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RESUMO

Os anestésicos locais (AL) podem interagir com os bloqueadores
neuromusculares (BNM) e modificar as suas propriedades farmacocinéticas e
farmacodinamicas, no entanto o mecanismo dessa interacao é controverso. Este
estudo experimental, realizado em preparagdes nervo frénico - hemidiafragma de
rato e musculo biventer cervicis de pintainho, teve por objetivo avaliar o efeito de
diferentes AL na transmissdo neuromuscular e sua influéncia no bloqueio
produzido pelo pancurénio. Foram avaliados os seguintes parametros: efeito na
transmissdao neuromuscular dos AL (ropivacaina, levobupivacaina, mistura em
excesso enantiomérico de bupivacaina) e do pancurbnio empregados
isoladamente; o bloqueio produzido pelo pancurdnio em preparagdes previamente
expostas aos AL; a eficacia da neostigmina e da 4-aminopiridina na reversao do
bloqueio neuromuscular produzido pelo pancurénio isoladamente e em
preparagdes previamente expostas aos AL; a acdo dos AL na resposta
contraturante a acetilcolina; seus efeitos nos potenciais de membrana e nos
potenciais de placa terminal em miniatura. Os resultados foram expressos em
médias e desvios padréo e analisados através dos testes t de Student, Wilcoxon,
Anova, Kruskall-Wallis e Mann-Whitney. Adotou-se um nivel de significancia de
5% (p<0,05). Na preparacao nervo frénico - hemidiafragma de rato, os AL nas
concentragcées empregadas, ndo alteraram a amplitude das respostas musculares
mas, potencializaram o efeito do pancurdnio. O bloqueio neuromuscular foi parcial
e totalmente revertido com a neostigmina e com a 4-aminopiridina,

respectivamente. Nao causaram alteracdo significativa nos potenciais de
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membrana e produziram diminuigao progressiva na amplitude e na frequéncia dos
potenciais de placa terminal em miniatura. Na preparacdo biventer cervicis de
pintainho os AL, com excegdo da ropivacaina, promoveram diminuicdo na
resposta contraturante da acetilcolina. Os resultados obtidos neste estudo
demonstram um sinergismo entre os farmacos estudados, resultante das ac¢des

pré e pds-juncionais dos anestésicos locais.
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ABSTRACT

Local anaesthetics (LA) may interact with neuromuscular blockers and modify their
pharmacokinetic and pharmacodynamic properties. However, the mechanism of
this interaction is controversial. This experimental study, conducted in rat phrenic
nerve diaphragm preparations and chick biventer cervicis, aimed to evaluate the
effect of different LA in neuromuscular transmission and its influence on
pancuronium induced blockade. The following parameters were evaluated: the
effect on neuromuscular transmission of LA (ropivacaine , levobupivacaine mixture
enantiomeric excess bupivacaine) and pancuronium used in isolation; the blockade
produced by pancuronium in preparations previously exposed to LA; the
effectiveness of neostigmine and 4 - aminopyridine in the reversal of
neuromuscular blockade produced by pancuronium alone and in preparations
previously exposed to AL; the action of LA in the contractile response to
acetylcholine; its effects on membrane potentials and miniature endplate
potentials. The results were expressed as means and standard deviations and
analyzed using Student's t, Wilcoxon, ANOVA, Kruskal-Wallis and Mann-Whitney
tests. A significance level of 5 % (p < 0,05) was adopted . In the rat phrenic nerve
diaphragm preparation the LA, in the concentrations used, did not alter the
amplitude of muscle response but potentiated the effect of pancuronium.
Neuromuscular blockade was partially and fully reversed with neostigmine and 4-
aminopyridine, respectively. There was no significant change in membrane
potential and a progressive decrease in the amplitude and frequency of miniature
endplate potentials was produced. In the chick biventer cervicis preparation the LA,

with the exception of ropivacaine, led to a decrease in the contractile response to
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acetylcholine. The results of this study demonstrate a synergistic effect between

the drugs studied, resulting from prejunctional and postjunctional actions of LAs.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O mecanismo de acdo dos anestésicos locais na transmissao
neuromuscular e seus efeitos nos componentes sinapticos e eletrofisiolégicos da
célula nervosa ainda sao alvo de pouca investigagdo, assim como, a influéncia
destes farmacos no bloqueio neuromuscular produzido por diferentes
bloqueadores neuromusculares (MATSUO et al, 1978; TABATABAI e BOOTH,
1990; LOYOLA et al, 2006a, LOYOLA et al, 2006b; BRAGA et al, 2009;
CARVALHO et al, 2009). Na pratica clinica, complicagdes ventilatérias no pds-
operatorio, decorrentes do bloqueio residual, constituem eventos frequentes e
temidos pelos Anestesiologistas. E de grande importancia conhecer a
possibilidade da interacdo de bloqueadores neuromusculares com outros
farmacos utilizados, simultaneamente, durante a anestesia, alterando a margem
de seguranca da transmissdo neuromuscular e modificando os efeitos dos
bloqueadores neuromusculares, uma vez que esta interagdo pode contribuir para
a maior incidéncia de bloqueio residual e complicagcdes nos pos-operatorio. As
implicagbes clinicas dessas interagoes tornam evidentes a necessidade de
monitorizacao do bloqueio neuromuscular e de reducao na dose destes farmacos,
quando do uso simultaneo destes agentes (BRUCKNER et al, 1980; MUNHOZ et
al, 2002; LOYOLA et al, 2006a; STOELTING e HILLIER, 2006a; BRAGA et al,

2009; CARVALHO et al, 2009; BRAGA et al, 2013; LIN e LIU, 2013).

Os anestésicos locais atuam, preferencialmente, nos canais de sodio
voltagem-dependentes, interrompendo a condugao neural por inibicdo do influxo

de ions sodio, através de canais e poros iGnicos nas membranas neuronais.
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Normalmente, estes canais estdo em estado de repouso, durante o qual os ions
sb6dio estdo impossibilitados de entrar. Bloqueiam os potenciais de acao
responsaveis pela conducdo nervosa, reduzindo ou impedindo o grande e
transitério aumento na permeabilidade das membranas excitaveis ao Na* (NEHER
e STEINBACK, 1978; CATTERALL e MACKIE, 1996; JACOB, 1998; STOELTING
e HILLIER, 2006a). Eles interagem com um ou mais locais de ligagao especificos
dentro do canal de sédio e interferem na permeabilidade da membrana. O
anestésico local também pode deslocar o célcio de um local proximo ao canal de
Na* e, a seguir, bloguear o canal de Na’ adjacente ou, em virtude de suas
propriedades lipofilicas, incorporar-se a membrana celular, impedindo a abertura
dos poros e, portanto, interferindo na passagem de eletrélitos (JACOB, 1998;
ALVES e GUANAIS, 2002; MCLURE e RUBIN, 2005; STOELTING e HILLIER,

2006a).

O equilibrio das formas basicas e catibnicas em que se apresentam os
anestésicos locais estd na dependéncia da constante de dissociacdo (pKa) de
cada anestésico e do pH do meio, sendo a forma catidnica 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 catidénica desloca
os ions Ca™ dos sitios receptores lipoproteicos, localizados na superficie interna
da membrana celular, bloqueando o0s canais de sbédio, decrescendo a
permeabilidade a estes ions e inibindo a despolarizagdo da membrana (BRAZ et
al, 1983; RUBIN, 1994; JACOB, 1998; ALVES e GUANAIS, 2002; STOELTING e

HILLIER, 2006a; MORGAN e MIKHAIL, 2013a).
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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
apresenta na forma de aminas terciarias (raramente secundarias) e situam-se em
duas categorias: amino-ésteres (procaina, tetracaina e cocaina) ou amino-amidas
(lidocaina, bupivacaina, ropivacaina, mistura enantiomérica de bupivacaina e
levobupivacaina). Sdo bases fracas, pouco soluveis em agua, estando disponiveis
para 0 uso como solucdo de sal 4cida, que é altamente hidrossoluvel e estavel
(BIANCONI, 1998; JACOB, 1998; ALVES e GUANAIS, 2002; STOELTING e

HILLIER, 2006a; LIN e LIU, 2013; MORGAN e MIKHAIL, 2013a).

Q —C— X—— (CH)n —N
NR
o 2
grupo ligacao cadeia grupo
aromatico ester ou intermediaria amina

amida

Figura 1. Estrutura molecular dos Anestésicos Locais (COVINO,1986)

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 fungao da sua quiralidade, sobretudo por agirem
no organismo a partir de uma afinidade preferencial e seletiva aos receptores do

canal de sodio, propiciando diferencas nos graus de cardiotoxicidade e
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neurotoxicidade entre as formas levégiras, dextrdgiras e racémicas (WULF, 1997;

SIMONETTI et al, 1998).

Em 1957, pesquisadores sintetizaram uma série homéloga de composto
com substituicdes N-alquilicas (metil, propil e butil) na estrutura pipecolil xilidida, e
a adicao do radical butil resultou em N-butil pipecolil-xilidida ou butil PPX —
bupivacaina (EKENSTRAM et al, 1957). A bupivacaina é comercializada como
mistura racémica, contendo dois isdmeros Opticos: o enantibmero R (+) e o0
enantiomero S (-), com diferentes efeitos farmacoldgicos e toxicolégicos.

A existéncia de dois isbmeros Opticos, ou enantibmeros, resulta da
configuracao da féormula estrutural. O composto butil pipecolil xilidida contém um
carbono assimétrico ou quiral (do grego, mao), ao qual se ligam grupos de atomos
formando isdmeros épticos, que sao imagens de espelho em trés dimensdes, com
forma de uma “mao direita” ou de “mao esquerda” e que nao se superpbem
(SIMONETTI, 1995; SIMONETTI, 1997a; SIMONETTI, 1997b). A comparagéo dos
enantibmeros, quanto a poténcia e a duragdo da analgesia, mostrou que o
isbmero S (-) da bupivacaina se equivale ou até supera o isdbmero R (+) (APS e
REYNOLDS, 1978).

Estudos realizados em animais mostraram ser a DLsy do isbmero R (+)
significativamente menor do que a do isdmero S (-), concluindo ter o isémero R (+)
maior cardio e neurotoxicidade (ABERG, 1972; SIMONETTI, 1997a; TRACHEZ et
al, 2005). Esta diferenca foi confirmada com base em resultados de estudos
eletrofisiologicos, que demonstraram a estereoseletividade dos enantibmeros da

bupivacaina para os sitios de ligacdo dos canais rapidos de sédio. O enantiémero
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R (+) bupivacaina se liga mais firmemente ao canal de sédio e se dissocia deste
mais lentamente do que o enantiémero S (-), além de deprimir mais intensamente
a velocidade maxima de despolarizacao (Vmax) e induzir um bloqueio frequéncia-
dependente bastante pronunciado (ARACAVA et al, 1984; CLARKSON e
HONDEGHEM, 1985; VANHOUTTE et al, 1991; LEE-SON et al, 1992;
SIMONETTI, 1997a; SIMONETTI, 1997b). Além disso, o enantibmero S (-)
apresenta menor poténcia para bloqueio motor do que a mistura RS (+/-) de
bupivacaina (TRACHEZ et al, 2005). Alguns autores demonstraram in vitro que a
bupivacaina apresenta maiores lipossolubilidade, permeabilidade tissular e
afinidade pelos canais de sodio, caracteristicas farmacocinéticas, que Ihe
conferem maior poténcia anestésica, produzindo bloqueio nervoso com
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 acao e, com base na isomeria, 0
desenvolvimento de formulagdes alternativas oriundas da férmula estrutural basica
(GARCIA et al, 2001; MATHER e CHANG, 2001; LIGUORI et al, 2002;
STOELTING e HILLIER, 2006a). Atualmente, existem duas alternativas de
enantibmeros puros relativamente seguras: a S (-) ropivacaina e a S(-)
bupivacaina (levobupivacaina). Porém, apesar de apresentarem maior seguranca
devido a menor cardiotoxicidade, ambas exibem menor propriedade de produzir

relaxamento muscular (DELFINO et al, 1999; GARCIA et al, 2001).
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A ropivacaina (Figura 2) é puramente um enantibmero S (-), menos
lipofilico que a bupivacaina racémica, o que lhe confere um clearance maior e
meia-vida de eliminacdo mais curta. Possui atividade vasoconstritora intrinseca
potente, inerente a sua estrutura, ndo sendo formulada para uso subaracnoideo,
pois poderia comprometer o fluxo sanguineo medular. Age diretamente na
vasculatura por agdo vasoconstritora, diferente da cocaina, que age indiretamente
inibindo a recaptura da norepinefrina nas fibras pds-ganglionares simpaticas,
sendo, de fato, o Unico anestésico local simpatomimético. E muito utilizada em
anestesia peridural, bloqueios periféricos e anestesias infiltrativas. A ropivacaina
compartilha com a levobupivacaina S(-) a especificidade de bloquear fibras
sensitivas com significante aumento deste efeito, propriedade que justifica seu uso
em analgesia pés-operatéria, através da infiltracado da ferida cirlrgica,
particularmente em colecistectomias e herniorrafias (SIMONETTI, 1995;

STOELTING e HILLIER, 2006a; MORGAN e MIKHAIL, 2013a).
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Figura 2. Estrutura molecular da ropivacaina (MORGAN e MIKHAIL,

2013a)
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A levobupivacaina S (-) (Figura 3) é o enantibmero 100% (S-) puro da
bupivacaina racémica (S50-R50), com propriedades farmacolégicas semelhantes
as da ropivacaina, como menor lipossolubilidade, menor toxicidade sistémica,
maior bloqueio sensitivo e menor bloqueio motor em relagédo ao observado para a
bupivacaina racémica (STOELTING e HILLIER, 2006a; LIN e LIU, 2013;

MORGAN e MIKHAIL, 2013a).

