combination of drugs; 2) the effects of nifedipine on membrane
potentials (MPs) and miniature end-plate potentials (MEPPs).

RESULTS: The use of nifedipine alone did not alter the amplitude of muscle response, but
significantly increased the neuromuscular blocking activity of atracurium and cisatracurium. Nifedipine
did not alter membrane potential, and caused an initial increase in the frequency of MEPPs, followed
by blockade.

CONCLUSIONS: The nifedipine in the concentration used potentiated the neuromuscular block
produced by atracurium and cisatracurium. Physiological studies demonstrated a presynaptic action

and a lack of effect on membrane potential no depolarizing action on muscle fiber.

Key Words: CALCIUM CHANNEL BLOCKERS: nifedipine; NEUROMUSCULAR BLOCKERS,

Nondepolarizing: atracurium, cisatracurium
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Sousa SR, Braga AFA, Poterio GMB, Braga FSS, Loyola YCS, Fernandes SCA — Influéncia da
Nifedipina no Bloqueio Neuromuscular Produzido pelo Atracurio e pelo Cisatracurio. Estudo em
Preparagdes Nervo Frénico- Diafragma de Rato

INTRODUCAO

Os bloqueadores de canais de célcio sdo amplamente utilizados no tratamento de doencas
cardiovasculares como angina pectoris, cardiomiopatias hipertensao arterial e disritmias
supraventriculares. Embora inimeros estudos tenham sido realizados para investigar os efeitos dos
bloqueadores de canais de célcio nas respostas musculares e sua interagdo com bloqueadores
neuromusculares (BNM), os resultados ainda sdo conflitantes. Alguns estudos mostraram que o0s
bloqueadores de canais de célcio produzem bloqueio neuromuscular ', outros relataram contratura

muscular &7

ou mesmo nenhum efeito na musculatura esquelética foi evidenciado ®'°. E pouco
provavel que em doses terapéuticas os bloqueadores de Ca*™ possam determinar bloqueio
neuromuscular, mas quando a margem de seguranca da transmissdo neuromuscular esta
comprometida pelo uso de BNM ou por doencas neuromusculares, pode haver exacerbacido da
paralisia muscular ''. Portanto trabalhos apontam para a interagdo entre bloqueadores de canais de
calcio e blogueadores neuromusculares, com potencializacdo dos efeitos dos bloqueadores

neuromusculares 2*810.12-14

. A nifedipina € um bloqueador de canal de calcio, derivado da
dihidropiridina, disponivel somente para uso por via oral, com potente atividade vasodilatadora
periférica e coronariana, e minimo efeito nos vasos de capacitancia '°.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da nifedipina na transmissao neuromuscular e a sua

influéncia no bloqueio neuromuscular produzido pelo atracurio e pelo cisatracurio.

METODO

O estudo experimental e os procedimentos usados estdo de acordo com o0s principios éticos na
experimentagcdo animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagédo Animal (COBEA) e foram
aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal do Instituto de Biologia da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

Foram utilizados 25 ratos machos da linhagem Wistar, com peso entre 250 e 300 g sacrificados sob
anestesia com pentobarbital (40 mg.kg™, por via intraperitonial), e apds sangria por seccdo dos vasos
do pescoco, a preparacdo 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 solucao nutritiva de Tyrode com a seguinte composicao mM: NaCl 137; KCI 2,7; CaCl, 1,8;
NaHCO; 11,9; MgCl, 0,25; NaH,PO, 0,3 e glicose 11. A solucao 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 porcao tendinosa sob tensao
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constante (5 g) através de um fio ligado a um transdutor isométrico Load Cell BG50 GMS, e
submetido a estimulagéo indireta de 0,1 Hz de freqiiéncia e duragdo de 0,2 mseg e as variagdes de
tensdo produzidas pelas contragbes do diafragma foram registradas em fisiografo Gould RS 3400.
Formaram-se grupos (n = 5) para avaliar os efeitos das drogas na transmissdo neuromuscular,
quando empregadas isoladamente: nifedipina (4 pg/mL); atracurio (20 pg/mL); cisatracurio (3 pg/mL).
Em outros dois grupos (n = 5) foram estudados os efeitos das associa¢des nifedipina aos dois
bloqueadores neuromusculares (atracurio e cisatracurio), sobre a amplitude das respostas
musculares. As respostas musculares a estimulagao indireta foram registradas durante 45 minutos
apds a adigao das drogas. Utilizou-se também a preparacao nervo frénico-diafragma de rato (NFD)
para o estudo dos efeitos da nifedipina nos potenciais de placa terminal em miniatura e nos potenciais
de membrana. Foram avaliados: 1) a amplitude das respostas do musculo diafragma a estimulacao
indireta, antes e 45 minutos ap6s a adicdo de nifedipina e dos bloqueadores neuromusculares
isoladamente; 2) a amplitude das respostas do musculo diafragma a estimulagao indireta, antes e 45
minutos apds a adicdo da associacao nifedipina - bloqueador neuromuscular; 3) os efeitos da
nifedipina sobre os potenciais de membrana (PM) e potenciais de placa terminal em miniatura
(PPTM). Os resultados foram expressos em média e desvio-padrao. Para analise estatistica foram
utilizados os testes t de Student e t de Student para amostras pareadas. Assumiu-se um nivel de

