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Os anestésicos locais podem interagir com os bloqueadores neuromusculares e
modificar as suas propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas, no entanto
0 mecanismo dessa interacdo € controverso. Este estudo experimental, realizado
em preparacao nervo frénico — diafragma de ratos e musculo biventer cervicis de
pintainhos, teve por objetivo avaliar o efeito de diferentes anestésicos locais na
transmiss&o neuromuscular e sua influéncia no bloqueio produzido pelo rocurénio.
Foram avaliados os seguintes parametros: efeito dos anestésicos locais (lidocaina,
bupivacaina racémica, mistura em excesso enantiomérico de bupivacaina) e do
rocurénio empregados isoladamente, na transmissdo neuromuscular; o blogueio
produzido pelo rocurdnio em preparagdes expostas aos anestésicos locais; a agéo
dos anestésicos locais na resposta contraturante da acetilcolina; seus efeitos nos
potenciais de membrana e nos potenciais de placa terminal em miniatura. Os
resultados foram expressos em médias e desvios padrao e analisados através dos
testes t de Student, Mann-Whitney , Wilcoxon, Kruskall-Wallis e Anova com teste
para comparagao multipla de Tukey. Adotou-se um nivel de significancia de 5%
(p<0,05). Nas preparacdes nervo frénico -diafragma de rato, os anestésicos locais
nas concentracées empregadas, ndo alteraram a amplitude das respostas
musculares mas, potencializaram o efeito do rocurdnio. Nas preparacgdes biventer
cervicis de pintainho os anestésicos locais promoveram diminuicdo na resposta
contraturante da acetilcolina evidenciando um efeito pds-juncional. Nao causaram
alteracao significativa nos potenciais de membrana, ndo demonstrando agéo
despolarizante na fibra muscular. A lidocaina promoveu um aumento inicial dos
potenciais de placa terminal em miniatura (pptm) seguida de bloqueio e, a
bupivacaina nas duas formulacbes causou diminuicdo na amplitude e na
freqUéncia dos pptm, caracterizando um efeito pré-juncional. Os resultados
obtidos neste estudo demonstram um sinergismo entre as drogas comprovado por

efeitos pré e pds-juncionais.
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Local anesthetics can interact with neuromuscular blockers and modify their
pharmacokinetics and pharmacodynamics properties but this mechanism of
interaction is very controversial. This experimental study performed in rat phrenic
nerve diaphragm preparation and chick biventer cervicis muscle, had the objective
to evaluate the effect of different local anesthetics in neuromuscular transmission
and their influence in the block promoted by rocuronium. The parameters
evaluated were that: the effect of local anesthetics (lidocaine, racemic bupivacaine,
enantiomeric mixture of bupivacaine) and the rocuronium isolated in
neuromuscular transmission; the block promoted by rocuronium in local
anesthetics exposed preparations; the action of local anesthetics in contracture
response of acetylcholine; their effects in membrane potentials and miniature end
plate potentials. The results were expressed in average and standard deviation
and analysed using T Student test, Mann-Whitney, Wilcoxon, Kruskall-Wallis and
Anova with Tukey multiple comparative test. We adopted a level of significance of
5% (p<0,05). In rat phrenic nerv diaphragm preparation, local anesthetics in the
concentrations employed did not caused alterations in the amplitude of muscle
responses but potentialized the effect of rocuronium. In chick biventer cervicis
preparations local anesthetics promoted a decrease in acetylcholine contracture
response indicating a postjunctional effect. They did not cause significant
alterations in membrane potential so they did not demonstrate depolarizing action
in muscle fiber. Lidocaine promoted an initial increase in miniature end plate
potentials (meps) followed by block and bupivacaine in the two formulations
caused a decrease in the amplitude and frequency of meps, characterizing a
prejunctional effect. The results obtained in this study demonstrate a synergism of

the drugs confirmed by pre and postjunctional effects.
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Por definicdo, os anestésicos locais sdo substéncias capazes de
impedir, de modo reversivel, a conducdo de impulsos nas fibras nervosas. As
sensacoes que vém da periferia para o sistema nervoso central (aferentes) e as
mensagens enviadas para a periferia por meio do sistema nervoso central
(eferentes) deixam de ser conduzidas pelo nervo sob acao do anestésico local,
desaparecendo as diversas formas de sensibilidade e a atividade motora da area
em que se distribui 0 nervo ou grupo de nervos bloqueados (CATTERALL e
MACKIE, 1996; ALVES e GUANAIS, 2002).

O mecanismo de acao dos anestésicos locais relaciona-se ao bloqueio
dos potenciais de acdo responsaveis pela condugdo nervosa reduzindo, ou
impedindo o grande e transitério aumento na permeabilidade das membranas
excitdveis ao Na', sobretudo os canais de Na* voltagem dependentes
(CATTERALL e MACKIE, 1996; JACOB, 1998). Atualmente, aceita-se que o
principal mecanismo de agédo desses farmacos envolve sua interagdo com um ou
mais locais de ligacao especificos dentro do canal de sddio e duas teorias podem
explicar o mecanismo de interferéncia na permeabilidade da membrana. A teoria
do receptor especifico postula que o anestésico local desloca o célcio de um local
proximo ao canal de Na* e, a seguir, blogueia o canal de Na* adjacente. Outra
teoria, a da expansao da membrana, sugere que os anestésicos locais, em virtude
de suas propriedades lipofilicas, incorporam-se a membrana celular, impedindo a
abertura dos poros e, portanto, interferindo na passagem de eletrélitos
(JACOB, 1998; ALVES e GUANAIS, 2002).

O equilibrio das formas basicas e catibnicas em que se apresentam o0s
anestésicos locais estd na dependéncia da constante de dissociacdo (pKa) de
cada anestésico e do pH do meio, sendo a forma catiénica a de maior importancia
para estabelecer o bloqueio dos canais de Na*, e a maior disponibilidade desta
forma, é dependente do pH do interior da fibra nervosa. A forma catidnica desloca
os ions Ca** dos sitios receptores lipoprotéicos, localizados na superficie interna
da membrana celular, bloqueando os canais de sbdio, decrescendo a
permeabilidade a estes ions e inibindo a despolarizagdo da membrana
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(BRAZ et al, 1983; RUBIN, 1994; JACOB, 1998; ALVES e GUANAIS, 2002;
STOELTING e HILLIER, 2006)

Do ponto de vista estrutural, todos os anestésicos locais consistem num
grupo amino-hidrofilico ligado através de um grupo conector éster ou amida a um
residuo aromatico lipofilico - Figura 1. A maioria dos anestésicos locais se
apresentam na forma de aminas terciarias (raramente secundarias) e situam-se
em duas categorias: amino-ésteres  (procaina) ou  amino-amidas
(lidocaina, bupivacaina, ropivacaina, mistura enantiomérica de bupivacaina). Sao
bases fracas, pouco solUveis em agua, estando disponiveis para 0 uso como
solucdo de sal acida, que é altamente hidrossoluvel e estavel (BIANCONI, 1998;
JACOB, 1998; ALVES e GUANAIS, 2002; STOELTING e HILLIER, 2006).

())—c—x— (CH)n—N
AN R
grupo ligacao cadeia grupo
aromatico ester ou intermediaria amina

amida

Figura 1- Estrutura molecular dos Anestésicos Locais

A cocaina, éster do acido benzéico, foi o primeiro anestésico local
introduzido na pratica clinica, usado inicialmente por via topica em oftalmologia e
posteriormente em bloqueios periféricos e anestesia espinhal. Apesar de
representar um grande avango na clinica cirdrgica, seu uso estava associado a
toxicidade sistémica e dependéncia o que resultou em grande esforco para a
sintese de substancias quimicas com propriedades anestésicas e indice
terapéutico favoravel. Até meados do século vinte, a maioria dos anestésicos
locais eram amino-ésteres derivados do acido benzoico, com a desvantagem de
produzir reacdes alérgicas ou sensibilizacdo (COVINO e VASSALO, 1985;
STOELTING e HILLIER, 2006).
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A grande descoberta na quimica dos anestésicos locais aconteceu em
1943, com a sintese da lidocaina por Léfgren (Figura 2). Consiste em uma amida
derivada do acido dietilaminoacético que tem como grande vantagem a auséncia
ou minima propriedade de causar reagdes de sensibilidade. Comparada a
procaina, a lidocaina tem efeito mais intenso, inicio mais rapido, maior duragdo de
acao, com poténcia e toxicidade duas vezes maiores (COVINO e VASSALO,
1985; STRICHARTZ e COVINO, 1993; MORGAN e MIKHAIL, 2003).

CH;
[l 7
NH— C — CHy— N
CaHs
CH,q

Figura 2- Estrutura molecular da lidocaina

Estudos sobre o perfil farmacolégico e a eficacia dos anestésicos locais
do grupo amino-amida, com exce¢ao da lidocaina (sem carbono assimétrico),
exibem resultados muito promissores em funcao da sua quiralidade, sobretudo por
agirem no organismo a partir de uma afinidade preferencial e seletiva aos
receptores do canal de sddio, propiciando diferencas nos graus de
cardiotoxicidade e neurotoxicidade entre as formas levdgiras, dextrdgiras e
racémicas (WULF, 1997; SIMONETTI et al, 1998).

Em 1957, pesquisadores sintetizaram uma série homdloga de composto
com substituicbes N-alquilicas (metil, propil e butil) na estrutura pipecolil xilidida.
Quando a substituicdo ocorreu com a introdugdo do radical butil, 0 composto
resultante foi o N-butil pipecolil-xilidida ou butil PPX (bupivacaina) — Figura 3

(EKENSTRAM et al, 1957). A bupivacaina é comercializada como mistura
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racémica, contendo 2 isbmeros Opticos: o enantiomero R (+) € o enantiomero S

(-), com diferentes efeitos farmacol6gicos e toxicolégicos.

i

CH
3 N
e )
B 0
chs

Figura 3- Estrutura molecular da bupivacaina racémica

A existéncia de dois isbmeros o6pticos, ou enantibmeros, resulta da
configuracdo da férmula estrutural. O composto butil pipecolil xilidida contém um
carbono assimétrico ou quiral (do grego, mao) ao qual se ligam grupos de atomos
formando isdmeros Opticos que sdo imagens de espelho em 3 dimensdes, com
forma de uma “mao direita” ou de “mao esquerda” e que ndo se superpdem
(SIMONETTI, 1995). A comparacao dos enantibmeros quanto a poténcia e a
duracdo da analgesia, mostrou que o isdbmero S (-) da bupivacaina se equivale ou
até supera o isébmero R (+) (APS e REYNOLDS, 1978).