CHg i
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Figura 3. Estrutura molecular da levobupivacaina (MORGAN e MIKHAIL,

2013a)

Através de tecnologia genuinamente brasileira, a manipulagcao
enantiomérica dos componentes da bupivacaina racémica resultou na nova
formulacdo, contendo 25% do isbmero R (+) e 75% do isbmero S (-) da
bupivacaina (Figura 4). Embora produza anestesia comparavel a formulacao
racémica, a presencga de apenas 25% do isémero R (+) bupivacaina contribui para
a atividade anestésica deste farmaco, com menor risco de cardio e
neurotoxicidade (GRISTWOQOD 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) (SIMONETTI, 2006)

Adicionalmente, conserva as mesmas propriedades fisico-quimicas da
forma racémica, particularmente, lipossolubilidade e ligacao proteica, favorecendo
assim uma maior penetracdo e fixacdo no tecido neural. Nesse particular, a
mistura enantiomérica apresenta as vantagens da bupivacaina racémica, em
termos de qualidade de blogueio e duragdao de anestesia (KOPACZ et al, 2000).
Em estudo realizado em ratos, empregando preparagao nervo ciatico - musculo
gastrocnémico, foi observado que a poténcia do enantibmero S (-) bupivacaina foi
aumentada, quando 25% deste isémero foi substituido por 25% do isémero R (+)
bupivacaina, concluindo ser a bupivacaina nao racémica (S75:R25)
significativamente mais potente do que os isébmeros S (-) ou 0 R (+), quanto a
capacidade de causar bloqueio motor (TRACHEZ et al, 2005).

O relaxamento muscular necessario para o procedimento cirdrgico pode ser
obtido por anestesia regional, anestesia inalatéria ou venosa profunda e por

agentes bloqueadores neuromusculares (BNM). Em 1942, Harold Griffith publicou
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os resultados de um estudo, onde foi utilizado um extrato refinado de curare
(veneno da flexa dos indios sul-americanos) durante a anestesia. Os
bloqueadores neuromusculares passaram, entdo, a fazer parte do arsenal de
farmacos rotineiramente utilizados na pratica anestésica. Apresentam em sua
estrutura um ou mais grupos de aménio quaternario, carregados positivamente,
que se ligam as subunidades alfa do receptor nicotinico na placa motora,
mimetizando a ag¢do da acetilcolina, causando despolarizacdo antes da paralisia
ou impedindo o acesso da acetilcolina ao receptor, evitando a despolarizagao
(HUNTER, 1995; SPARR et al, 2001; STOELTING e HILLIER, 2006b; DONATI,

2013; MORGAN e MIKHAIL, 2013b).

Desde a introducao 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 adespolarizantes, sintéticos, com
grande potencialidade para o uso clinico, resultantes de pesquisas, que se
concentram em duas grandes familias: o0s benzilisoquinoleinicos e o0s
aminoesteréides. No grupo dos benzilisoquinoleinicos encontram-se a d-
tubocurarina, a metocurina, o alcurénio, o atracurio, o cisatracurio, 0 mivacurio e o
doxacurio, € no grupo dos aminoesterdides se destacam o rocurénio, pancurdnio e
o vecurbnio (WAUD, 1984; HUNTER, 1995; SPARR et al, 2001; STOELTING e

HILLIER, 2006b; DONATI, 2013; MORGAN e MIKHAIL, 2013b).

O pancur6nio (Figura 5) é um bloqueador neuromuscular aminoesteroéide
nao despolarizante de longa duragdo de acao, o que o torna indicado em cirurgias
prolongadas e de grande porte. A sua estrutura quimica consiste em um anel

43



esteréide com duas moléculas de acetilcolina modificadas. E pouco metabolizado
pelo figado e seus metabdlitos possuem alguma atividade bloqueadora
neuromuscular. A excrecao é primariamente renal (40%) e 10% pela bile. Possui
efeitos cardiovasculares atribuidos a associacéo de bloqueio vagal e liberagao de
catecolaminas nos terminais nervosos adrenérgicos, devendo ser usado com
cautela em doentes coronariopatas (STOELTING e HILLIER, 2006b; DONATI,

2013; MORGAN e MIKHAIL, 2013b).

PANCURONIUM fﬁ
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Figura 5. Estrutura molecular do pancurénio (MORGAN e MIKHAIL,

2013b).

O retorno da fungcdo neuromuscular normal, apdés a administracdo de
bloqueadores neuromusculares, é de primordial importancia, e a reversao do
bloqueio tem como objetivo restaurar a atividade neuromuscular, particularmente,
em relagdo a funcao pulmonar e a protecao das vias aéreas contra aspiragdo de
conteudo gastrico. Classicamente, o antagonismo do bloqueio neuromuscular

adespolarizante é realizado com auxilio de fa&rmacos anticolinesterasicos, como a
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neostigmina, que atuam inibindo a enzima acetilcolinesterase na jungao
neuromuscular, prejudicando a destruicdo normal da acetilcolina, que se acumula
e compete com o bloqueador neuromuscular no receptor, restabelecendo a
transmissdo neuromuscular. Diferentemente dos anticolinesterasicos, as
aminopiridinas, que também podem ser utilizadas na reversdo do bloqueio
neuromuscular adespolarizante, agem inibindo a condutancia ao potéssio, o que
aumenta e prolonga o fluxo de calcio para dentro da terminagdo nervosa motora
com consequente aumento na liberacado de acetilcolina (TELIVUO e KATZ, 1970;
ULBRICHT e WAGNER, 1976; YEH et al, 1976; VITAL BRAZIL e FONTANA,

1982; BRAZIL et al, 1989; DONATI, 2013; MORGAN e MIKHAIL, 2013b).

Os efeitos diretos dos anestésicos locais sobre a placa mioneural ainda sao
questionados. No entanto, estudos apontam a interacdo dos anestésicos locais,
assim como de outros farmacos usados no pré ou no intra-operatério com os
bloqueadores neuromusculares, sendo observada potencializa¢cdo, antagonismo
ou mesmo nenhuma influéncia significativa nos 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; MUNHOZ 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; BRAGA et al, 2009; CARVALHO et

al, 2009 , SAHIN et al, 2011; BRAGA et al, 2013).
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Alguns autores descreveram que os anestésicos locais, devido ao bloqueio
da condug&o nervosa, podem interferir com a transmissdo neuromuscular, néo
existindo evidéncias de que eles inibam a sintese de acetilcolina, mas em baixas
concentracoes, reduzem a amplitude, sem alterar a freqiéncia do potencial de
placa terminal em miniatura. Assim, a influéncia do anestésico local sobre esses
parametros pode indicar uma agao preé-sinaptica, com consequente diminui¢cdo na
liberacdo da acetilcolina ou pode diminuir a sensibilidade da membrana poés-
juncional para a acetilcolina (MATTHEWS e QUILLIAM, 1964; STEINBACH, 1968;
USUBIAGA e STANDAERT, 1968; STRAUGHAN, 1971; MATSUO et al, 1978;

BRAGA et al, 2009; CARVALHO et al, 2009).

Adicionalmente, os anestésicos locais, além de prejudicarem a geracao e
propagacao do potencial de acdo, podem deprimir, seletivamente, a conducédo nas
fiboras motoras. Ainda por acao poés-sinaptica, a ligacdo a diferentes sitios
especificos de acetilcolina pode resultar em bloqueio das respostas contraturantes
induzidas pela acetilcolina, além da possibilidade de ocluir temporariamente os
canais dos receptores nicotinicos (USUBIAGA e STANDAERT, 1968; BOWMAN
et al, 1970; KORDAS, 1970; NEHER e STEINBACK, 1978; BOWMAN, 1980;
COHEN et al, 1980; RUFF, 1982; SINE e TAYLOR, 1982; ARACAVA et al, 1984;

BOWMAN, 1994; LOYOLA et al, 2006a; MARTINS et al, 2007).

Alguns estudos experimentais e clinicos j& demonstraram a potencializagéo
dos efeitos de diferentes bloqueadores neuromusculares pelos anestésicos locais,

assim como interferéncia na reversao do bloqueio promovido por esta associagao
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(TOFT et al, 1990; TAIVAINEN et al, 1994; LOYOLA et al, 2006a; BRAGA et al
2009; CARVALHO et al 2009; SAHIN et al, 2011).

Na pratica clinica, € muito comum a associacdo de anestesia regional e
anestesia geral, assim como outras técnicas anestésicas onde se utilizam
anestésicos locais, que possam atingir niveis sanguineos consideraveis para o
comprometimento da transmissdo neuromuscular. Portanto, é importante e
necessaria a realizacdo de estudos, buscando investigar o0s provaveis
mecanismos destas interagcdes e respostas, que justifiquem a influéncia dos
anestésicos locais nos efeitos dos bloqueadores neuromusculares. A constatagao
dessa interacdo é de extrema relevancia, recomendando maior observacao e
monitorizacdo dos efeitos dos bloqueadores neuromusculares, particularmente,
quando do emprego simultaneo destes farmacos, ou em qualquer situagcao em que

a margem de segurancga da juncao neuromuscular estiver prejudicada.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar os efeitos de diferentes anestésicos locais sobre a transmissao
neuromuscular e a influéncia no bloqueio neuromuscular produzido pelo

pancuronio.

2.2 Especificos

Avaliar:

1. os efeitos da ropivacaina, levobupivacaina e da mistura com excesso
enantiomérico de 50% de bupivacaina (S75-R25) sobre a transmissao

neuromuscular;

2. o grau do bloqueio neuromuscular produzido pelo pancurénio

isoladamente e em preparacao previamente exposta aos anestésicos locais;

3. os efeitos da ropivacaina, levobupivacaina 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 ropivacaina, levobupivacaina e da mistura com excesso
enantiomérico de 50% de bupivacaina (S75-R25) sobre a acdo contraturante da

acetilcolina.
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5. a eficacia da neostigmina e da 4-aminopiridina na reversao do bloqueio
neuromuscular produzido pelo pancurénio isoladamente e em preparagao
previamente exposta aos anestésicos locais (ropivacaina, levobupivacaina e

mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina (S75-R25).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais utilizados

Apbs aprovacdo da Comissédo de Etica no Uso de Animais - CEUA - IB -

UNICAMP (Protocolo n® 2346-1 - Anexo 1) e seguindo-se as recomendagbes do

COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentagéo 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 concentracdes utilizadas nos experimentos

foram as seguintes:

e Anestésicos locais:
ropivacaina - 5 pg/mL
levobupivacaina - 5 ug/mL

mistura com excesso enantiomérico de

(S75-R25) - 5 ug/mL

50%

de

bupivacaina
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e Bloqueadores neuromusculares: pancurénio — 2 ug/mL

e Colinérgico: acetilcolina — 5 ug/mL

e Reversores: neostigmina — 2 ug/mL

4-aminopiridina — 20 ug/mL

3.3 Estudos Bioldgicos

3.3.1 Preparacao nervo frénico - hemidiafragma de rato

Esta preparacao foi utilizada para: avaliar o efeito dos anestésicos locais
(ropivacaina, levobupivacaina e da mistura com excesso enantiomérico de 50% de
bupivacaina (S75-R25) na transmissao neuromuscular; o bloqueio neuromuscular
produzido pelo pancurénio isoladamente; a influéncia dos anestésicos locais no
bloqueio neuromuscular causado pelo pancurbnio; a reversdao do bloqueio

neuromuscular com a neostigmina e 4-aminopiridina.

A preparagao foi montada de acordo com a técnica descrita por BULBRING
(1946). Foram utilizados ratos com peso entre 250 e 300g, anestesiados com
uretana (1,2 mg/kg, via intraperitonial), seguido de exsanguinagao por secgao dos
vasos do pescocgo, para facilitar a identificagdo do nervo frénico esquerdo e

retirada do hemidiafragma correspondente.

Foi retirado o musculo diafragma juntamente com o nervo frénico e parte
das costelas (para fixagcdo no suporte do eletrodo). O conjunto foi mergulhado em

solugao nutritiva de Tyrode com borbulhamento de carbogénio (95% de O; e 5%
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de CO.) e temperatura constante de 37°C. A solugédo nutritiva de Tyrode tem a
seguinte composicdo em mM: NaCl-137; NaH.P04-0,3; CaCl>-1,8; KCI- 2,7;

glicose-11,0; MgCl»- 0,25; NaHCOs- 1,9; agua destilada 1000 mL.

O mdusculo 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 é de 2,0 g/cm para registro das contracoes
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 aeragdao da solugao com

carbogénio) com 40 mL de solucao de Tyrode.

Foram aplicados estimulos retangulares supramaximais indiretos com 0,2
ms de duracao, 0,1 Hz de frequéncia e intensidade entre 0,5 a 5 V. Os registros da
amplitude das contragbes foram feitos através de transdutores conectados a um

fisiografo GOULD modelo RS 3400 (Figura 6).
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Transdutor

Estimulo Elétrico

|||| Fisiégrafo

—— Nervo Frénico

Carbogénio ——

Figura 6. Esquema da preparacao nervo frénico - hemidiafragma de rato

3.3.2 Influéncia dos anestésicos locais: ropivacaina, levobupivacaina e
mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina (S75-R25), na
transmissdao neuromuscular e no bloqueio neuromuscular produzido pelo

pancuronio

Os experimentos seguiram o seguinte protocolo: apds a estabilizacao da
preparacao, iniciou-se estimulagcao elétrica do nervo frénico por 3 minutos e
registro da resposta controle; adicdo dos anestésicos locais ropivacaina,
levobupivacaina e mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina
(875-R25), na concentragcdo de 5 ug/mL; registro das respostas durante 60
minutos. O mesmo protocolo foi realizado para avaliar o bloqueio neuromuscular
produzido pelo pancurénio (2 ng/mL) empregado isoladamente. Foram utilizados

cinco ratos diferentes para cada farmaco.