significdncia de 5% (a = 5%). O poder do teste foi calculado e obteve-se § > 20% (poder > 80%).

RESULTADOS
A nifedipina na concentragdo estudada e empregada isoladamente em preparagdo NFD, ndo causou
reducao na amplitude das respostas musculares a estimulacao elétrica indireta (Figura 1).

C

Figura 1. Efeito da Nifedipina (4 pg/mL) nas Respostas Musculares a Estimulagcdo Indireta em
Preparagédo Nervo Frénico-Diafragma de Rato. A: controle; B: adicdo de nifedipina; C: 45 minutos
apoés a adicao de nifedipina

Nas preparacdes tratadas com nifedipina o bloqueio neuromuscular produzido pelo atracurio foi de

64,19 £ 9,37%, sendo significativamente maior (p = 0,0053) do que quando o atracurio foi empregado
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isoladamente (45,02 + 6,33%) (Figura 2). O bloqueio produzido pela associacao
nifedipina:cisatracurio foi de 74,04 * 10,12%, significativamente maior (p = 0,0038), do que o

observado com o cisatracurio empregado isoladamente (48,01 £ 10,33%) (Figura 3).

Ao

Aot
1 R

A B C

Figura 2. Efeito do atracurio isoladamente — 20 pug/mL (superior) e de sua associagao a nifedipina -
4ug/mL (inferior) nas respostas musculares a estimulagao indireta em preparagcado nervo frénico -
diafragma de rato. A: controle; B: adicdo do atracurio ou associagao atracurio e nifedipina; C: 45

minutos apéds a adi¢cao do atracurio ou associagao atracurio e nifedipina.
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Figura 3. Efeito do cisatracurio isoladamente - 3ug/mL (superior) e de sua associacao a nifedipina
4ug/mL (inferior) nas respostas musculares a estimulacao indireta em preparacao nervo frénico -
diafragma de rato. A: controle; B: adicdo do cisatracurio ou associagao cisatracurio e nifedipina; C:
45 minutos apds a adicao do cisatracurio ou associagao cisatracurio e nifedipina.

Nao se observou efeito significativo da nifedipina sobre os potenciais de membrana. Os efeitos sobre
os potenciais de placa terminal em miniatura caracterizaram-se inicialmente por um aumento na
freqUéncia, observado 30 minutos apds a adicdo da droga, seguido de bloqueio aos 60 minutos
(Figura 4).

A B C
Figura 4. Efeito da nifedipina (4ug/mL) nos potenciais de placa terminal em miniatura (PPTM) em
preparagao nervo frénico - diafragma de rato. A: controle; B: 30 minutos apds a adi¢cao de nifedipina,

C: 60 minutos apés a adicao de nifedipina.
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DISCUSSAO

Ha evidéncias de que os bloqueadores de canais de célcio podem interagir e potencializar os efeitos
dos bloqueadores neuromusculares, comumente utilizados em anestesia geral *%'4720,

Estes efeitos foram demonstrados experimentalmente, em preparacdes isoladas, em animal intacto, e
também foram confirmados na clinica, em paciente portador de distrofia muscular de Duchenne que
desenvolveu quadro de insuficiéncia respiratéria aguda ap6s a administragcdo de verapamil para

tratamento de flutter atrial #*+8'171821

, assim como pela maior dificuldade na reversdo do bloqueio
neuromuscular em paciente tratado cronicamente com verapamil, sendo essas intercorréncias
atribuidas a propriedades bloqueadora neuromuscular do verapamil ?2. O emprego da preparacéo
isolada nervo — musculo (in vitro), adequadamente aerada e em temperatura mantida constante,
possibilita a avaliacdo dos efeitos da nifedipina e bloqueadores neuromusculares, nas respostas
musculares a estimulacao indireta, excluindo-se outros fatores que possam interferir na transmissao
neuromuscular. Além disso experimentos realizados em ratos sdo considerados mais adequados
para investigar eventos pos-sinapticos, quando comparados aos desenvolvidos em caes®.

