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Resumo
Justificativa  e  objetivos:  Os  efeitos  dos  anestésicos  locais  na  junção  neuromuscular  e  sua
influência  no  bloqueio  produzido  por  bloqueadores  neuromusculares  não-despolarizantes  é
ainda alvo  de  pouca  investigação,  no  entanto  esta  interação  tem  sido  descrita  em  trabalhos
experimentais  e  em  humanos.  O  objetivo  deste  estudo  foi  avaliar  in  vitro,  a  interação  da  ropi-
vacaína com  o  pancurônio,  a  influência  na  transmissão  e  bloqueio  neuromuscular  e  a  efetividade
da neostigmina  e  4-aminopiridina  na  reversão  do  bloqueio.
Método:  Ratos  foram  distribuídos  em  grupos  (n  =  5)  de  acordo  com  o  fármaco  estudado:
ropivacaína  (5  �g  mL−1);  pancurônio  (2  �g  mL−1);  ropivacaína  +  pancurônio.  A  neostigmina  e  a
4-aminopiridina  foram  usadas  nas  concentrações  de  2  �g  mL−1 e  20  �g.mL---1,  respectivamente.
Avaliou-se:  1)  efeitos  da  ropivacaína  sobre  o  potencial  de  membrana  e  potenciais  de  placa
terminal  em  miniatura;  2)  a  amplitude  das  respostas  do  diafragma  antes  e  60  minutos  após  a
adição da  ropivacaína;  o  grau  de  bloqueio  neuromuscular  com  o  pancurônio  e  com  a  associação
pancurônio  -  ropivacaína;  3)  a  efetividade  da  neostigmina  e  4-aminopiridina  na  reversão  do
bloqueio neuromuscular.

Resultados:  A  ropivacaína  não  alterou  a  amplitude  das  respostas  musculares,  os  potenciais  de
membrana,  mas  diminuiu  a  frequência  e  a  amplitude  dos  potenciais  de  placa  terminal  em
miniatura.  O  bloqueio  produzido  pelo  pancurônio  foi  potencializado  pela  ropivacaína,  e  parcial
e totalmente  revertido  pela  neostigmina  e  4-aminopiridina,  respectivamente.
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Conclusões:  A  ropivacaína  potencializou  o  bloqueio  neuromuscular  produzido  pelo  pancurônio.
O antagonismo  completo  com  a  4-aminopiridina  sugere  ação  pré-sináptica  da  ropivacaína.
© 2014  Sociedade  Brasileira  de  Anestesiologia.  Publicado  por  Elsevier  Editora  Ltda.  Todos  os
direitos reservados.

KEYWORDS
Local  anesthetics,
ropivacaine;
Neuromuscular
blockers;
Nondepolarising,
pancuronium;
Animals,  rats

Effect  of  ropivacaine  combined  with  pancuronium  on  neuromuscular  transmission
and  effectiveness  of  neostigmine  and  4-aminopyridine  for  blockade  reversal:
experimental  study

Abstract
Background  and  objectives:  The  local  anesthetic  effects  on  neuromuscular  junction  and  its
influence on  blockade  produced  by  nondepolarizing  neuromuscular  blockers  are  still  under-
-investigated;  however,  this  interaction  has  been  described  in  experimental  studies  and  in
humans.  The  aim  of  this  study  was  to  evaluate  in  vitro  the  interaction  between  ropivacaine  and
pancuronium,  the  influence  on  transmission  and  neuromuscular  blockade,  and  the  effectiveness
of neostigmine  and  4-aminopyridine  to  reverse  the  blockade.
Methods:  Rats  were  divided  into  groups  (n  =  5)  according  to  the  study  drug:  ropiva-
caine (5  �g  mL−1);  pancuronium  (2  �g.mL---1);  ropivacaine  +  pancuronium.  Neostigmine  and
4-aminopyridine  were  used  at  concentrations  of  2  �g  mL−1 and  20  �g  mL−1,  respectively.  The
effects of  ropivacaine  on  membrane  potential  and  miniature  end-plate  potential,  the  amplitude
of diaphragm  responses  before  and  60  minutes  after  the  addition  of  ropivacaine  (degree  of  neu-
romuscular  blockade  with  pancuronium  and  with  the  association  of  pancuronium-ropivacaine),
and the  effectiveness  of  neostigmine  and  4-aminopyridine  on  neuromuscular  block  reversal
were evaluated.
Results:  Ropivacaine  did  not  alter  the  amplitude  of  muscle  response  (the  membrane  potential),
but decreased  the  frequency  and  amplitude  of  the  miniature  end-plate  potential.  Pancuronium
blockade was  potentiated  by  ropivacaine,  and  partially  and  fully  reversed  by  neostigmine  and
4-aminopyridine,  respectively.
Conclusions:  Ropivacaine  increased  the  neuromuscular  block  produced  by  pancuronium.  The
complete antagonism  with  4-aminopyridine  suggests  presynaptic  action  of  ropivacaine.
© 2014  Sociedade  Brasileira  de  Anestesiologia.  Published  by  Elsevier  Editora  Ltda.  All  rights
reserved.
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Introdução