Nos experimentos em que se estudou a associacdo anestésico local -
blogueador neuromuscular, o pancurénio (2 ug/mL) foi adicionado a preparacao

apdés 30 minutos de exposicdo ao anestésico local, e as respostas registradas
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durante 60 minutos. Foram também utilizados cinco animais diferentes para cada
anestésico local. Para analise dos dados considerou-se a amplitude das respostas
musculares antes e 60 minutos apdés a adicdo do bloqueador neuromuscular a

preparagao.

Para avaliacado da eficacia da neostigmina (n=5) e a 4-aminopiridina (n=5)
na reversao do blogueio neuromuscular produzido pelo pancurénio isoladamente e
em preparagao exposta aos anestésicos locais, estes farmacos foram adicionadas

a preparacgao, apos o registro do bloqueio neuromuscular obtido aos 60minutos.

3.3.3 Influéncia dos anestésicos locais: ropivacaina, levobupivacaina e
mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina (S75-R25) sobre
a acao contraturante da acetilcolina - Preparacao musculo biventer cervicis
de pintainho

A preparacao 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 musculo biventer cervicis, o qual ficou suspenso em cuba de 5 mL
contendo a solug¢do nutritiva de Krebs, que apresenta a seguinte composicao em
mM: NaCl-136; KCI- 5; CaCl,- 2,5; MgSO4- 1,2; KH2PO4- 1,2; NaHCOs3- 23,8;

glicose- 2 em agua destilada 1000 mL. A preparacdo foi aerada com
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borbulhamento de carbogénio (95% de O, e 5% de CO,) e a temperatura foi

mantida em 37°C.

Foram feitos experimentos (n=4) para a detec¢éo da curva de acetilcolina (5
ug/mL) antes e depois da adicdo de cada anestésico local: ropivacaina,
levobupivacaina e mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina
(S75-R25) na concentragcédo de 5 ug/mL. Com estimulador GRASS modelo S88,
aplicaram-se estimulos indiretos supramaximais, com 0,1 Hz de frequéncia, 0,2
ms de duracdo e intensidade de 4 a 9 V. A tensdo dada ao musculo foi de 0,5
g/cm. Foram estimulados durante 3 minutos para obtencdo das respostas
musculares (controle); apds esse periodo, suspendeu-se a estimulagédo e
adicionou-se na preparacdao a acetilcolina (5 pg/mL), registrando-se a curva
resposta. Quando a contratura atingiu o seu apice, interrompeu-se o registro do
fisiografo e a preparacdo foi lavada com solugdo nutritiva de Krebs (trés
sucessivas lavagens), e 0s anestésicos locais ropivacaina, ou levobupivacaina,
ou mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina (S75-R25) na
concentracdo de 5 pg/mL foram adicionados separadamente a preparacao e
aguardou-se 30 minutos. Apds esse periodo, foram aplicados estimulos elétricos
indiretos durante trés minutos para obtengdo de um outro controle das respostas
musculares. A seguir, interrompeu-se a estimulagao e adicionou-se novamente a
acetilcolina (5 pg/mL), registrando-se a segunda curva. O grau de contratura a
acetilcolina foi comparado antes e apdés a adicdo da ropivacaina, ou
levobupivacaina, ou mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina

(S75-R25).
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As contragdes foram registradas em um fisiografo GOULD modelo RS3400,
usando-se transdutores isométricos modelo load Cell BG 50MS (Kulite

Semiconductor Product Inc).

3.4 Estudos Eletrofisiologicos

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

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

3.4.1 Montagem da Preparacao e Confeccao dos Microeletrodos (Me)

O mdsculo 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&o nutritiva
de Tyrode e a oxigenacdo da preparacao feita pelo borbulhamento com
carbogénio a temperatura de 37°C. Para a realizagéo do registro de parametros
eletrofisioldgicos, a cuba foi colocada na platina do microscépio estereoscopio

(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
proximo possivel da regidao da placa motora terminal (FATT e KATZ, 1952), com
auxilio de micromanipulador (Leitz). Os biopotenciais foram obtidos através de um
amplificador de sinais (Getting Microelectrode Amplifier, MA, USA) e observados
em osciloscopio Tektronix. Os registros dos PPTMs foram feitos em um

microcomputador (Microtec, Sao Paulo, SP) carregado com software para

61



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 Descricao do circuito

Os microeletrodos de vidro, com resisténcia entre 10 - 25 MQ, preenchidos
com solucao de KCI (3 M), foram preparados no laboratério e conservados em
geladeira. Para sua confecgao, 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 ago inox com orificio central suficiente para a introdugdo do Me, junto
com um anel de vedagao de polietileno. Na parte pdstero-inferior do suporte, sai
um fio condutor que se une a um seguidor catddico 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 (3 M). Na extremidade superior do suporte,
os orificios do vaso comunicante foram vedados por uma laminula, mediante uma

camada de vaselina soélida.

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

potenciais de membrana e captacao dos PPTMs.
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O seguidor catddico foi posicionado préximo ao brago do micromanipulador
e conectado ao canal do osciloscopio TEKTRONIK 5.103N com modulos 5A22N e

5B12N.

O eletrodo indiferente, constituido por um tubo de vidro curvo preenchido
com agar, mantem-se mergulhado de um lado no mercurio e no outro na solugéo
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 preparagdo e a
aparelhagem empregadas permaneceram no interior de uma gaiola de Faraday,

para evitar interferéncias no registro feito pelo osciloscépio (Figura 7).

Laminula Placa Motora

) Me
Kcl (3M) ——— Calibrador

Adaptador T f:ilgizr
. Carbo E-F
Rosca de Fio de Ly - .
- Platina Fio de
fixagdo Platina
Me -

Osciloscépio

=

-

Figura 7. Microeletrodo e montagem de aparelhagem para os experimentos

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

Para a determinacéo do potencial de membrana (potencial de repouso) das
fiboras musculares, com auxilio de microscépio, inseriu-se o0 microeletrodo
intracelularmente sobre as fibras musculares superficiais (em regides distantes da
placa motora terminal) e mediu-se o deslocamento vertical sofrido pelo feixe do

osciloscépio, no momento da insergao.

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 adicdo dos anestésicos locais. Apds esta
medida, adicionou-se ao banho, separadamente, a ropivacaina, a levobupivacaina
ou a mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina (S75-R25) na
concentracao de 5 pug/mL 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 osciloscopio.
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3.4.4 Influéncia dos anestésicos locais: ropivacaina, levobupivacaina 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 ropivacaina, da levobupivacaina 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
foram registrados antes (controle), 30 e 60 minutos ap6s a adicao dos anestésicos

locais.

3.5 Analise Estatistica

Os resultados foram apresentados como valores médios e desvios padrao.
Utilizou-se o teste t de Student para: avaliar os efeitos dos anestésicos locais e do
pancurdnio na amplitude das respostas musculares (grau de bloqueio); comparar
a amplitude das resposta musculares antes e apds a adicao da neostigmina e da
4-aminopiridina, utilizadas na reversdao do bloqueio produzido pelo pancurénio
isoladamente e em preparacdo exposta aos diferentes anestésicos locais;
comparar a amplitude da resposta contraturante a acetilcolina antes e apds a
adicao dos diferentes anestésicos locais. ANOVA para comparacado entre os
grupos, dos graus de bloqueio obtido com pancurénio em preparagao exposta aos
anestésicos locais; o teste Kruskall-Wallis foi utilizado para comparagéao entre os
trés grupos dos efeitos dos anestésicos locais na resposta contraturante a

acetilcolina em preparagao biventer cervicis de pintainho e Mann-Whitney para
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comparacgao entre dois grupos (ropivacaina X levobupivacaina; ropivacaina X S75-
R25%; levobupivacaina X S75-R25%). Wilcoxon para andlise dos potenciais de
membrana nas fibras musculares. 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 versao 8.2.
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4. RESULTADOS

4.1 Estudos Bioldgicos

4.1.1 Influéncia dos Anestésicos Locais (ropivacaina, levobupivacaina e
mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina) e do
pancurénio nas respostas musculares em preparacao nervo frénico -

hemidiafragma de rato

Os anestésicos locais (ropivacaina, levobupivacaina e mistura com excesso
enantiomérico de 50% de bupivacaina - S75-R25), nas concentra¢fes estudadas
e empregadas isoladamente em preparacao nervo frénico-diafragma de rato, nao
causaram reducao na amplitude das respostas musculares a estimulagéo elétrica
indireta. O pancurbnio (2,0 pug/mL) empregado isoladamente produziu uma
reducao média de 54,9% + 14,1 na amplitude das respostas musculares (Figuras

8e)9).
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Figura 8. Efeito da ropivacaina, levobupivacaina e mistura com excesso
enantiomérico de 50% de bupivacaina - S75-R25 nas respostas musculares a
estimulacao indireta (frequéncia de 0,1 Hz e duracdo de 0,2 ms), em preparagcao
nervo frénico-hemidiafragma de rato (n=5). A: adicdo do anestésico local (5,0
ug/mL); B: 60 minutos apds a adigcdo do anestésico local. Tragado superior
(ropivacaina); tragcado médio (levobupivacaina); tracado inferior (S75-R25)

‘ Wu { .wrh!rﬂ; LT,

B

‘ Ul Ml;

Figura 9. Efeito do pancurénio nas respostas musculares a estimulagao indireta
(frequéncia de 0,1 Hz e duragdo de 0,2 ms), em preparacdo nervo frénico-
hemidiafragma de rato (n=5). A: adicao de pancurénio (2,0 ug/mL); B: 60 minutos
apds a adicao de pancurdnio



4.1.2 Influéncia dos Anestésicos Locais (ropivacaina, levobupivacaina e
mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina - S75-R25) no
bloqueio neuromuscular produzido pelo pancuronio em preparacao nervo
frénico - hemidiafragma de rato

Os valores médios e desvios-padréao de bloqueio produzido pelo pancurénio
(2,0ug/mL) em preparagoes previamente expostas a ropivacaina, levobupivacaina
e a mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina - S75-R25,
foram de 93,8 % + 9,2, 90,2% =* 18,4 e 100%, respectivamente (Figura 10 e

Tabelas 6,7 e 8).
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Figura 10. Efeito do pancurdnio nas respostas musculares a estimulagéo indireta
(frequéncia de 0,1 Hz e duragdo de 0,2 ms), em preparacdo nervo frénico-
hemidiafragma de rato (n=5), previamente exposta a ropivacaina, levobupivacaina
e a mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina - S75-R25. A:
adicao do anestésico local (5,0 ug/mL); B: adicdo do pancurénio (2,0 ug/mL) 30
minutos apds exposicdo ao anestésico local; C: 60 minutos apds a adigdo do
pancurdnio. Tracado superior (pancurénio + ropivacaina); tracado médio
(pancurdnio + levobupivacaina); tragado inferior (pancurbnio + S75-R25)
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A analise estatistica mostrou diferenca significante entre o bloqueio
neuromuscular produzido pelo pancurénio empregado isoladamente e o bloqueio
produzido nas preparacbes previamente expostas a ropivacaina (p=0,0153),
levobupivacaina (p=0,0317) e a mistura com excesso enantiomérico de 50% de
bupivacaina - S75-R25 (p=0,002) - (Tabelas 6, 7 e 8). A comparacao entre os
graus de bloqueio produzidos pelo pancurénio em associacdo aos diferentes

anestésicos locais ndo mostrou diferenga significativa (p=0,4445) — Tabela 1.

Tabela 1. Valores médios e desvios-padrdao do bloqueio (%) produzido pelo
pancurénio (2,0 ug/mL) em preparagao nervo frénico - hemidiafragma de rato,
previamente exposta a ropivacaina, levobupivacaina e a mistura com excesso
enantiomérico de 50% de bupivacaina - S75-R25, na concentracao de 5,0 ug/mL

Farmacos Bloqueio (%) P
ropivacaina 93,8 +9,2
levobupivacaina 90,2+ 18,4 0,4445
bupivacaina (S75-R25) 1000

ANOVA
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4.1.3 Eficacia da neostigmina (2,0ug/mL) e 4-aminopiridina (20ug/mL), na
reversao do bloqueio produzido pelo pancurénio isoladamente e pela
associacao pancuronio - anestésicos locais (ropivacaina, levobupivacaina e
mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina - S75-R25), em
preparacao nervo frénico - hemidiafragma de rato

O bloqueio neuromuscular causado pelo pancurénio isoladamente (Figura
11) e em preparagdes expostas a ropivacaina, levobupivacaina e a mistura com
excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina - S75-R25 foi parcial e totalmente
revertido pela neostigmina e pela 4-aminopiridina, respectivamente (Figuras 12 e

13).

