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RESUMO

Anestésicos locais de longa duragdo sdo mundialmente empregados,
especialmente em procedimentos cirtirgicos. A Ropivacaina (RVC) € um novo
anestésico, considerado de longa duragao e que apresenta maior seguranga em
relacdo a efeitos adversos como toxicidade ao sistema cardiovascular. A
veiculacao de anestésicos locais em ciclodextrinas tem sido avaliada como uma
maneira de prolongar o tempo de duragdo da anestesia e diminuir a toxicidade
sistémica destes farmacos. Ciclodextrinas sao oligossacarideos ciclicos capazes
de formar complexos de inclusdo com moléculas “convidadas”, em geral
aumentando a solubilidade aguosa destas. Este trabalho descreve o preparo, a
caracterizacao fisico-quimica e a avaliagao do efeito biolégico de um complexo de
inclusdio entre a RVC e a hidroxipropil-beta-ciclodextrina (HP-B-CD). O complexo
foi preparado misturando-se quantidades apropriadas de HP-B-CD e RVC, na
proporgac molar de 1:1, sob agitagdo em meio aquoso; apds secagem em spray-
dryer o complexo solido foi ressuspendido em tampao Hepes 20 mM e NaCl 150
mM, pH 7,4. A estequiometria do complexo (1:1) foi determinada através do
Método de Variagao Continua. A formagéo do complexo de inclusao foi confirmada
pelas técnicas de Calorimetria Diferencial de Varredura, Raios-X e RMN. O efeito
anestésico do complexo RVC:HP-B-CD (0,125%, 0,25 e 0,5%) foi avaliado e

relagao & RVC livre {comercial), em iguais concentracbes através do teste de
blogueio do nervo infraorbital, em ratos. Os resultados mosiraram aumento no
efeito anestésico total (54,5%, 53,3% e 20,0%, respectivamente) e no tempo para
recuperagao (42,9%, 44,4% e 18,8%, respectivamente) pelo complexo em relacao
a4 RVC comercial. A cardiotoxicidade foi avaliada através de medidas de
eletrocardiograma, em ratos. Os resuitados mostraram que o complexo RVC:HP-
B-CD nao aumentou o efeito téxico da RVC livre, apesar de a complexagao ter
aumentado a quantidade de RVC sollvel em agua € o efeito anestésico. Em
conciusdo: em animais, o complexo da RVC em HP-B-CD mostrou-se uma

formulagdo anestésica de longa duragcdo promissora, possibilitando o uso de

xviii



doses sub-clinicas e com efeitos similares aos da RVC 0,5% ou ainda como
alternativa ao uso da bupivacaina, o anestésico de escolha em bloqueios de tonga
duracao, mas também o mais cardiotoxico. Estes resultados foram obtidos em
escala prévia a escala piloto, mostrando que a produgao do complexo RVC:HP-f-
CD foi adequadamente escaionada para as etapas subseglentes de

desenvolvimento farmacéutico.
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ABSTRACT

Long-acting local anesthetics (LA) are worldwide used, mainly for surgical
procedures. Ropivacaine (RVC) is a new, long-acting LA, with increased
cardiovascular safety, in comparison to other anesthetics. The delivery of LA in
carriers such as cyclodextrins has been investigated in order to increase the
nonciceptive action and to reduce the systemic toxicity of these compounds.
Cyclodextrins are cyclic oligosaccharides with a somewhat lipophilic central cavity
that is able to form inclusion complexes with guest molecules, increasing their
water solubility. Here we report the preparation, physicochemical characterization
and evaluation of the biological activity of an inclusion complex, formed between
RVC and hydroxypropyl-beta-cyclodextrin (HP-B-CD). The complex was obtained
by mixing appropriate amounts of HP-p-CD and RVC (1:1, molar ratio) in water; the
solution was spray-dried and the solid complexes were suspended in 20mM
HEPES buffer with 150mM NaCl, pH 7.4. The 1:1 stoichiometry of the complex
was determined through the Confinuous Variation Method. Differential Scanning
Calorimetry, X-Rays and the NMR analysis confirmed the formation of the inclusion
complex. The anesthetic effect of the RVC:HP-B-CD complex (0,125%, 0,25 e
0,5%) was compared to that elicited by plain RVC solutions of equivalent
concentrations, using the infraorbital nerve-blockade test in rats. The results show
that the RVC:HP-B-CD complex improved both the total anesthetic effect (54.5%,
53.3% and 20.0%, respectively) and the time for recovery (42.8%, 44.4% and
18.8%, respectively), in comparison to RVC solutions. The cardiotoxicity was
evaluated by electrocardiography, in rats. The resuits show no enhancement of the
heart toxic effect of RVC under complexation, in spite of the increased amount of
available (water soluble) RVC and improved anesthetic
effect. Iv yovyAvcwov: e oovd v patc Tnat e PcXCHIT-B-CD  complex is a
promising long-acting anesthetic formulation, allowing the use of sub-clinic doses
that reach the same anesthetic effects of 0.5% RVC or even — at the therapeutic
doses of 0.5% - to replace Bupivacaine, the drug-of-choice in long term
anesthesia, but also the more toxic. Finally, these results were obtained in a scale



previous the pilot scale and show the feasibility of the scale up procedure adopted,

looking forward the technologic development of a pharmaceutical product.



l. INTRODUGAO

1.1. ANESTESICOS LOCAIS

Os anestésicos locais (AL) sdo compostos quimicos que evitam ou aliviam a
dor, interrompendo a condugdo nervosa (Strichartz & Covino, 1993; Catterall &
Mackie, 1996; McLure & Rubin, 2005). A atividade farmacologica envolve a inibicao
dos processos de excitagdo-condugao das fibras nervosas (Covino, 1986). Em geral,
os AL possuem um grupo amino (amina terciaria), separado de um grupo aromatico
por uma cadeia intermediaria, que pode ser um éster ou uma amida, de onde vem
sua classificagdo como aminoésteres ou aminoamidas, respectivamente (Figura 1)
(Narahashi et al., 1970, Covino, 19886; Strichartz & Covino, 1993, McLure & Rubin,
2005). A principal diferenga entre ésteres e amidas esta relacionada a estabilidade
quimica. Os ésteres sao faciimente hidrolisados pela colinesterase plasmatica
enquanto as amidas sofrem degradagac enzimatica hepatica, sendo muito mais

estaveis (Covino, 1986).

Porcao i Por¢ao
Lipofilica  Cadeia Hidrofilica
intemmediana
A . ' . / R2
QLC OOR1 —N
| B
i N
—NHCO R21 N
R,

Figura 1. Anestésico local tipico. A. Tipo éster. B. Tipo amida (Adaptado de Malamed, 2001 ).

O primeiro composto utitizado como AL foi a cocaina, um alcaldide isolado das
folhas de Erithroxylon coca, introduzido na pratica clinica para uso oftalmoloégico em

1884 por Koller. Devido aos efeitos toxicos da cocaina, que incluiam dependéncia



quimica e psiquica, outros agentes foram introduzidos. A Procaina foi o primeiro AL
sintetico injetavel de valor clinico, introduzida em 1905 por Einhor (Covino, 1986). Em
1943, a Lidocaina sintetizada por Lofgren, representou o primeiro anestésico do
grupo das amidas e a partir dela, outros AL amino-amidas foram introduzidos, como
a mepivacaina, prilocaina, bupivacaina e ropivacaina (Tabela 2) (Covino, 1988,
Malamed, 2001).

O sucesso da anestesia local exige o conhecimento das propriedades
farmacologicas dos varios anestésicos e da habilidade técnica na execugio do
bloqueio em questdo. As doses necessarias de cada anestésico local variam
consideravelmente, dependendo do tipo de bloqueio e estado do paciente (Strichartz
& Covino, 1993; McLure & Rubin, 2005). As caracteristicas desejaveis dos AL
incluem longa duracéo da agao, baixas toxicidade local e sistémica e seletividade
para os blogueio nervoso e sensorial (Covino, 1 986; Kuzma et al., 1997).

As caracteristicas clinicamente importantes dos AL incluem poténcia
(relacionada a concentragsio plasmética necessdria para produzir um determinado
efeito), velocidade de inicio do bloqueio, duracdo da anestesia e blogueio diferencial
sensorial/motor. Estas estdao relacionadas as propriedades fisico-quimicas dos
farmacos (Tabela 1) (Strichariz & Covino, 1993). A hidrofobicidade parece ser o
determinante primario da poténcia anestésica, embora fatores como a capacidade de
provocar vasodilatagdo e redistribuicao nos tecidos, devam ser levados em
consideragio, para comparacgdo entre os farmacos (Strichartz & Covino, 1993). A
ligag&o as proteinas plasmaticas se relaciona com a duracdo da anestesia e o pKa
(constante de dissociagao) esta correlacionado com o inicio da acéo (Covino, 1986).
A laténcia da agdo do farmaco se relaciona com a dose ou concentragdo do
anestésico utilizado, enquanto que a duragéo da agdo é bastante influenciada pelos
efeitos vasculares periféricos causados pelos anestésicos locais (Strichartz & Covino,
1993).

A Tabela 1 mostra alguns parametros fi isico-quimicos e farmacocinéticos dos
anestesmos locais de uso clinico. A Poténcia & referenciada a da Procaina, o
pnmerro AL sintetizado. A Tabela 2 revela suas estruturas quimicas.



Tabela 1. Propriedades dos Anestésicos Locais

% Ligacdo  Meia-vida

AL as plasmatica
Coef Particéo pKa Poténcia®  proteinas (i.v.

(pH 7.4) (25° C) piasn'!jéticas infusao)

(h)°
Procaina 67° 9,2° 1 6 0,1
Tretacaina 236° 8,5' 16 76 2,5
Lidocaina 76° 7,7d" 4 64 1,5
Mepivacaina 93 76" 2 77 1,5
Ropivacaina  132° 8,19" 10° 94 1,99
Bupivacaina 136" 8,1%¢ 16 95 2.5

Coeficiente de particdo entre lipossomas de fosfatidilcotina de ovo e tampédo BPS, pH 7,4, segundo
Matheiros et al., 2004; b Aratijo, 2005 (tese de doutorado); ‘(Covino & Vassalo, 1985); ¢ Mciure & Rubin,
2005; ¢ Covino, 1996, Wildsmith et al., 1987, ¢ Mclure, 1996; " Whiteside & Wildsmith, 2001.



Tabela 2. Esfrutura quimica de alguns Anestésicos Locais de uso clinico: aminoésteres (TTC, PRC) e aminoamidas (L.DC
MVC, RVC, BVC).
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1.1.1. MECANISMO DE ACAO

Os AL impedem a propagagdo do impulso nervoso, através do blogueio de
canais de sodio voltagem-dependente de axénios, inibindo a entrada de sddio nas
células e a despolarizagdo da membrana (Butterworth & Strichartz, 1990). Acredita-
se que tanto a forma carregada quanto a neuira dos AL sdo importantes para a acao
anestésica (Fraceto et al., 2006). A figagdo dos AL é dependente do estado do canal,
sendo favorecido pelo canal aberto ou inativado (Hille, 1977; Nau, 2004). Ha tambem
uma relagdo com a fregiiéncia da estimulagcdo do nervo, aumentando o grau de
blogueio com o aumento da freqiéncia de estimulagéo (Courtney, 1975).

Os AL blogueiam a condugao nervosa pela ligag@o reversivel a subunidade o
do canal de sadio voltagem-dependente (Fraceto et al., 2006). Para que o anestésico
possa atingir seu sitio de acéo, ele deve atravessar a membrana ¢, para isto, sua
forma neutra & favorecida, uma vez que esta tem maior coeficiente de particao que a
forma protonada. A proporgdo do farmaco na forma neutra dependera de seu pKa e
do pH tecidual. Dentro da célula, em funcao do baixo pH, a forma ionizada é
regenerada e o receptor dentro do canal & bloqueado. A porgao intracelular do canal
é, entao, inativada pela forma protonada dos AL (Ritchie et al., 1965; Narahashi et
al., 1969; Narahashi et al., 1970; Hille, 1977), enquanto que a forma neutra interage
. com a porgao intra-membrana do canal, levando a sua inativag@o ou bloqueio de
propagagdo do impulso nervoso (Coutney, 1980; Grupta, 1991; Rasgdale et al.,
1994: 1996). Além disso, os AL solubilizados na membrana alteram sua organizagao
lipidica e fuidez, o que pode afetar indiretamente o canal de sddio voltagem
dependente (de Paula & Schreier, 1995). Se um namero suficiente de canais é
bloqueado, © Iimia( do potencial de agdo ndo ¢é atingido e, desta forma, ha o
impedimento da condug&o do impulso (Pardo et al., 2002).

A composicdo lipidica é importante para definir a agdo do AL na
permeabilidade da membrana (Pardo et al., 2002). A agdo do AL levara a maiores
alteragbes em membranas sem colesterol, como a membrana mitocondrial interna, e
com pouco colesterol, como a membrana mitocondrial externa e do reticulo
endoplasmatico (de Paula & Schreier, 1995, 1996; Pardo et al., 2002).



A afinidade intrinseca do AL pelo canal de sédio voltagem-dependente deve
ser considerada na avaliagdo da qualidade do bloqueio, havendo diferencas entre a
velocidade de ligagdo e de dissociagao do canal entre os varios anestésicos locais
(Pardo et al., 2002).

A intensidade do blogueio neuronal também é afetada pelo diametro das fibras
nervosas. Fibras de diametro largo (Fibras AB-motoras) requerem maiores
concentracbes de AL para atingirem certo grau de bloqueio, comparadas com
pequenas fibras mielinizadas (Fibras C-sensoriais), (Mclure & Rubin, 2005).

1.1.2. TOXICIDADE DOS ANESTESICOS LOCAIS

Os AL blogueiam reversivelmente os potenciais de acgio em todas as
membranas excitaveis (Malamed, 1997: Groban, 2001). A literatura traz também
relatos da interag@o nao especifica dos AL com outras proteinas de membranas (de
Paula & Schreier, 1996) em particular com canais de calcio e potassio, que
evolutivamente, pertencem & mesma familia dos canais de sodio voitagem-
dependente (Groban, 2001). Por estes motivos, o sistema nervoso centrai (SNC)Ye o
sistema cardiovascular (SCV) sio especialmente susceptiveis a acao dos AL
(Malamed, 2001). Em geral, o aparecimento dos sintomas de toxicidade sistémica
esta relacionado a injecdo intravascular inadvertida ou administragdo de dose
excessiva do AL (Strichartz & Covino, 1993). O risco de inje¢do intravascuiar
acidental e a conseqiiente toxicidade aguda & inerente na maioria das técnicas de
blogueio nervoso. Por outro lado, a severidade da toxicidade nos sistemas
cardiovascular e nervoso & diretamente proporcional a poténcia do AL, dose e via de
administracao (Mather et al., 2005).