Embora os efeitos dos bloqueadores de canais de calcio tenham sido extensivamente investigados
nos musculos cardiaco, liso vascular, respiratério e intestinal, existem poucos estudos sobre a agao
destas drogas na atividade neuromuscular. O masculo esquelético contém canais de calcio tipo lento,
similar ao observado nos musculos cardiaco e liso vascular, com locais especiais de ligacao para os
blogueadores de canais de calcio. Estes canais, nos musculos liso vascular e cardiaco, encontram-se
situados sobre toda a membrana muscular e sdo muito sensiveis aos bloqueadores de canais de
célcio, enquanto que no musculo esquelético sdo menos sensiveis e situam-se no sistema tubular
transverso®. Devido a essas particularidades alguns processos fisiolégicos na juncao neuromuscular
ou no musculo podem ser alterados por estas drogas.

A escolha da dose dos bloqueadores neuromusculares foi estabelecida em projeto piloto, ajustando-a
até a obtencdo de um bloqueio neuromuscular que se instalava progressivamente durante 45
minutos. A concentragdo de nifedipina utilizada no estudo foi de 4ug/mL, determinada a partir de
dados apresentados nos estudos de BIKHAZI et al (1988)°. Seu emprego isolado ndo produziu
comprometimento da transmissdo neuromuscular, resultado semelhante ao observado em outros
trabalhos'®. Estes autores relataram em experimentos realizados in vitro e em in vivo, que a
nifedipina e o verapamil produziram minima ou nenhuma alteragdo nas respostas musculares a
estimulos isolados. No entanto estes resultados s&o contrarios aos de del Pozo e Baeyens °, que
estudaram em preparagdo nervo frénico-diafragma de rato, os efeitos de véarias concentragdes de
nifedipina, verapamil e diltiazem, e observou diminuicdo concentragdo-dependente das respostas do
musculo diafragma a estimulacdo indireta. Resultados similares também foram evidenciados em

outros estudos experimentais utilizando outros bloqueadores de canais de célcio #*'".
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A semelhanca de estudos anteriores, a nifedipina potencializou o bloqueio heuromuscular produzido
pelo atracurio e pelo cisatracurio. Concentragdes (in vitro) ou doses (in vivo) de verapamil ou
nifedipina que isoladamente apresentaram pequeno ou nenhum efeito na resposta muscular
aumentaram a poténcia do atracurio, vecurénio e pancurénio, evidenciado por uma diminuigdo da
DEs, destas drogas, efeito esse considerado mais que aditivo .

Embora as razdes para esta interagdo e potencializagdo do bloqueio neuromuscular, ndo estejam
totalmente esclarecidas, varios mecanismos tém sido propostos. Alguns trabalhos realizados in vivo e
in vitro sugerem que os bloqueadores de canais de célcio impedem o influxo de célcio através da
membrana dos canais lentos de calcio, alterando a concentragdo de célcio e de adenosina
monofosfato ciclico (cAMP) pré-sindptica, prejudicando a mobilizagdo e a liberagdo do
neurotransmissor e consequentemente inibindo a transmissdo neuromuscular e a contragdo muscular
341417192427 Estas drogas também apresentam atividade anestésica local, que pode contribuir para o
efeito depressor na contracdo muscular, provavelmente devido sua agdo no canal rapido de sédio
15,17,21.

Tem sido relatado na literatura que o verapamil reduz a liberagdo de acetilcolina na terminacao
nervosa motora, sugerindo uma agéo pré-sinaptica “*'%*. Em outros trabalhos varias explicacdes tém
sido propostas para os efeitos diretos do verapamil no musculo esquelético. Esta droga ao atuar em
canais de calcio no musculo esquelético, previne a entrada de calcio nas células musculares,
prejudicando o mecanismo de ativacdo e conseqiientemente o processo de excitacdo-contragdo '*?®
2 Alternativamente, Chiarandini e Bentley *° relataram que o verapamil em preparacéo isolada de
sapo bloqueia a resposta muscular induzida pela acetilcolina e sugere que de modo semelhante aos
bloqueadores neuromusculares ndo-despolarizantes, pode ter um efeito sobre os canais ibnicos
ativados pela acetilcolina na placa terminal, refletindo um efeito pés-juncional '*°. Por outro lado os
resultados sobre os efeitos inibitérios do verapamil nas respostas musculares a estimulagao indireta
sdo maiores do que em relagdo as obtidas com os estimulos diretos, 0 que pode significar que o
bloqueador de canal de calcio também atua diretamente no nervo '°.

