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Empregancdo lécnicas “in vivo™ e “in pitro™, evidenciainos i
| novos dados miografices sobre o blogqueio neuromuscular in-
duzido pelo pancuronio e compropamaos glie ¢sse agenle com- ‘
pete com « aqeetileolinag pelos receplores colinérgicos, mostran-
da.se cerca de cinco vezes mais polente do que a dlubocura- '

rinua.

Buckett e col. (%) realizaram estudos pormenorizados
sobre as alteracoes inicgraficas produzidas pelo pancurénio,
que se mostrou polente blogqueador neuromuscular, com
caracteristicas semelhantes as descritas em relacao a d-tubo-
curarina e outros agentes adespolarizantes, inclusive no que
diz respeito ao acentuado antagonismo desse bloqueio pela
neostigmina. Apesar desse comportamento ter sido extensa-
mente estudado, nao encontramos em literatura, dados refe-
rentes ao mecanismo de acdo desse composto, ao nivel dos
receptores colinérgicos.

Utilizando preparacdes “in vivo” — ciatico popliteo exter-
no — tibial antericr de gato — e “in vitro” — reto abdo-
minal isolado de sapo e nervo frénico — diafragma isolado
de rato — estudamos, quantitativamente. o antagonismo
“pancuronio x acetilcolina”. A finalidade do presente é escla-
recer qual o tipo de antagonismo envolvido nessa interacac,
bem como apresentar dados adicionais sobre as alteracoes

(*) Brometo de pancurdnio (2 beta, 16 beta-dipiperidino-5 alfa-androstano-3
alfa. 17 beta-diol diacetato dimetitbrometo) eomercialmente denominade Pavulon,
gentilmente cedido pelos Laboratérios Organon do Brasil Ltds., Sdo Paulo.

(**) Trabalho do Departamento de Farmacologia da Faculdade de Medicina
de¢ Ribeirfo Préto da Universidade de Sao Paulo, apresentado no XI Congresso
Latino-Americano de Anestesiologia - Rio de Janeiro — outubro 1871,
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iogréficas induzidas pelo pancurénic em preparacdes
neuromusculares.

MATERIAL E METODOS

Cidtico popliteo externo — tibial anterior de gato: Cinco
animais, de pesos varidveis entre 2 e 3 kg foram anestesiados
pelo pentobarbital sédico (33 mg/kg, i.v.) e preparados para
-0 registro simultaneo da pressdo arterial carotidea e do mio-
grama do musculo tibial anterior, de acordo com técnica
«descrita anteriormente (8). Ao nervo cidtico foram aplicados
estimulos supramaximos de 5 milisegundos de duragdo, com
fregiiéncia de 30 estimulos por minuto, empregando miografo
.semi-isométrico para o registro das contracdes do musculo
tibial anterior.

Reto dbdominal isolado de sapo: Seis sapos, de pesos
varidveis entre 200 e 300 g, foram sacrificados e um de seus
‘musculos retos abdominais foi dissecado, isolado e cuidadosa-
‘mente retirado. Suas extremidades foram amarradas, sendo
uma delas ligada a um suporte fixo de uma cuba para 6rgaos
isolados de 10 ml de capacidade, e a outra conectada a uma
alavanca isotdnica de inscri¢do frontal, para o registro de
scontraturas induzidas pela acetileolina. No decorrer do expe-
rimento a preparacéo ficou imersa em liquido nutriente (**).
s0b borbulhamento constante de ar atmosférico e & tempe-
rtatura ambiente, variavel entre 25 e 30°C.

A preparacdo foi sistematicamente lavada apds permane-
cer em contato com a acetilcolina pelo periodo constante de 90
segundos. Entre cada ligacéio sucessiva desse mediador, respei-
tou-se um periodo de repouso da preparacio por 10 minutos.
Procedeu-se, inicialmente, 4 obtenc@o das curvas dose-efeito
«controle de acetilcolina, pela aplicacio de doses crescentes
do mediador em auséncia do composto inibidor. Em seguida,
obtiveram-se curvas andlogas, porém, em presenca de concen-
tragles varidveis de pancurénio.