1.1.2.1. Toxicidade ao Sistema Nervoso Central
Os sintomas iniciais associados envolvem sensacges de dor de cabeca leve e

vertigens, seguidas freglientemente de alteracbes visuais e auditivas como
dificuldade de focalizagdo e zumbidos. Outros sintomas incluem desorientacéo e



sonoléncia. Os sinais objetivos de toxicidade sdo normalmente de natureza
excitatoria e incluem calafrios, contragoes musculares e tremores. Isto pode evoluir
para convulsdes generalizadas de natureza tonico-clénicas. Na administracdo de
altas doses ou injecdo venosa rapida, os sinais iniciais de excitacio sdo rapidamente
seguidos por estado de depressdo generalizada (Strichartz & Covino, 1993). Os
sinais mais graves incluem depressao respiratéria, depresséo cardiovascular € coma
(Knudsen et ai., 1997).

O SNC é mais susceptivel as acdes sistémicas dos AL que o cardiovascular. A
dose e o nivel sanguineo de AL necessarios para produzir toxicidade ao SNC sao
normalmente mais baixos que para o sistema cardiovascular (Strichartz & Covino,
1993; Knudsen et al., 1997; Cox et al., 2003).

1.1.2.2. Toxicidade ao Sistema Cardiovascular

O efeito fisioldgico cardiaco primario de altas doses de AL no coracao & a
diminuicio da velocidade de despolarizagao maxima nas fibras de Purkinje e nos
musculos ventriculares (Strichartz & Covino, 1993).

O potencial cardiotoxico dos AL esta relacionado as caracteristicas fisico-
quimicas dos agentes, a via de administragdo e ao estado clinico do paciente
(Groban & Dolinski, 2001). A diferenca in vitro observada entre os AL esta também
relacionada a afinidade pelo canal e a duragdo da ligagéo (Reiz & Nath, 1986).

Todos os anestésicos locais deprimem a velocidade de despolarizacao
maxima no potencial de acao cardiaco, (Vmax), {(Cox et al., 2003; McLure & Rubin,
2005) inibindo a enirada de sddio pelos canais. Estudos eletrofisiolégicos
demonstram que esta diminuigdc no Vmax Ocorre de maneira dose dependente
(Boyden & Wit, 1983). A condugao mais lenta do impulso nervoso se manifesta por
prolongamento do segmento PR e intervalo QRS e arritmias ventriculares verificados
no eletrocardiograma (Reiz & Nath, 1986; Knudsen et al., 1997; Cox et al., 2003).
Niveis variados de bloqueio &trio-ventricular, alem de batimentos ectopicos,
fenémenos de re-entrada e fibrilagéo ventricular também sao relatados (McLure &
Rubin, 2005). De fato, a fibrilagdo ventricular esta entre as principais causas de
morte causada pela bupivacaina (Scott et al, 1989), o anestésico de maior
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toxicidade e também o mais usado em dlinica para anestesia espinhal atualmente
(Casati & Putzy, 2005). Concentragbes extremamente altas de AL deprimem a
atividade marcapasso no no sinusal, resultando em bradicardia, bloqueio atrio-
ventricutar e parada sinusal (Strichartz & Covino, 1993).

As alteragdes nos canais de calcio (Ca®™) e potassio (K), na producao do
AMPc e sintese de ATP também contribuem para a cardiotoxicidade (Groban, 2001).
O blogueio do canal de K* prolonga o potencial de agao, predispondo o coragéo para
arritmias ventriculares. O efeito depressivo nos canais de Ca®*, atenuando a entrada
de calcio, é importante no processo acoplado de excitacio e contracao cardiaca. A
depressao da contragsio do miocardio tambem pode estar relacionada 3 interferéncia
da liberacdo de Ca®" do reticulo sarcoplasmatico. A inibicdo da formagéao de AMPc
pode prejudicar os esforgos para ressuscitagdo, apos a ocorréncia de parada cardio-
respiratéria (Groban & Dolinski, 2001; Graf, 2001). A sintese de ATP prejudicada
(através da depressio da fosforilacao oxidativa pela interferéncia com os complexos
I'e Il da cadeia respiratéria) (Floridi et al., 1999; Graf, 2001) e conseqiente alteragao
do metabolismo energético mitocondrial contribui para a depressao elétrica e
mecanica do miocardio (Groban & Dolinski, 2001; Graf, 2001). Também pode ser
considerado o fato de alguns anestésicos deslocarem ligantes dos receptores
p-adrenérgicos (Cox et al., 2003).

Alem deste efeito direto dos AL no Sistema Cardiovascular, existe uma
contribuicéo central para a cardiotoxicidade induzida por anestesicos (Groban, 2003),
pois o estado de depressio do SNC pode levar & depressao cardiovascular. Isto se
deve & depressdo de neurénios corticais inibitorios e excitatérios localizados no
lébuio temporal e amigdala do sistema Limbico. Ha também uma diminuicdo dos
impulsos no nacleo do trato solitario, que & um importante centro de regulacao
cardiovascular (Graf, 2001). Também pelo efeito central, ha uma diminuicéo da
resisténcia vascuiar sistémica, pelo relaxamento da musculatura lisa vascular, o que
contribui para a hipotensao, além de uma reducéo da estimulagéo simpatica (Cox et
al., 2003).

Adicionalmente, a depressio respiratoria, causada pela toxicidade no SNC,
acompanhada de hipoxia, bradicardia e acidose pode contribuir para os sinais de



cardiotoxicidade, aumentando a frequéncia de arritmia cardiaca (Strichartz & Covino,
1993; Cox et al., 2003; Graf, 2001; Groban & Dolinski, 2001).

1.1.2.3. Toxicidade Local

O musculo esquelético € o tecido mais sensivel ao efeito local irritante dos AL
(Malamed, 2001). A injegdo direta do AL no misculo acarreta uma reagao
inflamatéria intensa que pode levar a areas de necrose muscular, 0 que pode ser
acentuado com o uso de vasoconsiritores (McLure & Rubin, 2005). A cicatrizagao
pode ser acompanhada por fibrose e certo grau de contratura muscular, o que nao €
significante, exceto nos casos de anestesia oftalmica (McLure & Rubin, 2005). Varios
estudos relatam o aparecimento da toxicidade local, apés a injecdo dos AL,
sobretudo da BVC (Kytta et al., 1986; Zink et al., 2003; Amaniti et al., 2006). As
alteracoes locais sdo em geral reversiveis, havendo regeneragao muscular completa
cerca de duas semanas depois da administracdo do anestésico local (Malamed,
2001).

Os AL podem causar neurotoxicidade quando administrados nos espacos
epidural ou subaracnoideo, com o aparecimento de neurite e degeneracgéo, além de
inducdo de apoptose neuronal. Apesar desta evidéncia, os AL empregados
clinicamente raramente produzem lesbes nervosas localizadas, nas concenragbes
usualmente empregadas (Strichartz & Covino, 1993; McLure & Rubin, 2003). A lesao
neurologica permanente na anestesia regional € um evento muito raro (Cox et al,,
2003).

Como exposto acima, a toxicidade é ainda um problema clinico presente na
pratica da anestesia local. Neste sentido, a busca por melhores AL tém sido o
objetivo de muitas pesquisas, com duas abordagens principais: a) a sintese de novas
moléculas ou a modificacdo quimica de moléculas ja existentes {como por exemplo,
a sintese de isémeros puros ao invés da mistura racémica, coOmo é o0 caso da
Ropivacaina, produzida por sintese estereoseletiva e que apresenta pequenas
alteracdes estruturais em relagéo a Bupivacaina e Mepivacaina) (Kuzma et al., 1997,
Whiteside & Wildsmith, 2001) e b) a utilizacao de carreadores (ciclodextrinas,



lipossomas e polimeros), que podem alterar o perfil de liberagdo do farmaco no
organismo (Kuzma et al., 1997; Grant & Bansinath, 2001; Grant, 2002). O uso de
carreadores com anestésicos locais, sobretudo lipossomas e ciclodextrinas, tem sido
objeto de estudo do nosso Laboratdrio (Laboratério de Biomembranas-iB-UNICAMP)
nos ditimos anos (Aratjo et al., 2003; Aradjo et al., 2004: Cereda et al., 2004, Pinto et
al., 2004, Pinto et al., 2004a, Malheiros et al., 2004, Pinto et al., 2005, Pinto et al.,
2005a, Araujo et al., 2005; Cereda et al., 2008).

1.1.3. ROPIVACAINA

A ropivacaina (RVC) (Figura 2), foi introduzida na clinica em 1996 como um
anestesico local comercializado na forma de isémero levégiro puro, na tentativa de
diminuir a toxicidade nos SNC e SCV, principalmente em relagdo a bupivacaina
(BVC). Possui um pKa alto (8,1) (Whiteside & Wildsmith, 2001; McLure & Rubin,
2005) e solubilidade aquosa limitada (2 mM em pH 7,4). A RVC causa blogueio
preferencial das fibras que envolvem a transmissio da dor (AS e fibras C), com
relacéo as fibras de fungdo motora (fibras AB). E menos cardiotoxica que a BVC em
concentracdes iguais e apresenta um limiar significativamente maior de toxicidade ao
Sistema Nervoso Central (McClellan & Fauids, 2000). A meia-vida plasmatica da
RVC também é menor (Tabela 1), com um menor potencial de acumulo com relagéo
a BVC (Wang et al., 2001). Também com relagé@o a esta, as principais diferencas
farmacocinéticas, relacionadas a sua menor lipofilicidade sao clearance plasmatico
um pouco mais alto € um padrdo similar de ligagao a proteinas plasmaticas (Tabela
1} {Thomas & Schug, 1999; Rosemberg, 2004).

10



CH;

NH—CO .HCLH,0

!

CH3 }’
/

C3Hy
Figura 2- Férmula estrutural do Cloridrato de Ropivacaina (S(-) RVC).

A concentracao sistémica da RVC depende da concentragéo utilizada, da via
de administragdo, das condigbes hemodinamicas e circulatérias do paciente e da
vasculariza¢ao no sitio de administragdo. Apds a infusao intravenosa, o volume de
distribui¢do no estado de equilibrio € de 41 + 7 L. A ligagéo a proteinas plasmaticas é
94%, principaimente com a a-1-glicoproteina acida. A RVC também atravessa a
placenta, estabelecendo-se um equilibrio com a fracao livre. A metabolizacao é
hepatica através do citocromo P450 e a excré(;.éo é renal, sendo que apenas 1% é
excretada de maneira inalterada na urina (Yutaka et al., 1995; McClure, 1996).

A RVC é comparavel a BVC em varios estudos clinicos, em diferentes formas
de anestesia regional. A maioria destes estudos mostra que o inicio de agéo,
poténcia e duracac sao bastante similares (Kohane et al., 1998; Whiteside &
Wildsmith, 2001, Lew et al., 2001, Casaty & Putzu, 2005). Estudos em voluntarios
mostram que a RVC & similar a BVC no inicic de agao e na intensidade do bloqueio
sensorial, enquanto que o blogueio motor € menos intensc e de menor duragao (
Knudsen et al., 1997). O blogueioc motor, entretanto, ndo € desejavel em muitos
procedimentos médicos, como por exemplo, no uso da anestesia em trabalho de
parto € em cirurgias ortopédicas (McLure & Rubin, 2005, Casaty & Putzu, 20085).

A caracteristica mais importante atribuida a RVC, entretanto, € margem de
seguranca aumentada com refagdo a BVC (Wang et al., 2001; Groban & Dolinski,
2001). Em procedimentos de bloqueio nervoso periférico, que utitizam alta
concentragdo de anestésico e grande volume de injecdo, a RVC passa a ser 0

anestésico de escolha, devido ac seu menor potencial cardiotéxico {(Groban &
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Doiinski, 2001) uma vez que os estudos clinicos n&o mostram diferenga na eficacia
em concentracdes clinicas relevantes entre RVC e BVC (Groban & Dolinski, 2001).

Recentes estudos de toxicidade em animais confirmam que a RVC € menos
cardiotoxica com relagao a BVC, com respeito & depressao miocardial direta,
sucesso de ressuscitacao e potencial arritmogénico, quando administradas em doses
iguais. Wang et al., (2001) em um trabalho de revisdo da literatura sugerem que em
doses clinicamente relevantes (utilizando concentracbes de 0.5 a 0,75%), a RVC
prové menor potencial de risco para inje¢ao intravascular inadvertida que a BVC.

O reduzide potencial téxico da RVC nao resuifa apenas em maiores
concentracbes plasmaticas e maiores doses requeridas para o aparecimento de
sinais de toxicidade no sistema nervoso central, mas também na auséncia de
foxicidade cardiaca ou apenas de minimos sinais de efeitos cardiacos apos a
toxicidade ao sistema nervoso central ter ocorrido. Além disso, a taxa de sucesso da
ressuscitagdo cardiopulmonar observada apds doses toéxicas de RVC terem sido
adminisiradas em animais € muito maior que a observada para a BVC (Whiteside &
Wildsmith, 2001; Casaty & Putzu, 2005) e os efeilos i6xicos cardiovasculares
resultantes de uma injecdo intravascular inadvertida sao facilmente revertidos
(McLure & Rubin, 2005).

Considerando-se outros efeitos tdxicos, a RVC exerce pequeno efeito no
metabolismo mitocondrial, ja que comparado com a BVC possui menor acesso a
membrana da mitocondria (Floridi et al.,, 1999; Graf, 2001). Isto se deve a menor
lipofilicidade da RVC, o que lhe confere menor coeficiente de particGo em
membranas, em comparagado com a BVC. Este menor coeficiente de particao
tambem leva a um menor potencial hemolitico da RVC, em relacao a BVC (Aradjo,
2005). Também deve ser considerado o fato de que a RVC inibe a agregacéo
plaguetaria humana induzida por epinefrina em menor intensidade que a BVC. Isto é
um fator importante considerando-se uma possivel perda de sangue em
procedimentos cirdrgicos (luliis et al., 2001).

Com relacdo a toxicidade local, apesar da RVC levar ao aparecimento de
miotoxicidade, esta é dose-dependente e fotalmente reversivel (Amaniti et al., 2006)

e tambeém menos severa em comparagdo com a BVC (Zink et al_, 2003). Ensaios de
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viabilidade celular com fibroblastos também revelam esta menor toxicidade da RVC
em relagdo & BVC (Aralijo, 2005). Além disso, a utilizagéo da RVC em modelo animal
mostrou ndo apresentar efeito deletério na fungdo motora do nervo ciatico, apés
inje¢do intraneural nas concentragbes clinicamente utilizadas (lohom et al., 2005}.
Estudos histolégicos em modelos animais também indicam que a RVC néo leva a
inducdo de irritagio nos nervos periféricos, nem na medula espinhal {Lew et al,.
2001). A RVC parece ser desprovida de toxicidade neural (Lew et al., 2001).

