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PALAVRAS-CHAVE Resumo

Rocurdnio; Justificativa: O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos do brometo de rocurénio admi-
Convulsio; nistrado intracerebroventricularmente sobre o sistema nervoso central, determinar a dose do
Sistema nervoso limiar convulsivo de rocuronio em ratos e investigar os efeitos de rocurénio no sistema nervoso
central; central em diluicoes de 1/5, 1/10 e 1/100da dose do limiar convulsivo determinada.

Rato Métodos: Uma canula permanente foi colocada no ventriculo lateral do cérebro dos animais.

O estudo foi projetado em duas fases. Na primeira, a dose do limiar convulsivo do brometo
de rocurénio foi determinada. Na segunda, o Grupo R 1/5 (n=6), o Grupo 1/10 (n=6) e Grupo
1/100 (n=6) foram formados com doses de 1/5, 1/10 e 1/100, respectivamente, da dose do
limiar convulsivo de brometo de rocurdnio obtida.

Resultados: Descobrimos que o valor do limiar convulsivo de brometo de rocur6nio é
0,056 + 0,009 wmoL. O limiar convulsivo, como uma funcao do peso corporal dos ratos, foi
calculado como 0,286 umoL/kg~". Uma dose de 1/5da dose do limiar convulsivo causou princi-
palmente abertura postural dos membros e tremores em todo o corpo, enquanto uma dose de
1/10da dose do limiar convulsivo causou agitacao e tremores. Uma dose de 1/100da dose do
limiar convulsivo foi associada a diminuicdo da atividade locomotora.

Conclusodes: Este estudo mostrou que o brometo de rocurénio tem efeitos deletérios relaciona-
dos com a dose sobre o sistema nervoso central e pode produzir efeitos excitatorios dependentes
da dose e convulsoes.
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M. Baykal et al.

The effects of intra-cerebroventricular administered rocuronium on the central
nervous system of rats and determination of its epileptic seizure-inducing dose

Background: The aim of this study was to investigate the effects of intracerebroventricu-
larly administered rocuronium bromide on the central nervous system, determine the seizure
threshold dose of rocuronium bromide in rats, and investigate the effects of rocuronium on the
central nervous system at 1/5, 1/10, and 1/100 dilutions of the determined seizure threshold

Methods: A permanent cannula was placed in the lateral cerebral ventricle of the animals. The
study was designed in two phases. In the first phase, the seizure threshold dose of rocuronium
bromide was determined. In the second phase, Group R 1/5 (n=6), Group 1/10 (n=6), and Group
1/100 (n=6) were formed using doses of 1/5, 1/10, and 1/100, respectively, of the obtained

Results: The rocuronium bromide seizure threshold value was found to be 0.056 4 0.009 .molL.
The seizure threshold, as a function of the body weight of rats, was calculated as
0.286 pmoL/kg~". A dose of 1/5 of the seizure threshold dose primarily caused splayed limbs,
posturing, and tremors of the entire body, whereas the dose of 1/10 of the seizure threshold dose
caused agitation and shivering. A dose of 1/100 of the seizure threshold dose was associated

Conclusions: This study showed that rocuronium bromide has dose-related deleterious effects
on the central nervous system and can produce dose-dependent excitatory effects and seizures.
Published by Elsevier Editora Ltda. on behalf of Sociedade Brasileira de Anestesiologia. This is
an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/
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Introducao

Nos casos em que agentes bloqueadores neuromusculares
foram administrados acidentalmente no liquido cefalor-
raquidiano (LCR)," miotonia, alteracées autondmicas e
convulsdes ocorreram.? A administracao por tempo prolon-
gado de rocurdnio a pacientes em estado critico resultou
na entrada do medicamento no LCR.> Em pacientes cuja
funcdo da barreira hematoencefalica esteja prejudicada
essas moléculas também podem chegar ao LCR. Tassonyi
et al.* relataram que como alguns agentes neuromusculares,
como o atracurio e seu metabolito (laudanosina) presente no
LCR, o vecuronio nao pode ser detectado no LCR na hemor-
ragia subaracnoide e que o atraclrio permaneceu no LCR
por varias horas apos o fim da infusdo. Embora seja um
medicamento ionizado nao despolarizante com lipofilicidade
relativamente baixa, sabe-se que rocurénio pode permear
no LCR apods injecao intravenosa.®> A administracao aciden-
tal de rocurdnio no sistema nervoso central (SNC) durante
anestesia regional foi relatada.® Ha poucos dados sobre os
efeitos desses medicamentos sobre o SNC.