Para a andlise désse antagonismo, aplicamos aos resul-
‘tados 0 método das reciprocas (7), que se haseia nos reci-
procas das equacdes de Clark (%) e Gaddum, (*) que regem
as interacdes droga-receptor. A primeira nos permite obter o
«calculo da afinidade droga-receptor e a segunda a poténcia

......

(*) «Ringer-ri», componentes em mM/1: NaCll, 154; KC1, 5.63; CaClz, 2.20;
NaHC‘OH, 6.00; dextrose, 5.50.
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As relagdes entre as doses e os respectivos efeitos promo--
vidos pela acetilcolina, seguem a equacio de Clark: (%)

K. — constante de Clark;
onde ‘X -— dose de acetileolina,;
l-y vy — efeito produzido pelas

— adigdes de acetilcolina.

(I} K..x—

A reciproca desta equaciorretifica as curvas. dose-efeito,
possﬂnhtando o calculo da constante de af1n1dade (Kqn), que
é dada pela inclinacdo da reta controle:

1 Kn ' En — constante de afinidade
(I — = -+ 1 onde " acetileolina- -receptor, re-
y X _ ciproca de K,;
' x — concentracéo de acet11—
colina;
¥y o— porcentagem do efeito
maximo,

- A retificacio da curva dose-efeito da acetilecolina, em
presenca. do antagonista, segue a2 reciproca da equacio de
Gaddum: (%)

1 B8Ry I — concentracio do anta-
mI — = ——— + 1 gonista;
y b4 K; — constante de afinidade
antagonista-receptor;
em gue n — indica o nimero de mo-
léculas do antagonista
(IV) =1+ (I/Kjn que interagem com o te-
ceptor colinérgico,

O produte 3K;, que representa a inclinacfo dessa reta,
pode também ser obtido graficamente, da mesma forma como
é obtido o valor de K; da reta controle. Desta forma, cbtém-
se o valor de 8, que é a relacdo entre a tangente da reta
“acetilcolina x antagonista” e a tangente da reta controle.

A forma cologaritmica da equacio (IV) é expressa por:

(V} npK; —log (-1) —nlogl

Aplicando-se duas concentragdes conhecidas do inibidor
(1) no antagonismo com a acetilcolina podemos, através
desta equacéo, calcular os valores das constantes n e pK;.
Nervo frénico — diafragma isolado de rato: Ratos
machos, com pesos varigveis entre 250 e 300 g, foram sacri-
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ficados e seus diafragmas montados em cuba de 50 ml, segun-
do método preconizado por Biilbrind, (f). A preparacdo foi
mantida imersa em solucéo de Tyrode-glicose (*) a 37°C sob
borbulhamento constante de uma mistura de oxigénio a 957
e CO. a 5%, e estimulada com pulsos elétricos retangulares
supramaximos de 0.8 milisegundos de duracdo, aplicados ao
nervo frénico 6 vezes por minuto, através de eletrodios bipo-
lares de platina. As contracoes musculares resultantes
foram registradas em papel enfumacado de quimografo
Palmer, por intermédio de uma alavanca de Starling.

Trés doses crescentes de pancuronio, capazes de produzir
bloqueios entre 30 e 707 do bloqueio total, foram adicionadas
a cuba em auséncia e em presenca de duas concentracoes de
neostigmina (0.025 e 0.0125 mM/ /1. O agente bloqueador
neuromuscular foi deixado atuar durante 3 minutos e, quando
do teste com o antagonista, a preparacao ficou em contato
com o mesmo por 5 minutos. Entre cada dosagem, apos 3
lavagens sucessivas da preparacao, esperou-se 10 minutos para
que o recobro total da mesma fosse obtida.