Estudos realizados em animais mostraram ser a DL50 do isdbmero R (+),
significativamente menor do que a do isémero S (-), concluindo ter o isdmero R (+)
maior cardio e neurotoxicidade (ABERG, 1972; SIMONETTI, 1997a;
TRACHEZ et al, 2005). Esta diferencga foi confirmada, com base em resultados de
estudos eletrofisiolégicos que demonstraram a estereoseletividade dos
enantiomeros da bupivacaina para os sitios de ligacdo dos canais rapidos de
sédio. O enantiébmero R (+) bupivacaina se liga mais firmemente ao canal de sédio
e se dissocia deste mais lentamente do que o enantibmero S (-), além de deprimir
mais intensamente a Vmax e induzir um bloqueio freqiéncia-dependente bastante
pronunciado (CLARKSON e HONDEGHEM, 1985; VANHOUTTE et al, 1991;
LEE-SON et al, 1992; SIMONETTI, 1997a; SIMONETTI, 1997b). Além disso, o

Introducéo e Justificativa
54



enantibmero S (-), apresenta menor poténcia para bloqueio motor do que a
mistura RS (+/-) de bupivacaina (TRACHEZ et al, 2005). Em relacdo "a lidocaina,
trabalhos realizados in vitro, mostraram que a bupivacaina apresenta maiores
lipossolubilidade, permeabilidade tissular e afinidade pelos canais de sodio,
caracteristicas farmacocinéticas que lhe conferem maior poténcia anestésica,
produzindo bloqueio nervoso em concentragdes significativamente menores do

que as observadas para a lidocaina (YANO et al, 2006).

No entanto foi a maior cardiotoxicidade apresentada pela bupivacaina
que motivou a busca por um anestésico local que apresentasse as vantagens da
bupivacaina quanto a poténcia e duracdo de acdo e, com base na isomeria, 0
desenvolvimento de formulagdes alternativas oriundas da formula estrutural basica
(GARCIA et al, 2001; MATHER e CHANG, 2001; LIGUORI et al, 2002).
Atualmente existem duas alternativas relativamente seguras: a S (-) ropivacaina e
a S(-) bupivacaina (levobupivacaina), mas embora apresentem maior seguranca
pela menor cardiotoxicidade, ambas exibem menor propriedade de produzir
relaxamento muscular (DELFINO et al, 1999; GARCIA et al, 2001).

Através de tecnologia genuinamente brasileira, a manipulacao
enantiomérica dos componentes da bupivacaina racémica resultou na nova
formulacdo contendo 25% do isébmero R (+) e 75% do isbmero S (-) da
bupivacaina (Figura 4), que produz anestesia comparavel a formulagado racémica
e sugerindo que a presenca de 25% do isdbmero R (+) bupivacaina melhoraria o
perfil anestésico da droga sem, contudo aumentar a incidéncia de efeitos tdxicos
(GRISTWOOQOD et al, 1994; SIMONETTI, 1997a; SIMONETTI e FERREIRA, 1999;
SIMONETTI et al, 2000; SIMONETTI, 2006).
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Figura 4- Estrutura molecular da mistura com excesso enantiomérico de 50% de
bupivacaina (S75-R25)

Adicionalmente conserva as mesmas propriedades fisico-quimicas da
forma racémica, particularmente lipossolubilidade e ligagdo proteica, favorecendo
assim uma maior penetracdo e fixagdo no tecido neural. Nesse particular, a
mistura enantiomérica apresenta as vantagens da bupivacaina racémica, em
termos de qualidade de bloqueio e duragdo de anestesia (KOPACZ et al, 2000).
Em estudos realizados em ratos, empregando preparacao nervo ciatico - musculo
gastrocnémico, TRACHEZ et al (2005), observaram que a poténcia do
enantibmero S (-) bupivacaina, foi aumentada quando 25% deste isbmero foi
substituido por 25% do isébmero R (+) bupivacaina, concluindo ser a bupivacaina
nao racémica (75S:25R) significativamente mais potente do que os isbmeros S (-)

ou o R (+), quanto a capacidade de causar blogueio motor.

Os efeitos diretos dos anestésicos locais sobre a placa mioneural ainda
sdo questionados e, embora existam muitos trabalhos buscando explicar tais
efeitos, o mecanismo pelo qual interferem na transmissdo neuromuscular
permanece sem elucidacdo. No entanto estudos apontam para a interagado dos
anestésicos locais, assim como de outros fadrmacos usados no pré ou no intra-
operatério com os bloqueadores neuromusculares, sendo observada

potencializagdo, antagonismo ou mesmo nenhuma influéncia significativa nos
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efeitos desses agentes (TEMPELHOFF et al, 1990; TOFT et al, 1990;
TAIVAINEN et al, 1994; HAYWOOD et al, 1999; SPACEK et al, 1999;
BRAGA et al, 2001; BRAGA et al, 2002; YORUKOGLU et al, 2003;
CARDOSO et al, 2005; KIM et al, 2005; RICHARD et al, 2005;
LOYOLA et al, 2006a; LOYOLA et al, 2006b; SOUSA et al, 2006;
FERNANDES et al, 2007; MARTINS et al, 2007; BARCELOS et al, 2008;
BRAGA et al, 2008 ).

Os bloqueadores neuromusculares (BNM) sdo farmacos amplamente
utilizados na pratica anestésica. Apresentam em sua estrutura um ou mais grupos
de aménio quaterndrio, carregados positivamente, que se ligam as subunidades
alfa do receptor nicotinico na placa motora, mimetizando a acao da acetilcolina
causando despolarizagao antes da paralisia ou impedindo o acesso da acetilcolina
ao receptor evitando a despolarizagdo (HUNTER, 1995; SPARR et al, 2001;
STOELTING e HILLIER, 2006).

Desde a introducédo da d-tubocurarina, na década de 40, até a década
de 80, no século XX, muitas moléculas novas foram desenvolvidas surgindo uma
série de blogueadores neuromusculares, do tipo adespolarizante, sintéticos, com
grande potencialidade para o uso clinico, resultantes de pesquisas que se
concentram em duas grandes familias: os benzilisoquinoleinicos e os
aminoesterdides. No grupo dos benzilisoquinoleinicos se agrupa a d-tubocurarina,
a metocurina, o alcurdnio, o atracurio, o cisatracurio e o mivacurio, e no grupo dos
aminoesterdides se destacam o rocur6nio, pancurbnio e o0 vecurdnio
(WAUD, 1984; HUNTER, 1995; SPARR et al, 2001; STOELTING e
HILLIER, 2006).

O rocurdnio (Figura 5) € um blogueador neuromuscular aminoesteréide
ndo despolarizante, de duracdo de acao intermediaria, que tem como grande
vantagem o rapido inicio de acado, caracteristica que o diferencia dos demais
bloqueadores adespolarizantes e o torna uma alternativa ao uso de succinilcolina

em procedimentos de indugao e intubacao de seqiiéncia rapidas (ANDREWS et al,
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1999; ENGBAEK e VIBY-MOGENSEN, 1999; YORUKOGLU et al, 2003;
STOELTING e HILLIER, 2006).

3

. |

CHy

CH
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Figura 5- Formula estrutural do rocurénio

A interacdo entre o0s anestésicos locais e o0s blogueadores
neuromusculares nao esta completamente elucidada, e varios mecanismos podem
ser responsaveis pela potencializacdo observada. Teoricamente estes agentes

podem interferir em alguma etapa envolvida na transmissdo neuromuscular.

Alguns autores descreveram que o0s anestésicos locais devido ao
bloqueio da condugdo nervosa, podem interferir com a transmisséo
neuromuscular, nao existindo evidéncias de que eles inibam a sintese de
acetilcolina, mas em baixas concentracdes reduzem a amplitude, sem alterar a
freqUéncia do potencial de placa terminal em miniatura. Assim, a influéncia do
anestésico local sobre esses parametros pode indicar uma agao pré-sinaptica,
com consequente diminuicdo na liberagdo da acetilcolina ou pode diminuir a
sensibilidade da membrana pds-juncional para a acetilcolina (MATTHEWS e
QUILLIAM, 1964; USUBIAGA e STANDAERT, 1968; STRAUGHAN, 1971;
MATSUO et al, 1978).

Adicionalmente, os anestésicos locais, além de prejudicarem a geracao
e propagacgao do potencial de acdo, podem deprimir seletivamente a condugao
nas fibras motoras. Ainda por acdo pos-sindptica, a ligacao a diferentes sitios
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especificos de acetilcolina, pode resultar em bloqueio das respostas
contraturantes induzidas pela acetilcolina, além da possibilidade de ocluir
temporariamente o0s canais dos receptores nicotinicos (USUBIAGA e
STANDAERT, 1968; BOWMAN et al, 1970; KORDAS, 1970; NEHER e
STEINBACK, 1978; COHEN et al, 1980; RUFF, 1982; SINE e TAYLOR, 1982;
LOYOLA et al, 2006a; MARTINS et al, 2007)

A lidocaina pode bloquear completamente a conducdo nervosa e
também deprimir a conducao do impulso pré e pds-juncional. Em estudo que
correlaciona a estrutura molecular de vérios derivados da lidocaina com as suas
respectivas propriedades inibitérias da transmissdo neuromuscular e com a sua
poténcia anestésica local, foi demonstrado que as propriedades moleculares
desses derivados, relacionadas com o0 comprometimento da transmissao
neuromuscular, sdo similares aquelas envolvidas na ativacdo de receptores de
acetilcolina, e ndo com as associadas a sua poténcia anestésica local. Esses
resultados sugerem que a lidocaina produz bloqueio neuromuscular por
mecanismos distintos do seu mecanismo de acdo como anestésico local
(STEINBACH, 1968).

Recentemente, estudos experimentais realizados em nosso meio e
utilizando preparagdo nervo frénico — diafragma de ratos, mostraram que a
procaina, a procainamida e a lidocaina empregadas isoladamente nao causaram
reducdo na amplitude das respostas musculares a estimulacdo indireta, mas
potencializaram o bloqueio produzido pela d-tubocurarina e pelo rocurdnio
(LOYOLA et al, 2006a; LOYOLA et al, 2006b; MARTINS et al, 2007).

Esses resultados vao de encontro aos de ensaios clinicos,
anteriormente descritos, que mostram interacédo e potencializacao dos efeitos dos
bloqueadores pelos anestésicos locais, utilizados por diferentes vias de
administragdo. Alguns autores estudaram a influéncia da bupivacaina por via
peridural no bloqueio induzido pelo atracurio e rocurbnio e observaram
potencializacdo dos efeitos dos bloqueadores neuromusculares, em relacdo ao
observado em pacientes que ndo foram submetidos ao bloqueio peridural
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(TOFT et al, 1990; TAIVAINEN et al, 1994). Quando da administracdo por via
venosa, a lidocaina empregada com o objetivo de atenuar respostas reflexas da
laringoscopia e intubagao traqueal, ocasionou alteracdes na farmacodinamica do
rocurdnio, evidenciadas por maior tempo de recuperagdo no blogueio
neuromuscular (CARDOSO et al, 2005).