Outra vantagem da RVC consiste no fatc de que as formulagdes dispensam
vasoconstritores (McLure & Rubin, 2005), j& que em concentragbes baixas ela é
capaz de levar a um leve efeito vasoconstritor. O efeito vasodilatador intrinseco
presente em outros AL ndo ocorre para a RVC, nas concentragdes clinicamente
utilizadas. Em conseqiiéncia disso, a epinefrina tem pouco efeito na agéo local ou na
concentragio sistémica da RVC em humanos (Whiteside & Wildsmith, 2001).

Desta forma, a RVC representa uma alternativa mais segura que a BVC, ja
que & capaz de levar a anestesia adequada, em concenfragbes apropriadas (Mulroy,
2002) e similares as daquele anestésico. A menor toxicidade € especialmente
importante para pacientes que apresentem alteragdes sistémicas (Pérusse et al,
1992a,b; Goulet et al., 1982), em particular os cardiopatas.

Embora a RVC apresente esta maior margem de seguranga em relagéo a
BVC com relagéo & toxicidade no SNC e SCV, ela ndo ¢ totaimente desprovida de
toxicidade. Além disto, sua baixa solubilidade em dgua em meio fisiolégico prejudica
sua disponibilidade no organismo, o que traz implicagdes refativas ao tempo de inicio
e de blogueio nervoso. Desta forma, sua inclusdo em carreadores como
ciclodextrinas, poderia ser uma aiternativa vantajosa para melhorar suas
caracteristicas farmacocinéticas, permitindo, assim, um melhor desempenho da
formulagdo de RVC, o que poderia resultar em doses menores necessdrias para um

mesmao efeito.
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1.2. CICLODEXTRINAS

As ciclodextrinas (CDs) séo oligossacarideos ciclicos que contém de 6 a 8
unidades de D-(+)-glicose, unidas por ligagdes a-1,4. Sdo produzidas pela acao da
enzima ciclodextrina-glicosiltransferase presente em alguns microorganismos, a
partir do amido (Matioli, 2000; Loftsson & Masson, 2001; Davis & Brewster, 2004). A
estrutura das ciclodextrinas pode ser representada como a de um cone truncado
(Figura 3), no qual o lado externo é hidrofilico devido as hidroxilas primarias e
secundarias, das unidades de glicose, e a cavidade interna tem carater hidrofébico
devido aos elétrons nao compartilhados do oxigénio das ligagbes glicosidicas e aos
hidrogénios dos monémeros de glicose (Matioli, 2000), podendo abrigar moléculas

“hospede” de dimensdes compativeis (Davis & Brewster, 2004).

Figura 3. Representagdo esquemética da p-CD, mostrando as hidroxilas primarias (seta cinza) e

secundérias (seta preta) (Davis & Brewster, 2004).

As trés ciclodextrinas naturais sdo a alfa (a-CD), beta (3-CD) e gama (y-CD)
compostas de seis, sete e oito unidades de D-(+)-glicopiranose, respectivamente,
unidas por ligacées a-1,4 (Figura 4). O exterior hidrofilico e a cavidade interna
hidrofobica permitem as ciclodextrinas complexarem-se com moléculas hidrofobicas

ou anfipaticas alterando as propriedades fisico-quimicas das mesmas como a



solubiidade em agua, a estabilidade e a biodisponibilidade (McCormack &
Gregoriadis, 1998; Matioli, 2000; Davis & Brewster, 2004). A inclusdo depende
essencialmente da compatibilidade estérica e dos critérios de polaridade existentes
com o farmaco (Davis & Brewster, 2004). Além disso, as forcas que dirigem a
complexagao tém sido atribuidas & alta energia de repulséo da agua na cavidade das
ciclodextrinas, as interacdes de van der Waals, ligacdo de hidrogénio e interacoes
hidrofobicas (Loftsson & Brewster, 1996; Bibby et al., 2000). A formagao do complexo
ocorre através de uma interacio favoravel entre uma molécula convidada né@o-polar

com umna cavidade hidrofébica solvatada (Bekers et al., 1991).
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Figura 4. Estrutura geral das ciclodextrinas naturais: a-ciclodextrina (a), p-ciclodextrina (b),
y—ciclodextrina (c).

As moléculas complexadas permanecem, normalmente, orientadas em uma
posicdo onde ha maximo contato entre sua porgéo hidrofébica e a cavidade apolar
da ciclodextrina, estando sua porgao hidrofilica em contato com 0s grupos hidroxit da

ciclodextrina (Fromming & Szeijtli, 1994), ou expostas ao ambiente aquoso.
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As ciclodextrinas podem ser usadas em produtos farmacguticos, por serem
biocompativeis e nao induzirem resposta imune, em humanos. Elas apresentam
tambem resisténcia & degradac¢ao por enzimas, sendo eliminadas principaimente por
via urinaria (Davis & Brewster, 2004).

As B-CD s&o as ciclodextrinas mais largamente utilizadas para a complexagao
de varias classes de farmacos (Irie & Uekama, 1997: Loftsson & Masson, 2001). As
CDs naturais, em particular as p-CDs, tém solubilidade aquosa limitada e a formagéo
de complexos com compostos lipofilicos geralmente resulta em precipitagéo dos
compiexos sélidos, caso o limite de solubilidade do complexo seja atingido. Com isto,
a administracdo parenteral de B-CD nao é possivel, uma vez que sua baixa
solubilidade pode levar a uma precipitacdo de microcristais nos rins. Outra causa de
deposito de cristais nos flbulos renais, e o consequente comprometimento da funcéo
renal, € a complexacao da B-CD com o colesterol (Frank et al., 19786; Frijilink et al.,
1991, BeKers et al., 1991; Davis & Brewster, 2004). Para contornar tais problemas,
varias modificagdes na estrutura quimica das B-CDs tém sido feitas originando
derivados mais soldveis como a 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD, Figura 5)
(Rajewski & Stella, 1996; Davis & Brewster, 2004). Sendo assim, a HP-B-CD

representa uma opgéao vantajosa para a farmacotécnica de uma nova formulacéo.
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Figura 5. Representagdo esquematica da hidroxipropil-p-ciclodextrina.

1.2.1. HP-8-CD: AVALIACAO DA TOXICIDADE

A HP-p-CD apresenta a vantagem de ter solubilidade aquosa aumentada e
menor toxicidade em relagao a B-CD. Sua toxicidade em animais foi extensivamente
estudada e ela € bem tolerada pela maioria das espécies, com toxicidade minima e
apenas observada em algumas vias de administragao (Gould & Scott, 2005). Ensaios
toxicolégicos indicam que a HP-3-CD & segura, com efeitos bioquimicos e
histopatologicos reversiveis. Os érgaos principais analisados foram os rins, pulmao e
figado (Gould & Scott, 2005). A administracdo de HP-B-CD via infus&o intravenosa
em ratos, camundongos e em cachoiros, i_nduiiu observagdes clinicas minifnas,
assim como alteragbes bioquimicas (alteracoes hematologicas, aumento da
concentragdo plasmatica de enzimas hepaticas e diminuicdo do colesterol
plasmético) e histopatoiogicas (nos rins e pulmao), todas elas reversiveis apds o
periodo de recuperagdo. Os estudos realizados foram:; 225mg/kg/dia (11,25% m/iv)
via veia femoral, estudo de 7 dias em ratos; infusdo continua de 2400 mg/kg/dias
(5% miv) por 7 dias em ratos; estudo subagudo de 14 dias e 90 dias, subcronico em

dias alternados em ratos Sprague Dawiey e macacos Cynomolgus , na dose 200
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ma/kg (20% miv); estudos de dois e trés meses utilizando ratos Sprague Dawley e
cachorros, com doses de até 400 mg/kg/dia (Gould & Scott, 2005).

Em um estudo para avaliagéo de possiveis alteragbes no desenvolvimento
embrio-fetal em ratos e coelhos, ndo se observou efeitos adversos até a dose de 400
mg/kg/dia administrado por via intravenosa (Coussement et al., 1990).

Em humanos a HP-B-CD é bem tolerada, sem efeitos documentados sobre a
funcéo renal (Seiller et al., 1991: Jassen Technicai Bulietin, 1992 apud Gould & Scoft,
2005; Gould & Scaoitt, 2005) ou outra toxicidade local ou sistémica. Varios estudos
clinicos estdo relatados na literatura e mostram que a HP-B-CD é segura e bem
tolerada pela maioria dos pacientes que a receberam por via oral, doses diarias totais
contendo de 4 a 8g de HP-B-CD, por, pelo menos, duas semanas (Irie & Uekama,
1997). Doses diarias mais altas, contendo de 16 a 24 g de HP-B-CD, foram testadas
em 14 voluntarios, resultando em incidéncia aumentada de diarréia. Entretanto, com
base em dados clinicos, a HP-B-CD é considerada como nio téxica quando usada
em doses diarias totais contendo menos que 169 de HP-B-CD.(Gould & Scott, 2005).

Em estudos clinicos da administracado intravenosa, usando doses UGnicas
contendo até 3g de HP-B-CD nao foram encontrados efeitos toxicos na fungéo renal
(Seiller et al., 1990). Em outro estudo, em que se analisou durante uma semana a
administragio infravenosa de uma unica dose contendo 1g de HP-B-CD, nao foi
constatado nenhum efeito adverso (Janssen Technical Bulletin, 1992 apud Gould &
Scott, 2005). Finalmente, dados coletados poés-tratamento, de um paciente que
recebeu HP-B-CD na dose de 1,5g/kg de massa por via intravenosa (470 mg/kg/dia,
num fotal de 30g em 4 dias, em solugéo a 5 % em agua) para tratamento de
hipervitaminose A, n3o foi observada qualquer complicagido ou sintoma clinico em
até 8 anos apos a administracsio, inclusive na funcao renal (Carpenter et al., 1994).
Neste estudo, os autores relatam nao ter observado hemdiise, mesmo apos varios
dias de infus@o com HP-B-CD (Carpenter et al., 1994), em contraste com o alto poder
hemolitico da B-CD natural (Ohthani et al., 1988; Rajewski et al., 1995, Rajewski &
Stella, 1996; Mireille et al., 1997: Davis & Brewster, 2004).
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Experimentos realizados em ratos mostram que a administragao intravenosa
de HP-B-CD nao altera significativamente os niveis de biossintese de colesterol. Isto
indica que o “pool” de lipidios que podem estar na circulagido, complexados com a
HP-B-CD, nao é significativo (Carpenter et al., 1994), diferentemente da 3-CD natural,
cujo principal efeito toxico apds administragéo sistémica esta relacionado a retirada
de colesterol de membranas plasmaticas, formando complexos insoiuveis (cristais)
que podem depositar-se nos tdbulos proximais dos rins, reduzindo a filiragao
glomeruiar e causando nefrose (Frank et al., 1976). De fato, ha indicios de que esses
cristais sejam constituidos de complexos formados com colesterol e/fou ésteres de
colesterol que atravessam facilmente a membrana basal glomerular (Frijlink et al,,
1990: 1991; Bekers et al., 1991). Estudos indicam que derivados da p-CD, como HP-
B-CD, ndo induzem toxicidade renal, sendo excretados mais rapidamente e em

maiores quantidades do que a B-CD.

1.2.2. HP-B-CD: PERFIL FARMACOCINETICO

O perfil farmacocinético da HP-B-CD tem sido estudado em voluntarios sadios
apoés a administracao intravenosa e doses orais (Szathmary et al., 1990). Seguindo a
administragéio intravenosa nas doses totais de 0,5 até 3,0 g, o nivel plasmatico da
HP-3-CD nao modificada declina rapidémente, nao havendo diferenca entre homens
e mulheres. Parametros farmacocinéticos como meia-vida, clearance e volume de
distribuicao mostraram ser dose independentes e o nivel urinario sugere que a
eiiminacao é praticamente toda feita através dos rins, sem sinais de reabsorcao
tubular (Gould & Scott, 2005). -

Apés a administragéo oral a HP-B-CD néo pdde ser detectada no piasma ou
urina apés 1 h, indicando que ndo ha absorcdo pelo trato gasirintestinal € que a

biodisponibilidade em humanos & baixa (Szathmary et al., 1990).
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1.3. COMPLEXAQAO DE  ANESTESICOS LOCAIS EM
CICLODEXTRINAS

Varios farmacos, incluindo antineoplasicos, antibibticos, antifingicos e
anestésicos locais tém sido complexados em ciclodextrinas. A Tabela 3 fornece um
perfil de produtos farmacéuticos preparados a base de ciclodextrinas naturais e
modificadas (Davis & Brewster, 2004).

Com relagao aos AL, estudos de caracterizagdo em animais indicam que a
utilizagao de B-ciclodextrina e derivados como a dimetil-B-ciclodexirina, hidroxipropil-
B-ciclodextrina e suifobutiléter-B-ciclodextrina, aumentam a solubilidade de AL como
a etidocaina, lidocaina, prilocaina, mepivacaina e, especialmente, bupivacaina (Dollo
et al., 1996a,b; Araljo et al, 2005); bem como melhoram as propriedades
farmacodindmicas desses compostos (Dollo et al., 1998; 2000), levando a aumento
da duragao do efeito anestésico e diminuigao da toxicidade dos farmacos (Dollo et
al., 1998 e 2000; Estebe et al., 2002; Aradijo et al., 2005).

A complexagdo com HP-p-CD, pode levar a efeitos analgésicos mais
pronunciados, com a vantagem de ser possivel uma administragdc de menor
concentracdo (Aradjo et al., 2005). Desta forma, os anestésicos complexados em
ciclodextrinas apontam uma nova direcdo no desenvolvimento de formulacoes mais
eficazes e seguras para a anestesia (Aradjo et al., 2003).

Nao s&o ainda encontrados registros de anestésicos locais injetaveis na forma
de preparagbes complexadas. No entanto, ha varias patentes de produtos que
contém ciclodextrina na formulagao e _produtos farmacéuticos ja comerf:ializados
(Tabela 3). As primeiras utilizaces da ciclodextrina em produtos registrados
apareceram ainda na década de 70, com a complexagac de prostaglandinas (Davis
& Brewster, 2004). Um dos primeiros produtos, o Prostanorm E (PGE>), foi aprovado
pelc mercado japonés em 1976 e representou um avango médico na inducgdo de
trabalho de parto; neste, a prostaglandina PGE, & compiexada em B-ciclodextrina e
administrada por via sublingual (Davis & Brewster, 2004). Outro exempio foi a
prostagiandina PGE:, a segunda prostagiandina comercializada como o
medicamento Prostavasin (Schwarz Pharma, Tabela 3), aprovado em 1979 para o
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tratamento de complicacdes vasculares periféricas; neste caso o farmaco €
complexado em a-ciclodextrina e seu uso é intrarterial (Davis & Brewster, 2004).