O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos da
administracdo intracerebroventricular de rocurénio sobre o
SNC, determinar a dose do limiar convulsivo de rocuronio
em ratos e investigar os efeitos de rocurénio sobre o SNC em
diluicoes de 1/5, 1/10 e 1/100da dose do limiar convulsivo
determinada.

Métodos

0 protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Animais da Universidade Dokuz Eylul. Foram

usados 36 ratos albinos da linhagem Wistar, criados no Labo-
ratorio de Pesquisa Experimental da Universidade Dokuz
Eylul. Os ratos pesavam entre 180-260¢g e eram 87% homo-
géneos, estavam entre 18-24 meses e exibiam atividade
normal. Os animais foram mantidos em condicées labora-
toriais padrao (12h/12h de claro/escuro em temperatura
ambiente a 20-22°c) por uma semana antes do inicio das
experiéncias para se adaptar ao ambiente. Tiveram livre
acesso a agua e racao e o estudo foi feito em ambiente com
ruido atenuado e na mesma hora (h) a cada dia.

Cirurgia

A anestesia foi induzida via injecao intraperitoneal de
50mg.kg~" de tiopental sddico (Pental® Sodyum 1.E. Ulu-
gay llac San. TAS, Istambul, Turquia), mantiveram-se a
respiracao espontanea e o reflexo ciliar. Os ratos foram posi-
cionados em decUbito ventral e uma area de 4 x 2cm entre
as orelhas que se estendia em direcado ao nariz foi raspada.
A assepsia da area foi feita com iodopovidona; 1 mL de lido-
caina a 1% estéril (Aritmal® 2% amp, Biosel Ila¢ Sanayi ve
Ticaret A.S, Istambul, Turquia) foi infiltrado sob o couro
cabeludo e uma incisao cirlrgica na linha média foi feita.
A cabeca do animal foi colocada em um aparelho estereota-
xico, onde ficou firme em posicao flexionada para frente.
A pele foi refletida lateralmente e o cranio exposto foi
delicadamente dissecado (estilete rombo) com o bregma
exposto. Uma fenda de 2 mm para a injecao de brometo de
rocurénio intracerebroventricularmente (ICV) foi aberta nas
coordenadas estereotaxicas, determinadas de acordo com o
atlas de Paxinos e Watson,’ para acessar o ventriculo lateral.
Uma canula para a execucao dos procedimentos intracere-
broventriculares (C311/G, 20G, Plastics One Inc., VA, EUA) e
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um estilete adequado (C311/DC, Plastics One Inc., VA, EUA)
para impedir a entrada de tecido e/ou corpos estranhos na
canula foram colocados. A colocacdo da canula no ventri-
culo lateral foi confirmada pela drenagem do LCR através da
canula. As bordas da incisao foram aproximadas, suturadas
com fio de seda 2.0 e limpas com iodopovidona a 10%. Esses
procedimentos foram feitos sob condicoes estéreis. Foram
estabelecidas 48 horas para o retorno das atividades habi-
tuais dos ratos apods a intervencao. O objetivo da colocacao
de uma canula permanente foi permitir a administracao do
farmaco ICV enquanto os ratos estavam acordados e moveis.

Preparacao do medicamento

Uma solucao concentrada com 0,016 wmoL de brometo de
rocurénio (Esmeron®, Organon Corp, Oss, Holanda) em 10 pL
foi usada para determinar a dose do limiar convulsivo do
brometo de rocurénio.

Apds a determinacdo da dose do limiar convulsivo de
rocurdnio, as diluicées de 1/5, 1/10 e 1/100 uL em 10 pL
de solucao de lactato de Ringer foram preparadas (Ringer
lactato, Biosel Ilac San. TAS, Istambul, Turquia).

Os valores de pH do brometo de rocurénio, lactato de
Ringer e das solucdes de brometo de rocurdnio-lactato
de Ringer a 23°C foram medidos com um medidor de pH
(InoLab® 720, WTW Wissenschaftlich-Technische Werkstat-
ten GmbH, Munique, Alemanha).