Atualmente tem se tornado cada vez mais freqliente na pratica clinica o
emprego da associacdao de anestesia geral e bloqueio peridural. Apesar dos
anestésicos locais comprometerem a transmissdo neuromuscular somente em
altas doses trabalhos mostram a possivel interacdo destes agentes empregados
por diferentes vias com os bloqueadores neuromusculares. Faz-se necesséria a
realizacdo de estudos para avaliagdo e esclarecimento dos mecanismos que
possam elucidar esta interacao, visto que possibilitam o uso simultaneo e seguro

destes farmacos.
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2- OBJETIVOS
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2.1- Geral

Avaliar os efeitos de diferentes anestésicos locais sobre a transmisséao

neuromuscular e a influéncia no bloqueio neuromuscular produzido pelo rocurénio.

2.2- Especificos
Avaliar:

1. os efeitos da lidocaina, da bupivacaina racémica (S50-R50) e da
mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina

(S75-R25) sobre a transmissdao neuromuscular;

2. a influéncia da lidocaina, da bupivacaina racémica (S50-R50) e da
mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina

(S75-R25) sobre o blogueio neuromuscular produzido pelo rocurénio;

3. os efeitos da lidocaina, da bupivacaina racémica (S50-R50) e da
mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina
(S75-R25) sobre o potencial de membrana do musculo esquelético e

sobre os potenciais de placa terminal em miniatura;

4. a influéncia da lidocaina, da bupivacaina racémica (S50-R50) e da
mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina

(S75-R25) sobre a acao contraturante da acetilcolina.

Objetivos
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3- MATERIAIS E METODOS
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3.1- Animais utilizados

Apés aprovacdo da Comissdo de FEtica na Experimentagdo
Animal - CEEA - IB - UNICAMP (Protocolo n® 1204-1 - Anexo 1) e seguindo-se as
recomendacées do COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal - Anexo 2), foram utilizados ratos da linhagem Wistar fornecidos pelo
Biotério Central da Unicamp, Campinas (SP) e pintainhos da linhagem HYLINE
W36, fornecidos pela granja ITO S/A, Sumaré (SP).

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

ad libitum.

3.2- Farmacos e concentracoes utilizadas

Os farmacos e as respectivas concentragcdes utilizadas nos

experimentos foram as seguintes:
e Anestésicos locais:
lidocaina (20 ug/mL)
bupivacaina racémica (S50-R50) - (5 ug/mL)

mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina
(S75-R25) - (5 ng/mL)

¢ Blogueadores neuromusculares: rocurénio (4ug/mL)

e Colinérgico: acetilcolina (5 pg/mL)
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3.3- Estudos Bioldgicos
3.3.1- Preparacgao nervo frénico - hemidiafragma de rato

Esta preparacao foi utilizada para avaliar o efeito dos anestésicos locais
(lidocaina, bupivacaina racémica (S50-R50), mistura com excesso enantiomérico
de 50% de bupivacaina - S75-R25) na transmissdo neuromuscular e sua influéncia

no bloqueio neuromuscular causado pelo rocurdnio.

A preparagdo foi montada de acordo com a técnica descrita por
BULBRING (1946).

Foram utilizados ratos com peso entre 250 e 300g, para a retirada do
hemidiafragma esquerdo e a por¢gdo do nervo frénico correspondente. Os animais
foram anestesiados com uretana (1,2mg/kg, via intraperitonial), e em seguida
foram exsanglinados por seccao dos vasos do pescoco, para facilitar a

identificacdo do nervo frénico.

Foi retirado o musculo diafragma juntamente com o nervo frénico e
parte das costelas (para fixacdo no suporte do eletrodo). O conjunto foi
mergulhado em solugédo nutritiva de Tyrode com borbulhamento de carbogénio
(95% de O e 5% de CO,) e temperatura constante de 37°C. A solucio nutritiva de
Tyrode tem a seguinte composicdo em mM: NaCl- 137; NaH>POg4- 0,3; CaCl;- 1,8;
KCI- 2,7; glicose- 11,0; MgCl»- 0,25; NaHCOs- 11,9; agua destilada 1000mL.

O musculo de forma triangular foi fixado por sua base em suporte
apropriado, o qual permite através de eletrodos de platina estimular o nervo ou
diretamente o musculo, cuja tensdo € de 2,0 g/cm para registro das contragcdes
musculares. Um eletrodo bipolar foi colocado em torno do nervo frénico para a
estimulacdo indireta através de um estimulador GRASS modelo S88. A
preparacdo montada com o eletrodo ficou suspensa em um suporte universal
dentro de uma cuba de vidro com fundo poroso (para a aera¢ao da solugdo com
carbogénio) com 40mL de solugcéo de Tyrode.
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Foram aplicados estimulos retangulares supramaximais indiretos com
0,2ms de duracao, 0,1 Hz de freqiéncia e intensidade entre 0,5 a 5V. Os registros
da amplitude das contragdes foram feitos através de transdutores conectados a
um fisiografo GOULD modelo RS 3400 (Figura 6).

Transdutor_

|||| Fisidgrafo

—— Nervo Frénico

Carbogénio ——

Figura 6- Esquema da preparacgao nervo frénico - hemidiafragma de rato

3.3.2- Influéncia dos anestésicos locais: lidocaina, bupivacaina racémica,
mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina (S75-R25)
na transmissao neuromuscular € no bloqueio neuromuscular produzido

pelo rocurénio

Os experimentos (n=5) seguiram o0 seguinte protocolo: apds a
estabilizacdo da preparacao iniciou-se estimulagao elétrica do nervo frénico por
3 minutos e registro da resposta controle; adicado dos anestésicos locais lidocaina
(20 pg/mL), bupivacaina racémica (5 pg/mL) e mistura com excesso enantiomérico
de 50% de bupivacaina (S75-R25) — (5 ug/mL); registro das respostas durante
60 minutos. O mesmo protocolo foi realizado para avaliar o bloqueio
neuromuscular produzido pelo rocurénio (4ug/mL) empregado isoladamente.
Foram utilizados 5 ratos diferentes para cada farmaco, ou seja, um total de
20 animais nesta etapa.
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Nos experimentos (n=5) em que se estudou a associagdo anestésico
local - bloqueador neuromuscular, o rocurbnio (4ug/mL) foi adicionado “a
preparacao apos 30 minutos de exposicdo ao anestésico local, e as respostas
registradas durante 60 minutos. Foram também utilizados 5 animais diferentes
para cada anestésico local. Gerando um total de 15 experimentos. Para analise
dos dados considerou-se a amplitude das respostas musculares antes e
60 minutos apo6s a adicao do bloqueador neuromuscular a preparagao.

3.3.3- Influéncia dos anestésicos locais: lidocaina, bupivacaina racémica e
mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina (S75-R25)
sobre a acao contraturante da acetilcolina - Preparagdo musculo

biventer cervicis de pintainho

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

Os pintainhos foram anestesiados com halotano por via inalatéria e
depois se retirou 0 masculo biventer cervicis, o qual ficou suspenso em cuba de
5mL contendo a solucao nutritiva de Krebs, que apresenta a seguinte composicao
em mM: NaCl - 136; KCI - 5; CaCl, - 2,5; MgSO4 - 1,2; KH:PO4 - 1,2;
NaHCOs; - 23,8; glicose - 2 em agua destilada 1000mL. A preparacao foi aerada
com borbulhamento de carbogénio (95% de O, e 5% de CO,) e a temperatura foi

mantida em 37°C.

Foram feitos experimentos (n=7) para a detecgdo da curva de
acetilcolina (5ug/mL) antes e depois da adicdo de cada anestésico local: lidocaina
(20ug/mL), bupivacaina racémica (5 ug/mL) e mistura com excesso enantiomérico
de 50% de bupivacaina (S75-R25) — (5 ug/mL). Para cada anestésico local foram
utilizados 7 pintainhos. Com estimulador GRASS modelo S88, aplicou-se

estimulos indiretos supramaximais, com 0,1 Hz de frequéncia, 0,2 ms de duracao
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e intensidade de 4 a 9V. A tensédo dada ao musculo foi de 0,5g/cm. Foi estimulado
durante 3 minutos para obtencao das respostas musculares (controle); apds esse
periodo suspendeu-se a estimulagdo e adicionou-se na preparagédo a acetilcolina
(5ug/mL), registrando-se a curva resposta. Quando a contratura atingiu o seu
apice, interrompeu-se o registro do fisiografo e a preparacao foi lavada com
solucdo nutritiva de Krebs (trés sucessivas lavagens), e os anestésicos locais
lidocaina (20pg/mL), ou bupivacaina racémica (5 pg/mL) ou mistura com excesso
enantiomérico de 50% de bupivacaina (S75-R25) — (5 ug/mL) foram adicionados
separadamente a preparacao e, aguardou-se 30 minutos. Apds esse periodo
foram aplicados estimulos elétricos indiretos durante trés minutos para obtengéo
de um outro controle das respostas musculares. A seguir interrompeu-se a
estimulacdo e adicionou-se novamente a acetilcolina (5ug/mL) registrando-se a
segunda curva. O grau de contratura "a acetilcolina foi comparado antes e apds a
adicao da lidocaina ou bupivacaina racémica ou mistura com excesso

enantiomérico de 50% de bupivacaina (S75-R25).

As contracbes foram registradas em um fisiégrafo GOULD modelo
RS3400, usando-se transdutores isométricos modelo load Cell BG 50MS
(Kulite Semiconductor Product Inc).

3.4- Estudos Eletrofisiolégicos

Utilizou-se a preparacao nervo frénico - diafragma de rato segundo a
técnica de BULBRING (1946) para a observacao dos potenciais de placa terminal

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

3.4.1- Montagem da Preparacao e Confeccéao dos Microeletrodos (Me)

O musculo diafragma depois de retirado foi estendido e fixado
horizontalmente com a superficie toracica voltada para cima e fixada com alfinetes

em cuba revestida de resina e silicone, preenchida com 2 mL de solug¢ao nutritiva
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de Tyrode e a oxigenagcdo da preparacdo feita pelo borbulhamento com
carbogénio a temperatura de 37°C. Para a realizagcdo do registro de parametros
eletrofisiol6gicos, a cuba foi colocada na platina do microscépio estereoscédpio

(Wild M7 S — Switzerland) com capacidade para aumentos de até 40 vezes.

Para a captacdo dos PPTMs, o microeletrodo foi implantado junto ou o
mais préximo possivel da regido da placa motora terminal (FATT e KATZ, 1951),
com auxilio de micromanipulador (Leitz). Os biopotenciais foram obtidos através
de um amplificador de sinais (Getting Microelectrode Amplifier, MA, USA) e
observados em osciloscépio Tektronix. Os registros dos PPTMs foram feitos em
um microcomputador (Microtec, Sao Paulo, SP) carregado com software para
aquisicao de dados (AgDados, Lynx, Sao Paulo, SP). O computador munido de
uma placa conversora A/D foi capaz de digitalizar os biopotenciais e grava-los
para posterior analise.