Figura 11. Efeito da neostigmina (2,0 ung/mL) e da 4-aminopiridina (20 ug/mL), na
reversdo do bloqueio produzido pelo pancurbnio isoladamente, em preparacao
nervo frénico-hemidiafragma de rato (n=5). A: adicdo do pancurénio (2,0 ug/mL);
B: 60 minutos ap6s adicdo do pancurbnio; C: adicdo da neostigmina (tragado
superior) e da 4-aminopiridina (tragado inferior)
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Figura 12. Efeito da neostigmina na reversdo do bloqueio produzido pelo
pancurdnio em preparagao nervo frénico-hemidiafragma de rato (n=5) previamente
exposta a ropivacaina (tracado superior), levobupivacaina (tracado médio) e a
mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina - S75-R25 (tracado
inferior). A: adicao do anestésico local (5,0 ug/mL); B: 30 minutos apés adi¢ao do
anestésico local e adicao do pancurénio (2,0 ug/mL); C: 60 minutos apéds adicao
do pancurénio e reversdo com neostigmina (2,0 ug/mL)

Figura 13. Efeito da 4-aminopiridina na reversdao do bloqueio produzido pelo
pancurdnio em preparacao nervo frénico-hemidiafragma de rato (n=5) previamente
exposta a ropivacaina (tracado superior), levobupivacaina (tracado médio) e a
mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina - S75-R25 (tracado
inferior). A: adicdo do anestésico local (5,0 ug/mL); B: 30 minutos apés adicao do
anestésico local e adicdo do pancurénio (2,0 ug/mL); C: 60 minutos apéds adigao
do pancurénio e reversdo com 4-aminopiridina (20 ug/mL)
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A amplitude das respostas musculares ap6s a adicao da neostigmina e 4-
aminopiridina, nas preparagdes expostas ao pancurbnio isoladamente, foi de

92,95% + 12,4 e 100%, respectivamente (Tabelas 9 e 10).

Nas preparagbes previamente expostas a ropivacaina, levobupivacaina e
mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina - S75-R25, a
amplitude das respostas apds a neostigmina foi, respectivamente, 82,0% + 25,0;
75,6% + 10,2 e 83,3% * 6,8 (Tabelas 11,12 e 13). Nas diferentes associacoes a
amplitude das respostas foi de 100%, apds a adicao da 4-aminopiridina (Tabelas
14,15 e 16). A eficacia da neostigmina e da 4-aminopiridina na recuperacao da

amplitude das resposta musculares foi significante.

4.1.4 Influéncia dos Anestésicos Locais (ropivacaina, levobupivacaina e
mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina - S75-R25) na
acao contraturante da acetilcolina. Preparacao biventer cervicis de pintainho

Na preparagcao biventer cervicis de pintainho, a ropivacaina (5,0 pug/mL)
adicionada a preparagao, 30 minutos antes da acetilcolina (5 pg/mL), promoveu
diminuicao de 16,07% * 6,01 (Tabela 17) na amplitude da resposta a acetilcolina.

Nao houve diferenca significativa, quando comparada a resposta da acetilcolina

antes e apds a adicao de ropivacaina (p= 0,1250) Figura 14 e Grafico 1.

75



ivacaina 5 ug/mL

rop

A B C D

fta]

Figura 14. Registro miogréafico do efeito da ropivacaina (5,0 ug/mL) sobre a agéo
contraturante da acetilcolina (5 pg/mL) em preparagdo biventer cervicis de
pintainho (n=4), sob estimulacao elétrica indireta (frequéncia 0,1Hz e duracao 0,2
ms). A: controle; B: adigdo de acetilcolina; C: 30 minutos apdés a adigdo de
ropivacaina D: adicao de acetilcolina
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Grafico 1. Amplitude (%) da resposta contraturante a acetilcolina (5 pg/mL) em
preparagao biventer cervicis de pintainho, antes e 30 minutos apds a ropivacaina
(5,0 pug/mL)
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Nas preparacdes expostas a levobupivacaina (5,0 ug/mL) e a mistura com
excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina - S75-R25, houve uma diminuicao
na amplitude da curva contraturante de acetilcolina de 19,35% + 3,67 e 33,12% +
11,51, respectivamente, (Tabelas 18 e 19), com diferenca estatisticamente
significante (p=0,0018 e 0,0104) em relacdo a resposta controle (Figuras 15 e

16, Graficos 2 e 3).
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Figura 15. Registro miografico do efeito da levobupivacaina (5,0 ug/mL) sobre a
acao contraturante da acetilcolina (5 pg/mL) em preparagédo biventer cervicis de
pintainho (n=4), sob estimulacao elétrica indireta (freqiiéncia 0,1 Hz e duragéo 0,2
ms). A: controle; B: adicdo de acetilcolina; C: 30 minutos apds a adicao de
levobupivacaina, D: adigdo de acetilcolina
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Grafico 2. Amplitude (%) da resposta contraturante a acetilcolina (5 pug/mL) em
preparacao biventer cervicis de pintainho, antes e 30 minutos apds a
levobupivacaina (5,0 ug/mL)
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Figura 16. Registro miografico do efeito da mistura com excesso enantiomérico de
50% de bupivacaina - S75-R25 (5,0 ug/mL) sobre a acdo contraturante da
acetilcolina (5,0 ug/mL) em preparacao biventer cervicis de pintainho (n=5), sob
estimulacao elétrica indireta (frequéncia 0,1 Hz e duracao 0,2 ms). A: controle; B:
adicao de acetilcolina; C: 30 minutos apds a adicdo de mistura com excesso
enantiomérico de 50% de bupivacaina - S75-R25; D: adi¢cao de acetilcolina
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Grafico 3. Amplitude (%) da resposta contraturante a acetilcolina (5,0 ug/mL) em
preparagao biventer cervicis de pintainho, antes e 30 minutos apds a da mistura
com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina - S75-R25 (5,0 ug/mL)

A comparacdo entre o efeito dos trés anestésicos locais estudados na
resposta contraturante a acetilcolina, mostrou diferengca significante (p=0,026).
Nao houve diferenga significante entre a ropivacaina e a levobupivacaina
(p=0,24). A comparacao dos efeitos da mistura com excesso enantiomérico de
50% de bupivacaina - S75-R25 na resposta contraturante a acetilcolina mostrou
diferenca significante em relacdo aos observados com a levobupivacaina

(p=0,0329) e com a ropivacaina (p=0,04) - Tabela 2.
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Tabela 2. Valores médios e desvios-padrao do percentual de reducdo (%) da
resposta contraturante a acetilcolina (5 ug/mL), produzido pelos anestésicos locais
(ropivacaina, levobupivacaina e mistura com excesso enantiomérico de 50% de
bupivacaina — (S75-R25), em preparacao biventer cervicis de pintainho

Farmacos Bloqueio (%) p
ropivacaina 16,07 + 6,01
levobupivacaina 19,35 + 3,67 0,0260
bupivacaina (S75-R25) 33,12 £ 11,51

ANOVA por Kruskal Wallis

teste de Mann-Whitney: tabela 17 X 18 (p = 0,2444)
tabela 17 X 19 (p = 0,0400)
tabela 18 X 19 (p = 0,0329)

4.2 Estudos Eletrofisiolégicos

4.2.1 Influéncia dos Anestésicos Locais (ropivacaina, levobupivacaina e
mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina - S75-

R25) nos Potenciais de Membrana (PM)
Os anestésicos locais nas concentragdes empregadas nao causaram

alteragdes significativas nas medidas do potencial de membrana (Tabelas 3, 4 e

5; Graficos 4, 5 e 6).
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Tabela 3. Valores médios e desvios-padrao do potencial de membrana (mV) nas
fibras musculares de diafragma de rato expostas a ropivacaina (5 ug/mL)

Tempo (min) Potencial medido em Comparacao com o controle pelo teste
mV (x £DP) Wilcoxon pareado
0 80,28+1,57 Controle
10 79,56 + 1,80 N&o significativo
20 77,52 £ 1,96 Nao significativo
30 76,68 + 1,65 N&o significativo
40 76,76 £ 1,46 Nao significativo
50 76,40 £ 1,62 Nao significativo
60 77,20 £1,48 Nao significativo
100 — Ropivacaina (5mcg/mL) |
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S 80 =
£ ek 5
E
E 60 —+
T
50 T " T L T » T ] T : 1
0 10 20 30 40 50 80

Tempo (min)

Grafico 4. Efeito da ropivacaina (5,0 ug/mL) sobre o potencial de membrana (mV),
nas fibras musculares de diafragma de rato. Cada ponto representa a média +
desvio-padrao de cinco experimentos
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Tabela 4. Valores médios e desvios-padrao do potencial de membrana (mV) nas
fibras musculares de diafragma de rato expostas a levobupivacaina (5 pg/mL)

Tempo (min) Potencial medido em Comparacao com o controle pelo teste

mV (x £DP) Wilcoxon pareado

0 79,60+2,08 Controle

10 80,00 + 2,01 N&o significativo
20 77,30 £ 1,08 N&o significativo
30 80,24 + 1,92 N&o significativo
40 80,12+ 2,16 N&o significativo
50 77,20 £ 2,08 N&o significativo
60 78,24 +1,32 Nao significativo
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Grafico 5. Efeito da levobupivacaina (5,0 ug/mL) sobre o potencial de membrana
(mV), nas fibras musculares de diafragma de rato. Cada ponto representa a média
+ desvio-padrao de cinco experimentos
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Tabela 5. Valores médios e desvios-padrdao do potencial de membrana (mV) nas
fiboras musculares de diafragma de rato expostas a mistura com excesso
enantiomérico de 50% de bupivacaina (5,0 ug/mL)

Tempo (min) Potencial medido em Comparacao com o controle pelo teste

mV (x £DP) 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 N&o significativo
40 95,3+ 1,70 N&o significativo
50 98,2 £ 0,35 N&o significativo
60 97,6 + 1,44 N&o significativo
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Grafico 6. Efeito da mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina
(5,0 ug/mL) sobre o potencial de membrana (mV), nas fibras musculares de

diafragma de rato. Cada ponto representa a média = desvio-padrdao de cinco
experimentos
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4.2.2 Influéncia dos Anestésicos Locais (ropivacaina, levobupivacaina e
mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina - S75-
R25) nos Potenciais de Placa Terminal em Miniatura (PPTM)

Na concentracao estudada, os anestésicos locais causaram diminuicao
progressiva da frequéncia e da amplitude dos potenciais de placa terminal em
miniatura, até o bloqueio observado aos 60 minutos da adicao do farmaco (Figura

17).

Figura 17. Efeitos da ropivacaina (tragado superior), levobupivacaina (tragado
médio) e da mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina (tracado
inferior) sobre os potenciais de placa terminal em miniatura (PPTM) em
preparacao diafragma de rato. A: antes da adicao do anestésico local (controle);
B: 30 minutos apés a adicao do anestésico local; C: 60 minutos apos a adicao do
anestésico local
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5. DISCUSSAO
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5. DISCUSSAO

Os anestésicos locais constituem um grupo de farmacos amplamente
utilizados por diferentes vias de administracdo, tais como: topica, infiltracao
subcutanea, blogueio de nervos periféricos, anestesia neuroaxial (raquianestesia e
peridural) e na prevencao e alivio da dor aguda e crénica (COVINO, 1986;

YANAGIDATE e STRICHARTZ, 2006).

Entre os anestésicos locais, a bupivacaina racémica, a mistura com
excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina, a ropivacaina e a levobupivacaina
pertencem a classe das amino-amidas, mas por apresentarem maior poténcia e
maior duracao de acao em relacao a lidocaina, vem sendo bastante utilizadas em
anestesia regional (STOELTING e HILLIER, 2006a; MORGAN E MIKHAIL,

2013a).

Por constituirem moléculas anfifilicas, tém grande afinidade pelas
membranas celulares excitaveis, inativando os canais de sédio voltagem-
dependentes e impedindo, assim, o influxo de ions necessarios a despolarizagao
da membrana. Acredita-se que a diminuicdo da permeabilidade da membrana aos
ions sodio ocorra por dois mecanismos: alteragdes gerais na fluidez da membrana
com modificagbes conformacionais na proteina-canal de sodio voltagem-
dependente e/ou pela interacdo especifica dos anestésicos locais com os canais
de sodio (RAGSDALE e AVOLI, 1998; LI et al, 1999; MIZOGAMI et al, 2002). Por
outro lado, a correlacao direta entre hidrofobicidade e poténcia anestésica indica

que a particao inespecifica de grande quantidade do anestésico local na bicamada
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lipidica é importante para facilitar o acesso da molécula aos sitios de ligagao de
sodio voltagem-dependente (DE PAULA e SCHREIER, 1996; SCHREIER et al,

2000).

A bupivacaina racémica, a mistura enantiomérica de bupivacaina, a
ropivacaina, a levobupivacaina e a mepivacaina comumente contém no seu
anel piperidinico um centro quiral, fornecendo is6bmeros Opticos com
configuracbes 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).

Ha evidéncias de interacdo entre anestésicos locais e bloqueadores
neuromusculares, farmacos comumente empregados na pratica clinica, com
consequente modificagdo das propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas
destes, podendo ser observados efeitos indesejaveis durante e apds a realizacao
de procedimentos cirurgicos, quando do uso simultdneo dos mesmos (MATSUO et
al, 1978; BRUCKNER et al, 1980; TOFT et al, 1990; TAIVAINEN et al, 1994;
MARTINS e MARTINS, 1997; SPACEK e KRESS, 1998; HAYWOOQD et al, 1999;
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;

SAHIN et al, 2011).

Ensaios clinicos descrevem que 0s anestésicos locais empregados por via
peridural podem interagir e potencializar os efeitos dos bloqueadores

neuromusculares, quando do uso combinado de bloqueio espinhal e anestesia
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geral (TOFT et al, 1990; TAIVAINEN et al, 1994; MUNAKATA et al, 2004; SUZUKI

et al, 2007; SAHIN et al, 2011).

No entanto, embora estes efeitos tenham sido demonstrados,
experimentalmente, em preparacgdes isoladas e em ensaios clinicos, a influéncia
na transmissdao neuromuscular e no bloqueio neuromuscular produzido por
bloqueadores neuromusculares competitivos é ainda alvo de pouca investigacao
(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; BRAGA et al,

2009; CARVALHO et al, 2009; SAHIN et al, 2011).