Protocolo experimental

Determinacdo da dose do limiar convulsivo do brometo de
rocurénio (estudo piloto): para determinar a dose do limiar
convulsivo do brometo de rocurénio, 12 ratos foram alocados
em dois grupos:

Grupo rocurbénio (n=6): para determinar a dose do limiar
convulsivo, um adaptador de polietileno revestido de vinil
foi anexado a canula ICV e uma microsseringa Hamilton
foi anexada a esse adaptador (Hamilton® 710SNR 100 pL
Syringe Hamilton 710 series syringe, NV, EUA). Brometo de
rocurénio (0,016 wmoL x 10 uL~", 0,08 umoL no total) foi
injetado através da seringa de Hamilton em doses divididas
de 5 L. Cada dose foi administrada consecutivamente por
60segundos (s) - tempo durante o qual os efeitos da dose
sobre os ratos foram observados. A dose total necessaria
para induzir uma convulsao tonico-clonica foi registrada.

Grupo controle (n=6): 50 pL da solucao de lactato de Rin-
ger, divididos em doses de 5 pL, foram administrados ICV via
canula, como explicado acima. Os ratos que nao apresenta-
ram convulsao foram sacrificados apo6s 6 h de observacao.

Grupos para estudo de dose-resposta (estudo experimen-
tal): apos a determinacao da dose do limiar convulsivo do
brometo de rocuroénio, os ratos foram aleatoriamente distri-
buidos em quatro grupos para estudo de dose-resposta.

Grupo 1 (Grupo C) (n=6): dez microlitros de uma mistura
de solucéo de lactato de Ringer e acido acético com pH idén-
tico ao da solucao de rocurénio que induziu convulsao foram
administrados com a seringa de Hamilton durante 60s.

Grupo 2 (Grupo R 1/5) (n=6): com o mesmo método
usado para o Grupo C, 1/5da dose convulsiva de rocurénio
foi adicionado a solugado de lactato de Ringer para obter um
volume total de 10 pL da solucdo e administra-lo aos ratos.

Grupo 3 (Grupo R 1/10) (n=6): com o mesmo método
usado para o Grupo C, 1/10da dose convulsiva de rocurénio
foi adicionado a solugado de lactato de Ringer para obter um
volume total de 10 pL da solucéo e administra-lo aos ratos.

Grupo 4 (Grupo R 1/100) (n=6): com o mesmo método
usado para o Grupo C, 1/100 da dose convulsiva de rocuronio
foi adicionado a solugao de lactato de Ringer para obter um
volume total de 10 pL da solucéo e administra-lo aos ratos.

Avaliagdo dos efeitos do brometo de rocurénio intracere-
broventricularmente: uma escala de cinco pontos foi usada
para avaliar os efeitos sobre o SNC do brometo de rocurénio
administrado por via intracerebroventricular.®

0=sem efeitos observaveis

1 = atividade locomotora reduzida e/ou piloerecao

2 = agitacdo ou tremor

3 =tremor em todo o corpo, postura ou membros espalma-
dos

4 =convulsdes ou ataques

Término do estudo

Os animais que apresentaram convulsoes foram imediata-
mente mortos com injecdo intraperitoneal de 120 mg.kg™’
de tiopental sodico. Os animais que ndo apresentaram con-
vulsdes foram observados por 6 h e mortos com 120 mg.kg™"
de tiopental sddico por via intraperitoneal ao término do
estudo.

Post-mortem, o ventriculo cerebral de todos os animais
foi injetado com 50 p.L de azul de metileno através da canula
permanente e o cérebro foi bisseccionado ao longo da fenda
longitudinal para verificar se o corante estava uniforme-
mente distribuido no interior do ventriculo.

Analise estatistica

As analises estatisticas foram feitas com o programa esta-
tistico SPSS para Windows v. 11.0. Os resultados sao
expressos em médiaddesvio padrao. O teste de Kruskal-
-Wallis, seguido do teste U de Mann-Whitney e dos testes
exatos de Fisher, foi usado para comparacodes intergrupo. As
comparacoes intragrupo foram feitas com os testes de Fried-
man e Wilcoxon e p<0,05 foi considerado estatisticamente
significativo.

Resultados

Determinacao do limiar de convulsao (estudo
piloto)

Os ratos do grupo controle, que receberam 50 pL de lactato
de Ringer (pH=5,2) nos ventriculos laterais do cérebro, nao
apresentaram quaisquer alteracoes comportamentais.