3.4.2- Descri¢ao do circuito

Os microeletrodos de vidro, com resisténcia entre 10 - 25 MQ,
preenchidos com solucdo de KCI (3M), foram preparados no laboratério e
conservados em geladeira. Para sua confecgédo, se utilizou tubos de vidro
(capilares de vidro Clark que continham microcapilar interno para facilitar o
preenchimento com KCI e um estirador de microeletrodo Microelectrode Puller
(Palmer).

Depois foram fixados na parte antero-posterior de um suporte através
de um tubo de aco inox com orificio central suficiente para a introducdo do Me,
junto com um anel de vedacao de polietileno. Na parte postero-inferior do suporte,
sai um fio condutor que se une a um seguidor catodico através de um filamento de
mercurio. A conexao entre o microeletrodo e o fio condutor foi feita através de um
vaso comunicante preenchido com KCI (3M). Na extremidade superior do suporte
os orificios do vaso comunicante foram vedados por uma laminula, mediante uma

camada de vaselina solida.
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Este equipamento permite realizar deslocamentos horizontais e
verticais controlando a introducao do Me nas fibras musculares, para as medidas
dos potenciais de membrana e captacéo dos PPTMs.

O seqguidor catodico foi posicionado proximo ao brago do
micromanipulador e conectado ao canal do osciloscépio TEKTRONIK 5.103N com
modulos 5A22N e 5B12N.

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

Laminula para

KCI (3M) vedacio

Placa Motora

Adaptador _,J‘r rCalibrador
Acrﬂico Seguidor]
Rosca de Fio de C b . - . Sy catédico
fixaca - Platina arbogenio .
1Xxacao Fio de
Me = Platina | |

Osciloscopio

Figura 7- Microeletrodo e montagem de aparelhagem para os experimentos
eletrofisiol6gicos

Materiais e Métodos
73



3.4.3- Influéncia dos anestésicos locais: lidocaina, bupivacaina racémica e
mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina (S75-R25)
nos Potenciais de Membrana (PM)

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

osciloscopio, no momento da insercao.

Foram medidos cinco potenciais de membrana em cada tempo
determinado, obtendo-se uma média, sendo que no tempo zero (controle), os
potenciais foram medidos antes da administracdo dos anestésicos locais. Apos
esta medida, adicionou-se separadamente a lidocaina (20ug/mL), a bupivacaina
racémica (5 pg/mL) ou a mistura com excesso enantiomérico de 50% de
bupivacaina (S75-R25) — (5 ng/mL) ao banho e procederam-se leituras aos 10, 20,
30, 40, 50 e 60 minutos. Foram realizados trés experimentos com cada anestésico

local e calculou-se a média aritmética e o desvio padrao das leituras realizadas.

Determinou-se o potencial de membrana multiplicando-se o valor da
média pelo fator de correcao (fc) estabelecido aplicando-se ao circuito, um sinal de
100 mV e medindo-se a deflexao correspondente no osciloscépio.

3.4.4- Influéncia dos anestésicos locais: lidocaina, bupivacaina racémica e
mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina (S75-R25)
nos Potenciais de placa terminal em miniatura (PPTMs)

Os potenciais de placa terminal em miniatura foram avaliados em
hemidiafragma esquerdo de rato, com placa motora preservada. Nos
experimentos, estudaram-se os efeitos da lidocaina, da bupivacaina racémica e da
mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina (S75-R25) sobre a
freqUéncia e a amplitude dos potenciais de placa terminal em miniatura. Estes
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foram registrados antes (controle), 30 e 60 minutos apds a adigdo da lidocaina
(20ug/mL), da bupivacaina racémica (5 pg/mL) e da mistura com excesso

enantiomérico de 50% de bupivacaina(S75-R25) - (5 pg/mL).

3.5- Analise Estatistica

Os resultados foram apresentados como valores médios e desvios
padrdo. Para avaliar a reducao das respostas musculares utilizaram-se os testes t
de Student (distribuicdo normal) e Mann-Whitney; para avaliar o efeito dos
anestésicos locais na resposta contraturante da acetilcolina em preparacéao
biventer cervicis de pintainho utilizaram-se os testes t de Student, Wilcoxon e
Kruskall-Wallis; na andlise dos potenciais de membrana nas fibras musculares
empregaram-se o teste de Wilcoxon para amostras pareadas, e ANOVA com teste
para comparag¢ao multipla de Tukey. Assumiu-se um nivel de significancia de 5%
(= 5%). O poder do teste foi calculado e obteve-se B > 20% (poder > 80%). O

software utilizado para analise dos dados foi 0 SAS verséao 8.2.
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4- RESULTADOS
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4.1- Estudos Bioldgicos

4.1.1- Efeitos dos Anestésicos Locais (lidocaina, bupivacaina racémica -
S50-R50, mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina
- S75-R25) e do rocurbnio nas respostas musculares em preparacao

nervo frénico - hemidiafragma de rato

Os anestésicos locais (lidocaina, bupivacaina racémica (S50-R50) e
mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina (S75-R25) nas
concentracOes estudadas e empregados isoladamente, ndo causaram alteracao
significativa na amplitude das respostas musculares a estimulagdo elétrica
indireta, em preparagdes nervo frénico-diafragma de ratos (Figuras 8, 9 e 10) e
(Grafico 1).

I e
i

A B

Figura 8- Efeito da lidocaina (20ng/mL) nas respostas musculares a estimulacao
indireta (freqiéncia de 0,1Hz e duracédo de 0,2 ms), em preparacoes
nervo frénico-diafragma de rato (n=5). A: adicao de lidocaina; B: 60
minutos apos a adicao de lidocaina
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A
Figura 9- Efeito da bupivacaina racémica - (5ug/mL) nas respostas musculares a
estimulacao indireta (freqiéncia de 0,1Hz e duragdo de 0,2 ms), em
preparacées nervo frénico-diafragma de rato (n=5). A: adicdo de
bupivacaina racémica; B: 60 minutos apds a adigdo de bupivacaina

racémica

A

Figura 10- Efeito da mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina
(5ug/mL) nas respostas musculares a estimulagao indireta (freqiéncia

de 0,1Hz e duragcdo de 0,2 ms), em preparacdes nhervo
frénico-diafragma de rato (n=5). A: adicdo de mistura com excesso
enantiomérico de 50% de bupivacaina; B: 60 minutos apds a adicao

de mistura com excesso enantiomeérico de 50% de bupivacaina

O rocurdnio (4ug/mL) empregado isoladamente produziu uma reducao
média de 73,12 = 9,89% na amplitude das respostas musculares a estimulacéo
indireta (Figura 11, Grafico 1, Tabela 6 - Anexo).
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Figura 11- Efeito do rocurbnio (4ug/mL) nas respostas musculares a estimulacao
indireta (freqiiéncia de 0,1Hz e duracdo de 0,2ms), em preparagdes
nervo frénico-diafragma de rato (n=5). A: adicdo de rocurénio; B: 60

minutos apo6s a adicao de rocurdnio

4.1.2- Influéncia dos Anestésicos Locais (lidocaina, bupivacaina racémica
(S50-R50), mistura com excesso enantiomérico de 50% de
bupivacaina (S75-R25) no bloqueio neuromuscular produzido pelo

rocurbnio em preparagao nervo frénico - hemidiafragma de rato

Em preparacbes expostas previamente a lidocaina (20ug/mL), o
rocurdénio (4ug/mL) promoveu redugdo de 90,10 + 9,15% na amplitude das
respostas musculares (Figura 12, Grafico 1 e Tabela 6 - Anexo); nas expostas a
bupivacaina racémica (5ug/mL) e a mistura com excesso enantiomérico de 50%
de bupivacaina (5ug/mL), os bloqueios produzidos pelo rocurénio foram de 100%
(Figuras 13 e 14, Grafico 1 e Tabelas 7e 8 - Anexo), respectivamente.
Observou-se que nos experimentos em que se utilizou a bupivacaina nas duas
formulagcbes (R50-S50) e (R25-S75), o desaparecimento completo das respostas
musculares a estimulacdo indireta ocorreu em aproximadamente 26,8 + 4,32
minutos e 24,0 + 6,74 minutos, respectivamente, apdés a adicdo do rocurdnio

nestas preparacgdes (Figuras 13 e 14).
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Figura 12- Efeito do rocurbnio (4ug/mL) nas respostas musculares a estimulacao
indireta (frequéncia de 0,1Hz e duracado de 0,2ms), nas preparacoes
nervo frénico-diafragma de rato (n=5), previamente expostas a
lidocaina (20ug/mL). A: adi¢do de lidocaina; B: adicdo de rocurénio,

30 minutos ap6s a lidocaina; C: 60 minutos apds adicdo de rocurénio

N e,
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Figura 13- Efeito do rocurénio (4ug/mL) nas respostas musculares a estimulacao
indireta (freqiiéncia de 0,1Hz e duracdo de 0,2ms), em preparacdes
nervo frénico-diafragma de rato (n=5), previamente expostas a
bupivacaina racémica (5ug/mL). A: adicao de bupivacaina racémica;
B: adicdo de rocurénio, 30 minutos apdés a bupivacaina racémica;
C: 26,8 minutos ap6s adicdo de rocurdnio; D: 60 minutos apos
adicdo de rocurdnio
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Figura 14- Efeito do rocurbnio (4ug/mL) nas respostas musculares a estimulacao
indireta (freqiiéncia de 0,1Hz e duracdo de 0,2ms), em preparagdes
nervo frénico-diafragma de rato (n=5), previamente expostas a mistura
com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina (5ug/mL).
A: adicdo de mistura com excesso enantiomérico de 50% de
bupivacaina; B: adicao de rocurdnio, 30 minutos apds a mistura com
excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina; C: 24,0 minutos apo6s
adicdo de rocurbnio; D: 60 minutos apds adicdao de rocurdnio

A analise estatistica mostrou diferenca estatisticamente significante
entre o Dbloqueio neuromuscular produzido pelo rocurbnio empregado
isoladamente e o bloqueio produzido nas preparacdes previamente expostas aos
anestésicos locais lidocaina (p=0,0226), bupivacaina racémica (p=0,0037) e a
mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina (p=0,0037) - (Tabelas
6,7, 8 - Anexos).

