Rev Bras Anestesiol. 2015;65(2):136-140

REVISTA BRASILRIRADE
BRASILEIRA DE -
ANESTESIOLOGIA  roeorssmesesnsres e

ARTIGO CIENTIFICO

Efeito da associacao ropivacaina-pancuronio na

} CrossMark
transmissao neuromuscular e eficacia da neostigmine e
4-aminopiridina na reversao do bloqueio: estudo
experimental’™”
Angélica de Fatima Braga®*, Vanessa Henriques Carvalho®,
Franklin Sarmento Braga?, Gloria Maria Braga Potério®
e Filipe Nadir Caparica Santos®
@ Departamento de Anestesiologia, Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), Campinas, SP, Brasil
b Farmacologia, Faculdade de Medicina, Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), Campinas, SP, Brasil
Recebido em 11 de setembro de 2013; aceito em 31 de outubro de 2013
Disponivel na Internet em 8 de novembro de 2014
PALAVRAS-CHAVE Resumo
Anestésicos Locais, Justificativa e objetivos: Os efeitos dos anestésicos locais na juncdo neuromuscular e sua
Ropivacaina; influéncia no bloqueio produzido por bloqueadores neuromusculares nao-despolarizantes é
Bloqueadores ainda alvo de pouca investigacao, no entanto esta interacao tem sido descrita em trabalhos
neuromusculares; experimentais e em humanos. O objetivo deste estudo foi avaliar in vitro, a interacao da ropi-
Nao despolarizantes, vacaina com o pancurdnio, a influéncia na transmissao e bloqueio neuromuscular e a efetividade
Pancuronio; da neostigmina e 4-aminopiridina na reversao do bloqueio.
Animais, Ratos Método: Ratos foram distribuidos em grupos (n=5) de acordo com o farmaco estudado:

ropivacaina (5 ugmL~"); pancurdnio (2 ng mL~"); ropivacaina + pancurénio. A neostigmina e a
4-aminopiridina foram usadas nas concentracdes de 2 pgmL~" e 20 pg.mL™", respectivamente.
Avaliou-se: 1) efeitos da ropivacaina sobre o potencial de membrana e potenciais de placa
terminal em miniatura; 2) a amplitude das respostas do diafragma antes e 60 minutos apos a
adicao da ropivacaina; o grau de bloqueio neuromuscular com o pancurénio e com a associacao
pancurénio - 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 potenciais de
membrana, mas diminuiu a frequéncia e a amplitude dos potenciais de placa terminal em
miniatura. O bloqueio produzido pelo pancurdnio foi potencializado pela ropivacaina, e parcial
e totalmente revertido pela neostigmina e 4-aminopiridina, respectivamente.
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Conclusédes: A ropivacaina potencializou o bloqueio neuromuscular produzido pelo pancurénio.
0 antagonismo completo com a 4-aminopiridina sugere acdo pré-sinaptica da ropivacaina.

© 2014 Sociedade Brasileira de Anestesiologia. Publicado por Elsevier Editora Ltda. Todos os
direitos reservados.

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 (5ugmL~"); pancuronium (2ug.mL™"); ropivacaine + pancuronium. Neostigmine and
4-aminopyridine were used at concentrations of 2 ugmL~" and 20 ugmL~", 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.

Introducao

Os anestésicos locais, particularmente as amino-amidas,
constituem um grupo de farmacos amplamente utilizados
por diferentes vias de administracdo, tais como: tdpica,
infiltracdo subcutanea, bloqueio de nervos periféricos, anes-
tesia neuroaxial isolada ou associada a anestesia geral.'™

Existem evidéncias de que estes farmacos podem interfe-
rir na transmissao neuromuscular e potencializar os efeitos
dos bloqueadores neuromusculares.'’