Os  anestésicos  locais,  particularmente  as  amino-amidas,
constituem  um  grupo  de  fármacos  amplamente  utilizados
por  diferentes  vias  de  administração, tais  como:  tópica,
infiltração  subcutânea,  bloqueio  de  nervos  periféricos,  anes-
tesia  neuroaxial  isolada  ou  associada  à  anestesia  geral.1---4

Existem  evidências  de  que  estes  fármacos  podem  interfe-
rir  na  transmissão  neuromuscular  e  potencializar  os  efeitos
dos  bloqueadores  neuromusculares.1---7

A  ropivacaína  é  um  anestésico  local  amino-amida
com  propriedades  fisioquímicas  semelhantes  à  bupivacaína
(S50%-R50%),  excetuando  a  menor  potência  e  o  menor
grau  de  bloqueio  motor,  com  maior  seletividade  por  fibras
nervosas  sensitivas,  características  atribuídas  à  menor  lipos-
solubilidade  e  à  sua  estrutura  de  isômero  puro  S− em
oposição  à  mistura  racêmica  da  bupivacaína.8,9

Estas  características  também  são  responsáveis  pela
menor  toxicidade  cardíaca  e  do  sistema  nervoso  central,
vantagens  apresentadas  pela  ropivacaína  sobre  a  bupi-
vacaína  (S50%-R50%).8,9 O  pancurônio  é  um  bloqueador

neuromuscular  não  despolarizante,  aminoesteroide  e  de
longa  duração, fato  que  justifica  seu  uso  em  cirurgias  pro-
longadas  e  em  terapia  intensiva.10
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O  objetivo  deste  estudo  foi  avaliar,  em  modelo
xperimental,  o  efeito  da  ropivacaína  na  transmissão  neu-
omuscular,  a  sua  influência  no  bloqueio  neuromuscular
roduzido  pelo  pancurônio  e  a  eficácia  da  neostigmine  e  da
-aminopiridina  na  reversão  do  bloqueio.

étodo

rata-se  de  estudo  experimental  in  vitro, estando  os  pro-
edimentos  usados  de  acordo  com  os  princípios  éticos  na
xperimentação  animal  adotado  pelo  Colégio  Brasileiro  de
xperimentação  Animal  (COBEA),  que  foram  aprovados  pela
omissão  de  Ética  em  Experimentação Animal  do  Instituto
e  Biologia  da  Universidade  Estadual  de  Campinas  (protocolo
◦ 2346-1).

Foram  utilizados  ratos  machos  de  linhagem  Wistar,  com
eso  entre  180-250  g.  Os  animais  foram  anestesiados  com
retana  (1,2  mg.kg---1,  via  intraperitonial),  e  em  seguida
oram  exsanguinados  por  secção  dos  vasos  do  pescoço,
squerdo  e  a  porção  do  nervo  frênico  correspondente.
ara  avaliação  do  efeito  da  ropivacaína  sobre  a  transmis-
ão  neuromuscular,  sua  influência  no  bloqueio  produzido



1 A.F.  Braga  et  al.
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Figura  1  Amplitude  das  respostas  musculares  à  estimulação
indireta  em  preparação  nervo  frênico-diafragma  de  rato
exposta  à  ropivacaína  (5,0  �g.mL---1),  pancurônio  (2  �g.mL---1)  e
ropivacaína  +  pancurônio.
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(PPTM)  caracterizaram-se  por  diminuição  na  frequência  e
amplitude  até  bloqueio  total.
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elo  pancurônio  e  a  efetividade  da  neostigmine  e  da  4-
minopiridina  na  reversão  do  bloqueio  neuromuscular  foi
tilizada  a  técnica  descrita  por  Bulbring.11 As  preparações
oram  fixadas  em  cuba  contendo  40  mL  de  solução nutri-
iva  de  Tyrode,  aeradas  constantemente  com  carbogênio
95%  O2  + 5%  CO2)  e  mantidas  a  37 ◦C.  O  nervo  foi  colo-
ado  sobre  eletrodos  de  platina  ligados  a  um  estimulador
rass  S48.  O  diafragma  foi  mantido  por  sua  porção  ten-
inosa  sob  tensão  constante  (5,0  g),  através  de  fio  ligado