A comparacao entre os valores médios dos bloqueios produzidos pelo
rocurébnio em preparagdes expostas previamente a lidocaina, bupivacaina
racémica e a mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina, nao

apresentou diferenca significante (p= 0,1055) (Tabela 1).
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Tabela 1- Valores médios e desvios padrdao do bloqueio (%) produzido pelo
rocurénio (4 ng/mL) em preparacdo nervo frénico diafragma de rato,
previamente exposta a lidocaina (20ug/mL), bupivacaina racémica
(5ug/mL) e a mistura com excesso enantiomérico de 50% de

bupivacaina (5ug/mL)

Farmacos Bloqueio (%) p
lidocaina 90,10+ 9,15

bupivacaina racémica(S50-R50) 100+ 0 0,1055
bupivacaina (S75-R25) 100+ 0

Teste de Mann-Whitney com cada grupo

7
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=
]
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§ < 60 B bupi (R25-S75)
3 L Orocurénio
p HE lido+rocurénio
8 40-
% bupi (R50-S50) + rocurénio
3 HE bupi (R25-S75) + rocurdnio
=
= 20
o
£
<
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Grafico 1- Amplitude das respostas musculares em preparagées nervo frénico-
diafragma de rato (n=5), expostas aos anestésicos locais e rocurénio
isoladamente, e ao rocurbnio em preparacao previamente exposta aos

anestésicos locais
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4.1.3- Efeito dos Anestésicos Locais (lidocaina, bupivacaina racémica
(S50-R50), mistura com excesso enantiomérico de 50% de
bupivacaina (S75-R25) na acado contraturante da acetilcolina

(5ug/mL). Preparacgao biventer cervicis de pintainho

Na preparagcdo biventer cervicis de pintainho, a lidocaina (20ug/mL)
adicionada a preparacdo 30 minutos antes da acetilcolina (5ug/mL), promoveu
diminuicdo de 28,77% + 19,56 na amplitude da resposta a acetilcolina. A
amplitude (%) da resposta contraturante a acetilcolina ap6s a adi¢gdo de lidocaina
(71,22 £ 19,56) foi significativamente menor (p= 0,0081) quando comparada com a
resposta observada antes da adicao da lidocaina (Figura 15, Grafico 2, Tabela 9
- Anexo)

LIDOCAINA

Figura 15- Registro miografico do efeito da lidocaina (20 ug/mL) sobre a acéo
contraturante da acetilcolina (5ug/mL) em preparagcédo biventer-cervicis
de pintainho (n=7), sob estimulacao elétrica indireta (freqténcia 0,1Hz
e duracao 0,2ms). A: controle; B: adicao de acetilcolina; C: 30 minutos

apos a adicao de lidocaina; D: adicao de acetilcolina

Resultados
85



Amplitude da resposta
contraturante (%)

antes lidocaina apos lidocaina

Grafico 2- Amplitude (%) da resposta contraturante a acetilcolina (5ug/mL) em
preparagao biventer-cervicis de pintainho, antes e 30 minutos apos a

lidocaina (20ug/mL)

Na preparagcdo exposta a bupivacaina racémica (5ug/mL) houve uma
diminuicdo de 23,70 *+ 7,12% na amplitude da curva contraturante de acetilcolina.
Apos a adicdo da bupivacaina racémica a amplitude (%) da resposta contraturante
a acetilcolina (76,31 + 7,12) foi significativamente menor (p=0,0001) em relacao a

resposta controle (Figura 16, Grafico 3, Tabela 10 - Anexo).
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BUPIVACAINA
RACEMICA

Figura 16- Registro miografico do efeito da bupivacaina racémica (5 ng/mL) sobre
a acao contraturante da acetilcolina (5ug/mL) em preparagao biventer
cervicis de pintainho (n=7), sob estimulacdo elétrica indireta
(freqiéncia 0,1Hz e duracdo 0,2ms). A: controle; B: adicdo de
acetilcolina; C: 30 minutos ap6s a adicao de bupivacaina racémica;
D: adi¢cao de acetilcolina

Amplitude da resposta
contraturante (%)

antes bupivacaina  apdés bupivacaina
racémica racémica

Grafico 3- Amplitude (%) da resposta contraturante a acetilcolina (5ug/mL) em
preparacao biventer-cervicis de pintainho, antes e 30 minutos apos a

bupivacaina racémica (5ug/mL)
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Na preparagdo exposta a mistura com excesso enantiomérico de 50%
de bupivacaina (5ug/mL) houve uma diminuigdo de 33,2 + 11,69% na amplitude
da curva contraturante de acetilcolina. Apés a adigcdo da mistura com excesso
enantiomérico de 50% de bupivacaina, a amplitude (%) da resposta contraturante
a acetilcolina (66,78 + 11,69) foi significativamente menor (p=0,0003) em relacéo a

resposta controle (Figura 17, Grafico 4, Tabela 11 - Anexo).

MISTURA EM EXCESSO DE

50% DE BUPIVACAINA q

A B C D

Figura 17- Registro miografico do efeito da mistura com excesso enantiomérico de
50% de bupivacaina (5 ug/mL) sobre a acao contraturante da
acetilcolina (5ug/mL) em preparacdo biventer cervicis de pintainho
(n=7), sob estimulacao elétrica indireta (freqiiéncia 0,1Hz e duracao
0,2ms). A: controle; B: adicdo de acetilcolina; C: 30 minutos apds a
adicdo da mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina;

D: adi¢cao de acetilcolina
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Grafico 4- Amplitude (%) da resposta contraturante a acetilcolina (5ug/mL) em
preparacao biventer-cervicis de pintainho, antes e 30 minutos apés a

mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina (5ug/mL)

A analise estatistica mostrou que os percentuais de redugcdo da
resposta contraturante a acetilcolina foram semelhantes (p=0,2550) com os trés
anestésicos locais (Tabela 2).
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Tabela 2- Valores médios e desvios padrdo da amplitude e do percentual de
redugcdo da resposta contraturante a acetilcolina (5ug/mL) em
preparacao biventer cervicis de pintainho, apds a adicdo de lidocaina
(20pg/mL), bupivacaina racémica (5ug/mL), e mistura com excesso

enantiomérico de 50% de bupivacaina (5ug/mL)

Amplitude da resposta

Farmacos contraturante a % de reducao ¢]
acetilcolina (%)

Lidocaina 71,22 +19,56 28,77 £ 19,56

bupivacaina racémica(S50-R50) 76,31+ 7,12 23,70+ 7,12 p=0,2550

bupivacaina (S75-R25) 66,78 + 11,69 33,2+ 11,69

Teste de Kruskall-Wallis

4.2- Estudos Eletrofisiolégicos

4.2.1- Efeito dos Anestésicos Locais (lidocaina, bupivacaina racémica
(S50-R50), mistura com excesso enantiomérico de 50% de
bupivacaina - S75-R25) nos Potenciais de Membrana (PM)

Os anestésicos locais nas concentracdes empregadas nao causaram
alteracoes significativas nas medidas do potencial de membrana, demonstrando
que nestas concentracdes a lidocaina, a bupivacaina racémica, e a mistura com
excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina nao possuem acgao despolarizante
sobre a fibra muscular (Tabelas 3, 4, 5; Graficos 5, 6, 7).
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Tabela 3- Valores médios e desvios padrdao do potencial de membrana (mV) nas

fiboras musculares de
(20pg/mL)

diafragma de rato expostas a lidocaina

Tempo (min) Potencial medido em mV Comparacao com o controle pelo teste
(X £ DP) Wilcoxon pareado
0 84,0 + 3,00 Controle
10 87,8+5,43 Nao significativo
20 85,6 + 4,61 Néo significativo
30 83,4 + 5,90 Nao significativo
40 82,9 +3,93 N&o significativo
50 86,5+ 3,23 NZo significativo
60 88,0 £ 3,46 N&o significativo
100
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Grafico 5- Efeito da lidocaina (20 pug/mL) sobre o potencial de membrana (mV),

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

média + desvio padréo de trés experimentos
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Tabela 4- Valores médios e desvios padrao do potencial de membrana (mV) nas
fiboras musculares de diafragma de rato expostas a bupivacaina

racémica (5ug/mL)

Tempo (min) Potencial medido em mV (x Comparacao com o controle pelo teste
+DP) Wilcoxon pareado

0 95,0 +2,95 Controle

10 95,4 + 2,65 Nao significativo
20 94,8 +1,36 N&o significativo
30 93,4+ 1,59 Nao significativo
40 946 +2,19 N&o significativo
50 94,9+1,73 Nzo significativo
60 94,3 + 0,81 N&o significativo

| Bupivacaina (5pug/ml) |

100
90 —
80 —
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Potencial de membrana (-mV)
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0 10 20 30 40 50 60
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Grafico 6- Efeito da bupivacaina racémica (5 pg/mL) sobre o potencial de
membrana (mV), nas fibras musculares de diafragma de rato. Cada

ponto representa a média + desvio padrdo de trés experimentos
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Tabela 5- Valores médios e desvios padrdao do potencial de membrana (mV) nas

f

ibras musculares de diafragma de rato expostas a mistura com

excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina (5pg/mL)

Tempo (min) Potencial medido em Comparacao com o controle pelo teste
mV (x +tDP) Wilcoxon pareado

0 96,6 + 1,15 Controle

10 96,3 + 0,61 N&o significativo
20 96,2 +1,10 N&o significativo
30 94,6 + 1,64 Nao significativo
40 95,3+1,70 N&o significativo
50 98,2 + 0,35 Nao significativo
60 976+ 1,44 Nao significativo

100 —
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60 —

Potencial de membrana (-mV)

50

Mistura enantiomérica (5mcg/mL) |

Grafico 7-

0 10 20 30 40 50 60

tempo (min)

Efeito da mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina
(5 ng/mL) sobre o potencial de membrana (mV), nas fibras musculares
de diafragma de rato. Cada ponto representa a média + desvio padrao

de trés experimentos
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A comparacdo entre os valores médios dos potenciais de membrana
nas fibras musculares de diafragma de rato, observados com o0s anestésicos
locais nos diferentes tempos estudados, mostrou diferenca significativa entre a
lidocaina e a bupivacaina racémica (p <0,001) e entre a lidocaina e a mistura com
excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina (p < 0,001). Nao houve diferencga
significativa nos potenciais de membrana com a bupivacaina nas duas

formulagdes (p > 0,05) (Grafico 8).
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Grafico 8- Efeito da lidocaina (20ug/mL), bupivacaina racémica (S50-R50) -
(5,0ug/mL) e bupivacaina com excesso enantiomérico de 50%
(S75-R25) — (5,0pug/mL), no potencial de membrana nas fibras

musculares de diafragma de rato. Valores médios e desvios padrao
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4.2.2- Efeito dos Anestésicos Locais (lidocaina, bupivacaina racémica (S50-
R50), mistura com excesso enantiomeérico de 50% de bupivacaina -
S75-R25) nos Potenciais de Placa Terminal em Miniatura (PPTMs)