A ropivacaina € um anestésico local amino-amida
com propriedades fisioquimicas semelhantes a bupivacaina
(550%-R50%), excetuando a menor poténcia e o menor
grau de bloqueio motor, com maior seletividade por fibras
nervosas sensitivas, caracteristicas atribuidas a menor lipos-
solubilidade e a sua estrutura de isdomero puro S- em
oposicdo a mistura racémica da bupivacaina.®’

Estas caracteristicas também sdo responsaveis pela
menor toxicidade cardiaca e do sistema nervoso central,
vantagens apresentadas pela ropivacaina sobre a bupi-
vacaina (550%-R50%).%° O pancurénio é um bloqueador
neuromuscular nao despolarizante, aminoesteroide e de
longa duracao, fato que justifica seu uso em cirurgias pro-
longadas e em terapia intensiva. '’

O objetivo deste estudo foi avaliar, em modelo
experimental, o efeito da ropivacaina na transmissao neu-
romuscular, a sua influéncia no bloqueio neuromuscular
produzido pelo pancurénio e a eficacia da neostigmine e da
4-aminopiridina na reversao do bloqueio.

Método

Trata-se de estudo experimental in vitro, estando os pro-
cedimentos usados de acordo com os principios éticos na
experimentacdo animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacao Animal (COBEA), que foram aprovados pela
Comissdo de Etica em Experimentacdo 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™!, via intraperitonial), e em seguida
foram exsanguinados por seccao dos vasos do pescoco,
para facilitar a identificacao e retirada do hemidiafragma
esquerdo e a porcao do nervo frénico correspondente.
Para avaliacao do efeito da ropivacaina sobre a transmis-
sdo neuromuscular, sua influéncia no bloqueio produzido
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pelo pancurénio e a efetividade da neostigmine e da 4-
aminopiridina na reversao do bloqueio neuromuscular foi
utilizada a técnica descrita por Bulbring.'" As preparacées
foram fixadas em cuba contendo 40mL de solucao nutri-
tiva de Tyrode, aeradas constantemente com carbogénio
(95% 02+5% CO;) e mantidas a 37°c. O nervo foi colo-
cado sobre eletrodos de platina ligados a um estimulador
Grass S48. O diafragma foi mantido por sua porcao ten-
dinosa sob tensdo constante (5,0g), através de fio ligado
a transdutor isométrico Load Cell BG50 GMS, e submetido
a estimulacao indireta de 0,1Hz de frequéncia e duracao
de 0,2 m.seg, sendo que as variacdes de tensao produzidas
pelas contracdes do diafragma foram registradas em fisio-
grafo Gould RS 3400. Para avaliar o efeito dos farmacos
empregados isoladamente e associados na transmissao neu-
romuscular, foram formados trés grupos (n=5): Grupo | -
ropivacaina (5 wg.mL™"); Grupo i - pancurdnio (2 ug.mL™");
e Grupo m - pancurénio (2 ug.mL™"), em preparacao pre-
viamente exposta a ropivacaina (5ug.mL™"). No Grupo
(ropivacaina-pancurénio), o pancuronio foi adicionado a
preparacao 30 minutos apds a adicdo da ropivacaina. As res-
postas musculares a estimulacao indireta foram registradas
durante 60 minutos apos a adicao dos farmacos.

A mesma preparacao foi utilizada para estudar a
efetividade dos farmacos (neostigmine - 2pg.mL™" e 4-
aminopriridina - 20ug.mL™") na reversio do bloqueio
neuromuscular, que foram adicionadas a preparacdo apos o
blogueio produzido pela associacao ropivacaina-pancurénio.
Também foram estudados, em diafragma de ratos, os efeitos
da ropivacaina nos potenciais de placa terminal em minia-
tura e nos potenciais de membrana. Os parametros avaliados
foram: 1) a amplitude das respostas do musculo diafragma
a estimulacao indireta, antes e 60 minutos ap6s a adicdo de
ropivacaina; 2) a amplitude das respostas do musculo dia-
fragma a estimulacao indireta, antes e 60 minutos apds a
adicdo do pancurénio isoladamente e em preparacao previa-
mente exposta a ropivacaina; 3) os potenciais de membrana
(PM) e potenciais de placa terminal em miniatura (PPTM);
e 4) a efetividade da neostigmina e da 4-aminopiridina na
reversao do bloqueio neuromuscular.

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 reducao
da amplitude das respostas musculares foi utilizado o t de
Student (distribuicao normal). Assumiu-se nivel significante
de 5% (p <0,05). O poder do teste foi calculado e obteve-se
B >20% (poder > 80%).