Ainda existem controvérsias em relagcdo aos mecanismos responsaveis por
esta interacdo. E descrito que esta é multifatorial e pode ser devida a diferentes
mecanismos: na regido pré-sinaptica, deprimem seletivamente a conducdo nas
fibras motoras e inibem a liberacdo da acetilcolina durante a estimulacdo nervosa;
na regiao pos-sinaptica, os anestésicos locais podem se ligar a diferentes sitios
especificos de acetilcolina, resultando em dessensibilizacao de receptores, além
de poder ocasionar oclusdo temporaria de canais dos receptores nicotinicos e
estabilizagcdo da membrana pdés-juncional, ndo sendo excluida a interferéncia com
o mecanismo de excitacdo-contracdo da fibra muscular (USUBIAGA e
STANDAERT, 1968; STRAUGHAN, 1971; MATSUO et al, 1978; NEHER e
STEINBACH, 1978; SINE e TAYLOR, 1982; LOYOLA et al, 2006a; SUZUKI et al,
2007;BRAGA et al, 2009; CARVALHO et al, 2009; SAHIN et al, 2011).
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Estudo realizado em preparacdao nervo frénico — diafragma de rato
evidenciou que a cocaina pode diminuir a fungdo muscular por reduzir a
excitabilidade das membranas muscular e nervosa sem, no entanto, afetar de
maneira significativa a transmiss&o neuromuscular e os processos de excitacao

— contracao (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 por MARTINS et al
(2007) e concluiram ser esta potencializacdo atribuida a um decréscimo do
nuamero de receptores pds-sinapticos disponiveis (do tipo down regulation),
ocasionado pela exposicdo prolongada da jungdo neuromuscular a

procainamida, € ndo a um efeito competitivo direto entre a procainamida e o

neurotransmissor.

Neste trabalho, observamos que em preparagao nervo frénico-diafragma
de rato, a ropivacaina, a levobupivacaina e a mistura com excesso
enantiomérico de 50% de bupivacaina nas concentracdes empregadas e
administradas, isoladamente, ndo comprometem a transmissdo neuromuscular;
no entanto, o bloqueio produzido pelo pancurénio em preparagdes previamente
expostas aos diferentes anestésicos locais foi significativamente maior do que o

observado em preparacdes nao expostas aos anestésicos locais.
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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 bloqueio neuromuscular produzido por diferentes bloqueadores
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; BRAGA et al,
2009;CARVALHO et al, 2009; SAHIN et al, 2011). Ao contrario, BARASH et al
(2009) descreveram efeito bloqueador neuromuscular dos anestésicos locais,
assim como potencializagdo do bloqueio neuromuscular produzido por

bloqueadores neuromusculares despolarizantes e competitivos.

Estudo realizado em preparagdo similar a empregada neste trabalho,
para avaliar a influéncia da procaina, lidocaina e etidocaina, no bloqueio
produzido pela d-tubocurarina, os autores observaram que estes anestésicos
locais, mesmo em concentragdes consideradas ineficazes, aumentaram a
poténcia da d-tubocurarina, evidenciada por diminuicdo significante da ED50.
Também relataram que bloqueadores neuromusculares em concentracdes
ineficazes para causar bloqueio neuromuscular, causaram similar diminuicao da
ED50 dos anestésicos locais. Assim, concluiram que a interacao bloqueadores
neuromusculares - anestésicos locais pode ser devido a potencializagao
verdadeira causada pela acao dos dois tipos de farmacos em diferentes sitios

da juncao neuromuscular (MATSUO et al,1978).
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Em nosso meio, resultados semelhantes foram encontrados por LOYOLA
et al (2006a e 2006b), que estudaram, em preparacao nervo frénico - diafragma
de rato, a agao da procaina e da lidocaina na transmissao neuromuscular € no
bloqueio neuromuscular produzido pela d-tubocurarina e pelo rocurénio.
Concluiram que os anestésicos locais isoladamente ndo comprometeram a
transmissdo neuromuscular, mas potencializaram o bloqueio produzido pelos
diferentes bloqueadores neuromusculares. Em 2009, BRAGA et al e
CARVALHO et al evidenciaram que a lidocaina, a bupivacaina racémica e a
mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina, empregadas
isoladamente, ndo exerceram efeitos na jungdo neuromuscular; no entanto,
potencializaram o bloqueio produzido pelo rocurdnio, em preparacao nervo

frénico - diafragma de rato.

Nos estudos eletrofisiolégicos, observamos que os anestésicos locais na
concentracdo empregada ndo produziram alteragcdées nas medidas do potencial
de membrana das fibras musculares, mantendo-se 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 acdo na jungcao neuromuscular
nao esta relacionado a atividade estabilizadora de membrana muscular, e sim
impedem a condugdo dos potenciais de acdo propagados, sem afetar o

potencial de membrana.

A auséncia de alteragdo no potencial de membrana também foi

observada por outros autores, que estudaram, em diafragma de rato, os efeitos
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da procaina, da lidocaina, da bupivacaina racémica e da mistura com excesso
enantiomérico de 50% de bupivacaina (LOYOLA et al, 2006a; LOYOLA et al,

2006b; BRAGA et al, 2009; CARVALHO et al, 2009).

Para avaliar a acao pré-sinaptica dos anestésicos locais e sua
interferéncia nos processos de producgao ou liberagcdo do mediador, foi estudada
a influéncia desses farmacos nos potenciais de placa terminal em miniatura,
também denominados minipotenciais de placa. Constituem pequenos potenciais
de amplitude correspondente a centésima parte do potencial de placa terminal,
cuja funcado é desconhecida, mas parece estar relacionada a manutencédo do
trofismo muscular. Esses eventos eletrofisiolégicos detectam pequena e
continua liberagdo espontdnea de um quantum de acetilcolina, inefetiva para
deflagrar um potencial de acdo, sem a necessidade de haver um estimulo

elétrico neuronal (FATT e KATZ, 1952).

Como descrito anteriormente por BRAGA et al, e CARVALHO et al,
(2009), com outros anestésicos locais, observou-se prejuizo na liberagdo do
neurotransmissor, evento demonstrado pela diminuicdo progressiva da
frequéncia e amplitude dos potenciais de placa terminal em miniatura. Portanto,
estes resultados podem sugerir que a ropivacaina, a levobupivacaina e a
mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina possuem acao pré-
singptica.

Adicionalmente, para esclarecer a potencializacao do pancurénio pelos
anestésicos locais, neste estudo buscou-se avaliar uma provavel acao pés-

singptica dos anestésicos locais. Empregou-se a preparacao biventer cervicis
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de pintainho, pois a musculatura de aves, por possuir uma alta densidade de
receptores colinérgicos nicotinicos, possibilita, através da analise da curva-
resposta a acetilcolina, identificar a afinidade de farmacos nos receptores pés-
juncionais e evidenciar a agdo pos-sinaptica dos anestésicos locais

(GINSBORG e WARRINER, 1960; BOWMAN, 1980; BOWMAN, 1994).

Os resultados observados indicam que os anestésicos locais estudados
nestas concentracbes, com excecdo da ropivacaina, reduziram a resposta
contraturante a acetilcolina, eventos também confirmados por Braga et al (2009)
que estudaram a lidocaina e a mistura em excesso enantiomérico da
bupivacaina. A diminuicdo da resposta contraturante a acetilcolina pode inferir
mecanismo competitivo entre a levobupivacaina e a mistura enantiomérica com
0 neurotransmissor, resultados demonstrados por UETA et al (2006), que
estudaram in vitro a atividade antagonista da bupivacaina racémica e de seus
dois isdmeros 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 isébmeros antagonizavam a atividade destes receptores de maneira similar
e concentracdo dependentes. Nos experimentos com a preparagao biventer
cervicis de pintainho ndo foram observadas contraturas musculares, resultados
contrarios aos de WALI (1984) que relatou contratura na musculatura da ave
ocasionada pela lidocaina. Esse efeito pode dever-se a um aumento na
liberacdo de calcio do reticulo sarcoplasmatico (WALI, 1984). Drogas que

atuam poés-sinapticamente podem bloquear a acdo nos receptores e as
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respostas a estimulacdo indireta, mas nao afetam a resposta a estimulacao

direta do musculo.

A ropivacaina é um anestésico local singular em sua estrutura e em
efeitos  farmacolégicos. Constitui anestésico local com propriedade
vasoconstritora intrinseca devido a sua estrutura propilpipecolilxilidida e por ser
um enantibmero puro (S-). Esta caracteristica também faz com que a
ropivacaina promova um intenso bloqueio diferencial, ou seja, o farmaco atua
mais nas fibras sensitivas do que nas fibras motoras (SIMONETTI, 1995). Esta
propriedade inerente a ropivacaina pode ser um dos fatores responsaveis pela

auséncia de acao significativa na regido pés-sinaptica.

A estrutura e as caracteristicas fisico-quimicas destes anestésicos locais
podem constituir fatores determinantes para os diferentes efeitos. A maior
poténcia anestésica pode ser atribuida a maior hidrofobicidade destes agentes,
indicando uma via de acesso alternativa a sitios hidrofébicos na proteina do
canal de sodio. A solubilidade em 4gua € uma caracteristica essencial para o
transporte da molécula do anestésico para as fibras nervosas, assim como o
equilibrio de ionizagdo que garante a existéncia de formas ionizadas e nao
ionizadas no seu sitio de acdo. Em contrapartida, a solubilidade lipidica é
crucial para a particao da droga no axé6nio, 0 que garante que quantidades
suficientes de moléculas de anestésico local penetrem na membrana,
inativando o canal de sédio. Desta forma, a interpretacdo do mecanismo de
acao deixa de ter uma abordagem restrita a importancia da interagcdo com o

lipidio ou direta com a proteina canal de sbddio e torna-se mais abrangente,
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fornecendo uma visdo mais global de sua acdo na membranas celulares

(SCHREIER et al, 2000; FRACETO e DE PAULA, 2006).

Adicionalmente, anestésicos locais como a ropivacaina, bupivacaina e
mepivacaina, devido a sua estrutura quimica, apresentam a propriedade de
fluidificar as membranas, que em associacdo a hidrofobicidade, parecem
também influenciar na sua atividade (MIZOGAMI et al, 2002). Estes autores
mostraram que a fluidificacdo promovida pela bupivacaina e pela ropivacaina é
predominantemente no nucleo da membrana, em relagdo a superficie, sendo
mais efetiva com a bupivacaina do que com a ropivacaina. Ja com a
mepivacaina, esta fluidificacdo se mostrou homogénea nas duas regides da
membrana. Fato que explica o maior bloqueio motor com a bupivacaina
racémica e com a mistura em excesso enantiomérico de bupivacaina, em

relacdo a ropivacaina e a levobupivacaina.

Pode-se, portanto, inferir que os anestésicos locais diminuem a margem
de seguranca da jungcdo neuromuscular, facilitando a ligacdo dos bloqueadores

neuromusculares no seu local de agao.

O blogueio neuromuscular produzido pela associagdo anestésicos locais
e pancurénio foi total e parcialmente revertido pela 4-aminopiridina e
neostigmina, respectivamente. Qutros estudos experimentais também
mostraram que o0 blogueio neuromuscular, resultante da combinacdo de
bloqueadores neuromusculares e anestésicos locais, foi s6 parcialmente
revertido pela neostigmina e efetivamente antagonizado pela 4-aminopiridina

(MATSUO et al, 1978; LOYOLA et al, 2006a). Resultado semelhante foi
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observado em ensaio clinico por SAHIN et al (2011), que demonstraram maior
eficacia da 4-aminopiridina em relagao a neostigmina, empregadas na reversao
do blogueio ocasionado pelo vecurénio em pacientes submetidos a bloqueio
epidural com levobupivacaina. Outros autores que avaliaram clinicamente a
eficacia da neostigmina na reversdo do bloqueio neuromuscular produzido pelo
atracurio isoladamente, e quando do emprego simultdneo da bupivacaina
administrada por via epidural, mostraram que o tempo para reversdao do
bloqueio neuromuscular foi significativamente mais prolongado nos pacientes

submetidos a anestesia geral associada a bloqueio espinhal (TOFT et al, 1990).

A neostigmina, ao inibir a acetilcolinesterase, aumenta a concentragéo
do neurotransmissor na fenda sindptica, sendo capaz de deslocar
competitivamente os agentes causadores do bloqueio. O antagonismo parcial
pela neostigmina reforga esse achado, uma vez que os anticolinesterasicos sao
eficazes apenas na reversao do bloqueio pds-sinaptico. A 4-aminopiridina, além
do efeito inibidor de dessensibilizacdo de receptores nicotinicos da placa
terminal, provoca aumento quantal de acetilcolina. Esse aumento € resultante
de acdes na membrana das terminagcdes nervosas, como a inibicdo dos canais
de potassio, que produz aumento na duragdo do potencial de agdo e o maior
influxo de ions calcio para as terminagdes nervosas motoras, durante a
despolarizagdo da membrana (ULBRICHT e WAGNER, 1976; HARVEY e
MARSHALL, 1977a; HARVEY e MARSHALL, 1977b; SAHIN et al, 2011). O
antagonismo completo obtido com a 4-aminopiridina sugeriu que a interagao

dos anestésicos locais com o pancurdnio tem componente pré-sinaptico,
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relacionado a diminuicdo da liberacdo de acetilcolina, mas, também, podem

causar blogueio de canal aberto dos colinoreceptores pos-sinapticos.