A HP-B-CD ja esta aprovada em mercados internacionais, principalmente nos
EUA e Europa. Q uso de HP—B-CD, inclusive por via infiitrativa, & aprovado pelo FDA
(Davis & Brewster, 2004). Ha produtos registrados para administracao oral,
intravenosa, retal e oftalmica (Tabela 3). Com relagdo ao emprego intravenoso da
HP-B-CD especificamente, podem ser citados © antineoplasico Mitozitrex (Novartis,
Suica), que apresenta na sua composi¢do a mitomicina complexada em HP-B-CD
para infusdo e o Sporanox (Janssen), uma solugdo intravenosa do antifungico
itraconazol (Tabela 3). Neste Ultimo, a quantidade de HP-$-CD administrada e de 8 a
16 g por dia (Davis & Brewster, 2004). A complexagéo do itraconazol com HP-B-CD
representou uma solugéo eficaz para permitir a administrag&o oral e parenteral do
itraconazol {pouco solivel), necessario para o tratamento de infecgbes fungicas,
especiaimente em pacientes em condigdes patolégicas como AIDS e aqueles que se
utilizam da quimioterapia para o tratamento do cancer. Para tais pacientes, uma
formulacéo sélida ndo seria efetiva, uma vez que a fungéo gastrintestinal apresenta-
se comprometida, o que traria problemas na biodisponibilidade do farmaco. A
formulagdo se mostrou segura e efetiva em estudos clinicos, o que levou a
introducdo do produto nos EUA e Europa nos anos 90. A formulagao oral foi
aprovada em 1997 e a parenteral em 1999 (Davis & Brewster, 2004).

No Brasil, um produto farmacéutico ja comercializado & o Flogene
(Piroxicam/pCD), um antinflamatorio/analgésico produzido pela Ache, em solugdo,
para uso oral (Tabela 3). A complexagdo do Piroxicam reduz as irritagdes
gastrintestinais associadas ao farmaco livre € permite uma absorgdo mais veloz, com
inicio de acao mais rapido (Davis & Brewster, 2004).

inserido no trabalho do grupo do laboratério de Biomembranas com os
anestésicos locais, a Ropivacaina, anestésico de estudo neste trabalho, ja foi
estudada e caracterizada em HP-B-CD em escala laboratorial, sendo o complexo
preparado com a utilizagao de um liofilizador para o processo de secagem {Araujo,
2002). Foram realizados testes de caracterizacao fisico-quimica, toxicidade in vifro e
testes in vivo {Aradjo, 2002), (Anexo IX) e sendo obtidos resuitados satisfatdrios, nos
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propusemos aqui a utilizar um processo escalonavel, representando assim um passo
seguinte para o cumprimento das etapas de desenvolvimento farmacéutico.
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sela 3. Produtos comercializados em varios mercados mundiais, confendo
maodificadas (metil--CD, HP-$-CD, HP—»+CD).

ciclodexirinas naturais {a, ) e

Farmaco

Via de _
administracdo

Nome comercial

Empresa / Pais

a-ciclodextrina

Alprostadil (PGE+) Intrarterial Prostavastim Schwarz Pharma / EUA, Japéo
Cefotiam-hexetil Oral Pansporin T Ono/ Japéo
B-ciclodextrina
_ Acido garlico Oral Alidex Biopharma / Alemanha
Acido Tiaprofénico Oral Surgamyl Roussel-Maestrelli / Italia
Benexato Oral Ulgut Teikohu / Japao
Cefalosporina Oral Miact Meiji Seika / Japao
Clordiazepoxido Oral Transilium Gador / Argentina
Dexametasona Dérmica Glimesason Funjinaga / Japao
Difenilhidramina QOral Stada-travel Stada / Alemanha
Dinoprostona (PGEZ2) Sublingual Prostanorm E Ono / Japao
lodina Topica Mena-gargle Kiushin / Japao
Nicotina Sublingual Nicorette Pharmacia / Fran¢a
. . Nimedex, . .
Nimesulida Oral Mesulid Novartis / Htalia
Nitroglicerina Sublingual Nitropen Nippon / Japao
Omeprazol Oral Omebeta Betapharma / Alemanha
Piroxicam Qral Cicladol, Brexin Masterpharma / ltalia
Piroxicam Cral {(em solucao) Flogene Ache / Brasil
Aetil-B-ciclodextrina
Cloranfenicol Oftalmica Clorocil Oftalder / Portugal
17-p-Oestradiol Nasal Aerodiol Servier / Franga
'.HP-B-Ciclodextrina
Cisaprida Retal Prepulside Jassen / Bélgica
Indometacina Oftalmica Indocid Merck (MSD) / Europa
ltraconazo! Intravenosa Sparamox Jassen, EUA / Europa
Mitomicina intravenosa Mitozitrex Novartis / Suica
2-HP-y-Ciclodextrina
Diclofenaco sédico Oftalmica Voltaren Novartis / Suica

Adaptado de Davis & Brewster, 2004; www.cyclolab.com
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Il. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo avaliar uma pré-formulacio anestésica de

ropivacaina complexada em hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD), apos processo
de escalonamento.

Para tanto, as seguintes etapas se fizeram necessarias:

- Agitagdo mecanica e secagem em spray-dryer;
- Avaliacao da eficacia da complexagao, por diferentes técnicas;
- Avaliacdo in vivo das vantagens da complexagao da pré-formulagdo em

ratos, em relagéo ao blogueio sensorial e a cardiotoxicidade, comparando-a
com a ropivacaina comercial.
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IN-MATERIAIS & METODOS

3.1. REAGENTES

- Anestésico local: Cloridrato de Ropivacaina (Cristalia Ind. Quim. Farm.
Ltda, Lote n® 10.0317, Val. 03/09/07);
- Ciclodextrina: Hidroxipropil-B-Ciclodextrina (Kleptose-HPB®.-Roquette Serv.
Tech. Lab., Lote: 420-920-1, Val. dez/08);
- Outros: HEPES, grau analitico (Q-Biogene Inc., EUA, Lote n® 0304066, Vali.
Jan/08), NaCl, grau analitico (Alkimia Lida), Tiopental sddico

(Thiopentax®-Cristalia Ind. Quim. Farm. Ltda, Lote 06053650, Val.
maio/08).

3.2. EQUIPAMENTOS

- Espectrofotdmetro (Beckman DU-70);

- Spray-dryer (Buchi B290-Suica, Cristalia Ind. Quim. Farm. Ltda);

- Calorimetro Universal (Mettler Toledo Star SW 7.01, Cristalia Ind. Quim.
Farm. Ltda);

- Difratdmetro de Raios X (Philips Analytical X-Ray, IQ-UNICAMP);

- Espectrometro Varian Mercury-300 (Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Viscosa).

3.3. ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar adultos, machos e com pesc entre 250 a 350g,
submetidos a ciclos claro/escuro de 12 horas, com agua e alimentagao ad libitum,
temperatufa ambiente monitorada a 22 * 3°C, alojados coletivamenté (5 animais por
gaiola). A procedéncia destes foi 0 CEMIB (Centrc de Bioterismo da Unicamp) para
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os experimentos de avaliacdo sensorial € o Biotério da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ouro Preto/ UFOP para os estudos de cardiotoxicidade.

Todos os experimentos encontravam-se de acordo com os Principios Eticos
na Experimentacdao Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comisséo de Etica na Experimentacao
Anima! do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas (CEEA ) /IB/
Unicamp (protocolo n® 994-1, Anexo X).

3.4. DETERMINAGCAO DA ESTEQUIOMETRIA DO COMPLEXO POR
ABSORBANCIA

Para avaliar a estequiometria da complexacao, foi utilizado o tratamento de
Job Plot ou Método de Variagao Continua (Connors, 1887; Loukas, 1997). Neste
meétodo, um parametro fisico-quimico diretamente relacionado com a concentracao
do complexc € medido em fungao de r, onde r = [AL} total/ (IALLotarH[HP-B-CD)iotay. Para
este teste os compiexos foram preparados misturando-se solugbes de ropivacaina e
HP-B-CD para um volume final padrao, variando-se as propor¢cbes de maneira que a
concentracao total fosse constante. O parametro avaliado neste experimento foi a
absorbancia da RVC, realizando-se a leitura em 260 nm. O experimento foi realizado
a 25° C e a concentragao total utilizada foi de 1mM. O preparo dos complexos foi
realizado de acordo com item 3.5. Embora a absorbancia seja um pardmetro
relacionado a concentracao de RVC, este método € possivel porque as variagbes na
absorbancia estardo relacionadas as diferentes concentragbes do complexo, uma
vez que a complexagdo leva a mudancas no especiro de absorcédo UVNVIS (Bekers
et al., 1991). O valor maximo de variag¢do da absorbancia ocorre em r = m/{m-+n),
onde m e n sdo as concentracbes molares de ropivacaina e HP-3-CD,

respectivamente.
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3.5. PREPARO DO COMPLEXO

Os complexos foram preparados por co-solubilizagdo, pela adigdo de
quantidades apropriadas do anestésico local e hidroxipropil-B-ciclodextrina, na razio
molar 1:1, em dgua Milli Q. A concentragdo utilizada foi de 30mM.

A suspensio ficou sob agitagéo & 25°C por, no minimo, 5 h para equilibric da
complexacio (Aradjo, 2005). Apbs este tempo, a solugdo foi seca em Spray Dryer
(Bekers et al.,, 1991; Dollo et al., 1998, Loftsson & Masson, 2001).

A secagem foi realizada utilizando-se pardmetros estabelecidos para o
escalonamento (pressdo de nitrogénio 40 mbar, aspiragdo 100%, temperatura de
entrada do ar 130 ° C, e vaz&o da solugio de alimenta¢do de 10 mL/min}. O estudo
para determinagéo dos pardmetros fol realizado pela Dra. Giuliana Piovesan Alves,
sob supervisdo da Dra Maria Helena Andrade Santana (Lab. de Desenvolvimento de
Processos Biotecnologicos, Fac. Engenharia Quimica/UNICAMP) como parte de um
convénio estabelecido entre aquele laboratorio, nosso laboratério e a empresa
CRISTALIA Prod. Qufm. Farm. Ltda. (Proc. 07-P 2756/2004).

Para os testes posteriores de caracterizagdo dos complexos e testes in vivo,
os complexos foram ressuspendidos em tampdo HEPES 20 mM + NaCl 150mM pH
7.4.

3.5.1. SECAGEM POR ATOMIZAGAO

O processo de secagem por atomizagédo (utilizando-se o spray-dryer) envolve
quatro etapas, ilustradas na Figura 6: atomizacao da solugdo de alimentagéo, contato
entre as goticulas produzidas com o fluido de secagem {(ar ou algum gas inere),
evaporagao do solvente e recuperagio do produto.

O equipamento promove a remogédo da agua através da aplicagdo de calor ac
produto alimentado, alem do seu controle no meio de secagem. O calor é aplicado
através do ar quente. Quando a solugdo de alimentagio & atomizada ocorre a
evaporagdo dos solventes. O controle da umidade do produto seco é feito através da
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regulagem do fluxo de ar e da temperatura. A temperatura de secagem e o contetido

de sélidos, revelam a eficiéncia térmica do processo (Masters, 1972).

(ontato spray-ar

—PAAAAP A 1N

Estagio 3
Evaporagé@o da umidade

Estagio 4
Recuperagdo do produto

Figura 6. Etapas do processo de secagem por atomizagdo (irteci.irtec.bo.cnr.it/proc-spray-

drying.htm).

3.6. CARACTERIZAGAO DOS COMPLEXOS

3.6.1. CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA (DSC)

A DSC é aplicavel ao estudo de sistemas de liberacao sustentada e de
complexos de farmacos com ciclodextrinas (Dollo et al., 1996 a, b; Loftsson &
Masson, 2001), possibilitando uma analise qualitativa da complexagao (Frémming &
Szejtli, 1994).

As mudancas na entalpia e entropia sdao associadas com mudangas no
comportamento da agua durante a formacdo do complexo e incluem a quebra da
estrutura da agua dentro da cavidade da CD, a remoc¢do da agua da cavidade e a

reestruturacdQq da agua ao redor da molecula convidada. Outra contribuicao
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energética é a restricdo na rotagado das cadeias glicosidicas, quando a molécula

convidada entra na cavidade (Bekers, 1991).

Os resultados sdo apresentados como termogramas que indicam a diferenca
de calor absorvido por um material de referéncia em comparagao com as amostras:
RVC pura, complexo RVC:HP-B-CD e mistura fisica do anestésico com a
ciclodextrina (RVC/HP-$-CD), numa ampla faixa de aguecimento. A velocidade de
aquecimento das amostras foi de 10°C / min. em uma faixa de 0 a 350°C e foram
utilizadas 10 mg de cada amostra. O preparo da mistura-fisica consistiu na simples
mistura da RVC com a HP-p-CD, nas mesmas proporgdes molares utilizadas no

preparo do complexo.

3.6.2. DIFRAGAO DE RAIOS X

A difracdo de Raios X pode ser usada para evidenciar um complexo de
inclusdo em estado solido. A compiexagdo € indicada pela alteragado do padrao do

difratograma da ciclodextrina e da molécula convidada (Bekers, 1991).

O difratograma do complexo RVC:HP-B-CD (preparado de acordo com item
3.5) foi realizado com as seguintes condicbes: voltagem de 30kV, corrente de 35 mA,
angulo de difragado de 26 na faixa de 5 a 35°. A HPB-CD e a RVC puras foram
submetidas as mesmas condigdes que o complexo, com O mesmo processa'mento
em Spray. A mistura fisica HP-3-CD / RVC foi preparada com a mistura destas
amostras de RVG e HP-p-CD que passaram por este processamento. Esies
controles s3o necessarios para evidenciar o difratograma diferencial do complexo e,
no caso da mistura fisica, para que se possa afirmar que a diferenca observada nao
& provenienie de alteragdes provocadas pelo processo, o gue poderia levar a

alterag6es na cristalinidade das substancias (Bekers et al., 1991).
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3.6.3. ESPECTROMETRIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

3.6.3.1. Titulagdo por RMN

A Titulagdo por RMN ¢é realizada através da medida de variagdo dos
deslocamentos quimicos induzidos pela complexacéo e é fregilentemente utilizada
para a determinacdo de constantes de associagdo (Kc) e da estequiometria de
cemplexos (Fielding, 2000). Este experimento consiste em medir as mudancas de
deslocamentos quimicos em fungdo da concentracdo das espécies (hospede e
hospedeirc) em solucdo e tem a vantagem, se comparado com a maioria dos
métodos de determinacdo de constantes de equilibrio, de fornecer varios sinais
independentes para a avaliagdo de Kc. Esta metodologia apresenta resultados
confiaveis quando o grau de complexa¢ao situa-se entre 20 e 80% (Schneider,
1998).

Os métodos mais comuns empregados para a determinagao da
estequiometria de complexagdo sao: a) variagdo continua de um dos componentes
(Botsi et al., 1995; Botsi et al., 1997) e b) variagao continua de ambos os
componentes (Djedaini et al., 1990) (Método de Job, ja descrito no item 3.4). O
primeiro método consiste em observar a variagao de deslocamentos guimicos {Adobs)
dos hidrogénios do hospedeiro em solugdes distintas perante a variacao da razdo
molar. do héspede em relacdo ao hospedeiro, cuja concentracdo se mantém
constante. Pela observacdo de Ady,. & possivel avaliar a estequiometria através de
um grafico (Aduws versus razio molar). O ponto estequiomeétrico é atingido quando

Adoos pErmManece constante, de forma analoga a titulagéio de pH (Figura 7a).