No grupo rocurénio, o limiar convulsivo do brometo de
rocurénio ICV (pH = 3,6) foi de 0,056 4- 0,009 wmoL. O volume
necessario para induzir uma convulsao foi de 35,0 £5,48 pL.
O limiar convulsivo, como uma funcao do peso corporal dos
ratos, foi calculado em 0,286 umoL/kg~" (tabela 1).
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Tabela 1 Doses e volumes de brometo de rocuronio

Peso (g) Dose (wmoL) Dose (wmoL.kg=")  Volume (uL)
201 0,064 0,326 40

198 0,064 0,331 40

212 0,064 0,308 40

206 0,048 0,239 30

198 0,048 0,248 30

184 0,048 0,267 30

O limiar convulsivo, como uma funcao do peso corporal dos ratos,
foi calculado em 0,286 pmolL.kg~".

Tabela 2 Efeitos de rocuronio no SNC a 1/5da dose do
limiar convulsivo

Peso (g) Efeito SNC Escore
189 Convulsao 4

266 Postura/extremidades 3

232 Postura/extremidades 3

238 Postura/extremidades 3

199 Postura/extremidades 3

184 Convulsao 4
Tabela 3 Efeitos no SNC de rocuronio a 1/10da dose do
limiar convulsivo

Peso (g) Efeito SNC Escore
194 Tremor 2

180 Postura/extremidades 2

182 Postura/extremidades 2

217 Agitacao 3

187 Agitacao 3

189 Tremor 2
Tabela 4 Efeitos de rocurénio no SNC a 1/100da dose do
limiar convulsivo

Peso (g) Efeito SNC Escore
218 Reducao da atividade locomotora 2

196 Reducao da atividade locomotora 1

192 Reducao da atividade locomotora 3

202 Reducao da atividade locomotora 1

186 Tremor 2

191 Reducao da atividade locomotora 1

Avaliacao dos resultados do estudo de
dose-resposta (estudo experimental)

Os valores de pH do Grupo C, Grupo R 1/5, Grupo R 1/10 e
Grupo R 1/100 foram determinados em 3,6; 3,9; 4,1 e 4,8;
respectivamente.

Neste estudo, verificamos que 1/5 da dose do limiar con-
vulsivo geralmente causou membros (postura) espalmados
e tremores no corpo inteiro, enquanto 1/10da dose do
limiar convulsivo causou agitacao e tremores (tabelas 2 e 3).
Um centésimo da dose do limiar convulsivo foi associado
a reducao da atividade locomotora (tabela 4). Os efei-
tos observados com essas doses melhoraram gradualmente

durante uma hora e, em seguida, foram mantidos como ati-
vidade locomotora reduzida. Os animais foram observados
por 6h - tempo durante o qual a alimentacdo e os com-
portamentos motores ficaram comparaveis com aqueles do
grupo controle.

Discussao

Neste estudo, descobrimos que a administracao de rocurénio
no sistema nervoso central de ratos através dos ventriculos
cerebrais causou convulsées quando os ratos nao estavam
sob anestesia e que a dose do limiar convulsivo de rocurénio
foi de 0,286 umoL.kg~"'. Determinamos durante o estudo de
dose-resposta que 1/5 e 1/10da dose do limiar convulsivo
de rocurdnio produziram respostas excitatoérias, enquanto
1/100 da dose resultou em reducao da atividade locomotora.

No estudo piloto, alteracées comportamentais nao foram
observadas nos ratos quando administramos 100 pL de lac-
tato de Ringer a 5 pL.min". Administramos um maximo de
40 pL enquanto determinavamos a dose do limiar convulsivo.
Nao formulamos a hipotese de que o volume do medica-
mento seria responsavel pelas alteracées no SNC observadas
nos ratos. Neste estudo, determinamos que o pH do medi-
camento administrado ICV via canula nao foi um fator que
contribuiu para a inducao de convulsoes, pois a reducao da
atividade locomotora foi observada apenas no Grupo 1.

Em estudo similar, Szenohradszky et al. administraram
atracurio, pancuronio e vecuronio no SNC e observaram
os efeitos colaterais, identificaram os potenciais convul-
sivos de atracurio > pancurénio > vecuronio (0,12; 0,26 e
0,46 umoL.kg™", respectivamente).? No presente estudo, a
poténcia de rocurdnio necessaria para provocar convulsoes
foi identificada como proxima aquela de pancurénio.