 transdutor  isométrico  Load  Cell  BG50  GMS,  e  submetido
 estimulação  indireta  de  0,1  Hz  de  frequência  e  duração
e  0,2  m.seg,  sendo  que  as  variações  de  tensão  produzidas
elas  contrações  do  diafragma  foram  registradas  em  fisió-
rafo  Gould  RS  3400.  Para  avaliar  o  efeito  dos  fármacos
mpregados  isoladamente  e  associados  na  transmissão  neu-
omuscular,  foram  formados  três  grupos  (n  =  5):  Grupo  I  ---
opivacaína  (5  �g.mL---1);  Grupo  II ---  pancurônio  (2  �g.mL---1);

 Grupo  III  ---  pancurônio  (2  �g.mL---1),  em  preparação  pre-
iamente  exposta  à  ropivacaína  (5  �g.mL---1).  No  Grupo  III

ropivacaína-pancurônio),  o  pancurônio  foi  adicionado  à
reparação  30  minutos  após  a  adição  da  ropivacaína.  As  res-
ostas  musculares  à  estimulação  indireta  foram  registradas
urante  60  minutos  após  a  adição  dos  fármacos.

A  mesma  preparação  foi  utilizada  para  estudar  a
fetividade  dos  fármacos  (neostigmine  ---  2  �g.mL---1 e  4-
minopriridina  --- 20  �g.mL---1)  na  reversão  do  bloqueio
euromuscular,  que  foram  adicionadas  à  preparação  após  o
loqueio  produzido  pela  associação  ropivacaína-pancurônio.
ambém  foram  estudados,  em  diafragma  de  ratos,  os  efeitos
a  ropivacaína  nos  potenciais  de  placa  terminal  em  minia-
ura  e  nos  potenciais  de  membrana.  Os  parâmetros  avaliados
oram:  1)  a  amplitude  das  respostas  do  músculo  diafragma

 estimulação  indireta,  antes  e  60  minutos  após  a  adição  de
opivacaína;  2)  a  amplitude  das  respostas  do  músculo  dia-
ragma  à  estimulação  indireta,  antes  e  60  minutos  após  a
dição  do  pancurônio  isoladamente  e  em  preparação  previa-
ente  exposta  à  ropivacaína;  3)  os  potenciais  de  membrana

PM)  e  potenciais  de  placa  terminal  em  miniatura  (PPTM);
 4)  a  efetividade  da  neostigmina  e  da  4-aminopiridina  na
eversão  do  bloqueio  neuromuscular.

Os  resultados  foram  expressos  em  médias  e  desvios-
padrão.  O  teste  de  Wilcoxon  foi  empregado  para  análise  do
otencial  de  membrana  das  fibras  musculares  e  efetividade
os  fármacos  reversores  do  bloqueio.  Para  avaliar  a  redução
a  amplitude  das  respostas  musculares  foi  utilizado  o  t  de
tudent  (distribuição  normal).  Assumiu-se  nível  significante
e  5%  (p  <  0,05).  O  poder  do  teste  foi  calculado  e  obteve-se

 >  20%  (poder  >  80%).

esultados

 ropivacaína  na  concentração  estudada  e  empregada  iso-
adamente  não  causou  redução na  amplitude  das  respostas
usculares  à  estimulação  elétrica  indireta,  em  preparação

ervo  frênico-diafragma  de  rato.  Com  o  pancurônio  iso-
adamente  e  nas  preparações  previamente  expostas  à

opivacaína,  as  médias  de  amplitude  das  respostas  muscu-
ares  foram  45,1%  e  6,2%,  respectivamente,  e  o  bloqueio
orrespondente  foi  de  54,9  ±  14,1%  e  93,8  ±  9,2%,  respecti-
amente,  com  diferença  significativa  (p  =  0,015)  (figs.  1  e  2).

F
m

igura  2  Grau  de  bloqueio  com  pancurônio  isoladamente  e
m preparação  previamente  exposta  à  ropivacaína.

O  bloqueio  neuromuscular  causado  pelo  pancurônio  nas
reparações  expostas  à  ropivacaína  foi  revertido  parcial  e
otalmente  pela  neostigmina  e  pela  4-aminopiridina,  res-
ectivamente.