No método de Job, as concentracbes de ambos 0s componentes (héspede e
hospedeire) variam continuamente enquantc a soma fotal das concentragtes
permanece constante e, da mesma forma que no método anterior, a partir de dados
racionalizados em grafico (r-obs versus r; onde r=[héspede]i([héspede] +
[hospedeiroa]) observa-se o ponto estequiométrico, o qual é atingido quando a
variante Y (r?-obs) do mesmo atinge o valor maximo. A seguir, sdo apresentados

graficos representativos onde & possivel visualizar as principais razdes
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estequiometricas ([hospedel/hospedeiro] = 1:2; 1:1; 2:1), empregando ambos os
métodos RMN mencionados (Figura 7b). Neste trabalho, a titulacao foi feita através
do Método da Variagdo Continua, em pH 7,4, utilizando-se a concentragao final de
2mM. O solvente utilizado foi D20.
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Figura 7 - Titulagdo por RMN de "H: a) método com variagdo continua de um dos componentes e b) método de
Job (Adaptado de Laverd, 2001).

3.6.3.2. Efeito Overhauser Nuclear (NOE)

Outra metodologia muito empregada no estudo de complexos hospede-
hospedeiro é a analise das interagdes dipolares através do efeito Overhauser nuclear
(NOE). Os experimentos de diferenca de NOE, NOESY ou ROESY, aplicados ao
estudo de complexos podem revelar uma associagdo supramolecular. O primeiro
requerimento para a observagéo de um NOE intermolecular entre duas espécies de
um compiexo & que a concentragdo da espécie complexada seja suficiente para

possibilitar a observagéo da relaxagao cruzada entre os niicleos de interesse durante
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o tempo de vida do complexo, uma vez que o NOE & um efeito relativamente

pequeno (Mo & Pochapsky, 1997).

Todos os experimentos unidimensionais de RMN foram realizados em
espectrometros Varian Mercury-300 (B, = 7 T), operando a 300,069 MHz para 'H e
pertencente a Universidade de Federal de Viscosa (MG), em colaboragso com o Dr.

Sérgio Antonio Fernandes.

Amostras do complexo RVC:HP-B-CD, foram analisadas em tubos de
ressonancia de 5 mm de didmetro. O sinal de deutério do solvente (D,0) foi ufilizado
como trava. O pH utilizado para a analise foi 7,4 e a concentracao da amostra 15mM.
Os espectros foram obtidos a 25° C.

Os experimentos unidimensionais foram adquiridos utilizando “soffwares”
padrées Varian sob condigbes tipicas, descritas abaixo. Os espectros foram
processados nas estacdes de dados utilizando o programa VNMR do equipamento

(Varian, Inc.).

Os espectros de RMN de 'H foram adquiridos com puisos de 30° (duragao do
pulso: 2,5-4,0 ps), janela espectral de 8 kHz (nimero de pontos 32 K), tempos de
aquisicéo (at) e espera de reciclagem (d1) de 3,0 s e 1,0 s, respectivamente. Foram
acumutados cerca de 64-128 transientes e a resolucao digital do espectro de 0,5
Hz/ponto. Os deslocamentos quimicos foram registrados em ppm, fomando-se como
padrao de referéncia interna a HOD (4,67 ppm).

Os experimentos de 1-D ROESY foram obtidos, com tempo de mistura de 500
ms. Os paradmetros e condigdes utilizados foram: tempo de aquisicdo (at) = 3,0 s;
largura de varmredura (sw) = 4 kHz; nimero de transientes (nt} = 1024, alargamento
de linha (Ib) = 3,0 Hz. Os valores do tempo de relaxagao longitudinal (74) foram
calculados e o valor do tempo de espera para reciclagem (d1) empregado foi de 3 x
Ts.
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3.7. TESTES IN VIVO

3.7.1. AVALIAGCACQ DO BLOQUEIO DO NERVO INFRAORBITAL EM RATOS

O efeito anestésico do complexo RVC:HP-B-CD em relagdo & RVC livre foi
avaliado pelo blogueio do nervo infraorbital em ratos. As preparaces anestésicas
foram injetadas no forame infraorbital (situado no espago entre o molar posterior € ©
incisivo anterior) de um dos lados da face do animal (Figura 8) sendo o outro lado
utilizado como controle.

Figura 8. Aepresentacdo esquemdtica da regido do nervo infraorbital e local de injegdo das
formulacoes anestésicas em ratos (adaptado de Fink et al., 1975].

O efeito anestésico foi avaliado pela observag@o da resposta aversiva do
animal ao pingamento do l4bio superior, de acordo com 0s esCOres: 0 (reagdo
aversiva) ou 1 (auséncia de resposta aversiva). Esses valores foram expressos em
percentagem de animais com anestesia (Grant et al., 2004).

As preparagbes anestésicas foram injetadas ap6s os animais terem sido
previamente anestesiados com tiopental intraperitonial {25 mg/kg). Este nivel de
sedagio néo interfere com a resposta aversiva do animal {Cereda et al, 2004).
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Cada animal (grupos de n=7 ratos) recebeu 0,1 mL das seguintes
preparacoes:

Grupo 1- RVC livre

Grupo 2 - HP§ -CD

Grupo 3 - Complexo RVC: HP-B-CD

Grupo 4 — Tampdo HEPES 20mM com NaCl 0,9% (pH 7.4).

As conceniragbes de RVC, utilizadas tanto na forma livre guanto complexada,
foram: 0,125, 0,25 e 0,5% (m/v) {4, 8 e 16mM respectivamente).

O lado esquerdo intacto do animal serviy como controle para comparagao das
respostas entre os dois lados. Os animais foram testados a cada 5 minutos, até que
0 primeiro sinal de resposta aversiva fosse detectado. A efichcia do blogueio foi
analisada pelo tempo de recuperagéo e pelo efeito total (estimado pela area sob a
curva do efeito x tempo, através do método trapezoidal, utilizando o programa Qrigin
6.0-Microcal TM Software, Inc. (Cereda et al., 2004)). O experimento foi realizado
peloc mesmo observador em todos os tempos e em iodos 0s grupos testados
evitando assim, possiveis divergéncias na determinagao da ptimeira resposta
aversiva do animatl.

3.7.2. AVALIAGAO DA TOXICIDADE CARDIACA

3.7.2.1. Avaliag¢do do eletrocardiograma

O eletrocardiograma é uma das formas de registro da atividade elétrica do
coragdo. Este registro reflete os eventos elétricos do conjunto das células cardiacas,
embora para sua compreensdo possa Ser relacionado i atividade elétrica de uma
Unica ¢élula miocardica.

A Figura 9 representa o perfil de um eletrocardiograma (ECG) normal humano,
mas que tambem & ilustrativo para o ECG de ratos. Ele consta de um ciclo elétrico
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formado pelas ondas: P, segmento PR, compiexo QRS, segmento ST e T (Carneiro,
1989). Cada uma destas ondas e segmentos associa-se a um evento cardiaco:

* Onda P - Representa a despolarizagéo atrial;

¢ Intervalo PR - Representa o tempo entre o inicio da despolarizagéo
atrial e o inicio da despolarizagdo ventricular. Inclui a excitaggo do
nodulo atrio-ventricular (AV) antes do fim da onda P, a despolarizagéo
do feixe de His, ramos e rede Purkinje; € medido do inicio da onda P
até o inicio da primeira onda do complexo QRS.

» Complexo QRS - Representa a despolarizagéo ventricular;

o Segmento ST - Representa o fim da despolarizagéo ventricular;

s Onda T - Representa a repolarizagdo ventricular.

¢ Intervalo RR - Intervalo entre duas ondas R consecutivas; determina o
ritmo cardiaco;

e Intervalo QT - Representa 0 processo de despolarizagdo e
repolarizagéo dos ventriculos.

Figura 8. Aegistro eletrocardiografico normal (Adaptado de Carneiro, 1989).
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O eletrocardiografo mede pequenas intensidades de corrente, a partir da
diferenga de potencial entre dois eletrodos dispostos em determinados pontos do
corpo. Esta diferenga de potencial gerado é decorrente da atividade cardiaca.
Chama-se de derivagdo, a linha que une esses dois eletrodos (Carneiro, 1989). A
derivag&o néo é um fio Unico conectado ao corpo, mas um circuito completo
(Guyton & Hall, 1997).

A disposigdo dos eletrodos nas trés derivagfes bipolares classicas obedece
a uma convengao estabelecida por Einthoven (Carneiro, 1989; Guyton & Hall,
1997), formando o “tridngulo de Einthoven” (Figura 10). Assim, a derivagio DI &
obtida colocando-se o eletrodo positivo no brago esquerdo e o negativo no brago
direito. Para a obtengédo da derivagdo DI, o eletrodo positive & colocado na perna
esquerda e o negativo no brago direito. No registro de DIll, o eletrodo positivo &
conectado a perna esquerda e o negativo no brago esquerdo. Estes trés pontos
formam um circuito. Cada derivagéo € dividida por uma perpendicular entre uma
metade positiva e uma negativa. Assim, quando um vetor, com a origem no centro
do tridnguio se projetar na metade positiva de uma derivagdo, ocorrerd uma
deflexéio positiva e se o vetor se projetar na metade negativa, ocorrerqd uma
deflexao negativa (Carneiro, 1989).
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Figura 10. Esquema representativo do  ftridngulo de  Einthoven — (www.lrz-

muenchen.de/~jmd/entsiehung.htm).

Este teste foi realizado na Faculdade de Farmacia de Ouro Preto-MG,
utilizando a metodologia desenvolvida pela Dra. Andréa Grabe Guimaraes. Os

animais foram divididos em 4 grupos, que receberam as seguintes preparagoes:
Grupo 1- RVC livre;
Grupo 2- HP-B -CD;
Grupo 3- Complexo RVC: HP-B-CD:;

Grupo 4- Tampao HEPES 20mM com NaCl 0,9 % (pH 7,4).

Para o procedimento cirlrgico os animais foram anestesiados com
pentobarbital (70 mg/kg), por via intraperitonial. Apos a anestesia, os animais foram
submetidos ao procedimento de implantagao de catéteres intravenoso e intra-arterial
(artéria e veia femoral), apés tricotomia e tragueostomia. A dose utilizada em cada
grupo foi 6mg/Kg.

O sinal de eletrocardiograma (ECG) foi obtido utilizando agulhas hipodérmicas
de ago inoxidavel como sensores. As agulhas foram inseridas no tecido subcutaneo
do membro superior direito e inferior esquerdo (Figura 11). O registro da pressao
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arterial foi realizado utilizando-se um transdutor de pressdo. Este transdutor foi
conectado ao catéter introduzido na artéria femoral do animal. Os sensores de ECG
e o transdutor de pressao arterial foram, entdo, conectados a um sistema
condicionador de sinais. Os registros foram realizados antes e depois da injecéo da
amostra, via catéter intravenoso, em tempos pré-determinados, até 55 min apos

injecao.

Figura 11. Foto do animal, ap6s implantagéo dos eletrodos.

Dos registros eletrocardiograficos, os seguintes parametros foram
mensurados: intervalo PR, complexo QRS, intervalo RR e intervalo QT (Figura 9). O
intervalo QT foi corrigido (QTc) em fungéo da frequiéncia cardiaca (determinada pelo
intervalo RR), através da férmula Fridericia (Equacao 1), adequada para intervalos
de RR menores que 0,5s (Abernethy et al., 2001; Shah, 2002):

or
lc=———
O RR%%  que M o valor de QT

pela raiz cubica do intervalo RR correspondente. Esta correcao se faz necessaria

para que a analise da alteracdo causada pelos grupos comparados seja feita sem a
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infiuéncia da alteragdo provocada peia freqiéncia cardiaca, que pode ocorrer mesmo
na auséncia de qualquer intervengdo (Abernethy, 2001; Shah, 2002,). A freqiéncia
cardiaca foi calculada em fungao de RR.

Foram registrados 544 seguimentos de tragado eletrocardiografico para os 04
grupos de animais analisados (8 ratos/grupo). Estes seguimentos se assemelham a
um ECG classico, mas apresentam algumas altera¢des no formato das ondas em
virtude dos sinais da diferenga de potencial terem sido obtidos em um circuito aberto
e néo fechado. Feita esta observagio é preciso esclarecer ainda gue as medidas dos
intervalos sfo vélidas e permitem a comparaglo dos efeitos cardiotoxicos das
amostras, uma vez que os registros dos tempos controle (antes da inje¢ao) e apés a
injecdo, para as diferentes amostras, foram feitos com o mesmo sistema de
aquisi¢io. Para cada um destes seguimentos, foram medidos os intervalos em 10
ciclos cardiacos. Os valores apresentados representam a média do grupo (n=8) da
média dos 10 ciclos cardiacos medidos para cada animal. A analise dos registros foi
feita com o auxilio do software Win/DATAQ.

3.7.2.2. No¢des de Eletrofisiologia cardiaca

Em resposta ao impulso elétrico, canais de sadio (Na’) voltagem - dependente
se abrem, levando a uma entrada de Na' que resulta em despolarizacdo da
membrana. Subseglientemente, ha abertura de canais de calcio voltagem-
dependente, nas células do ndduio sinuatrial e atrioventricular, responsavel pela fase
de platé do potencial de ag&o. A entrada de cdlcio promove a liberagao de célcio
intracelular, dos canais do reticulo sarcoplasmatico que, por sua vez, serd
responsavel pela contragdo da fibra muscular cardiaca. O potencial de agao termina
com a inativagdo dos canais de Ca® e entrada de potdssio (K*). Para gue o
relaxamento possa ocorrer, 0 Ca® deve ser removido dos sitios de ligagéo da
troponina, permitindo a dissociagéo da actina e miosina. O Ca* é, entdo, bombeado
para o reticulo sarcoplasméiico, com gasto de ATP (Groban & Dolinski, 2001).
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O potencial de agio cardiaco pode ser dividido em fases, conforme Figura 12
(Carneiro, 1989):

Fase 0 - Gerada pelo influxo rapido de ions Na*. Representa a fase de
despolarizagdo, levando a diminuicdo do potencial (negativo) de repouso da

membrana celular.

Fase 1 - Deslocamento da curva em diregdo a linha de potencial zero; representa a
repolarizagao rapida e precoce, através da diminuigio da permeabilidade ao sédio.

Fase 2 - Representa o platé do potencial de agao, através da entrada de ions Ca2*
pelos canais voitagem-dependente.

Fase3 - Fase de repolarizagio, através da abertura dos canais de K*.

Fase 4- Fase de repouso elétrico.