A evidéncia desta interacdo, ja demonstrada na clinica e embasada em
estudos experimentais, que tém como vantagem a possibilidade de eliminar um
viés, que € a grande variabilidade individual de resposta aos bloqueadores
neuromusculares, particularmente 0s nao-despolarizantes, enfatiza a
necessidade de observacao cuidadosa e do uso frequente de monitorizagao da
transmissao neuromuscular, quando do emprego simultdneo desses agentes,
ou em situagcbes em que a margem de seguranga da transmissao

neuromuscular estiver reduzida.
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6. CONCLUSOES
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6. CONCLUSOES

Dos resultados apresentados neste trabalho sobre os efeitos dos
anestésicos locais, ropivacaina, levobupivacaina e mistura enantiomérica em
excesso de 50% de bupivacaina na jungdao neuromuscular e a sua influéncia no
bloqueio neuromuscular produzido pelo pancurdnio pode-se concluir que os

anestésicos locais nas concentragdes estudadas:

1. ndo comprometeram a transmissdo neuromuscular, mas potencializaram

o bloqueio neuromuscular produzido pelo pancurénio;

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

acao é na juncao neuromuscular e nao na fibra muscular;

3. apresentaram efeito pré-sindptico refletido por alteragdes nos potenciais

de placa terminal em miniatura;

4. apresentaram efeito pés-sinaptico, refletido por diminuicdo na resposta

contraturante a acetilcolina, com excec¢ao da ropivacaina.

5. o bloqueio neuromuscular causado pela associagdo anestésicos locais e
pancurénio foi parcialmente e totalmente revertido pela neostigmina e pela 4-

aminopiridina respectivamente.

Os resultados podem sugerir uma interacao do tipo sinergismo entre os
farmacos estudados e, deve ser levada em consideragdo quando do uso

simultaneo destas drogas na pratica clinica.
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8.1 ANEXO 1.

Y : ¥
I AmMe
CEUAMUnicamp
=

Comissdo de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto "Influéncia dos anestésicos locais na
transmissio neuromuscular e no blogueio produzido pelo pancurdnio e

cisatractrio. Estudo experimental.” (protocolo n° 2346-1), sob a
responsabilidade de Profa. Dra. Angélica de Fatima Assuncdo Braga /
Vanessa Henrigues Carvalho, estd de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagdo Animal adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em

Animais de Laboratério (SBCAL) e com a legislacao vigente, LEI N® 11.794, DE
8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o uso cientifico de
animais, € o DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009.

O projeto foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais da

Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 21 de fevereiro de
2011.

Campinas, 21 de fevereiro de 2011.
|

“ue N Jars. muad

Profa. Dra. An Méria A. Guaraldo Fatima Alonso —

Presidente Secretaria Executiva

CEUA/UNICAMP Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 E-mail: comisib@unicamp.br
13083-970 Campinas, SP — Brasil hitpz/fwww.ib, unicamp . br/ceeal
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8.2 ANEXO 2. COBEA - Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal

RESOLUGCAO N¢ 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 evolugao continua das areas de conhecimento humano, com especial énfase
aquelas de biologia, medicinas humana e veterinaria, e a obten¢do de recursos de
origem animal para atender necessidades humanas basicas, como nutrigéo,
trabalho e vestuario, repercutem no desenvolvimento de agbes de experimentacao
animal, razao pela qual se preconizam posturas éticas concernentes aos
diferentes momentos de desenvolvimento de estudos com animais de
experimentagao.

Postula-se:

Artigo | - E primordial manter posturas de respeito ao animal, como ser vivo e pela
contribui¢do 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 |he
sendo impostas limitagdes para se salvaguardar das manobras experimentais e da
dor que possam causar.

Artigo Il - E de responsabilidade moral do experimentador a escolha de métodos

e acOes de experimentacao animal
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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.

Artigo VI - Considerar a possibilidade de desenvolvimento de métodos
alternativos, como modelos matematicos, simulagdes computadorizadas, sistemas
biolégicos "in vitro", utilizando-se 0 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 VIII - Desenvolver procedimentos com animais, assegurando-lhes sedagéo,
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 nao anestésicos.

Artigo IX - Se os procedimentos experimentais determinarem dor ou angustia nos
animais, apos o uso da pesquisa desenvolvida, aplicar método indolor para
sacrificio imediato.

Artigo X - Dispor de alojamentos que propiciem condi¢cdes adequadas de saude e
conforto, conforme as necessidades das espécies animais mantidas para
experimentacdo 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.
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Artigo XII - Desenvolver trabalhos de capacitacdo especifica de pesquisadores e
funcionarios envolvidos nos procedimentos com animais de experimentacao,

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

COBEA - Colégio Brasileiro de Experimentagao 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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8.3 ANEXO 3 ARTIGO PUBLICADO NA ACTA CIRURGICA BRASILEIRA

5 -~ ORIGINAL ARTICLE
ANESTHESIA

Evidence of presynaptic and postsynaptic action of local anesthetics in rats’

Angélica de Fitima de Assuncio Braga', Vanessa Henriques Carvalho”, Franklin Sarmento da Silva Braga™, Gloria Maria
Braga Potério™, Filipe Nadir Caparica Santos™

Associate Profs Dep of Anesthesiology, Camyp Stare University (UNICAMP), Campinas-SP, Brazil. Intellectual, scientific, content and
design of the study. acquisition and interpretation of data; technical procedures; manuscrpt writing: critical revision

TMaster in Pharmacology. School of Medicine, UNICAMP, Campinas-SP, Brazil. Intellectual, scientific, content and design of the study. acquisition
and interpretation of data; technical procedures; manuscript wiiting; critical revision

TAssistant Professor, Department of Anesthesiology, School of Medicine, UNICAMP. Campinas-SP. Brazil. Critical revision.

MResiden of Anesthesiology. School of Medicine, UNICAMP, Campinas-SP, Brazil Acquisition and tation of data.
ABSTRACT
PURPOSE: To assess the probable actions of roprvacaine, 50% ic excess bupvacaine muxture (S§75-R25) and levobupivacaine

on neuromuscular transmmission in vitro.

METHODS: Thurty rats were distributed into groups (n=5) according to the drug used: ropivacaine, bupivacaine (S75-R25) and
levobupivacamne, The concentration used for the three local anesthetics (LA) was 5 pg.mL.The foll g par. s were evaluated:
1) LA effects on membrane potential (MP) and end plate p I (MEPP). A chuck biventer cervicis preparation was also
used to evaluate LA effects on the contracture response to acetylcholine.

RESULTS: LA did not alter MP values and decreased the frequency and amplitude of MEPP. In a chick biventer cervicis preparation,
bupivacame ($75-R25) and levobupivacamne decreased the contracture response to acetylcholine with statistical significance. in

COMPArison 10 ropIvacaine.
CONCLUSIONS: In the concentrations used, levobupivacame and bupivacame (S75-R25) exhibited presynaptic and postsynaptic
actions evidenced by alterations in mimature end plate potentials and contracture response to acetylcholine. Ropivacaine only had a
presynaptic action.

Key words: Anesthetics, Local. Bupivacaine. Rats.
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Evidence of presynaptic and postsynaptic action of local anesthetics in rats

Introduction

The mechamsm of action of local hetics and

(95% O, + 5% CO,) and maintaned at 37°C. To evaluate local
anesthetic effects on end plate 1als and membrane

thewr effects on synaptic transmussion have not yer been fully
elucidated. Furthermore, the effects of local anesthetics on the
electrophysiological properties of the nerve cell body have also
not been invesugated in detail. Some authors have studied the
wntophoretc effects of procamme on spinal motoneurons m cats
submitted to orthodromic stmuli, and observed suppression
of neuronal spike potential without alteration i excitatory
postsynaptic potential and membrane resistance'. Other authors,
using the dorsal root ganghon isolated from frog spinal cords,
confirmed the depressant action of procame in the generation of
spike p 1al to direct shmulation of ganglion cells®. Tabatabai et
al * studied the effects of hidocaine and racemic bupivacaine on the
presynaptic and postsynaptic components of synaptic transmission
of the rat sympathetic ganglion and observed blockade in various
stages of synaptic transmussion. The effects of these drugs on
membrane potentials and mumatre end plate potentials were

studied 1n rats and interference at some phase of neuromuscular

transmission was described*.
The amm of this study was to evaluate the probabl

p 1als, the following sroups were formed, according to the
local anesthetic added to the preparation: Group I - ropivacaine;
Group 11 — 50% enantiomenic excess bupivacaine muxture; Group
I — levobupivacaine. In all groups. local anesthetic concentration
was 5.0 ugmL

To evaluate postsynaptic events of local anesthetics, a
chick biventer cervicis preparation was used, mounted according to
methodology described by Ginsborg and Warmner.” Twelve chucks
aged four to eight days, weighing from 40 to 80g, anesthetized with
halothane by inhalation, followed by the removal of the bivenrer
cervicis muscle, which was suspended in a 5Sml-tub contaning
Krebs 1 lut: The preparation was ted with
carbogen and temp was d at 37°C. Experiments
were performed (n=4) for the detection of the acetylcholine curve
(5g.mL") before and 30 minutes after the addition of each local
anesthetic: ropivacame, 50% enantiomeric excess bupivacamne
nuxture and levobupivacamne, m the same concentration used
in rat experiments (5 pg.mL7). Indirect stimulation of skeletal
muscles was performed with supramaximal pulses (duration:0.2

mechamsms of action of ropivacame. 50% enantiomenc
excess bupivacame 575-R25 muxture and levobupivacame on
ular tr n exper

1 dal

Methods

This 15 an in vitre expenimental study. The procedures
used are in comphiance with the ethical principles for amimal
expenimentation, adopted by the Brazilian College of Anmimal
Expenmentation (BCAE) and were approved by the Ethics
Cc itee for Animal Exper of the I of Biology
of the State University of Campmas (protocol n° 2346-1).

To evaluate the effects of ropivacaine. 50% enantiomernic

excess bupivacame mixture and levobupivacame on mumature

end plate p ls and L P 1als, a phrenic nerve-

rat diaphragm preparation was used, according to methodology
proposed by Bulbring®.

Thirty male Wistar rats (weight range: 180 - 250g) were

used. A Is were d with urethane (1.2mgkg?, by

1 ) g 1 by severance of major

blood vessels in the neck to facilitate the identification and removal

ms; frequency:0.1Hz). Resp to acetylchohine were recorded
by a Gould RS 3400 chart recorder, before and 30 minutes after
the addition of ropivacaine, 50% enantiomenc excess bupivacaine
nuxture and levobupivacaine.

Local anesthetic effects were evaluated on: 1) membrane
potentials (MP) and mimature end plate potentials (MEPP); 2)
contracture response to acetylcholne.

Statistical analysis

Results were exp d as means and dard deviations.
For analysis of membrane potential of muscle fibers and contracture
response to acetylcholine, Wilcoxon’s test and Student’s t-test for
paired samples were used, A significance level of 5% was adopted
(p = 0.05). The power of the test was calculated, obtaining b =
20% (power > 80%).

Results

Ropivacaine, 50% enantomenc excess bupivacaine
nuxture and levobupivacame mn the concentrations studied, cansed
no significant alterations i membrane potentials. The effects of

of the left hemudiaphragm and portion of the corresponding
phremic nerve. The preparations were fixed 1 a vat contaming 40
mlL of Tyrode nutrient solution, constantly aerated with carbogen

local th on mini end plate potennals (MEPP) are
mutially charactenized by a decrease in frequency and amplitade,
observed 30 minutes after drug addition, followed by blockade in

Acta Ciriingica Brasileira - Vol. 28 (11) 2013 - 763
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60 minutes.

In the chick biventer cervicis preparation, the percentages
of decrease in the contracture response to acetylcholine, caused
by the local anesthetics roprvacaine, 50% enantiomeric excess
bupivacaine mixture and levobupivacaine in the concentration
studied (Smg.mL?) were 16.07% = 6.01: 33.12 % = 11.51 and
19.35% = 3.67. respectively. This reduction was significant
with 50% enanfiomeric excess bupivacame and levobupivacame

(p=0.01), in comparison to ropivacaine (p = 0.12)
Discussion

Local anesthetics are a group of drugs that are widely
used by different routes of admimstration, such as topical.
subcutaneous infiltration. blockade of peripheral nerves and
neuraxial anesthesia (spinal and epidural), in the prevention and
relief of acute and chronic pain®®. Because LA are amphiphilic
molecules, they have high affinity for excitable cell membranes,
inactivating voltage-gated sodium channels, and thus preventing
the influx of ions necessary for membrane depolarization. It is
believed that a decrease m membrane permeability to sodmm
ions occurs by two mechanisms: general alterations in membrane
fluidity with conformational changes in protein-voltage-gated-
sodium channel and/or by the specific interaction between local
anesthetics and sodium channels'®?. On the other hand, a direct
correlation between hydrophobicity and anesthetic potency
indicates that nonspecific parfition of a large quantity of local
anesthetic in the lipid bilayer is important to facilitate access of
the molecule to voltage-gated sodium binding sites™*.

The enantiomeric bupivacaine mixture, ropivacaine,
mepivacane, racemic bupivacamne and levobupivacame,
commonly contain a chiral center in the piperidinic ring, providing
optic isomers with S (-) and R (+) configurations, a stereoisometry
that may also contribute to cell membrane fluidity!®.