Não  foi  observado  efeito  significativo  da  ropiva-
aína  sobre  os  potenciais  de  membrana  (fig.  3).  Os
feitos  sobre  os  potenciais  de  placa  terminal  em  miniatura
Tempo (min)
0 10 20 30 40 50 60

igura  3  Efeito  da  ropivacaína  (5,0  �g.mL---1)  no  potencial  de
embrana  em  preparação  diafragma  de  rato.
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Efeito  da  associação  ropivacaina-pancurônio  na  transmissão

Discussão

Os  efeitos  dos  anestésicos  locais  na  junção  neuromuscular
e  sua  influência  no  bloqueio  produzido  por  bloqueadores
neuromusculares  não  despolarizantes  é  ainda  alvo  de  pouca

investigação;  no  entanto,  esta  interação  tem  sido  des-
crita  em  trabalhos  experimentais  e  em  humanos.1---7,12

Estudos  experimentais5---7,13 vem  dando  embasamento  para
os  resultados  observados  na  clínica,  com  a  vantagem
da  possibilidade  de  eliminar  um  viés,  que  é  a  grande
variabilidade  individual  de  resposta  aos  bloqueadores
neuromusculares.10,14

Embora  somente  em  altas  doses  os  anestésicos  locais
possam  produzir  bloqueio  neuromuscular,  a  interação  com
os  bloqueadores  neuromusculares,  particularmente  os  não
despolarizantes,  torna-se  clinicamente  relevante,  sendo
necessária  uma  observação  cuidadosa  quando  do  emprego
simultâneo  desses  agentes,  ou  em  situações em  que  a  mar-
gem  de  segurança  da  transmissão  neuromuscular  estiver
reduzida.1---4,12,14,15

São  admitidos  vários  mecanismos  para  explicar  a
interação  entre  os  anestésicos  locais  e  os  bloqueadores
neuromusculares.  Na  região  pré-sináptica,  deprimem  seleti-
vamente  a  condução nas  fibras  motoras  e  inibem  a  liberação
da  acetilcolina  durante  a  estimulação  nervosa.  Ao  nível
pós-sináptico,  os  anestésicos  locais  podem  se  ligar  a  dife-
rentes  sítios  específicos  de  acetilcolina,  resultando  em
dessensibilização  de  receptores,  além  de  poder  ocasionar
oclusão  temporária  de  canais  dos  receptores  nicotínicos.
Adicionalmente,  são  descritas  uma  ação  estabilizadora  da
membrana  pós-juncional  e  a  interferência  com  o  mecanismo
de  excitação-contração  da  fibra  muscular.5---7,11,13,16---19

A  concentração de  ropivacaína  empregada  foi  esta-
belecida  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  características  semelhantes  à  ropivacaína.6,7

Matsuo  et  al.,13 em  preparação  semelhante  à  utilizada
neste  estudo,  avaliaram  a  associação  de  d-tubocurarina
com  diferentes  anestésicos  locais,  e  observaram  que  mesmo
em  concentrações  ineficazes,  os  anestésicos  locais  poten-
cializaram  o  bloqueador  neuromuscular,  evidenciado  pela
diminuição  significativa  da  ED50.  Em  relação à  influên-
cia  dos  bloqueadores  neuromusculares  nos  efeitos  dos
anestésicos  locais,  estes  autores  também  descreveram
que  concentrações ineficazes  de  d-tubocurarina  causaram
similar  diminuição  da  ED50  e  aumento  na  potência  dos  anes-
tésicos  locais.

Em  ensaio  clínico,  Sahin  et  al.4 avaliaram  as  caracterís-
ticas  do  bloqueio  neuromuscular  produzido  pelo  vecurônio
em  pacientes  submetidos  à  anestesia  geral  associada  ao
bloqueio  epidural  com  levobupivacaína  a  0,5%  (15  mL),  e
observaram  aumento  significativo  no  índice  de  recuperação
e  duração total  do  efeito  do  vecurônio,  sem,  no  entanto,
influenciar  na  sua  duração clínica  (DC25%).  Estes  acha-
dos  podem  ser  justificados  pelo  fato  de  o  metabolismo  da
levobupivacaína,  quando  empregada  no  espaço epidural,  só
ocorrer  em  aproximadamente  30  minutos,  quando  o  fármaco
atinge  a  circulação.1
O  presente  estudo  mostrou  que,  na  concentração
estudada,  a  ropivacaína  empregada  isoladamente  não  exer-
ceu  efeitos  na  junção  neuromuscular;  no  entanto,  ela
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otencializou  o  bloqueio  produzido  pelo  pancurônio.  Estes
esultados  assemelham-se  aos  de  outros  autores,  que  não
bservaram  em  trabalhos  experimentais  e  clínicos  pre-
uízo  na  transmissão  neuromuscular,  quando  do  emprego
solado  de  diferentes  anestésicos  locais.  Entretanto,  foi
escrita  evidente  potencialização no  efeito  de  vários  blo-
ueadores  neuromusculares  como  resultado  da  associação
esses  fármacos,  interação  que  pode  ser  consequente  à
otencialização  verdadeira  em  diferentes  locais  da  junção
euromuscular,1,2,4---7,12,13,20 causada  pela  ação  dos  dois  tipos
e  drogas.