Na avaliacao dos potenciais bioelétricos, observou-se que a nifedipina na concentragdo empregada
nao altera o potencial de membrana das fibras musculares, demonstrando, portanto que nao possui
acao despolarizante sobre a fibra muscular esquelética. Observou-se, no entanto influéncia nos
potenciais de placa terminal em miniatura (pptms) o que pode ser atribuido a uma possivel agao preé-
sinaptica.

Os anestesiologistas podem em algum momento se deparar com esta interagcdo, quando da
realizacado de anestesia em pacientes em uso crénico de bloqueadores de canais de calcio ou mesmo
diante da necessidade do uso destas drogas para tratamento de intercorréncias cardiocirculatérias
durante o ato anestésico-cirurgico. Resultados de estudos in vitro com a associacao de bloqueadores

de canais de calcio e bloqueadores neuromusculares, sugerem que a interacao entre esses dois
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grupos de drogas pode diferir de acordo com a forma de uso do bloqueador de canal de calcio. Nos
pacientes em uso crénico de antagonistas de canais de calcio, estas drogas podem se acumular nos
musculos e grande parte do bloqueio pode ser atribuido ao antagonista de calcio. Sua administragéo
durante a anestesia pode aumentar temporariamente o grau de bloqueio neuromuscular, sem, no
entanto, prolongar sua duracdo®. Os resultados mostram que a nifedipina na concentracdo
empregada potencializou o bloqueio neuromuscular produzido pelo atracurio e cisatracurio. As
alteracées do potencial de placa terminal em miniatura exteriorizam uma agdo pré-sinptica e a
auséncia de efeito no potencial de membrana demonstra ndo possuir agdo despolarizante sobre a
fibra muscular.
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8.5 ANEXO 5. TABELAS

Tabela 2. Valores individuais, médias e desvios padrdao dos percentuais de
reducao (%) das respostas do musculo diafragma a estimulacao indireta apos 45
minutos da adigdo de d-tubocurarina e da associacao d-tubocurarina - nifedipina

Droga p
Experimento
d-tubocurarina d-tubocurarina
(0,5pg.mi) (0,5pg.ml)
+
nifedipina (4pg.ml )
01 36,6 43,3
02 36,6 36,7
03 39,3 33,3
04 43,3 36,7
05 50,0 33,3
Média £ DP 41,16 £ 5,65 36,7 £ 4,08 0,1869
Teste t de Student

Tabela 3. Valores individuais, médias e desvios padrao dos percentuais de reducao
(%) das respostas do musculo diafragma a estimulagéo indireta ap6s 45 minutos da
adicao de atracurio e da associacao atracurio - nifedipina

Droga p
Experimento
atracurio atracurio (20ug.ml)
(20pg.ml) +
nifedipina (4pug.ml)
01 40,0 64,5
02 45,2 61,3
03 40,0 73,3
04 55,5 71,9
05 44.4 50,0
Média £ DP 45,02 * 6,33 64,19 + 9,37 0,0053

Teste t de Student
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Tabela 4. Valores individuais, médias e desvios padrdao dos percentuais de reducéo

(%) das respostas do musculo diafragma a estimulagéo indireta apds 45 minutos da

adicao de cisatracurio e da associacao cisatracurio - nifedipina

Droga p
Experimento
cisatracurio cisatracurio (3ug.ml)
(3pg-ml) +

nifedipina (4pg.ml )

01 58,3 83,3

02 44,8 83,3

03 51,9 63,3

04 31,7 76,9

05 53,3 63,3

Média £ DP 48,01 £ 10,33 74,04 £ 10,12 0,0038
Teste t de Student

Tabela 5. Valores individuais, médias e desvios-padrdo da altura (cm) das

respostas a acetilcolina (20ug/ml), em preparacao Biventer cervicis de Pintainho
antes e apo6s 30 minutos da adigao da nifedipina (4ug/ml)

Experimentos antes da 30 apods a p
n=4 nifedipina nifedipina
1 2,0 2,3
2 1,1 1,2
3 1,4 1,0
4 2,5 2,5
X +DP 1,75 £ 0,62 1,75 £ 0,75 0,8819

Teste t de Student pareado
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Tabela 6. Valores individuais, médias e desvios-padrdo da altura (cm) das

respostas a acetilcolina (20pg/ml), em preparacdo diafragma de rato
cronicamente desnervado antes e apds 30 minutos da adicdo da nifedipina
(4pg/ml)
Experimentos Antes da 30 apods a p

n=4 nifedipina nifedipina

1 1,3 0,8

2 1,1 1,1

3 0,3 0,4

4 0,4 0,4

X +DP 0,77 £ 0,49 0,67 £ 0,34 0,5137

Teste t de Student pareado
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