Theoretically, these agents may interfere m some phase
involved in neuromuscular transmission Local anesthetics
selectively depress motor fiber conduction and reduce the release
of acetylcholine during nerve stimulation by presynaptic action!*7
These drugs may bind to different specific acetylcholine sites,
resulting in desensitization of these receptors by postsynaptic
action. Furthermore, they may temporarily occlude nicotinic
receptor channels!'®™

There is no evidence that LAs inhibit the synthesis of
acetylcholine, but i low concentrations these agents nterfere with
miniature end plate potential. Thus. impairment in quantal release

of acetylcholine and alterations in miniature end plate potential may

764 - Acta Cirirgica Brasileira - Vol. 28 (11) 2013

manifest a presynaptic action. To evaluate local anesthetic action
on presynaptic and postsynaptic sites, electrophysiological studies
have been conducted. These experiments detect the spontaneous
release of one quantum of acetylcholine and may investigate
the influence of drugs used in the presynaptic region, due to ifs
mterference m the processes of mediator production or release.
The postjunctional effect may be attributed to interference with the
receptor occupied by the transmatter and rthe educed sensitivaty of
the postjunctional membrane to acetylcholine®'"1%22,

In electrophysiological studies, simularly fo other
studies*>* we observed that local anesthetics did not produce
alterations in the membrane potential of muscle fibers m the
concentration employed. and potential is maintained within
normal limits. According to descriptions by others authors® 1t
can be mnferred that these drugs do not possess a depolarizing
action on the muscle fiber. Their mechanism of action on the
neuromuscular junction is not related to stabilizing activity of
the muscle membrane. However, local anesthetics prevent the
conduction of propagated action potentials, without affecting
membrane potential

The small amount of acetylcholine, meffective to trigger
an action potential, 1s continuously and spontaneously released
and does not require electrical neural stimulation. This release
1s responsible for small amplitude potentials, corresponding to
one hundredth the amplitude of the end-plate potential produced,
named plate minipotential or miniature end plate potentials. The
function of mimature end plate potenfial 1s unknown, but seems
to be related to the maintenance of muscle trophism®. The study
of MEPPs 1s imporiant to investigate the presynaptic effects of the
drugs used, due to its interference in mediator release™. In contrast
to previous reports on hidocaine***, describing that it intially
increases MEPP frequency, the local anesthetics used in the study
caused a progressive decrease both in the frequency and amplitude
of these potentials until complete blockade

In the postsynaptic membrane, local anesthetics are
capable of binding to specific areas of nicotinic receptors, different
from specific areas of acetylcholine, promoting desensitization of
these receptors!®.

LA effects were also evaluated in the chick bivenrer
cervicis preparation. Due to the high density of nicotinic
cholinergic receptors present in bird muscles, the response to
acetylcholine permits us to evaluate the affinity of these drugs to
these receptors in the postsynaptic region. The results observed
m this preparation ndicate that different local anesthetics m the
concentrations used, reduced the contracture response induced by

acetylcholine, and are similar to those previously described by
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Evidence of presynaptic and posisynapiic action of local anesthetics in rats

Braga et al® These authors found a significant decrease in the
response to acefylcholine in preparations exposed to lidocaine and

enantiomeric excess bupivacaine mixture
Conclusions

Theresultssuggestapresynapticaction, withmodifications
in quantal release of acetylcholine and a postsynaptic action in
nicotinic receptors, preventing or decreasing neurotransmitter
action, and not an effect on muscle fibers. Therefore, there seems
to be a curaremimetic action, with a probable action on the

neuromuscular junction, particularly the motor nerve ending.
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Resumo

Justificativa e Objetivos - Os efeitos dos anestésicos locais na jungdo neuromuscular e sua
influéncia no bloqueio produzido por bloqueadores neuromusculares nao-despolarizantes é ainda
alvo de pouca investigacdo, no entanto esta interacdo tem sido descrita em trabalhos
experimentais € em humanos. O objetivo deste estudo foi avaliar in vitro, a interagdo da
ropivacaina com o pancurdnio, a influéncia na transmissdo e bloqueio neuromuscular e a
efetividade da neostigmina e 4-aminopiridina na reversao do bloqueio.

Método - Ratos foram distribuidos em grupos (n = 5) de acordo com o farmaco estudado:
ropivacaina (5 pg.mL-1); pancurénio (2 pg.mL'1); ropivacaina + pancur6nio. A neostigmina e a 4-
aminopiridina foram usadas nas concentragdes de 2pg.mL'1 e 20 ug.mL", respectivamente .
Avaliou-se: 1) efeitos da ropivacaina sobre o potencial de membrana (PM) e potenciais de placa
terminal em miniatura (PPTM); 2) a amplitude das respostas do diafragma antes e 60 minutos apés
a adicao da ropivacaina; o grau de bloqueio neuromuscular com o pancurdnio € com a associagao
pancurbnio — ropivacaina; 3) a efetividade da neostigmina e 4-aminopiridina na reversao do
bloqueio neuromuscular.

Resultados - A ropivacaina nao alterou a amplitude das respostas musculares, os PM, mas
diminuiu a frequéncia e a amplitude dos PPTM. O bloqueio produzido pelo pancurdnio foi
potencializado pela ropivacaina, e parcial e totalmente revertido pela neostigmina e 4-
aminopiridina, respectivamente.

Conclusoes - A ropivacaina potencializou o blogueio neuromuscular produzido pelo pancurdnio. O
antagonismo completo com a 4-aminopiridina sugere agao pré-sinaptica da ropivacaina.
Unitermos: Anestésicos Locais, Ropivacaina; Bloqueadores neuromusculares, Na&o-

Despolarizantes, pancurdnio. Animais, Ratos.
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INTRODUCAO

Os anestésicos locais, particularmente as amino-amidas, constituem um grupo de farmacos
amplamente utilizados por diferentes vias de administracdo, tais como: todpica, infiltragdo
subcutanea, bloqueio de nervos periféricos, anestesia neuroaxial isoladamente ou em associagao
a anestesia geral'™.

Existem evidéncias que estes farmacos podem interferir na transmissdo neuromuscular e
potencializar os efeitos dos bloqueadores neuromusculares'”.

A ropivacaina é um anestésico local amino-amida com propriedades fisioquimicas semelhantes a
bupivacaina (S50-R50%), excetuando a menor poténcia e o menor grau de bloqueio motor, com
maior seletividade por fibras nervosas sensitivas, caracteristicas atribuidas a menor
lipossolubilidade e a sua estrutura de isbmero puro S em oposicdo a mistura racémica da
bupivacaina®®.

Estas caracteristicas também sao responsaveis pela menor toxicidade cardiaca e no sistema
nervoso central, vantagens apresentadas pela ropivacaina sobre a bupivacaina (850-R50°/o)8’9. @)
pancurénio é um bloqueador neuromuscular ndo-despolarizante, aminoester6ide, de longa
duragao de agao, fato que justifica seu uso em cirurgias prolongadas e em terapia intensiva'’.

O objetivo deste estudo foi avaliar, em modelo experimental, o efeito da ropivacaina na

transmissdo neuromuscular, a sua influéncia no bloqueio neuromuscular produzido pelo

pancurdnio e a eficicia de neostigmine e 4-aminopiridina na revers@o do blogqueio.

METODO

Trata-se de estudo experimental in vitro e os procedimentos usados estdo de acordo com os
principios éticos na experimentacdo animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao
Animal (COBEA) e foram aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal do

Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas (protocolo n® 2346-1).

Foram utilizados ratos machos de linhagem Wistar, com peso entre 180 - 250g. Os animais foram

anestesiados com uretana (1 ,2mg.kg'1, via intraperitonial), e em seguida foram exsanguinados por
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secgao dos vasos do pescogo, para facilitar a identificagédo e retirada do hemidiafragma esquerdo e
a porgdo do nervo frénico correspondente. Para avaliagdo do efeito da ropivacaina sobre a
transmissao neuromuscular, sua influéncia no bloqueio produzido pelo pancurénio e a efetividade
da neostigmine e da 4-aminopiridina na reversdo do bloqueio neuromuscular foi utilizada a técnica
descrita por Bulbring”. As preparagdes foram fixadas em cuba contendo 40 mL de solugdo
nutritiva de Tyrode, aeradas constantemente com carbogénio (95% O2 + 5% CO2) e mantidas a
37°C. O nervo foi colocado sobre eletrodos de platina ligados a um estimulador Grass S48. O
diafragma foi mantido por sua porgao tendinosa sob tenséo constante (5,0 g), através de fio ligado
a transdutor isométrico Load Cell BG50 GMS, e submetido a estimulagao indireta de 0,1 Hz de
frequéncia e duracdo de 0,2 mseg, sendo que as variagdes de tensao produzidas pelas contragdes
do diafragma foram registradas em fisiégrafo Gould RS 3400. Para avaliar o efeito dos farmacos
empregados isoladamente e associados na transmissao neuromuscular, formaram-se 3 grupos (n
= 5): Grupo | —ropivacaina (5 ug.mL'1); Grupo Il - pancurénio (2 ug.mL"); Grupo Il - pancurdnio (2
ug.mL'1) em preparagdo previamente exposta a ropivacaina (5 ug.mL"). No Grupo Il
(ropivacaina-pancurdnio), o pancurdnio foi adicionado a preparagao 30 minutos apds a adi¢cdo da
ropivacaina. As respostas musculares a estimulagao indireta foram registradas durante 60 minutos
apés a adicao dos farmacos.

A mesma preparagéo foi utilizada para estudar a efetividade dos farmacos (neostigmine - 2ug.mL'1
e 4-aminopriridina - 20 ug.mL'1) na reversao do bloqueio neuromuscular, que foram adicionadas a
preparacdo apés o bloqueio produzido pela associagdo ropivacaina-pancurénio. Também foram
estudados em diafragma de ratos os efeitos da ropivacaina nos potenciais de placa terminal em
miniatura e nos potenciais de membrana. Os parametros avaliados foram: 1) a amplitude das
respostas do musculo diafragma a estimulacao indireta, antes e 60 minutos apds a adigdo de
ropivacaina; 2) a amplitude das respostas do musculo diafragma a estimulagao indireta, antes e 60
minutos apés a adicdo do pancur6nio isoladamente e em preparagdo previamente exposta a
ropivacaina; 3) os potenciais de membrana (PM) e potenciais de placa terminal em miniatura
(PPTM); 4) a efetividade da neostigmina e da 4-aminopiridina na reversdo do bloqueio

neuromuscular.
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Os resultados foram expressos em médias e desvios-padrao. O teste de Wilcoxon foi empregado
para analise do potencial de membrana das fibras musculares e efetividade dos farmacos
reversores do bloqueio. Para avaliar a redugao da amplitude das respostas musculares foi
utilizado o t de Student (distribuicdo normal). Assumiu-se nivel significante de 5% (p < 0,05). O

poder do teste foi calculado e obteve-se > 20% (poder > 80%).

RESULTADOS

A ropivacaina na concentragdo estudada e empregada isoladamente ndo causou redugdo na
amplitude das respostas musculares a estimulagao elétrica indireta, em preparagao nervo frénico-
diafragma de rato. Com o pancurénio isoladamente e nas preparagdes previamente expostas a
ropivacaina, as médias de amplitude das respostas musculares foram 45,1% e 6,2%,
respectivamente, e o bloqueio correspondente foi de 54,9 + 14,1% e 93,8 £ 9,2%, respectivamente,

com diferenga significativa (p=0,015) - Figuras 1 e 2.

100
80
60
40

20

amplitude das respostas musculares (%)

; ;
ropivacaina pancurdnio ropivacaina +
pancurdnio

Figura 1 Amplitude das respostas musculares a estimulagéo indireta em preparagao nervo frénico
— diafragma de rato exposta a ropivacaina (5,0ug.mL’1), pancurénio (2 ug.mL’1) e ropivacaina +

pancurénio
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Figura 2 Grau de bloqueio com pancurdnio isoladamente e em preparacao previamente exposta a
ropivacaina

O bloqueio neuromuscular causado pelo pancurénio, nas preparagdes expostas a ropivacaina, foi
revertido parcial e totalmente pela neostigmina e pela 4-aminopiridina, respectivamente.

Nao se observou efeito significativo da ropivacaina sobre os potenciais de membrana (Figura 3).
Os efeitos sobre os potenciais de placa terminal em miniatura (PPTM) caracterizaram-se por

diminuicao na frequéncia e amplitude até bloqueio total (Figura 4).
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Figura 3 Efeito da ropivacaina (5,Oug.mL'1) no potencial de membrana em preparagao diafragma
de rato

Figura 4 Efeito da ropivacaina (5,0ug.mL’1) nos potenciais de placa terminal em miniatura (PPTM)
em preparacao de diafragma de rato. A: controle; B: 30 minutos apés a adicao de ropivacaina; C:
60 minutos apos a adigao de ropivacaina

DISCUSSAO

Os efeitos dos anestésicos locais na jungdo neuromuscular e sua influéncia no bloqueio produzido
por bloqueadores neuromusculares nao-despolarizantes é ainda alvo de pouca

investigacdo, no entanto esta interagdo tem sido descrita em trabalhos experimentais e em

5-7,13

humanos'”'2. Estudos experimentais vem dando embasamento para os resultados observados

na clinica, com a vantagem da possibilidade de eliminar um viés, que é a grande variabilidade
individual de resposta aos bloqueadores neuromusculares'®™ .