\Q.Fasc 1

— it ———

!
Fase } —p
|

Faffj)__,l_J
[

Figura 12. Potencial de acdo de uma célula miocérdica.

A freqiiéncia cardiaca é determinada pelo tempo que as células marcapasso
(do nédulo sinusal) ativas requerem desde a despolarizagio {saida do estado de
repouso) até o limiar de descarga de potencial de agdo. Este intervalo depende da



despolarizagao necessaria para trazer a membrana ao limiar e a velocidade com que
essa despolarizacao se desenvolve (Guyton & Hall, 1997).

Quando o impulso atinge as fibras musculares juncionais, ligando os atrios aos
ventriculos, ocorre uma pausa na condugdo da excitagdo. Em grande parte, € no
nodulo atrio-ventricular e nas fibras condutoras adjacentes que ocorre este retardo
na transmissao (Guyton & Hall, 1997). Este retardo nodal possibilita que a sistole
atrial se complete antes que os ventriculos sejam excitados.

A contracdo do ventriculo & sincronizada através da ativacdo de todos os
elementos contrateis. Devido as extensas ramificagbes do tecido condutor
especializado dentro dos ventriculos, a onda de excitagao atinge todas as porgoes do
musculo cardiaco rapidamente. A propagacao do estimulo, que tem inicio no nédulo
sinusal localizado no atrio direito, alcanga o atrio esquerdo e em seguida o nodulo

atrio-ventricular, o feixe de His e seus ramos, a rede de Purkinje e os ventriculos

(Figura 13).

Vias
intprnodals
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musal
_ Nodo 8

_ Nodo AV
_ Feixe AV

Ramo esquerdo

-7 do feixe

Ramo direlio
~7 doleixe

Figura 13. Nodulo sinusal e o sistema Purkinje do coragdo, mostrando também o nddulo A-V, as vias
internodais atriais e os ramos ventriculares do eixo A-V (Guyton & Hall, 1997).
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O registro da atividade elétrica cardiaca (ECG) permite avaliar a fisiologia da
contragdo cardiaca, possibilitando identificar compartimentos ou areas mais afetadas

pela agao de agentes toxicos, como os anestésicos locais.

3.8. ANALISE ESTATISTICA

Os grupos experimentais da andlise do ECG foram comparados por andlise de
variincia de uma via (One-way ANOVA) com teste posterior de Tukey-Kramer. A
variagdo do intervalo RR para os grupos RVC e RVG:HP--CD nos intervalos apés a
injegdo foram comparados pelo Teste t ndo pareado. Os dados foram apresentados
como médias e desvios padréo (SD) dos experimentos realizados. Para a avaliagdo
do blogueio do nervo infraorbital (ASC, tempo de recuperagéo) os valores foram
expressos em mediana (limites minimo e méximo) e comparados utilizando-se o
teste de Mann — Whitney. '

O software utilizado foi o Graph Pad Instat (Graph Pad Software Inc., verso 3.0,
1997 — 1998).
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IV - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. DETERMINAGCAO DA ESTEQUIOMETRIA DO COMPLEXO

A analise de mudancas no espectro de absorgdo UV/VIS é util para evidenciar
a complexacdo, embora as alteragoes observadas séjam pegquenas. Estas mudancas
se devem a perturbagdo do nivel de energia eletrénica da molécula convidada tanto
por interagbes diretas com a cavidade da ciclodextrina, como pela exclusdo de
moléculas de agua de solvatacao (Bekers et al., 1991).

A utilizagéo desta técnica, pelo tratamento de Job, permitiu a determinagao da
estequiometria de complexagao entre RVC e HP-B-CD. -

A variagéo da absorgéo no UV da RVC foi o parametro fisico proporcional a
concentracdo do compiexo graficado em fungdo de r, a razao molar de RVC e HP-j-
CD A Figura 14 traz os resultados obtidos para a complexagio da RVC em HP-B-CD.
A maxima varia¢do da absorbancia foi observada emr = 0,5, o que evidencia uma

estequiometria 1:1 (Connors, 1987).
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Figura 14. Grdfico de variacdo continua {Job piot) do complexo RVC : HP-B.CD, por absorgdo no
UV, & 25°C, em agua.

4.2. CARACTERIZACAO DO COMPLEXO

4.2.1. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Os termogramas de DSC da RVC, HP-B-CD, mistura fisica RWVC/HP-B-CD e do
complexo RVC: HP-B-CD estdo mostrados na Figura 15 .
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Figura 15. Termogramas de DSC de RVC(A}), HP-p-CD (B), Mistura-Fisica RVC/HP-5-CD

RVC:HP-g-CD (D).
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A Tabela 4 apresenta os valores de temperatura e variagéo da entalpia (AH,
J/g) dos picos endotérmicos observados na Figura 15, relativos a fusio da RVC pura
{Merck Index) e a fusao e perda de molécuias de agua da cavidade da ciclodextrina
(Spamer et al., 2002).

Tabela 4. Vajores de temperattira e variagdo de Enfalpia (AH) dos picos observados nos termogramas
de DSC para: RVC, HPSCD, mistura fisica RVC/HP-5-CD e complexo solido RVC:HP-5-

CD, na raz8o molar 1:1.

TEMPERATURA DE TRANSICAO AH
AMOSTRA DE FASES (°C) (Vg)
RVC 268,17 82,95
HPB-CD 335,68 97,80
Mistura fisica 234,00 84 86
Complexo RVCHpﬁ.@ 242,23 32,36

A analise dos terrmogramas revela um pico endotérmico estreito e bem
definido da RVC em 269,17°C. A entalpia envolvida {AH) foi 82,95J/g. Ja a HP-3-CD
apresentou um pico de transi¢ao alargado em 335,68°C, de acordo com dados da
literatura (Spamer et al., 2002; Araljo, 2005). Tanto as amostras de RVC como as de
HP-B-CD foram submetidas as mesmas condi¢cbes de processamento, em Spray-
dryer e também foram utilizadas no preparo da mistura fisica.

A mistura fisica apresentou um pico endotémmico deslocado, em 234°C, com
um AH igual a 84,96 J/g. Este pico é alargado e se estende de 223 a 256,6°C. De
acordo com dados ja obtidos para esta mistura fisica (Aradjo, 2005), este pico se
refere & dessolvatacdo da cavidade da ciclodextrina e a fusfo, mas se encontra
deslocado (em relagdo ao da ciclodextrina pura). A AH envolvida foi 84,96 Jig,

proxima aos valores de AH da RVC e HP -B-CD puras.
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O termograma do complexo apresentou um pico em 242 23°C, que se refere a
dessolvatacao da cavidade da ciclodextrina e a fusao. A variagao da entalpia foi
32,36 J/g, i.e., bem menor a que a entalpia envolvida nas transices das demais
substancias estudadas. Embora o termograma da mistura fisica nao tenha revelado o
pico de transicdo da RVC, a entalpia envolvida ainda se mantém alta em relagéo a
RVC pura, diferentemente do complexo, que tem sua entalpia bem menor,
mostrando que a complexacao favorece a dessolvatagao da cavidade da CD.

Estes resultados fornecem evidéncias da formacao do complexo de inclusao
entre RVC e HP-B-CD.

4.2.2, Difracdo de Raios X

Qs difratogramas obtidos para a RVC, HP--CD, mistura fisica RVC/HP-3-CD
e complexo RVC:HP-p-CD s@o mostrados na Figura 16. A mudanga no padrao de
difracao do complexo de inclusdo em relagéo as moléculas puras permite evidenciar
a formagao do complexo (Bekers et al., 1991).

A Figura 16 A mostra o difratograma da RVC pura. O padrao de difra¢ao
observado revelou a estrutura cristalina do sal anestésico, com picos estreitos e bem

definidos. Ja a Figura 16- B, que traz o difratograma da HP-B-CD, revelou o um
padrao tipico de substancia amorfa, € esta de acordo com os resultados descritos na
literatura para a hidroxipropil-B-CD {(Spamer et al., 2002).

A Figura 16 C, que representa o difratograma da mistura fisica RVC/HP-p-CD,
mostrou que a mistura guarda caracteristicas das substancias isoladas, isto é o
carater amorfo da ciclodextrina mas tambérn a cristalinidade da RVC (os quatro
principais picos da RVC ainda podem ser observados).

Ja a Figura 16 D traz o difratograma do complexo RVC/HP-3-CD. O que se
observou sfo as caracteristicas amorfas da ciclodextrina, sem a caracteristica
cristalinidade da RVC. Este perfit difere bastante do perfil da mistura fisica, que
mantém as caracteristicas dos dois componentes ali presentes. A perda do padrao
de cristalinidade evidencia a complexagdo (William et al., 1998), confirmando os

resultados encontrados por calorimetria diferencial de varredura.
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Figura 16. Difratogramas de Raios X de RVC (A}, HP-B-CD (B), Mistura fisica RVC/HP-P-CD (C) e
Complexe RVC:HP-B-CD.

49



4.2.3. ESPECTROMETRIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

4.2.3.1. Titulagdo por RMN

Os resultados obtidos com a titulagdo por RMN, confirmam a estequiometria
1:1 na formag&o do complexo entre RVC e HP-B-CD, determinada também através
da espectrofotometria por absorbancia apresentada no item 4.1. O grafico obtido esta
representado na Figura 17. Nele pode-se observar que o valor maximo obtido na
variagao do deslocamento quimico (A&ps) foi obtido com r=0,5, evidenciando a
complexagdo na razdo molar 1.1, o que seria esperado, considerando-se as
estruturas da RVC e da HP-B-CD. A literatura mostra, inclusive, a utilizagiio desta
mesma propor¢do moiar 1:1 para a bupivacaina (anestésico com estrutura
semelhante a RVC-Tabela 2) em ensaios de caracterizagdo fisico-quimica do

complexo de bupivacaina em HP-B-CD (Dolio et al., 1996a).

O valor da constante de associagéo (Kc), calculado a partir deste experimento,
através da regressdo nao-linear dos valores de deslocamento quimico, foi 80 M,
Este valor indica uma associacao estavel (Tommasini et al., 2004) e esta de acordo
com dados de literatura (Dollo et al., 1996a, b). Em nosso laboratorio determinamos
por HPLC um valor de Kc = 36M ' para a associagdo da Lidocaina — um anestésico
menos hidrofdbico que a RVC - com HP-B-CD em pH 10,5 (Moraes et al, 2007). Dollo
e col. (1996b) determinou valores da constante de associagac de alguns
anestésicos em HP-B-CD (lidocaina, mepivacaina e bupivacaina), em agua, a 25°C,
sendo o valor de Kc encontrado para a bupivacaina em HP-B-CD igual a 95 M. A
bupivacaina possui estrutura semelhante & da RVC (Tabela 2) mas é também mais
hidrofébica que esta {(como demonstrado pelos valores de coeficiente de parti¢ao
membrana/agua-Tabela 1), justificando, assim, um valor mais baixo da constante de
associagdo da RVC com HP-B-CD, em relacdo a Bupivacaina. A lidocaina e

mepivacaina, anestésicos menos hidrofobicos que a RVC, apresentaram valores
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mais baixos de K¢, sendo estes iguais a 19,9 e 38 M respectivamente (Dollo et al.
1996b).
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Figura 17. Gréfico de variagdo continua (Job plot} do complexo RVC : HP-p-CD, por RMN, & 25°C,
pH 7.4.

4.2.3.2. Efeito Overhauser Nuclear (NOE)

Os espectros obtidos nos experimentos de NOE revelaram detalhes
moleculares da complexagdo, ja evidenciada pelas técnicas descritas, pois
permitiram obter informagoes sobre a proximidade espacial entre a molécula da RVC
e a da HP-B-CD. O efeito NOE & observado quando um determinado sinal de
energia & saturado € 0S nicleos que interagem espaciaimente com o spin nuclear
saturado sofrem alteragbes de intensidade em seus picos, de acordo com a

proximidade espacial com o nicleo saturado {Gil & Geraldes, 1987). Em relagao a
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interacdo intermolecular (ciclodextrina-anestésico), a modificagdo de  sinal(is) de
RMN de hidrogénios pertencente(s) a HP-B-CD e causada pela saturagao especifica
de hidrogénios pertencentes a Ropivacaina, ou vice-versa, comprova a proximidade
destes hidrogénios no complexo, permitindo avaliar a porcao da molécula do farmaco
envolvida na complexacdo. Pelos espectros obtidos (Figuras 18 e 19, A e B}, péde-
se verificar que a por¢éo aromatica da RVC é a porgao inserida na cavidade da HP-
B-CD, na complexagao. A Figura 20 faz a reépresentacao esquematica da provavel
posicao da RVC em relagdo a HP-B-CD no complexo, revelada pela interpretacéo
dos espectros (Figuras 18 e 19). A Figura 18 A mostra o espectro do complexo
RVC:HP-B8-CD, com a atribuicdo dos hidrogénios da HP-B-CD, e dos sinais relativos
aos hidrogénios do anef aromatico e da metila orto-aromatica da moiécula de RVC. A
atribuico do espectro de 'H-RMN da HP-B-CD em meio aquoso € encontrada na
literatura (Naliuri et al., 2005: NaKim et al., 2004). A Figura 18 B mostra o espectro
com o sinal dos protons do anel aromatico da RVC irradiado, detectando-se as
interagGes encontradas com esta irradiacao seletiva dos hidrogénios aromaticos.
Com esta irradiacao, verifica-se uma correlagédo com os hidrogénios H5 da cavidade
da HP-B-CD. Também sao observadas interacées com os hidrogénins H2 e H4, mas
provavelmente, esta é uma “falsa correlagédo” com estes hidrogénios da HP--CD,

Uma vez que sinais da RVC podem estar sobrepostos ao da HP-B-CD.

A Figura 19 A, mostra o espectro do compiexo RVC:HP-B-CD), idéntico ao da
Figura 18 A. A Figura 19 B apresenta o espectro com a iradiagdo seletiva dos
hidrogénios da metila orto-aromatica da RVC. Esta irradiacdo seletiva mostra a
interacdo com os hidrogénios H3 e H5 da ciclodextrina, mostrando que a metila orfo-
aromatica esta inserida na cavidade da HP-B-CD.

A representacéo esquematica da geometria proposta esta na Figura 20.
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Figura 20. Representagdo esquematica da insergéo proposta para a RVC na cavidade da HP-B-CD,
no complexo 1:1 formado.

4.3. TESTES IN VIVO

4.3.1. AVALIACAO BLOQUEIO DO NERVO INFRAORBITAL EM RATOS

O efeito anestésico de solu¢cdes de RVC e do complexo RVC:HP-B-CD foi
avaliado pelo bloqueio do nervo infraorbital. Foram administradas doses iguais a
concentragdo clinica (0,5% (m/v)-16mM), bem como doses sub-clinicas de 0,125%,
0,25% (m/v)(4 e 8 mM respectivamente) tanto da RVC livre quanto do complexo.