Para a andlise dos resultados obtidos, aplicou-se o mé-
todo preconizado por Arunlakshana e Schild (') para a obten-
¢do de indices pA. de inibicdo do pancurénio em relacic a

i

M. )

Cio Pavs Pav, Pavy
FIGURA 1,
Antagonismo do bloqueio neuromuscular pelo decametonio induzide pelo pancurd-
nio: Preparaciio cidtico popliteo externo — tibial anterior, de gato com 2,5 kg
anestesiado pelo pentobarbital s6dico. Em c.n' brometo de decametdonio 0.05
mg/kg, i.v. Em Pav , Pav, e Pm"j_, respectivamente, 0.003, 0.002 e 0.012
mg/kg, i.v., de brometo de pancurdnio e em T, estimulo de alta freqiiéncia (70 ¢/s).

I

RESULTADOS

Cidtico popliteo externo — tibial anterior de gato: Além
das caracteristicas miograficas descritas por Buckett e

(*) «Tyrode-glicoses, composicio em mM/1: NaCl, 3.0; MgCl,.6H0 1.07
Na}ICOT 12.0; Na]{2P04.1120, 0.4; glicose, 11.0,
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cols, (3) isto é, blogqueio neuromuscular sem prévia estimu-
lagdo, potenciacéio pela d-fubocurarina e seu antagonismo
pela neostigmina e succinileolina, verificamos que o pancuré-
nio, em doses adequadas, é capaz de antagonizar o bloqueio
neuromuscular induzido por agentes despolarizantes, como
mostra a Figura 1,
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Antagonisme pancurénio x acetilecolina mo miisculo reto abdeminal isolado do saps:
Reglstro das contraturas induzidas por diferentes doses de acetilcolina (10 &
180 mcg/ml) em auséncia e presenca de duas concentragdes de pancurdnio (1 e
2 meg/ml). Tempo de contratura, 90 8; intervalo entre as doses de acetilcolina,
6 a § minutos. A adicio de cada dose de acetilcolina foi precedida por um minuto
de contacto da preparacio com o pancurdnio. Notar o recdbro da curva comirdle,
pelo aumente da concentra¢Aoc de acetileolina no mejo nutriente ou pela simples
retirada do agente inibidor,

Reto abdominal isolado de sapo: Em todos os expe-
rimentos realizados, verificamos que a inibicdo dos efeitos
contraturantes é proporcional a concentracio de pancurdnio
empregada Entretanto, sempre obtivemos o recobrce da res-
posta maxima, pelo simples aumento da concentracio de

acetileolina na cuba de perfusiio (Figura 2). As reciprocas
das curvas dose-efeito contrdle e em presenga de duas con-
centracoes de pancurénio (1 e 2 microgramas,/ml}), sao apre-
sentadas na Figura 3, onde pode-se observar que o interceptor
das mesmas, com o eixo das ordenadas, nao & alterado.

Nervo frénico — diafragma isolada de sapo: Curvas de
inibicio dose-efeito, representativas do bloqueio neurcmus-
cular induzido pelo pancurénio na auséncia e presenca de
neostigmina no liquido de perfusio, revelaram um acentuado
paralelismo e possibilitaram a determmaqao das doses do
agente bloqueador neuromuscular, necessarias para produszir
509 de efeito (Figura 4). A razdo (x) dessas doses foi, entao,
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FIGURA 3

Amntagonismo pancurdénio x acetilcolina ne miscule reto abdominal isolado de sapo
— Anilise segundo método das recibrocas 7: Em ordenadas as reciprocas dos
efeitos em térmos de porcentagem do efeito médximo (Ym); em abcissas, reciprocas

das concentracdes de acetilcolina utilizada em ug/ml. Ac == acetilcolina; PAV ==
pancurdnio; PA2 € o findice de inibicio, determinado em g/ml, do pancurdnie
utilizado,
1007
o A
5
o 801
3
@ B
60
a c
&
& 404
<
—
&
b 20
@
o
a
0 T —