Embora somente em altas doses os anestésicos locais possam produzir bloqueio neuromuscular, a
interacdo com os bloqueadores neuromusculares, particularmente os ndo-despolarizantes, torna-
se clinicamente relevante, necessitando-se de observacdo cuidadosa quando do emprego
simultdneo desses agentes, ou em situagcbes em que a margem de seguranga da transmissao

neuromuscular estiver reduzida'*'%'*1°,
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Sao admitidos varios mecanismos para explicar a interagdo entre os anestésicos locais e os
bloqueadores neuromusculares. Na regido pré-sinaptica, deprimem seletivamente a condugao nas
fibras motoras e inibem a liberagdo da acetilcolina durante a estimulagédo nervosa. Ao nivel pos-
sindptico os anestésicos locais podem se ligar a diferentes sitios especificos de acetilcolina,
resultando em dessensibilizacdo de receptores, além de poder ocasionar oclusdo temporaria de
canais dos receptores nicotinicos. Adicionalmente, sdo descritos uma acao estabilizadora da
membrana poés-juncional, e interferéncia com o mecanismo de excitagdo-contragao da fibra
muscular 5-7, 11,13,16»19'

A concentragéo de ropivacaina empregada foi estabelecida em projeto piloto e determinada a partir
de dados apresentados em estudos realizados em nosso meio onde foram utilizados outros
anestésicos locais amino-amidas com caracteristicas semelhantes a ropivacaina6'7. Matsuo e col."
em preparagao semelhante a utilizada neste estudo avaliaram a associagcdo de d-tubocurarina a
diferentes anestésicos locais, e observaram que mesmo em concentragdes ineficazes, os
anestésicos locais potencializaram o bloqueador neuromuscular, evidenciado pela diminui¢cdo
significativa da ED50. Em relacéo a influéncia dos bloqueadores neuromusculares nos efeitos dos
anestésicos locais, estes autores também descreveram que concentragbes ineficazes de d-
tubocurarina causaram similar diminuicdo da ED50 e aumento na poténcia dos anestésicos locais.
Em ensaio clinico Sahin e col.* avaliaram as caracteristicas do blogueio neuromuscular produzido
pelo vecurbnio em pacientes submetidos a anestesia geral associada ao bloqueio epidural com
levobupivacaina a 0,5% (15 mL) e observaram aumento significativo no indice de recuperacao e
duracgao total do efeito do vecurénio, sem no entanto influenciar na sua duragao clinica (DC25%).
Estes achados podem ser justificados pelo fato do metabolismo da levobupivacaina, quando
empregada no espaco epidural, s6 ocorrer em aproximadamente 30 minutos, quando o farmaco
atinge a circulagéo1.

O presente estudo mostrou que, na concentragdo estudada, a ropivacaina empregada
isoladamente ndo exerceu efeitos na jungado neuromuscular, no entanto potencializou o bloqueio
produzido pelo pancurfnio. Estes resultados assemelham-se aos de outros autores que ndo

observaram em trabalhos experimentais e clinicos, prejuizo na transmissdo neuromuscular,

135



quando do emprego isolado de diferentes anestésicos locais. No entanto foi descrita evidente
potencializagdo no efeito de varios bloqueadores neuromusculares como resultado da associagao
desses farmacos, interagdo que pode ser consequente a potencializagao verdadeira, causada pela
acdo dos dois tipos de drogas, em diferentes locais da juncdo neuromuscular'?*7121320,
Acredita-se que o maior bloqueio neuromuscular ocasionado pelo pancurénio, nas preparagdes de
diafragma de ratos previamente expostas a ropivacaina, e evidenciado por uma maior redugédo na
amplitude das respostas musculares a estimulagao do nervo frénico, seja devido a uma agao pré-
sinaptica da ropivacaina, e ndo a agao despolarizante na fibra muscular, visto que nos estudos
eletrofisiolégicos, observou-se que a ropivacaina na concentragdo empregada nao alterou o
potencial de membrana das fibras musculares. A acgado pré-sinaptica foi demonstrada pela
diminuicdo na frequéncia e amplitude dos potenciais de placa terminal em miniatura (PPTM),
ocasionado pela ropivacaina , resultado de alteragdo na liberagcao quantal de acetilcolina.

O bloqueio neuromuscular ocasionado pela associagdo ropivacaina-pancurénio foi totalmente
revertido com a 4-aminopiridina € em menor proporgao com a neostigmine. Esses resultados
também foram descritos por Sahin et al*, que observaram em humanos maior eficacia da 4-
aminopiridina em relagdo a neostigmine, na reversao de bloqueio ocasionado pelo vecurénio, em
pacientes que receberam levobupivacaina no espago peridural. Em trabalhos experimentais,
resultados semelhantes foram encontrados na reversao do bloqueio resultante da associagao
lidocaina-rocurdnio®.

A neostigmine, ao inibir a acetilcolinesterase, aumenta a concentragdo do neurotransmissor na
fenda sinaptica sendo capaz de deslocar competitivamente os agentes causadores do bloqueio. O
antagonismo parcial pela neostigmine reforca esse achado, uma vez que os anticolinesterasicos
sao eficazes apenas na reversdo do bloqueio pds-sinaptico. A 4-aminopiridina, além do efeito
inibidor de dessensibilizagdo de receptores nicotinicos da placa terminal, provoca aumento quantal
de acetilcolina. Esse aumento é resultante de agdes na membrana das terminagdes nervosas,
como a inibicdo dos canais de potassio, que produz aumento na duragao do potencial de agcéo, e 0
maior influxo de ions célcio para as terminagdes nervosas motoras durante a despolarizagao da

membrana® . O antagonismo completo obtido com a 4-aminopiridina sugeriu que a interacdo da

136



ropivacaina com o pancurdnioo tem componente pré-sinaptico, relacionado a diminuicdo da
liberacéao de acetilcolina.

A ropivacaina isoladamente nao comprometeu a transmissdo neuromuscular, mas potencializou o
blogueio produzido pelo pancurdnio, que foi revertido pela neostigmina e 4-aminopiridina. Esses
resultados sdo importantes para a pratica clinica, no sentido de orientar quanto a necessidade do
emprego de monitorizagdo dos efeitos dos bloqueadores neuromusculares, particularmente

quando do uso associado a outros farmacos.
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8.5 ANEXO 5 - TABELAS

Tabela 6. Valores individuais, médias e desvios-padrdo da reducdo (%) na
amplitude das respostas musculares a estimulagao elétrica indireta em preparacao
nervo frénico-hemidiafragma de rato, causada pelo pancurdnio isoladamente (2
ug/mL) e pelo pancurénio (2 ug/mL) em preparagdao previamente exposta a
ropivacaina (5 pg/mL)

Experimentos pancurénio pancurénio e p
(n=5) ropivacaina
1 62,50 89,65
2 67,75 79,31
3 56,25 100
4 31,12 100
5 57,15 100
X+DP 54,9 + 14,1 93,8 +9,2 0,0153

teste t de Student

Tabela 7. Valores individuais, médias e desvios-padrao da reducao (%) na
amplitude das respostas musculares a estimulacdo elétrica indireta em
preparagdo nervo frénico-hemidiafragma de rato, causada pelo pancurénio
isoladamente (2 ug/mL) e pelo pancurdnio (2 ug/mL) em preparacao previamente
exposta a levobupivacaina (5ug/mL)

Experimentos pancurénio pancurénio e p
(n=5) levobupivacaina
1 62,50 93,33
2 67,75 100
3 56,25 57,58
4 31,12 100
5 57,15 100
Xt DP 54,9 + 14,1 90,2 + 18,4 0,0317

teste t de Student
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Tabela 8. Valores individuais, médias e desvios-padrdao da reducdo (%) na
amplitude das respostas musculares a estimulagao elétrica indireta em preparacao
nervo frénico-hemidiafragma de rato, causada pelo pancurdnio isoladamente (2
ug/mL) e pelo pancurénio (2 ug/mL) em preparacao previamente exposta a
mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina (S75-R25) -
(Sug/mL)

Experimentos pancuroénio pancuronio e P
(n=5) bupivacaina (S75-R25)
1 62,50 100
2 67,75 100
3 56,25 100
4 31,12 100
5 57,15 100
X+DP 54,9 + 14,1 100 £ 0 0,002

teste t de Student

Tabela 9. Valores individuais, médias e desvios-padrao da amplitude (%) das
respostas musculares em hemidiafragma de rato, apdés a administracdo de
pancurdnio isoladamente (2 ug/mL) e apds reversao do bloqueio com neostigmina
(2 pg/mL)

Experimentos pancurénio neostigmina p
(n=5)
1 37,5 100
2 32,25 100
3 43,75 100
4 68,88 93,33
5 42,85 71,42
X+DP 45,05 + 14,1 92,95 + 12,4 0,0059

teste t de Student pareado
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Tabela 10. Valores individuais, médias e desvios-padrao da amplitude (%) das
respostas musculares em hemidiafragma de rato, apdés a administracdo de
pancurénio isoladamente (2 ug/mL) e apbs reversdo do bloqueio com 4-
aminopiridina (20 pug/mL)

Experimentos pancurénio 4- aminopiridina o]
(n=5)
1 38,0 100
2 33,0 100
3 43,5 100
4 67,0 100
5 43,0 100
X+DP 44,9 + 13,07 100 £ 0 0,0010

teste t de Student pareado

Tabela 11. Valores individuais, médias e desvios-padrao da amplitude (%) das
respostas musculares em hemidiafragma de rato, apdés a administracdo de
pancurénio (2 ug/mL) e ropivacaina (5 ug/mL) e apéds reversao do bloqueio com
neostigmina (2 ng/mL)

Experimentos pancurénio e neostigmina P
(n=5) ropivacaina
1 11,0 100
2 24,0 100
3 10,0 67,0
4 12,0 45,0
5 25,0 98,0
Xt DP 16,4+ 7,4 82,0 + 25,0 0,0011

teste t de Student pareado
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Tabela 12. Valores individuais, médias e desvios-padrao da amplitude (%) das
respostas musculares em hemidiafragma de rato, apés a administracdo de
pancurénio (2 ug/mL) e levobupivacaina (5 ug/mL) e apds reversao do bloqueio
com neostigmina (2 pg/mL)

Experimentos pancurénio e neostigmina P
(n=5) levobupivacaina
1 10,0 82,0
2 9,5 70,0
3 24,0 90,0
4 9,8 71,0
5 12,00 65,0
X +DP 13,1+£6,2 75,6 £ 10,2 0,0003

teste t de Student pareado

Tabela 13. Valores individuais, médias e desvios-padrao da amplitude (%) das
respostas musculares em hemidiafragma de rato, apdés a administracdo de
pancurénio (2 ug/mL) e mistura com excesso enantiomérico de 50% de
bupivacaina (S75-R25) — (5 ug/mL) e apés reversado do bloqueio com neostigmina
(2 ug/ml)

Experimentos pancurénio e neostigmina p
(n=5) bupivacaina (S75-R25)
1 0 86,66
2 0 86,66
3 0 90,32
4 0 73,33
5 0 79,31
X+DP 00 83,3+6,8 0,0001

teste t de Student pareado
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Tabela 14. Valores individuais, médias e desvios-padrao da amplitude (%) das
respostas musculares em hemidiafragma de rato, apdés a administracdo de
pancurénio (2 ug/mL) e ropivacaina (5 ug/mL) e apéds reversao do bloqueio com
4- aminopiridina (20 pg/mL)

Experimentos pancurénio e 4-aminopiridina P
(n=5) ropivacaina
1 10,35 100
2 20,69 100
3 10,5 100
4 12,0 100
5 22,5 100
X+DP 15,2+5,9 100 £ 0 0,0001

teste t de Student pareado

Tabela 15. Valores individuais, médias e desvios-padrdo da amplitude (%) das
respostas musculares em hemidiafragma de rato, apdés a administracdo de
pancurénio (2 ug/mL) e levobupivacaina (5 ug/mL) e apds reversao do bloqueio
com 4- aminopiridina (20 pg/mL)

Experimentos pancuroénio e 4-aminopiridina p
(n=5) levobupivacaina
1 8,8 100
2 8,5 100
3 13,0 100
4 12,0 100
5 10,0 100
Xt DP 10,5 +2,0 100 0,0004

teste t de Student pareado
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Tabela 16. Valores individuais, médias e desvios-padrao da amplitude (%) das
respostas musculares em hemidiafragma de rato, apdés a administracdo de
pancurénio (2 pg/mL) e mistura com excesso enantiomérico de 50% de
bupivacaina (S75-R25) — (5 ug/mL) e apds reversdao do blogueio com 4-
aminopiridina (20 ug/mL)

Experimentos pancurénio e 4-aminopiridina p
(n=5) bupivacaina (S75-R25)
1 0 100
2 0 100
3 0 100
4 0 100
5 0 100
Xt DP 00 1000 0,0001

teste t de Student pareado

Tabela 17. Valores individuais, médias e desvios-padrdao da amplitude da resposta
(%) causada pela Acetilcolina (5 pg/mL), antes e ap6s a adigdo de ropivacaina (5
ug/mL), e percentual de reducédo, em preparacao biventer cervicis de pintainho

Experimentos antes da apods a % de reducao p
(n=4) ropivacaina ropivacaina
1 100 87,5 12,5
2 100 85,7 14,3
3 100 75,0 25,0
4 100 87,5 12,5
X+DP 100 83,92 + 6,01 16,07 + 6,01 0,1250

teste t de Student para amostras pareadas
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Tabela 18. Valores individuais, médias e desvios-padrdao da amplitude da resposta
(%) causada pela Acetilcolina (5 ug/mL), antes e apés a adicado de

levobupivacaina (5 pug/mL) e percentual de redugcédo, em preparacao biventer
cervicis de pintainho

Experimentos antes da apos a % de p
(n=4) levobupivacaina levobupivacaina reducao
1 100 85,71 14,29
2 100 77,0 23,1
3 100 80,0 20,0
4 100 80,0 20,0
X+ DP 100 80,67 + 3,63 19,35 + 3,67 0,0018

teste t de Student para amostras pareadas

Tabela 19. Valores individuais, médias e desvios-padrdo da amplitude da resposta
(%) causada pela Acetilcolina (5 ug/mL), antes e apés a adicdo de mistura com
excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina (S75-R25) - (5 ug/mL) e
percentual de reducao, em preparacao biventer cervicis de pintainho

Experimentos antes da apés a % de reducao P
(n=4) 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
X+DP 100 66,87 + 11,51  33,12+11,51 0,0104

teste t de Student para amostras pareadas
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