Na concentracdo estudada, a lidocaina (20ug/mL) inicialmente causou
aumento na freqiéncia, mas ndao na amplitude dos potenciais em miniatura de
placa terminal, seguido de blogqueio ap6s 60 minutos de exposicao ao farmaco
(Figura 18). A bupivacaina nas duas formulagbes causou diminuicdo na
frequéncia e amplitude dos potenciais em miniatura de placa terminal seguida de

bloqueio total aos 60 minutos (Figuras 19 e 20).
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Figura 18- Efeito da lidocaina (20ug/mL) sobre os potenciais de placa terminal em
miniatura (PPTM) em preparagdo diafragma de rato. A: antes da
adicdo de lidocaina (controle); B: 30 minutos apdés a adicdo de

lidocaina; C: 60 minutos apés a adicao de lidocaina
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Figura 19- Efeito da bupivacaina racémica (5ug/mL) sobre os potenciais de placa
terminal em miniatura (PPTM) em preparacdo diafragma de rato.
A: antes da adicdo de bupivacaina racémica (controle); B: 30 minutos
apos a adicao de bupivacaina racémica; C: 60 minutos ap6s a adicao
de bupivacaina racémica
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Figura 20- Efeito da mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina
(5ug/mL) sobre os potenciais de placa terminal em miniatura (PPTM)
em preparacao diafragma de rato. A: antes da adicdo de mistura com
excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina (controle); B: 30
minutos apds a adicdo de mistura com excesso enantiomeérico de 50%
de bupivacaina; C: 60 minutos ap6s a adicdo de mistura com excesso

enantiomérico de 50% de bupivacaina
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Os anestésicos locais constituem um grupo de farmacos amplamente
utilizados por diferentes vias de administragdo, tais como: tépica, infiltracdo
subcutanea, bloqueio de nervos periféricos, anestesia neuroaxial (raquianestesia e
peridural) e na prevencado e alivio da dor aguda e crbénica (COVINO, 1986;
YANAGIDATE e STRICHARTZ, 2006). Entre os anestésicos locais, a lidocaina,
anestésico local versétil, vem sendo comumente empregada para supressao de
reflexos durante as manobras de laringoscopia e intubagéo traqueal (DAVIDSON e
GILLESPIE, 1993; YORUKOGLU et al, 2003), assim como constitui farmaco de
primeira escolha no tratamento de disritmias ventriculares, com grande vantagem
diante da quinidina e da procainamida, devido ao seu rapido inicio de acao e facil
titulacdo (FEREZ e MACHADO, 2007). A bupivacaina racémica e a mistura com
excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina, também pertencentes a classe
das amino-amidas, diferenciam-se da lidocaina por apresentarem maior poténcia
e maior duracdo de acdo sendo bastante utilizadas em anestesia regional
(STOELTING e HILLIER, 2006).

Por constituirem moléculas anfifilicas tém grande afinidade pelas
membranas celulares  excitaveis inativando os canais de sddio
voltagem-dependentes e impedindo assim o influxo de ions necessarios a
despolarizacdo da membrana. Acredita-se que a diminuicdo da permeabilidade da
membrana aos ions sodio ocorra por dois mecanismos: alteragcdes gerais na
fluidez da membrana com modificagdes conformacionais na proteina-canal de
sédio voltagem-dependente e/ou pela interacdo especifica dos anestésicos locais
com os canais de so6dio (RAGSDALE e AVOLI, 1998; LI et al, 1999;
MIZOGAMI et al, 2002). Por outro lado, a correlagao direta entre hidrofobicidade e
poténcia anestésica indica que a particdo inespecifica de grande quantidade do
anestésico local na bicamada lipidica é importante para facilitar o acesso da
molécula aos sitios de ligacdo de sédio voltagem-dependente (DE PAULA e
SCHREIER, 1996; SCHREIER et al, 2000).

Ha evidéncias de que as propriedades farmacocinéticas e
farmacodindmicas dos bloqueadores neuromusculares, farmacos comumente

empregados em anestesia geral, podem ser modificadas por fatores como estado
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acido-basico, temperatura, monitorizacdo, certas patologias (queimaduras,
doencas do neur6nio motor superior e inferior) e drogas administradas por
diferentes vias (BRUCKNER et al, 1980; TOFT et al, 1990; TAIVAINEN et al, 1994;
MARTINS e MARTINS, 1997; SPACEK e KRESS, 1998; HAYWOOQOD et al, 1999;
BRAGA et al, 2001; BRAGA et al, 2002; MUNHOZ et al, 2002; NONAKA et al,
2002; MUNAKATA et al, 2004; MUNHOZ et al, 2004; CARDOSO et al, 2005;
LOYOLA et al, 2006a; LOYOLA et al, 2006b; SOUSA et al, 2006; BRAGA et al,
2007; FERNANDES et al, 2007; MARTINS et al, 2007; SUZUKI et al, 2007;
BARCELOS et al, 2008; BRAGA et al, 2008).

Entre os farmacos utilizados nos periodos pré ou per-operatério, alguns
podem isoladamente atuar ou ndo na transmissdo neuromuscular, assim como
sdo capazes de potencializar ou atenuar o efeito dos bloqueadores
neuromusculares. Ensaios clinicos descrevem que os anestésicos locais por via
peridural, rotineiramente empregados em associacdo a anestesia geral, podem
interagir e potencializar os efeitos dos bloqueadores neuromusculares,
(TOFT et al, 1990; TAIVAINEN et al, 1994; MUNAKATA et al, 2004; SUZUKI et al,
2007).

No entanto, embora estes efeitos tenham sido demonstrados
experimentalmente, em preparagdes isoladas e ensaios clinicos, a influéncia na
transmissdo neuromuscular e no bloqueio neuromuscular produzido por
bloqueadores neuromusculares competitivos é ainda alvo de pouca investigacéo
(ELLIS et al, 1953; MATSUO et al, 1978; BRUCKNER et al, 1980;
IKEDA et al, 1984; TOFT et al, 1990; PAGALA et al, 1991; TAIVAINEN et al, 1994;
NONAKA et al, 2002; MUNAKATA et al, 2004; CARDOSO et al, 2005;
LOYOLA et al, 2006a; LOYOLA et al, 2006b; MARTINS et al, 2007;
SUZUKI et al, 2007).

Na década de 50, ELLIS et al (1953), em experimentos realizados em
gatos, observaram que a procaina embora ndo exerca efeito na transmissao
neuromuscular intensifica o bloqueio produzido pela d-tubocurarina e

succinilcolina, resultados confirmados em outros trabalhos que também relataram
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ser verdadeira esta interacdo para outros anestésicos locais e bloqueadores
neuromusculares (HARRAH et al, 1970; MATSUO et al, 1978;
PAGALA et al, 1991). Estudo realizado em preparacao nervo frénico — diafragma
de rato, evidenciou que a cocaina pode diminuir a funcdo muscular por reduzir a
excitabilidade das membranas muscular e nervosa, sem, no entanto, afetar de
maneira significativa a transmissdo neuromuscular e o0s processos de
excitacao — contracdo (PAGALA et al, 1991).

Em nosso meio, FONTANA e VITAL BRAZIL (1973) relataram
resultados semelhantes, em preparacdo previamente exposta a procainamida.
Isoladamente, este farmaco n&o ocasionou alteracdo nas respostas musculares
aos estimulos isolados, mas potencializou o bloqueio neuromuscular produzido
pela d-tubocurarina. Estes achados foram confirmados recentemente por
MARTINS et al (2007) e concluiram ser esta potencializagcdo atribuida a um
decréscimo do numero de receptores pds-sinapticos disponiveis (do tipo down
regulation), ocasionado pela exposicao prolongada da juncdo neuromuscular a
procainamida, € ndo a um efeito competitivo direto entre a procainamida e o

neurotransmissor.

Estudos clinicos também demonstraram esta interagdo. Alguns autores
observaram que a poténcia e a duracdo de acado de diferentes bloqueadores
neuromusculares sdao aumentados pela lidocaina, bupivacaina e mepivacaina
empregadas no espago peridural, resultados clinicamente relevantes, e que
enfatizam a necessidade do uso freqiente de monitorizagdo da transmisséo
neuromuscular quando do emprego de anestesia geral combinada a anestesia
neuroaxial (TOFT et al, 1990; TAIVAINEN et al, 1994; MUNAKATA et al, 2004;
SUZUKI et al, 2007).

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que em preparacao
nervo frénico-diafragma de rato, a lidocaina, a bupivacaina racémica e a mistura
com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina nas concentracoes
empregadas, e administradas isoladamente ndo comprometem a transmissao

neuromuscular, no entanto, o bloqueio produzido pelo rocurénio em preparagdes
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previamente expostas aos diferentes anestésicos locais foi significativamente

maior do que o observado em preparacdes nao expostas aos anestésicos locais.

Estes resultados se assemelham ao de outras pesquisas experimentais
e clinicas que também demonstraram que os anestésicos locais empregados
isoladamente ndo comprometem a transmissdo neuromuscular, mas potencializam
o Dbloqueio neuromuscular produzido por diferentes blogueadores
neuromusculares (ELLIS et al, 1953; HARRAH et al, 1970; FONTANA e VITAL
BRAZIL, 1973; MATSUO et al, 1978; TOFT et al, 1990; TAIVAINEN et al, 1994;
MUNAKATA et al, 2004; CARDOSO et al, 2005; LOYOLA et al, 2006a;
LOYOLA et al, 2006b; MARTINS et al, 2007; SUZUKI et al, 2007).

MATSUO et al (1978), em preparagdo similar a empregada neste
estudo, estudaram a influéncia de diferentes anestésicos locais, como procaina,
lidocaina e etidocaina, no bloqueio produzido pela d-tubocurarina e observaram
gue estes anestésicos locais, mesmo em concentragdes consideradas ineficazes,
aumentaram a poténcia da d-tubocurarina, evidenciada por diminui¢do significante
da EDs,. Também relataram que bloqueadores neuromusculares em
concentracdes ineficazes para causar blogueio neuromuscular, causaram similar
diminuicdo da EDsy dos anestésicos locais. Assim, os autores concluiram que a
interacdo bloqueadores neuromusculares - anestésicos locais pode ser devido a
potencializacdo verdadeira causada pela acdo dos dois tipos de drogas em
diferentes sitios da juncdo neuromuscular. Pode-se, portanto inferir que os
anestésicos locais diminuem a margem de seguran¢a da jungdo neuromuscular

facilitando a ligacdo dos bloqueadores neuromusculares no seu local de acao.

