Revista Brasileira de Anestesiologia - Ano 21 - N." 4 — Out.-Dez. - 1971

AFERICAO DA ATIVIDADE HISTAMINOGENEA DO
BROMETO DE PANCURONIO NO HOMEM®®

DR. JULIO COSTA
DR.2 OTILIA NETO

Foi determinada possivel liberlagio de histamina pelo mé-
todo fluorimétrico de Shore, Barkhalter e Cokn numa serie de
6 doenles em que foi ulilizado como relaxanle muscular o
“Pavulon”, sendo negalives os resultados oblidos,

A primeira referéncia a uma libertacdo directa de hista-
mina por uma droga possuindo grupos basicos na sua molé-
cula deve-se a Alam e col em 1939 (') que demonstraram
que a curarina podia libertar quantidades consideraveis de
histamina d musculo do cdo, in vivo. Trabalhos seguintes de
diferentes grupos de investigadores mostraram que um grande
ntmero de compostos basicos organicos podia libertar hista-
mina de tecidos ndo sensibilizados. A lista destes libertadores
de histamina vai crescendo progressivamente e dela fazem
parte compostos possuindo actividade notavel no organismo
humano ou drogas dotadas de importancia clinica como os
agentes curarizantes, os alcaldides do épio, a atropina etc.

No caso de sensibilidade do organismo a histamina a sua
libertacdo pode provocar uma insuficiéncia circulatéria aguda
por depressao miocardica, dilatacdo e aumento da permeabi-
lidade capilares. Em regra a este quadro associa-se uma. bron-
co-constricio e uma erupcio cutanea dado que grande quan-
tidade de histamina é fixada nos pulmaées e na pele.

Sniper e col.,, em 1952, procuraram efectuar um estudo
comparativo da libertacdo de histamina por diferentes tipos
de curarizantes no homem (2) mas utilizando um métode
pouco rigoroso, que consistia na comparacdo entre as dimen-
soes da papula cutdnea consecutiva a injeccido sub-cutinea
do produto. Ora, o processo que nos permite avaliar a capaci-
dade de libertacdo de histamina dum composto é em rigor o
que nos demonstra o aumento de histamina no sangue
circulante (34).

(*) Trabalho do Servico de Anestesia do Hospital Escolar de 8. Jado, Porto,
Director — Dr. Ruella Torres e do Laboratério de Farmacologia da Faculdade
de Medicina do Porto — Director Prof. A. Garrett,
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Dadas as conhecidas accdes imputiveis & libertacdo de
histamina pela d-tubocurarina, e em face do aparecimento
do névo curarizante o brometo de pancuronium, que € apre-
sentado como desprovido de acgdo histaminogéna entre os
curarizantes.

Dificuldades na obtencdo de amostras suficientes de bro-
meto de pancuronium, forgaram-nos a conseguir para ,ja
apenas um numero reduzido de determinacoes efectuadas
com este produto no homem, e sdo esses resultados que vamos
referir em nota prévia propondo-nos prosseguir o nosso tra-
balho futuramente,

DETERMINACAO DA HISTAMINA

Dada a finalidade do nosso trabalho procuramos deter-
minar os niveis sanguineos da histamina circulanie antes e
dpeois da administracio de brometo de pancuronium. Ora,
dentre os varics métodos que existem para aquela determi-
nacio, o mais promissor é indubitavelmente o método fluori-
métrico de Shore, Burkhalter ¢ Cohn (1959}, porque além de
ser o malis sensivel é também o mais especificc. Estes factos
tem levado ao abandono do meéetode DNFB antes corrente-
mente utilizado.

Método fluorimétrico: (Shone, Burkhalter and Cohn, 1959).
'SOLUTOS F REAGENTES

1 — n - Butanol p.a.
2 — n - Heptano p.a.
3 — o0 - Phthalaldeydo (O.P.T.) 1% em metanol abso-
luto p.a.
(Esta solucdo é estavel pelo menos duas sema-
nas quando guardada em frasco escurc e sob
refrigeracao) .
4 — Sal saturado de Na OH 0,1 N
(Cloreto de s6dic s6lido junta-se 3 Na OH 0,1 N até
gue o cloreto figque em excesso.
5 — HCL 3N
6 — HCLO1IN

TECNICA

— 5 ml de sangue oxalatado sdo hemolizados pela adi-
cao de:

— 4,5 ml de agua e 0,5 ml de acido perclérico concen-
trado (10-12 N)

— O tubo é entdo agitado durante 10 minutos

— Deixa-se 10 minutos a repousar e é entio centrifu-
gado (total 7 ml x)
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— 4 mil de sobrenadante sfo transferidos para um tubo
de 25 mil com rolha e contendo 0,5 ml de NAOH 5 N ¢
1,5 g de NaCl sélido e 10 mg de n-butanol.

— O tubo é agitado durante 5 minutos (para extrair a
histamina para o butanol) e depois de centrifugado, a
fase aquosa é removida por aspiracfo.

— A fase orginica é entdo agitada cerca de 1 minuto
com 5 ml de sal saturado de NAOH 0,1 N
(esta lavagem remove alguns residuos de histamina
gque possam estar presentes)

— O tubo é entdo centrifugado e 8 ml de butanol sdo
transferidos para um tubo de vidro de 40 mil com
rolha, contendo 3,5 ml de HCL 0,1 N e 15 ml de
n-Hetpano.