Esses resultados estdo ilustrados na Figura 21 e Tabela 5. A HP-B-CD e o tampéo
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HEPES também foram administrados, n@oc sendo observado nenhum efeito
anestésico (dados ndo mostrados).

Os dados mostram que o blogqueio do nervo infraorbital foi dose-dependente,
tanto para a RVC livre quanto para a RVC complexada (RVC: HP-B-CD), havendo
aumento do blogueio do nervo infraorbital com ¢ aumento da concentragao. A analise
dos valores de efeito anestésico total (estimado pela area sob a curva do efeito x
tempo (ASC)) e do tempo de recuperagdo para a RVC, revelam diferengas
significativas entre as concentragbes de 0,125 e 0,25% (p<0,01), e entre 0,25 e 0,5%
. bem como entre 0,125 e 0,5% (p<0,001). Da mesma forma, para a RVC:HP--CD,
foram encontradas diferengas significativas entre as concentragdes 0,125 e 0,25%;
0,25 e 0,5% e 0,125 e 0,5% (p<0,001}, tanto para o efeito total quanto para o tempo
de recuperagéo.

Os dados revelam gue a utilizagio do complexo levou a um aumento de efeito
anestésico total (estimado pela drea sob a curva do efeito x tempo) nas trés
concentragBes testadas, em comparagdo com a RVC pura. Este aumento foi de
54,5%, 53,3% e 20,0%, respectivamente para as conceniragbes de 0,125, 0,25 e
0,5% (p<0.001).

Analisando-se o tempo de recuperagdo dos animais, a complexagao mostra
um aumento de 42,9%, 44.4% e 18,8%, respectivamente, as concentragbes de
0,125, 0,25 e 0,5%, quando comparado com a RVC pura {p<0.001).

E interessante notar que para a pré-formulagdo complexada de 0,125%, o
complexo mostrou um efeito anestésico maior que a solugdo de RVC 0,25% (p<
0,01), isto &, um efeito anestésico maior foi obtido com 0 complexo contendo metade
da concentragio da RVC pura. Este fato é de exirema importancia clinica, uma vez
que a possibilidade de se obter o0 mesmo efeito com uma menor dose, traz maijor
seguranga ao procedimento anestésico.

Finalmente, o efeito observado com o complexo RVC:HP-§-CD a 0,5%
ultrapassou 100 min de angstesia, o que se verifica no gréfico da porcentagem de
animais anestesiados (Figura 21). Isto representa um aumento de 31% em relagdo a
RVC 0,5% livre, e aproxima o efeito do complexo RVC:HP-B-CD ao da bupivacaina,
um AL mais potente que a RVC, mas também mais toxico. Varios trabalhos na
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literatura comprovam o efeito anestésico de maior duragdo da BVC, quando
comparada & RVC, nas mesmas concentragbes (McClure, 1996; McNamee et al.,
2002; Casaty & Putzu, 2005). Em nosso grupo de pesquisa (Aragjo, 2005)
mostramos que, no bloqueio sensorial do nervo ciatico de ratos - analisado através
do teste de Pressdo na Pata, o tempo de duragéo da anestesia foi cerca de 20%
maior quando foi administrada BVC a 0,5% que com RVC 0,5%.

O maior efeito anestésico cbservado para o complexo, em relagao ao efetto
total e tempo de recuperagéo, pode ser atribuido a maior disponibilidade do farmaco
no local de agdo, principalmente evidenciado nas doses sub-clinicas (0,125 e
0,25%). Esta maior disponibilidade se relaciona com uma maior solubilidade aquosa
conferida & RVC pela complexagéo com a HP-3-CD, pois o complexo formado € mais
hidrofilico que a RVC pura. De fato, resultados anteriores de nosso laboratorio
demonstraram aumento linear da solubilidade da RVC em fung&o das concentragbes
crescentes de HPB-CD (Aradjo, 2005).

Desta forma, a RVC se torna mais disponivel ao local de agao justificando,
assim, seu maior efeito. Na concentracdo clinica, o aumento do efeito pela
complexagdo é menor, talvez porque a concentracao aplicada ja esteja proxima ao
efeito maximo (para a RVC livre) e esta maior disponibilizacao do farmaco j& néo
cause resposta tiao evidente neste tipo de aplicagdo anestésica, em que o local de
injegdo é bem préximo do nervo. |

O teste de biogueio do nervo infracrbital ja foi bastante empregado para
avaliar solugbes anestésicas puras (Fink et al., 1975; Ready & Fink, 1980) e também
complexadas (Hassan et al., 1985 ab, Cereda et al., 2004, 2006) e se mosirou
adequado para a avaliagdo desta pré-formulacao. Através deste teste, pode-se
perceber que a complexagao com a HP-3-CD é uma alternativa para ©
desenvolvimento de formuiacbes anestésicas de RVC: 1) empregando doses sub-
clinicas {0,25%) mas equipotentes a RVC comercial e diminuindo, assim, o efeito
cardiotéxico associado ao anestésico; 2) empregando doses clinicas (0,5%) mas
atingindo efeito comparavel ao da BVC livre a 0,5%, podendo substituir este
anestésico em anestesias de longa duragzo, com menor foxicidade ao SCV e SNC.
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tempo no bloqueic do nervo infracrbital induzido pelas formufa
nas concentragbes de 0,125 %, 0.25% e 0.5 % (n=7).
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Tabela 5. Tempo de recuperagio e efeifo fotal do bloqueio sensorial (ASC} induzido pelas formulagbes de
RVC livre e complexada em HP--CD durante o bloqueio do nervo infraorbital em ratos. Dados
expressos em mediana (fimite minimo — limite maximo) (n = 7/grupo). a. Comparagao em relagéo a
concentragdo de 0,125%; b. Comparagdo em relagdo a concentragéo de 0,25% c¢. Comparagdo
entre RVC e RVC-HP-£-CD.
**n< 0,01; *** p < 0,001. Testes de Mann — Whitney.

Grupos Concentracdo (%) Tempo de recuperagéo ASC
(min) i
(escore/min)
0,125 35,0 (30,0-40,0) 27,5 (22,5-32,5)
RVC 0,25 45,0 (40,0-50,0)%" 37,5 (32,5-42,5)*"
0,5 80,0 (70,0-80,0)*"™ 72,5 (62,5-72,5)*%"
0,125 50,0 (45,0-50,0)° 42,5 (37,5425
ac™™ ~ ac*
RVC:HP-S-CD 0,25 65,0 (65,0-75,0) 57,5 (57,5-67,5)
0,5 95,0 (90,0-105,0)2°™" | 87,5 (82,5-97,5*

4.3.2. AVALIAGAO DA TOXICIDADE CARDIACA

4.3.2.1. Tragados Eletrocardiograficos

Os valores absolutos obtidos dos intervalos PR, complexo QRS, intervaios

RR, da frequéncia cardiaca, dos intervalos QT e QTc, alem das pressdes PAS e

PAD, em diferentes tempos, antes (tempo zero) e apos a injegao das amostras est&o

mostrados nos 'Anexos de 1 a 8, respectivamente. O tempo anotado como de

“injecéo” corresponde aos segundos decomdos imediatamente apos a injecao de
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cada amostra (Tampao HEPES 20mM, pH 7,4 ou HP-B-CD ou RVC ou compiexo
RVC:HP-B-CD). Para este tempo de “inje¢@o” as medidas de PR, complexo QRS,
intervalos QT e QTc foram feitas apenas para os animais dos grupos controle
(tampao e HP-B-CD), uma vez que nos grupos da RVC e RVC:HP-3-CD a alteracao
das ondas, decorrente dos bloqueios cardiacos induzidos impossibilitou as medidas
dos pardmetros elétricos. Note-se que a primeira medida obtida apos o tempo de
injecao ocorre em 7,5 minutos, incluindo neste tempo 5 minutos registrados apés a

inje¢do mais o intervalo de 2,5 minutos para o proximo registro.
ca

A Tabela 6 reine os dados de variagéo percentual daqueles valores
absolutos, nos tempos principais: 7,5, 10, 20, 30, 40 e 55 min apos injecao, em
relagao ao tempo zero (antes da injegéo), para os intervalos: PR, complexo QRS, RR
€ para a freqléncia cardiaca (FC). Da mesma forma, a variacdo percentual dos
intervalos QT e QTc estao na Tabela 7 enquanto a variagéo percentual dos valores
de pressio (PAS e PAD) causada pela injecdo das solugdes & apresentada na
Tabela 8.

Para o intervalo PR, que se relaciona a despolarizagdo atrial (Figura 9) a
analise dos dados do Anexo | e da Tabela 6 revela que houve um aumento gradativo
de PR em fungdo do tempo (7,5 a 55 min), em todos os grupos de animais
estudados, mas que nao ultrapassou 25% em nenhum dos grupos, em qualquer
tempo avaliado (Tabela 8). Estas diferencas, detectadas dentro de cada grupo entre
0s tempos antes e apds a inje¢do foram significativas em todos os tempos apds a
injecdo, em relagdo ao tempo zero (p<0,001) para os grupos HP—B-CD, RVC e
RVC:HP-B-CD e somente apds 30 min em relacdo ao tempo zero (p<0,01 para 30
min e p<0,001 de 35 a 55 min), para o grupo Tampao (Anexo 1).

Nao houve diferenga significativa na variagdo perceniual dos intervalos PR
entre os grupos tratados: RVC e RVC:HP-B-CD, em nenhum dos tempos analisados.
Diferencas significativas da varagdo percentual (Tabela 6) foram encontradas
somente entre os grupos RVC e Tampao (p<G,001 nos tempos iniciais - 7.5 e 10 min
- apds a injegdo) e RVC e HP-B-CD (p< 0,01 para o tempo 7,5 e p<0,001 para o
tempo 10 min). Para o grupo de animais que recebeu o complexo RVC:HP-p-CD
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foram encontradas diferengas significativas na variagao percentual de PR em relagéo
ao Tampéao - com excecdo do tempo de 55 min - e em refagédo ao grupo HP-B-CD,
em todos os tempos registrados (p< 0,001 nos tempos 7,5, 10 e 20 min; p<0,01 para
os tempos de 30 e 40 min e p< 0,05 para 55 min).

Os dados de QRS (Anexo II) também revelam um aumento neste invervalo
relacionado a despolarizagéo ventricular, em fungao do tempo decorrido apés a
injecdo. A variagao, porém, é pequena e nao ultrapassa 9% em nenhum dos grupos
(Tabela 6). Diferengas significativas entre os valores absolutos (Anexo Il) foram
obtidas antes e apo6s a injecao para o grupo RVC, apenas nos tempos 7,5 e 10 min
(p<0,001 para 7,5 e 0,05 para 10 min) € também para o controle HP-B-CD, a partir de
25 min apds a injecao (p<0,05). A alteragéo observada no grupo RVC:HP-B-CD nos
diferentes tempos naoc revela diferengas significativas em relagao ao tempo zero

(antes da injegdo), da mesma forma que o grupo conirole (Tampao).

Em relacéc a variagdoc percentual dos valores do complexo QRS (Tabela 6),
nao foram registradas diferen¢as significativas entre os grupos RVC ¢ RVC:HP-3-CD.
Diferengas na variagdo de QRS para os grupos RVC e RVC:HP-8-CD em relacao
aos grupos controle foram obtidas em tempos isolados, sendo encontradas
diferencas significativas entre a- RVC e Tampéo e entre RVC & HP-8-CD no tempo
inicial (7,5 min apés a inje¢do, p< 0,001). Para o complexo RVC: HP-B-CD, a
diferenca significativa observada foi em relagao ac Tamp&o apenas no tempo 40 min
(p<0,05). |

A analise dos dados referentes ao intervalo RR revela um aumento, em
relacdo ao tempo inicial, com o passar dos minutos apds a injecdo (Anexo Il e
Tabela 68). Como o RR mede o intervalo entre duas ondas R consecutivas, estes
dados permitem determinar a frequéncia cardiaca {(FC), expressa em batimentos
por minufo (bpm) (Anexo IV e Tabela 6). Com o aumento do RR em fun¢ao do
tempo, a frequéncia cardiaca consequentemente encontra-se diminuida com o
passar dos minutos apds a inje¢do. Aumentos significativos nos valores absolutos de
RR (Anexo il}) nos tempos antes e apds a injecao foram obtidos a partir de 7,5 min

apos a inje¢do para os grupos RVC (p<0,001) e HP-B-CD (p<0,05 para 7,5 min,
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p<0,01 de 10 a 15 min e p< 0,001 apés de 15 min) e para o grupo Tampéo a partir de
20 min (p<0,05 em 20 min, p<0,01 em 25 min e p<0,001 apés 30 min). Diferengas
significativas nos valores absolutos da freqliéncia cardiaca (Anexo IV) nos tempos
antes e apos a injegédo foram obtidas a partir de 7,5 min apds a injecéio para os
grupos RVC (p<0,01 para 20min e p<0,001 para os demais tempos) e RVC:HP-3-CD
(p<0,001) e tambem para os grupos Tampao a partir de 12,5 min (p<0,05 em 12.5
min, p<0,01 em 15 min e p<0,001 apés 20 min), e HP-B-CD a partir de 10 minutos
(< 0,01em 10 min e p<0,001 para os demais tempos).

Esta diminuicgo na freqiéncia cardiaca chega ac valor maximo de 23,28%
(correspondente a um aumento de RR de 31,40%) (Tabela' 6) com 0 grupo gque
recebeu RVC:HP-B-CD, apés 55 min. Porém, nao foram encontradas diferencas
significativas entre os grupos RVC e RVC:HP-3-CD. Diferengas estatisticas
significativas em relagéo a freqiéncia cardiaca foram obtidas entre os grupos RVC e
Tampao (7,5 min, p<0,01) e entre RVC e HP-B-CD (nos tempos iniciais de 7,5 min,
p< 0,01, e 10min, p<0,05). Também foram observadas diferencas entre os grupos
RVC:HP-B-CD e Tampao (nos tempos 7,5min, p<0,01, 10 e 30 min, p<0,05) e entre
RVC:HP-B-CD e HP-B-CD (nos tempos 7,5min, p<0,001; 10min, p<0,001 e & partir de
30 min, p<0,05 apds a injecdo. Com relagdo ao intervalo RR, diferencas estatisticas
relativas a variagdo porcentual do intervalo foram obtidas entre os grupos RVC e
Tampéo (7,5 min, p<0,01) e entre RVC e HP-B-CD (nos tempos iniciais de 7.5 min,
p< 0,01, e 10min, p<0,05). Também foram observadas diferencas entre os grupos
RVC:HP-B-CD e Tampao (nos tempos 7,5 e 10 min, p<0,01 e p<0,05,
respectivamente) e entre RVC:HP-B-CD e HP-B-CD (nos tempos 7,5: 10 e 20 min
apos a injecao (p<0,001; p<0,01 e p<0,05, respectivamente).