Resultados

A ropivacaina na concentragao estudada e empregada iso-
ladamente ndo causou reducdo na amplitude das respostas
musculares a estimulacao elétrica indireta, em preparacao
nervo frénico-diafragma de rato. Com o pancurénio iso-
ladamente e nas preparacdes previamente expostas a
ropivacaina, as médias de amplitude das respostas muscu-
lares foram 45,1% e 6,2%, respectivamente, e o bloqueio
correspondente foi de 54,9 +14,1% e 93,8 £9,2%, respecti-
vamente, com diferenca significativa (p =0,015) (figs. 1 e 2).
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Figura 1 Amplitude das respostas musculares a estimulacdo
indireta em preparacao nervo frénico-diafragma de rato
exposta a ropivacaina (5,0 ug.mL™"), pancurénio (2 pg.mL™") e
ropivacaina + pancuronio.
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Figura 2 Grau de bloqueio com pancurénio isoladamente e
em preparacao previamente exposta a ropivacaina.

0 bloqueio neuromuscular causado pelo pancuronio nas
preparacdes expostas a ropivacaina foi revertido parcial e
totalmente pela neostigmina e pela 4-aminopiridina, res-
pectivamente.

Nao foi observado efeito significativo da ropiva-
caina sobre os potenciais de membrana (fig. 3). Os
efeitos sobre os potenciais de placa terminal em miniatura
(PPTM) caracterizaram-se por diminuicdo na frequéncia e
amplitude até bloqueio total.

100 Ropivacaina (5 mcg/mL)

90+
Bo_m
704

60

Potencial de membrana (—-mV)

50

o 1o 2 8 4 5 60

Tempo (min)
Figura 3 Efeito da ropivacaina (5,0 pg.mL™") no potencial de

membrana em preparacao diafragma de rato.
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Discussao

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

investigacdo; no entanto, esta interacao tem sido des-
crita em trabalhos experimentais e em humanos.'”"?
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.'%'4

Embora somente em altas doses os anestésicos locais
possam produzir bloqueio neuromuscular, a interacao com
os bloqueadores neuromusculares, particularmente os nao
despolarizantes, torna-se clinicamente relevante, sendo
necessaria uma observacao cuidadosa quando do emprego
simultaneo desses agentes, ou em situacdes em que a mar-
gem de seguranca da transmissao neuromuscular estiver
reduzida.'~4121415

Sao admitidos varios mecanismos para explicar a
interacdo entre os anestésicos locais e os bloqueadores
neuromusculares. Na regido pré-sinaptica, deprimem seleti-
vamente a conducao nas fibras motoras e inibem a liberacao
da acetilcolina durante a estimulacdo nervosa. Ao nivel
pos-sinaptico, os anestésicos locais podem se ligar a dife-
rentes sitios especificos de acetilcolina, resultando em
dessensibilizacdo de receptores, além de poder ocasionar
oclusdo temporaria de canais dos receptores nicotinicos.
Adicionalmente, sao descritas uma acao estabilizadora da
membrana pds-juncional e a interferéncia com o mecanismo
de excitacdo-contracdo da fibra muscular.>-71113,16-19

A concentracdo de ropivacaina 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 caracteristicas semelhantes a ropivacaina.®’
Matsuo et al.,”> em preparacdo semelhante a utilizada
neste estudo, avaliaram a associacao de d-tubocurarina
com diferentes anestésicos locais, e observaram que mesmo
em concentracoes ineficazes, os anestésicos locais poten-
cializaram o bloqueador neuromuscular, evidenciado pela
diminuicao significativa da ED50. Em relacdao a influén-
cia dos bloqueadores neuromusculares nos efeitos dos
anestésicos locais, estes autores também descreveram
que concentracoes ineficazes de d-tubocurarina causaram
similar diminuicao da ED50 e aumento na poténcia dos anes-
tésicos locais.