— Depois de se agitar cerca de 1 minuto, o tubo é cen-
trifugacdo e a histamina na fase aquosa é dosada fluo-
rimétricamente.

As caracteristicas de solubilidade da histamina sdo tails
que a extraccdo inicial é cérea de 92% de histamina extraida
para o butanol. Depois da lavagem inicial de butanol com sal
saturado de NAOH 0,1 N, um total de céreca de 859% de hista-
mina fica na fase do butanol.

H4a também pequenos volumes que mudam nas varias
fases devido & relativa solubilidade da agua no butanol.
Para corrigir estes factores sdo preparados standards cons-
tituidos por pequenas quantidades conhecidas de histamina a
que se juntam o acido perclérico 0,4 N, durante a técnica.

“Recoveries” de histamina ao tecido hemogenizado andam
a volta de 90 a 10095 .

DOSEAMENTQ FLUORIMETRICO DA HISTAMINA NO SANGUE

Depois da excracdo da histamina do sangue esta & con-
densada com O.P.T. numa solucdo fortemente alcalina. O
produto fluorescente resultante é bastante labil — é estabi-
lizado apos acidificacéo.

— Para a estimacio da histamina no extracto acido 2 ml
do extracto (contendo 0.005 a 0,5 mg de histami-
na/mil) é transferido para um tubo teste e junta-se
0,4 ml de Na OH 1 N seguido por 0,1 ml de O.P.T.
(Brandle prefere fazer esta reaccAo em banho-maria
a 250 = 0,5 ¢ durante 4 minutos, porque esta conden-
sacdo é bastante sensivel & temperatura).

— Apés 4 minutos junta-se 0,2 ml de HCL 3 N (ph-0,85).
TApoés cada adicdo agita-se bem.
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(Thompson usa s6 0,1 ml de HCL 3 N para obter um
PH 2,0, para aumentar a estabilidade e a intensidade
da fluorescéncia.

— A solucdo é entfo transferida para uma cuvele e a
fluorescéncia ¢ lida a 450 mn resultante da activacio
a 360 mn no espectrofotofluorimetro.
(A fluorescéncia na solucdo acidifacad é estavel pelo
menos durante meia-hora).

A intensidade da fluorescéncia € proporcional a concen-
tracéo de histamina entre 0,005 a 0,5 mg/ml.

A pequena fluoreseéncia do branco nos tecidos ou rea-
gentes podem ser corrigidos pela omissio da condensacéo.

Isto é acompanhado pela adicdo de todos os reagentes
para uma parte separada do extracto, mas invertendo a ordem
da adigéo do O.P.T. e HCL 3 N (Deita-se primeiro 0,1 ml de
HCL 3 N e depois 0,1 ml de O.P.T.).

TABELA I
DOENTE IDADE SEXO INTERVENCAO
N.?

1 a3 F LAPARATOMIA EXPL.®»
2 16 F APENDICECTOMIA

3 41 P HERNIORRAFIA

4 20 F AFPENDICECTOMIA

5 52 M HERNIORRAFIA

6 23 F HERNIORRAFIA

A solucio resultante contém tecido e branco reagentes,
mas nao ¢ fluorofo resultante da condensacdo do O.P.T. e
histamina, desde que a reaccido ndo seja processada em meio
acido.

Seleccionamos seis doentes (Tabela I) anestesiados com
técnica anestésica padronizada (Tabela II). Os resultados
obtidos estdo na Tabela III.

TABELA II
TRCNICA ANESTESICA

= PREMEDICACAG — PETIDINA 1 ESCOPOLAMINA
(I.M. no servigp 1 h anica intervengao)
== INDUCAQO — PAVULON -+ PENTOTAL 4 O,
(Entubacéo orotraqueal) ¢
= MANUTENCAO — O2 + NQO + PETIDINA
(Ventilagdo controlada manual)
— RECOBRO — ATROPINA -+ PROSTIGMINA
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TABELA III
HISTAMINA
DOENTE AMOSTRAS DE SANGUE

N.¢e Antes Intery, 5 min, apds 10 min. apés 20 min,
1 31,3 29,4 29,4 27,4
2 31,0 32,0 23,7 22,3
3 35,1 36,% 35,7 36,3
4 21,4 24,5 26,8 29,1
5 29,3 16,5 16,6 15,6
[ 21,6 19,9 16,8 17,6

Doses Expressas em mg/ml

CONCLUSOES

Nio houve libertacéio da histamina nos doentes estudados.

Parece-nos muite 1til a continuacio deste estudo, exten-
sivo a outros relaxantes nomeadamente a d-tubocurarina.
Parece-nos ainda muito importante dispormos de um meétodo
laboratorial seguro para a identificacio de ac¢des que poderdo
ser ou n&o devidas 2 libertacdio de histamina pelos relaxantes
musculares.

SUMMARY

MEASUREMENT OF HYSTAMINE LIBERATION IN PATIENTS
WHO RECEIVED PANCURONIUM BROMIDE

The levels of hystamine in blood were investigated after butanol exiraction
and fluorescence determination (Method by Shore, Barkhalter & Cohn) in 6
patients who received Pancuronium bkromide during anesthesia. No hystamine
could be detected in samples obtained before or after the injection of the relaxant.
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