Acredita-se  que  o  maior  bloqueio  neuromuscular  ocasi-
nado  pelo  pancurônio  nas  preparações  de  diafragma  de
atos  previamente  expostas  à  ropivacaína,  e  evidenciado
or  uma  maior  redução na  amplitude  das  respostas  muscula-
es  à  estimulação  do  nervo  frênico,  seja  devido  a  uma  ação
ré-sináptica  da  ropivacaina,  e  não  à  ação  despolarizante
a  fibra  muscular,  visto  que  nos  estudos  eletrofisiológicos,
bservou-se  que  a  ropivacaína  na  concentração empregada
ão  alterou  o  potencial  de  membrana  das  fibras  muscula-
es.  A  ação  pré-sináptica  foi  demonstrada  pela  diminuição
a  frequência  e  amplitude  dos  potenciais  de  placa  ter-
inal  em  miniatura  (PPTM)  ocasionada  pela  ropivacaína,

endo  resultado  de  alteração  na  liberação  quantal  de
cetilcolina.

O bloqueio  neuromuscular  ocasionado  pela  associação
opivacaína-pancurônio  foi  totalmente  revertido  com  a
-aminopiridina,  e  em  menor  proporção  com  a  neostig-
ine.  Esses  resultados  também  foram  descritos  por  Sahin

t  al.,4 que  observaram,  em  humanos,  maior  eficácia  da
-aminopiridina  em  relação a  neostigmine  na  reversão  de
loqueio  ocasionado  pelo  vecurônio  em  pacientes  que  rece-
eram  levobupivacaína  no  espaço peridural.  Em  trabalhos
xperimentais,  resultados  semelhantes  foram  encontrados
a  reversão  do  bloqueio  resultante  da  associação  lidocaína-
rocurônio.5

A  neostigmine,  ao  inibir  a  acetilcolinesterase,  aumenta
 concentração  do  neurotransmissor  na  fenda  sináptica,
endo  capaz  de  deslocar  competitivamente  os  agen-
es  causadores  do  bloqueio.  O  antagonismo  parcial  pela
eostigmine  reforça esse  achado,  uma  vez  que  os  antico-
inesterásicos  são  eficazes  apenas  na  reversão  do  bloqueio
ós-sináptico.  A  4-aminopiridina,  além  do  efeito  inibidor  de
essensibilização  de  receptores  nicotínicos  da  placa  termi-
al,  provoca  aumento  quantal  de  acetilcolina.  Esse  aumento

 resultante  de  ações  na  membrana  das  terminações  ner-
osas,  como  a  inibição dos  canais  de  potássio,  que  produz
umento  na  duração do  potencial  de  ação,  e  o  maior
nfluxo  de  íons  cálcio  para  as  terminações  nervosas  motoras
urante  a  despolarização da  membrana.21---23 O  antago-
ismo  completo  obtido  com  a  4-aminopiridina  sugeriu  que

 interação  da  ropivacaína  com  o  pancurônio  tem  compo-
ente  pré-sináptico  relacionado  à  diminuição  da  liberação
e  acetilcolina.

A  ropivacaína  isoladamente  não  comprometeu  a  trans-
issão  neuromuscular,  mas  potencializou  o  bloqueio
roduzido  pelo  pancurônio,  que  foi  revertido  pela  neostig-
ina  e  4-aminopiridina.  Esses  resultados  são  importantes
ara  a  prática  clínica,  no  sentido  de  orientar  quanto  à
ecessidade  do  emprego  de  monitorização dos  efeitos  dos

loqueadores  neuromusculares,  particularmente  quando  do
so  associado  a  outros  fármacos.
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