Mais recentemente, resultados semelhantes foram descritos por
LOYOLA et al (2006a e 2006b). Estes autores estudaram em preparacao nervo
frénico - diafragma de rato, a acdo da procaina e da lidocaina na transmissdo
neuromuscular e no bloqueio neuromuscular produzido pela d-tubocurarina e pelo
rocurénio. Concluiram que o0s anestésicos locais isoladamente néao
comprometeram a transmissdo neuromuscular, mas potencializaram o bloqueio

produzido pelos diferentes bloqueadores neuromusculares.
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Os autores também observaram o completo antagonismo com a
4-aminopiridina do bloqueio produzido pelo rocurénio nas preparagcdes expostas a
lidocaina, podendo sugerir que essa interacdo (lidocaina-rocurdnio) tem
componente predominantemente pré-sinaptico, relacionado a diminuicdo da
liberacao de acetilcolina. Esta hipdtese tem por suporte o antagonismo parcial pela
neostigmina, uma vez que os anticolinesterasicos sado eficazes apenas na

reversao do bloqueio pds-sinaptico (LOYOLA et al, 2006a).

Também se observou neste estudo, que nos experimentos em que se
utilizou a bupivacaina nas duas formulagdes (R50-S50) e (R25-S75), a instalacao
do bloqueio neuromuscular total produzido pelo rocurbnio se fez mais
precocemente, em relagdo ao observado nas preparacdes expostas a lidocaina,
ocorrendo em aproximadamente 26,8 + 4,32 minutos e 24,0 + 6,74 minutos,

respectivamente.

A estrutura e as caracteristicas fisico-quimicas destes dois anestésicos
podem constituir fatores determinantes para estes achados, visto que a poténcia
destes farmacos é maior do que a da lidocaina. Esta propriedade pode ser
atribuida "a maior hidrofobicidade destes dois agentes indicando uma via de
acesso alternativa a sitios hidrofébicos na proteina do canal de soédio. A
solubilidade em agua é uma caracteristica essencial para o transporte da molécula
do anestésico para as fibras nervosas, assim como o equilibrio de ionizacao que
garante a existéncia de formas ionizadas e nao ionizadas no seu sitio de agdo. Em
contrapartida a solubilidade lipidica é crucial para a particao da droga no axénio, o
que garante que quantidades suficientes de moléculas de anestésico local
penetrem na membrana, inativando o canal de sodio. Desta forma a interpretacao
do mecanismo de acao deixa de ter uma abordagem restrita a importancia da
interacdo com o lipidio ou direta com a proteina canal de sédio e torna-se mais
abrangente, fornecendo uma visdo mais global de sua acdo na membranas
celulares (SCHREIER et al, 2000 ;FRACETO e DE PAULA, 2006).
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Adicionalmente anestésicos locais como a ropivacaina, bupivacaina e
mepivacaina, devido a sua estrutura quimica, apresentam a propriedade de
fluidificar as membranas que em associacdao a hidrofobicidade parece também
influenciar na sua atividade (MIZOGAMI et al, 2002). Estes autores mostraram que
a fluidificagdo promovida pela bupivacaina e pela ropivacaina €
predominantemente no nucleo da membrana, em relacao a superficie, sendo mais
efetiva com a bupivacaina do que com a ropivacaina. Ja com a mepivacaina esta

fluidificacdo se mostrou homogénea nas duas regidées da membrana.

A bupivacaina racémica, a mistura enantiomérica de bupivacaina, a
ropivacaina e a mepivacaina, comumente contém no seu anel piperidinico um
centro quiral, fornecendo isémeros Opticos com configuragdes S (-) e R (+). Além
da afinidade aos receptores, esta estereoisomeria também é fator que contribui

para a fluidificacdo das membranas celulares (MIZOGAMI et al, 2002).

Neste estudo, os efeitos dos anestésicos locais também foram
avaliados em outras preparacdes buscando-se os provaveis mecanismos dessa
interacdo. A preparagado biventer cervicis de pintainho possui caracteristicas
diferentes das preparacbes em mamiferos, e devido ao seu comportamento
peculiar frente aos agonistas dos receptores colinérgicos nicotinicos, permitiu
avaliar a afinidade da lidocaina, bupivacaina racémica e mistura enantiomérica de
bupivacaina pelos receptores nicotinicos pds-sinapticos. A atividade pés-sinaptica
pode ser identificada pela auséncia de resposta aos agonistas colinérgicos, sem
afetar as respostas ao aumento de concentragdo de potassio ou a estimulagéao
direta (BARRET e HARVEY, 1979).

Enquanto nos mamiferos a inervagao da juncao neuromuscular é focal,
ou seja, possui uma regido de placa terminal na qual o nervo se ramifica em um
local especializado do musculo, onde se localizam os receptores de acetilcolina,
nas aves a inervacao é 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 jungcao neuromuscular de aves do que na de

mamiferos.
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Devido a alta densidade de receptores, os agonistas provocam uma
despolarizacdo sustentada na fibra muscular e a resposta observada é uma
contratura muscular (encurtamento das fibras musculares) que se deve ao influxo
de ions calcio para estas células. Este tipo de comportamento se diferencia da
contragdo muscular normal, pois nesta Ultima, a despolarizagdo rapida da placa
terminal gera um potencial de acdo que se propaga pela fibra muscular e, na
contratura, a despolarizacéo é sustentada, lenta e ndo se propaga, mas ocorre em
todos os locais da fibra onde existem o0s receptores para a acetilcolina
(GINSBORG e WARRINER, 1960; BOWMAN, 1980; BOWMAN, 1994;
MIRANDA et al, 2000).

Os resultados observados nesta preparacao, mostram que os diferentes
anestésicos locais, nas concentragcdes empregadas, diminuiram de maneira
significativa e semelhante a resposta contraturante a acetilcolina, podendo sugerir
que a interagdo com o rocurdnio seja devido a um mecanismo competitivo entre
0s anestésicos locais e 0 neurotransmissor. Estes resultados podem ser
explicados pelos achados de UETA et al (2006), que estudaram in vitro a atividade
antagonista da bupivacaina racémica e de seus dois enantiomeros S (-) e R (+)
isoladamente, em receptores colinérgicos nicotinicos, receptores do acido
gama-aminobutirico  (GABA), da  5-hidroxitriptamina  (5-HT) e do
N-metil-d-aspartato (NMDA). Os autores concluiram que a bupivacaina racémica e
seus isdbmeros antagonizam a atividade destes receptores de maneira similar e

concentracao dependentes.

No entanto, estudos realizados em jungdo neuromuscular de sapo e
empregando métodos eletrofisiologicos e bioquimicos demonstraram que a
bupivacaina ndo apresenta afinidade competitiva para os sitios de reconhecimento
da acetilcolina no receptor nicotinico, e sim interage com sitios do canal ibnico do
receptor na sua corformacgéo aberta (ARACAVA et al, 1984; IKEDA et al, 1984).

Nos experimentos com a preparacao biventer cervicis de pintainho néao
foram observadas contraturas musculares em resposta a lidocaina, bupivacaina

racémica e mistura enantiomérica, resultados contrarios aos de WALI (1984) que
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relatou contratura na musculatura da ave ocasionado pela lidocaina. Esse efeito
pode dever-se a um aumento na liberacdo de calcio do reticulo sarcoplasméatico
(WALI, 1984; COLLINS, 1993). Drogas que atuam péds-sinapticamente podem
bloquear a acdo nos receptores e as respostas a estimulacao indireta, mas nao
afetam a resposta a estimulacao direta do musculo.

Nos estudos eletrofisiolégicos, observamos que o0s anestésicos locais
na concentracdo empregada ndo produziram alteragdes nas medidas do potencial
de membrana das fibras musculares, mantendo-se acima de - 82 milivolts,
portanto dentro dos limites de normalidade (BKAILY et al, 1998). De acordo com o
descrito por BOWMAN (1980), pode-se inferir que esses farmacos nao possuem
acao despolarizante sobre a fibra muscular, que seu mecanismo de agdo na
juncdo neuromuscular ndo esta relacionado a atividade estabilizadora de
membrana muscular, e sim impedem a conducdo dos potenciais de acao

propagados, sem afetar o potencial de membrana.

A auséncia de alteragdo no potencial de membrana, também foi
observado por outros autores, que estudaram os efeitos da procaina e da
lidocaina em diafragma de rato (LOYOLA et al, 2006a; LOYOLA et al, 2006b).

Nos estudos eletrofisiolégicos, a avaliacdo dos potenciais de placa
terminal em miniatura, detectam pequena e continua liberacdo espontanea de um
quantum de acetilcolina, inefetiva para deflagrar um potencial de acao, sem a
necessidade de haver um estimulo elétrico neuronal. Essa liberacdo é
responsavel por pequenos potenciais de amplitude correspondente a centésima
parte do potencial de placa terminal, denominados de minipotencial de placa ou
potenciais em miniatura da placa terminal, cuja funcdo é desconhecida, mas
parece estar relacionada a manutencao do trofismo muscular (FATT e KATZ,
1952).

Essa propriedade contribui para investigar a influéncia pré e
pds-sinaptica das drogas utilizadas, pela sua interferéncia nos processos de

producéo ou liberagdo do mediador.
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Como descrito anteriormente por outros autores, a lidocaina
inicialmente ocasionou aumento na freqiéncia dos potenciais de placa terminal

em miniatura, seguido de bloqueio (LOYOLA et al, 2006a).

Estes resultados podem sugerir que a lidocaina possui atividade
pré-sinaptica, que leva a um discreto aumento na liberacdo de acetilcolina. E
possivel que este aumento inicial na concentracdo do neurotransmissor na fenda
singptica e seu contato prolongado com o receptor da placa terminal, possa
ocasionar dessensibilizagdo destes receptores e consequentemente bloqueio.
Esse fenbmeno de dessensibilizacdo provocado pela interagcdo prolongada dos
receptores com a acetilcolina e analogos, tornando a placa terminal refrataria a
acetilcolina, pode também explicar a interacdo lidocaina - bloqueadores
neuromusculares (THESLEFF, 1955a; THESLEFF, 1955b; VITAL BRAZIL e
FONTANA, 1982; PAVANI, 1983).

Ao contrario do observado com a lidocaina, nas preparagdes expostas
a bupivacaina nas duas formulagdes, houve bloqueio progressivo destes, com

diminuicao na freqtiéncia e na amplitude, até o seu completo desaparecimento.

Embora a lidocaina e a bupivacaina nas duas formulacées empregadas
isoladamente ndo tenham comprometido a transmissdo neuromuscular, efeito
evidenciado nas respostas musculares a estimulacao indireta, os resultados dos
estudos eletrofisiol6gicos mostram que estas drogas nas concentracoes

empregadas interferem nos potenciais em miniatura de placa terminal.