047 060 0,70 0,78 084

Log (dose x 100)
FIGURA 4

Antagonisme pancurinio x acetilcolina na operacio nervo f{rémico-diafragma iso-
lado de rato: Em A, curva contrdle obtida em auséncia de antagonista; em B e C,
curvas em bpresenca de concentracles de prostigmina iguals a, respectivamente,
0.0125 e 0.0250 mM/1, Notar o paralelismo entre as retas obtidas, fato sugestivo
de um antagonismo do tipo competitivo do pancurdnio pelos sitios receptivos
colinérgicos. As doses de pancurdnio variaram de 3 a 7 x 10-6 M/L
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lancada em grafico (Figura 5) como log x - 1), contra o
cologaritmo da concentracéo molar do agente antagonista. (1)
A inclinacéo da reta resultante revelou um &ngulo da ordem
de 45° e o intercepto da mesma, com o eixo das abecigsas, de-
terminou o valor de 6.10, que corresponde ao pA. da intera-
¢fo pancurdnic x neostigmina.
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FIGURA 5

Anfagonisme pancurénip x acefilcolina na preparacio nerve frémico-diafragms

isolado de rato — anillise segundo métedo de Arnnlakshana e Schildl: Notar que

a reta obtida mantém com o eixo das abeissas uma inclinaclo da ordem de 45¢;

© que confirma a sugestio da Fig. 4, s0bre o mecanismo de natureza competitiva

da interaco entre o pancurdénio e os receptores colinérgices. O PA_, indice de

inibicio do bloqueador neurcmuscular em relagdo & prostlgmina, foi da ordem
de §.10.

DISCUSBAO

O antagonismo exercido pelo pancurdnic ao blogqueio
ueuromuscular provecado pelo decameténio no misculo tibial
anterior de gato (Figura 1), constitui um dado importante
na complementacio dos trabalhos de Buckett e cot. (3) que
sugeriram um comportamento do pancurénio analogo ao
produzido pela d-tubocurarina e demais agentes adespolari-
zantes. Dentre as inumeras semelhancas miograficas assi-
naladas por estes autcres, destaca-se o antagonismo exercido
pela suecinileolina scbre o blogueic neuromuscular induzido
pelo pancurdnio. A nc:sa constatagBo sobre a ocorréncia de
um antagonismo mituo, ccozo o obtido por Bowman e
col., (?) com a interacio d-iutocurarina x despolarizante,



REVISTA BRASILEIRA DE ANESTESIOLOGIA : g

constitui fator primordial para o refor¢co da sugestdo de
Buckett e col, (*)

A analise quantitativa de nossos resultados, segundo duas
formas diferentes de andlises, aplicadas aos resultados obti-
dos de duas diferentes preparacoes, apoiam a referida suges-
tao. Assim é que, nos resultados dos experimentos com o
Teto abdominal isolado de sapo, analisados segundc o método
das reciprocas, (*) obtivemos retas com mesmo intercepto no
-eixo das ordenadas (Figura 3), fato sugestivo de um anta-
gonismo do tipo competitivo entre o pancurdnio e a acetil-
colina. Chegamos 4 mesma conclusio, utilizando o nervo
frénico -— diafragma isolado de rato, aplicando aos resultados
-obtidos o método preconizado por Arunlakshana e Schild (!)
-obtendo, na contraposi¢cdo do log (x - 1) com o cologaritmo
da concentracdo do antagonista (Figura b), uma reta com
inclinacdo de 45° o que em ultima analise, significa estar a
interacio ocorrendo na razfo de 1 x 1.

Ficou duplamente comprovado que, de maneira aniloga
4 d-tubocurarina, o antagonismo pancurdnio x acetilcolina é
do tipo competitivo frizando-se, ainda, que este novo agente
‘bloqueador neuromuscular mostrou ser cerca de 5 vezes mais
potente que a d-tubocurarina.

SUMMARY

COMPETITIVE ANTAGONISM BETWEEN PANCURONIUM
AND ACETYCHOLINE

New myographic data on the neuromuscular block induced by pancurconium
bromide are presented, employing ¢in vivoy and «in vitroy techniques. This
substance competes with acetylcholine at the chollnergle receptors and is about
five times more potent than d-tebocurarine,
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