Em ensaio clinico, Sahin et al.* avaliaram as caracteris-
ticas do bloqueio neuromuscular produzido pelo vecuronio
em pacientes submetidos a anestesia geral associada ao
blogueio epidural com levobupivacaina a 0,5% (15mL), e
observaram aumento significativo no indice de recuperacao
e duracao total do efeito do vecuronio, sem, no entanto,
influenciar na sua duracdo clinica (DC25%). Estes acha-
dos podem ser justificados pelo fato de o metabolismo da
levobupivacaina, quando empregada no espaco epidural, s6
ocorrer em aproximadamente 30 minutos, quando o farmaco
atinge a circulacgo.’

O presente estudo mostrou que, na concentracao
estudada, a ropivacaina empregada isoladamente nao exer-
ceu efeitos na juncdo neuromuscular; no entanto, ela

potencializou o bloqueio produzido pelo pancurénio. Estes
resultados assemelham-se aos de outros autores, que nao
observaram em trabalhos experimentais e clinicos pre-
juizo na transmissao neuromuscular, quando do emprego
isolado de diferentes anestésicos locais. Entretanto, foi
descrita evidente potencializacdo no efeito de varios blo-
queadores neuromusculares como resultado da associacao
desses farmacos, interacdo que pode ser consequente a
potencializacao verdadeira em diferentes locais da juncao
neuromuscular,’24-71213.20 causada pela acdo dos dois tipos
de drogas.

Acredita-se que o maior bloqueio neuromuscular ocasi-
onado pelo pancurénio nas preparacbes de diafragma de
ratos previamente expostas a ropivacaina, e evidenciado
por uma maior reducao na amplitude das respostas muscula-
res a estimulacao do nervo frénico, seja devido a uma acao
pré-sinaptica da ropivacaina, e ndo a acao despolarizante
na fibra muscular, visto que nos estudos eletrofisioldgicos,
observou-se que a ropivacaina na concentracao empregada
nao alterou o potencial de membrana das fibras muscula-
res. A acdo pré-sinaptica foi demonstrada pela diminuicao
na frequéncia e amplitude dos potenciais de placa ter-
minal em miniatura (PPTM) ocasionada pela ropivacaina,
sendo resultado de alteracao na liberacao quantal de
acetilcolina.

O bloqueio neuromuscular ocasionado pela associacao
ropivacaina-pancurénio foi totalmente revertido com a
4-aminopiridina, e em menor proporcao com a neostig-
mine. Esses resultados também foram descritos por Sahin
et al.,* que observaram, em humanos, maior eficacia da
4-aminopiridina em relacdo a neostigmine na reversao de
bloqueio ocasionado pelo vecur6nio em pacientes que rece-
beram levobupivacaina no espaco peridural. Em trabalhos
experimentais, resultados semelhantes foram encontrados
na reversao do bloqueio resultante da associacao lidocaina-
-rocuronio.’

A neostigmine, ao inibir a acetilcolinesterase, aumenta
a concentracdao do neurotransmissor na fenda sinaptica,
sendo capaz de deslocar competitivamente os agen-
tes causadores do bloqueio. O antagonismo parcial pela
neostigmine reforca esse achado, uma vez que os antico-
linesterasicos sao eficazes apenas na reversiao do bloqueio
pos-sinaptico. A 4-aminopiridina, além do efeito inibidor de
dessensibilizacao de receptores nicotinicos da placa termi-
nal, provoca aumento quantal de acetilcolina. Esse aumento
é resultante de acdes na membrana das terminacées ner-
vosas, como a inibicao dos canais de potassio, que produz
aumento na duracao do potencial de acao, e o maior
influxo de ions calcio para as terminagcdes nervosas motoras
durante a despolarizacdo da membrana.?’"?* O antago-
nismo completo obtido com a 4-aminopiridina sugeriu que
a interacao da ropivacaina com o pancurdnio tem compo-
nente pré-sinaptico relacionado a diminuicao da liberacdo
de acetilcolina.

A ropivacaina isoladamente nao comprometeu a trans-
missao neuromuscular, mas potencializou o bloqueio
produzido pelo pancurdnio, que foi revertido pela neostig-
mina e 4-aminopiridina. Esses resultados sao importantes
para a pratica clinica, no sentido de orientar quanto a
necessidade do emprego de monitorizacao dos efeitos dos
bloqueadores neuromusculares, particularmente quando do
uso associado a outros farmacos.
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