A explicagdo para a interacdo dos anestésicos locais — bloqueadores
neuromusculares é multifatorial. Os anestésicos locais devido ao bloqueio da
conducdo dentro da fibra nervosa, podem interferir com a transmissao
neuromuscular, nao existindo evidéncias de que eles inibem a sintese de
acetilcolina, mas em baixas concentragdes reduzem a amplitude, sem alteracéo
na freqiéncia do potencial de placa terminal em miniatura. Assim, a influéncia do
anestésico local sobre esses parametros indica que eles diminuem a liberacao da

acetilcolina ou diminuem a sensibilidade da membrana pdés-juncional para a
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acetilcolina (STRAUGHAN, 1971; MATTHEWS e QUILLIAM, 1964; USUBIAGA e
STANDAERT, 1968). O efeito pds-juncional pode ser atribuido a interferéncia com
o receptor ocupado pelo transmissor ou com a mudancga no potencial de equilibrio
do transmissor (MAENO et al, 1971; NEHER e STEINBACH, 1978; RUFF, 1982).

BOWMAN et al (1970) descreveu uma teoria relacionada com o modo
de acao dos anestésicos locais, que se baseia na hip6tese de que a acetilcolina
esta envolvida na conducao nervosa, e as moléculas de muitos anestésicos locais
por apresentarem semelhanca estrutural com a acetilcolina, sdo capazes de
antagonizar sua agao em varios tecidos. Esse conjunto sugere que 0s anestésicos
locais bloqueiam a condugdo, antagonizando a ag¢do da acetilcolina dentro da

membrana.

De acordo com a literatura, os resultados deste estudo mostram que, os
mecanismos responsaveis pela interacao entre os anestésicos locais estudados e
o rocurbnio sao multiplos e controversos. As alteracées do potencial de placa
terminal em miniatura exteriorizam uma acgdo pré-singptica, modificando a
liberagdo quantal de acetilcolina. A auséncia de alteragbes no potencial de
membrana demonstra que nesta concentracdo estas drogas ndo possuem acao
despolarizante sobre a fibra muscular, e a redugdo na amplitude da resposta a
acetilcolina reflete uma provavel acao poés-sinaptica, particularmente na placa

motora terminal.

A associacao de técnicas anestésicas que impliguem no uso simultdneo
de anestésicos locais e bloqueadores neuromusculares pode ocasionar efeitos
indesejaveis durante e ap6s a realizagcdo de procedimentos cirurgicos. Embora
essa interacao possa diferir entre as diferentes espécies e a extrapolacao desses
resultados para humanos nao seja quantitativamente semelhante, as implicagdes
clinicas dessa interagdo tornam imprescindivel a necessidade de monitorizagdo do
blogueio neuromuscular, meio mais adequado para se avaliar o emprego correto e

seguro dos bloqueadores neuromusculares.
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6- CONCLUSOES
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Dos resultados apresentados neste trabalho sobre os efeitos dos
anestésicos locais, lidocaina, bupivacaina racémica e mistura enantiomérica em
excesso de 50% de bupivacaina na jungdo neuromuscular e a sua influéncia no
bloqueio neuromuscular produzido pelo rocurénio, pdde-se concluir que os

anestésicos locais nas concentracdes estudadas:

1. ndo comprometeram a transmissdo neuromuscular, mas
potencializaram o bloqueio neuromuscular produzido pelo

rocurénio;

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

de acéo € na jungdo neuromuscular e ndo na fibra muscular;

3. apresentaram efeito pré-sinaptico refletido por alteragdes nos

potenciais de placa terminal em miniatura;

4. apresentaram efeito pos-sinaptico, refletido por diminuicdo na
resposta a acetilcolina.

Os resultados podem sugerir uma interacédo do tipo sinergismo entre as
drogas estudadas, e deve ser levada em consideracao quando do uso simultaneo
destas drogas na pratica clinica.
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ANEXO 1- Comissdo de Etica na Experimentacdo
Animal — CEEA - IB-UNICAMP

Universidade Estadual de Campinas
Instituto de Biologia

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 1204-1, sobre "Efeitos de anestésicos locais
na transmissdo neuromuscular e sua influéncia no bloqueio
neuromuscular produzido por diferentes bloaueadores neuromusculares.
Estudo experimental”, sob a responsabilidade de Dra. Angélica de Fatima
Assuncao Braga, esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentacao
Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA),
tendo sido aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentagdo Animal
(CEEA)-IBUNICAMP em 27 de fevereiro de 2007.

CERTIFICATE
We certify that the protocol nO 1204-1, entitled "Effects of local
anaesthetics _in_neuromuscular transmission and the influence in
neuromuscular blockade
roduced bv differents neuromuscular blockers. Experimental Studv", is in
agreement with the Ethical Principies 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 February 27.2007.

campinas, 27 de fevereiro de 2007.

fa. D A M G Id
rofa. Dra. Ana Maria uaralao \(9\

Presidente
CEENIB - Unicamp Fatima A!q]nso :
Caixa Postal 6109 Secretakid Executiva

13083-970 Campinas, SP — Brasil

Telefone: (19) 3521-6359

Telefax: (19) 3521-6356

E-maU: comisib@unicamp.br
http://www.ib.unicamp.br/instituclonal/ceealindex.htm
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ANEXO 2- COBEA - Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal

RESOLUCAO Ne¢ 592, DE 26 DE JUNHO DE 1992

Enquadra as Entidades obrigadas a registro na Autarquia: CFMV-CRMVs, da
outras providéncias, e revoga as Resolucoes 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 obtengao 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 lll - 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, simulagcdes computadorizadas, sistemas
biolégicos "in vitro", utilizando-se o menor nimero 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 sedacgao,
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 condicées 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 experimentacao,

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

COBEA - Colégio Brasileiro de Experimentagdo 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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ANEXO 3 - Processo Editorial

Prezada Profa. Angélica de Assuncao Braga,

A Revista Acta Cirurgica Brasileira esta indexada em todas as agéncias, nacionais
e internacionais, que avaliam os artigos publicados.

Além da forma e do conteudo do trabalho leva-se em conta o esmero do idioma,

que tem merecido nossa atencao.

O nosso interesse é mutuo para que a publicacao seja bem recebida pelos leitores

e pelos avaliadores, que estdo cada vez mais exigentes.

Encaminho, em anexo, o artigo para as devidas corregcdes e atendimento as

solicitag6es do nosso revisor.
Aguardarei sua manifestacao a respeito.
Atenciosamente,

Prof. Saul Goldenberg

Editor Responsavel - Acta Cir Bras

Prezada Profa. Angélica de Assuncao Braga

Encaminho o artigo para a reviséo final. Solicito enviar o artigo, corrigido, pronto

para a publicacdo. Favor incluir as figuras no texto nos locais indicados.
Aguardarei retorno.
Atenciosamente,

Prof. Saul Goldenberg

Anexos
134



ANEXO 4- TABELAS

Tabela 6- Valores individuais, médias e desvios padrao da reducao (%) na
amplitude das respostas musculares a estimulacao elétrica indireta em
preparacao nervo frénico diafragma de rato, causada pelo rocurdnio
isoladamente (4 pug/mL) e pelo rocurénio (4 ug/mL) em preparacao

previamente exposta a lidocaina (20 pg/mL)

Experimentos rocuronio rocurdnio e lidocaina p
(n=5)
1 80,0 100
2 70,0 83,33
3 66,0 81,48
4 63,0 85,71
5 86,6 100
X+ DP 73,12+ 9,89 90,10 £9,15 0,0226

Teste t de Student
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Tabela 7- Valores individuais, médias e desvios padrdo da reducdo (%) na
amplitude das respostas musculares a estimulacao elétrica indireta em
preparacao nervo frénico diafragma de rato, causada pelo rocurdnio
isoladamente (4 ug/mL) e pelo rocurbénio (4 ug/mL) em preparacao

previamente exposta a bupivacaina racémica (S50-R50) - (5ug/mL)

Experimentos rocuronio rocurdnio e bupivacaina p
(n=5) racémica
1 80,0 100
2 70,0 100
3 66,0 100
4 63,0 100
5 86,6 100
X +DP 73,12 + 9,89 100+ 0 0,0037

Teste t de Student
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Tabela 8- Valores individuais, médias e desvios padrdo da reducdo (%) na
amplitude das respostas musculares a estimulacao elétrica indireta em
preparacao nervo frénico diafragma de rato, causada pelo rocurdnio
isoladamente (4 ug/mL) e pelo rocur6nio (4 ug/mL) em preparacao
previamente exposta a mistura com excesso enantiomérico de 50% de
bupivacaina (S75-R25) — (5,0ug/mL)

Experimentos rocuronio rocuronio e bupivacaina p
(n=5) (S75-R25)
1 80,0 100
2 70,0 100
3 66,0 100
4 63,0 100
5 86,6 100
X+ DP 73,12 + 9,89 100+ 0 0,0037

Teste t de Student
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Tabela 9- Valores individuais, médias, desvios padrao e percentual de redugédo da
amplitude (%) da resposta causada pela Acetilcolina (5pug/mL) em

preparacao biventer cervicis de pintainho, antes e apds a adigdo de

lidocaina (20ug/mL)
Experimentos antes da apoés a % de reducao P
(n=7) lidocaina lidocaina
1 100 90,0 10,0
2 100 71,4 28,6
3 100 90,0 10,0
4 100 71,4 28,6
5 100 62,5 37,5
6 100 33,3 66,7
7 100 80,0 20,0
X+ DP 100 71,22 +19,56 28,77 +19,56  0,0081

Teste t de Student para amostras pareadas
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Tabela 10- Valores individuais, médias, desvios padrdao e percentual de reducao
da amplitude (%) da resposta causada pela Acetilcolina (5ug/mL) em
preparacao biventer cervicis de pintainho, antes e apos a adicao de

bupivacaina racémica (S50-R50) - (5,0ug/mL)

Experimentos antes da apos a % de p
(n=7) bupivacaina bupivacaina reducao
racémica racémica
1 100 80,0 20,0
2 100 62,5 37,5
3 100 71,4 28,6
4 100 83,3 16,7
5 100 77,0 23,1
6 100 80,0 20,0
7 100 80,0 20,0
X+ DP 100 76,31 £7,12 23,70+ 7,12 0,0001

Teste t de Student para amostras pareadas
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Tabela 11- Valores individuais, médias, desvios padrdao e percentual de reducao
da amplitude (%) da resposta causada pela Acetilcolina (5ug/mL) em
preparacao biventer cervicis de pintainho, antes e apds a mistura com
excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina (S75-R25) -

(5,0ug/mL)
Experimentos antes da apods a % de reducao P
(n=7) bupivacaina bupivacaina
(S75-R25) (S75-R25)
1 100 75,0 25,0
2 100 69,2 30,8
3 100 73,3 26,7
4 100 50,0 50,0
5 100 50,0 50,0
6 100 73,3 26,7
7 100 76,7 23,3
X+ DP 100 66,78 + 11,69 33,2+11,69 0,0003

Teste de Wilcoxon para amostras pareadas
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