Nos casos em que agentes bloqueadores neuromusculares
foram administrados acidentalmente no LCR," a difusdo de
rocurénio no tecido neuronal a partir do liquido cefalorra-
quidiano é provavelmente uma funcdo do peso molecular, da
solubilidade lipidica e do tempo.’ Com base em suas propri-
edades fisicas, € provavel que rocurénio permaneca no LCR
apods a injecao, a penetragao rapida nos tecidos neuronais
€ improvavel.’ As substancias farmacoldgicas no LCR podem
ser redistribuidas para a circulacao periférica pelo trans-
porte através da barreira hematoencefalica. Uma infusao
ICV pode, em alguns casos, imitar uma infusdo intravenosa
lenta.'® Nao observamos tal incidéncia em qualquer fase do
estudo, o que pode ter ocorrido porque a dose de rocuronio
que entrou na circulacado sistémica nao foi suficiente para
atingir a concentracdo necessaria para alcancar a juncao
neuromuscular e causar relaxamento muscular.

Os medicamentos administrados ICV podem exercer
efeitos mediados pelo receptor na ou perto da inter-
face cérebro-liquido cefalorraquidiano. Rocurénio é um
composto de amonio quaternario. A carga positiva dessa
molécula imita o atomo de nitrogénio quaternario de ace-
tilcolina (ACh). Esse atomo é o principal contribuinte para
os efeitos de rocurdnio sobre o nAChr neuronal."" Nao ha
dados suficientes sobre a cinética da distribuicao de relaxan-
tes musculares no LCR quando administrados nos ventriculos
cerebrais®'? e ndo sabemos em que parte do cérebro os

excitatorios observados com rocuroénio.
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Tal como acontece em todos os relaxantes musculares,
o local de acédo de rocurdnio é o receptor pds-sinaptico de
ACh na juncao neuromuscular. Em um estudo experimen-
tal, Jonsson et al."*> demonstraram que rocurdnio inibiu o
nAChr muscular e neuronal. O nAChr neuronal é irreversivel-
mente inibido por rocurénio no nivel micromolar, de modo
dependente da concentracao. Esses achados sugerem que
rocurdnio exerce efeitos inibidores apenas sobre os recep-
tores de acetilcolina na juncdo neuromuscular, enquanto
exerce efeitos inibitorios e excitatorios sobre os receptores
nicotinicos de ACh no SNC.

Fuchs-Buder et al.® e Tassonyi et al." relataram que os
agentes bloqueadores neuromusculares podem afetar o SNC,
tal como evidenciado pela inducao de apneia.

Shao et al.”> demonstraram que o sistema nervoso coli-
nérgico é importante na regulacdo dos padroes respiratdrios
e a inibicao do nAChr pode causar depressao central da
respiracdo. Em nosso estudo, nao observamos sinal de
depressao da respiracao ou apneia.

As alteracbes comportamentais nos ratos, manifesta-
das como reducao da atividade locomotora apoés 1h, e a
recuperacao dos movimentos e comportamentos alimenta-
res normais apds 6 h foram atribuidas a rapida depuracéao do
LCR, que, em ratos, é de 2,83 uL.min='."® Como o volume
de LCR em ratos € de 500 uL, o tempo de depuracéo total do
LCR é de 176 minutos (min).*# Meulemans et al."” relataram
que 45% do LCR de um rato de 290¢g foram depurados em
1h, o que esta de acordo com os nossos achados.

Os mecanismos exatos de acao dos relaxantes musculares
sobre o SNC nao foram estabelecidos. Este estudo mostrou
que rocuroénio é eficaz no SNC e tem efeitos deletérios rela-
cionados a dose. Com base nos resultados deste estudo,
nao é possivel estabelecer uma relacao entre os efeitos de
rocurénio em humanos e ratos. A quantidade acumulada
de rocurdonio no LCR de pacientes que receberam infusao
prolongada de rocurdnio é desconhecida.

Devemos considerar que efeitos no SNC podem ser obser-
vados se rocurénio for infundido por periodos prolongados e
nos casos em que a barreira hematoencefalica estiver com-
prometida ou rocurénio for administrado inadvertidamente
durante um bloqueio regional.
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