Medidas do intervalo QT também mostraram valores crescentes no decorrer
do tempo, tanto nos grupos controle (Tampao e HP-B-CD), quanto nos grupos RVC e
RVC:HP-3-CD (Anexo V e Tabela 7). Diferencas significativas nos vaiores absolutos
deste parametro, que representa o processo de despoiarizacdo e repolarizacdo dos
ventriéulos (Anexo V) antes e ap6s a injegdo apenas foram obtidas para o grupo
RVC:HP-B-CD (p<0,01 em 7,5 min e p<0,001 nos demais tempos).
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A alteracao de QT foi pequena e ndo ultrapassou 10% em nenhum grupo
(Tabela 7). Diferencas significativas na variagdo percentual observada (Tabela 7)
foram registradas entre os grupos RVC e Tampao em um unico tempo (30 min apos
a injecdo, p<0,05). Ja com relacio ao grupo RVC:HP-B-CD, diferencgas significativas
foram obtidas em relagao aoc Tampéo nos tempos 7,5; 30; 40 e 55 min (p<0,05) e em
relacdo a HP-B-CD no tempo inicial de 7,5 min (P<0,05). Diferencas significativas
entre os grupos RVC e RVC:HP-B-CD nao foram encontradas, para este parametro,

em nenhum tempo.

A andiise dos valores absolutos do intervalo QT corrigido pela frequéncia,
QTc, (Anexo VI) mostrou diferencas significativas antes e apés a injegéo, apenas
para o grupo Tampao, a partir de 30 min apés a injegéo (p<0,05 em 35 min e
p<0,001 de 35 a 55 min). A variagao percentual de QTc (Tabela 7) nao revelou
diferenca significativa entre os grupos, com excegdo da RVC:HP-B-CD em que se
verificou uma diferenca significativa em relagio ao Tampao em um Gnico tempo (7,5
min ap6s a injecdo, p<0,05) e a RVC, que apresentou diferenga significativa em

relagdo a HP—B-CD no tempo de 55 min (p<0,01).
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Tabela 6. Variacdo dos Intervalos PR, QRS RR, e da freqiiéncia cardiaca(FC) nos grupos Tampéo, HP-p-CD,
RVC e RVC:HP--CD. Dados expressos em média + SD (n = 8/grupo). a. Comparagdo em relacéo ao
grupo Tampdo, b-Comparagdo em relagdo ac grupo HP-p-CD. * p< 0,05 * p= 0,01 e ™ p < 0,007
{(ANQVA).

-
Parametro T(?nrr;r?;) Variagao do Intervalo (%)
Tampéo HP-B-CD RVC RVC:HP-8-CD

7.5 2,63 + 1,51 3,81+1,98 15,57 £9,55% 0" | 18,42 + 538%™
10 2,60 +2,51 404271 | 1433+4,81°"" | 17,024520*""

PR 20 4,56 + 3 41 8,02 + 3,60 10,69 £ 6,07 17,10 +5,812°
30 6,69 + 5,23 8,74 + 4,23 13,30 + 6,01 19,17 + 6,98 "
40 10,61 £17,50 10,40 + 3,90 15,18 + 6,05 21,8 +6,63%°
55 16,32 + 7,79 12,82 + 5,60 18,13+ 7,23 24,30 £ 7,18
7.5 1,590+1,19 1,53 +1,21 8,884,711 |  538+274
10 1,48 + 1,51 219+1,15 5,54 + 4,53 3,32 +6,12

QRS 20 2,18 + 1,57 2,81+£1,17 5,28 £+ 4,92 6,3 + 3,60

30 2,85+ 1,67 3,37 +1,52 6,34 + 6,22 6,15+ 3,90
40 2,00 + 1,03 3,68 + 1,81 5,75 + 4,33 7,37 +4,55°
55 3,00 +1.85 2,31+2.89 549 + 469 5,22 + 5,30
7.5 4,93+ 471 3,60 %295 15,36 £6,72 2" | 16,53 +6,57 T
10 5,82 + 5,44 435+333 13,12 +£6,05 | 15,88 + 7,38 ="~

RR 20 9,00 + 6,92 7,25+ 4,20 11,40 £ 8.44 17,48 + 8,51
30 12,20 + 8,69 11,58 + 5,16 13,69 + 8,54 23,38 + 10,58
40 17,45+£10,70 | 12,20 +648 18,18 £ 12,29 25,05 + 11,11
55 2493 + 970 15,61 + 6,15 18,02 £ 13,63 31,40 + 12,97
7.5 4,55 + 3,05 -34+272 -13,06 £ 5,047 | 13,94 + 504 ="
10 5,31+ 445 4,09 +3,02 -11,37 £ 4,80 | -13,36 £ 5,60

FC 20 -8,05 + 5,24 6,64 + 3,62 -9,80 6,77 -14,48 + 6,29
30 -10,47 +6,14 | -10,21 £ 4,18 -11.62 + 6,54 -19,50 + 6,84 ¥
40 -14,32£6,84 | -10,69+5.07 -14,59 + 8,74 -22,19+753"%
55 -19,56 £6,02 | -13,290+4.48 -14,36 + 9,07 -2328 +7,16 b=

O valor negativo refere-se a varagéao hegativa dos valores da FC.
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Tabela 7. Variacdo dos Intervalos QT e Q7c nos grupos Tampéo, HP--CD, RVC e RVC:HP-A-CD. Dados
expressos em média = SD (n = 8/grupo). a. Comparacdo em relagdo ao grupo Tampdo; b-
Comparagdo em refagdo ao grupo HP-B-CD. * p< 0,05 ** p< 0,01 e ** p < 0,001 (ANOVA ).

Parimetro T((rann;g)o Varia¢io do Intervalo (%)
Tampao HP-8-CD RVC RVC:HP-B-CD
7,5 0,96 £ 1,35 1,54 + 2,31 5,32 +377 6,97 £ 510 2%
10 1,99 + 1,50 2,61 +2,51 5,80 + 6,39 7,05+ 5,43
QT 20 216 + 1,17 3,80 + 0,73 5,87 + 4,18 726 +4,34
' 30 1,87 £1,15 453+225 6,39 + 3,28% . 8,23 +4,127
40 1,87 + 1,51 6,20 + 5,22 4,10 + 3,83 8,87 +4,90%
55 260+ 1,58 4,41 £ 2,65 6,57 + 5,86 9,59 + 5,34%
7.5 -1,45 +1,37 1,79+ 1,74 3,64 +2,00 4,15 + 2,32¢
10 1,07 £ 0,85 263+ 1,99 4,70 + 4,25 4,01+270
QTc 20 1,71£1,25 2,13 £1,67 4,49 + 1,82 2,98 + 1,94
30 -1,97 £ 2,04 1,76 £ 1,52 4,55+ 2,96 3,87 £ 1,81
40 -3,33 + 1,99 -3,96 + 6,40 -5,01+£2,78 3,59 + 1,95
55 -5,29 + 1,61 -3,00+ 1,76 6,72 +2,92° -4.48+3,13

O valor negativo refere-se & variago negativa dos valores de QTc.

Os dados de presséo arterial sistolica, PAS (Anexo VII) ndo revelaram

diferengas significativas nos valores absolutos antes e apés a injecao, em nenhum
dos grupos analisados (Anexo VII). Ja a andlise da variag&o percentual (Tabela 8)
mostra que com o decorrer do tempo houve, em geral, uma pequena quéda na
pressao sistélica nos grupos Tampéo e RVC:HP-3-CD, diferentemente do grupo da
RVC, em que em geral se verificou um aumento nos valores de PAS. O grupo HP-8-
CD apresentou uma oscilagdo na alteragdo, com aumento seguido de queda da
pressio sistdlica com o decorrer do tempo. O valor maximo de queda de pressio
sistolica ccorreu segundos apds a injecdo (tempo de injecao), sendo de 17% para a
RVC e 21% para a RVC: HP-p-CD. Esta diferen¢a entre os dois grupos, enfretanto,
ndo foi significativa. No grupo da RVC houve um aumento de pressao, cujo valor
maximo (10% de variacao) aconteceu 30 min apds a inje¢do (Tabela 8). O grupo da
RVC:HP-p-CD mostrou perfil comparavel ao grupo da RVC, mas a variacdo nao
ultrapassou 9,72% (Tabela 8).
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A analise dos dados de pressio arterial diastdlica, PAD (Tabela 8), mostrou
no decorrer do tempo, valores mais baixos com reiacao ao tempo zero (antes da
injecdo), para os grupos testados, com exceg¢do do grupo RVC. O padrao observado
na queda dos valores de PAD, entretanto, foi irregular. Nao foram encontradas
diferengas significativas com relagdo aos valores absolutos antes e apds a injecao,
para nenhum dos grupos, a excegdo do tempo de “injecac”, para os grupos RVC e
RVC:HP-B-CD (p<0,001) (Anexo VIII). Esta medida corresponde a maior alteragéo
observada nestes grupos (RVC e RVC:HP-B-CD), com diminuigio de 35 e 23%,
respectivamente, na PAD.

Observando-se a variagao provocada nos valores de pressao (Tabela 8), tanto
em PAS quanto em PAD, verifica-se que ndo houve diferenca significativa entre os

grupos.

De maneira geral, pela analise dos parametros eletrocardiograficos de
intervalos (Tabetas 6 e 7) e nos valores de pressao (Tabela 8), tanto PAS quanto
PAD, nao houve diferenca significativa entre os grupos tratados com RVC livre ou

complexada, nos tempos avaliados (0 — 55 min).

Este intervalo de tempo (0-55min) foi escolhido de acordo com experimentos
semelhantes da avaliagio da cardiotoxicidade de anestésicos ja realizados (Lefrant
et al, 2001; Mather ef al., 2005; Borgeat, 2005). As alteragdes no tempo de “injecao”
(Tabelas 9, 10, 11 e 12) provocadas pela RVC e RVC:HP-§-CD (e que serdo
discutidas), mostraram ser importante observar o efeito cardiotédxico deste anestésico
nos tempos iniciais de medida.
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Tabela 8. Variagho da Presséo Sistdlica (FAS) e Diastdlica (PAD} nos grupos Tampgo, HP-f-CD, RVC e
RVGC:HP-A-CD. Dados expressos em média £ SD (n = 8/grupo).

Parimetro tz::g;) Variagdo da pressao (%)

Tampéo HP-B-CD RVC RVC:HP-8-CD

7.5 -3,79+3,79 4,79 £ 5,32 -6,44 + 2,71 -9,18 £ 5,25

10 -4,08 +4,05 4241374 6,96 + 5,03 -8,59 +6,35

PAS 20 -5,30 + 5,07 4,73 +549 10,04 £ 7,99 -8,66 + 5,02

30 -6,78 + 4,53 -7,53 £4,01 10,16 % 5,66 -9,00 + 3,98

40 -10,52+8,70 | -10,06 +6,28 7,62 + 6,93 -9,04 + 8,23

55 -8,04 £5,87 9,57 +8,75 9,42 + 7,06 -9,72 £ 6,07

7,5 -7,24 £4,70 -3,52+£2,07 5,16 £ 6,35 -5,48 £ 4,44

10 -6,93 + 5,07 -5,46 + 2,50 7,64 + 7,06 7,45+4,73

PAD 20 -6,99 +7,29 5,53 + 5,09 14,62 + 11,79 -8,20 + 4,38
30 -8,50 + 7,30 -9,42 +4 36 13,28 £ 6,76 -10,98 £ 3,20
40 -7,07 £ 5,91 -11,86 £5,32 11,58 48,52 -10,06 £ 10,04

55 nd -7,63 £6,85 8,05+11,34 -11,80 + 6,31

O valar negativo refere-se A variagdo negativa dos valores de PAS e PAD/ nd. Néo determinado.

4.3.2.2. Avaliacdo do Tempo de Injecéo

Pela discusséo do item 4.2.1, pode-se perceber que as alteragbes provocadas

nos diferentes tempos apds a injegdo foram pequenas e nao trouxeram diferengas

significativas para os parémetros analisados, entre os grupos RVC e RVC:HP-3-CD,

dentro de 55 minutos de observagao pés injecéo.

Por outro lado, o tempo que corresponde aquele de injegcdo das solugdes,

mostrou grandes alteragdes cardiacas para os grupos tratados com RVC e RVC:HP-

B-CD, em todos os intervalos eletrocardiograficos medidos (Tabelas 9 a 12) e que

nio foram observadas para os grupos controle (Tampéo e HP-B-CD). Estas
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alteracdes (PR, QSR, RR) revelam tipos de bloqueio da condugéo elétrica normal do

coragéo, sobretudo da condugéo ventricular.

Para interpretar melhor as alteragées observadas imediatamente apos injegao,
os registros obtidos foram subdivididos entre 1 a 2,5 min em 4 intervalos de tempo,
sendo eles de 3 a 20s, 20 a 40; 40 a 90 e de 90 a 140 s apos a injegéo e o0s
classificamos quanto ao tipo de bloqueio atrio ventricular caracterizado pelas
alteracdes do registro eletrocardiografico (Zipes, 1987; Carneiro, 1989, Guyton &
Hall, 1997).

As Tabelas 9 e 10 mostram um resumo das alteragdes encontradas para os
animais dos grupos RVC e RVC:HP-B-CD, respectivamente, nestes curtos intervalos
de tempo. Os sinais positivos indicam o registro de bloqueio atrio-ventricular (de 1° e
2° grau ou total), bloqueio de ramo e presenga de inversdo da polaridade do

complexo QRS.

O perfil normal de ECG para os ratos neste experimento esta representado na

Figura 22:

Figura 22. Perfil normal de ECG para ratos nesta metodologia empregada (0,167s/divisao).

Verificou-se, entdo, que nos primeiros 20 s apds a injegcao, os registros
revelaram de forma predominante, um padrao de bloqueio atrio-ventricular de 2° grau
(BAV de 2° grau) (Tabelas 9 e 10), associado a um Bloqueio de Ramo, tanto para a

RVC como para a RVC:HP-B-CD. O BAV de 2° grau caracteriza-se pela lentificacao
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anormal da condugdo étrio-ventricular, de tal ordem que para uma série qualquer de
impulsos, pelo menos um estimulo € bloqueado (Carneiro, 1989), verificando-se 2

ocorréncia de 2 ondas P para um complexo QRS, tal que a relagao estimulo atrial e
resposta ventricular nao é mais de 1:1.0 bloqueio de ramo é assim chamado porque
resulta do bloqueio do impulso através dos ramos de um dos lados do feixe de His e
sistema Purkinje, o que impede a condug&o normal no ventriculo. Neste caso a
condugao fica prejudicada e passa a ser mais lenta, podendo surgir pontos ectopicos
de estimulo dentro do ventriculo; isto faz com que a condugdo ocorra através das
células musculares cardiacas na regido bloqueada e nao mais através das fibras

nervosas, o que deixa a condugéo lenta e alarga o complexo QRS (Figuras 23, 24).

Figura 23. Alteragbes cardiacas observadas segundos apés a injegdo para 0S grupos RVC e RVC:
HP-p-CD: Perfil de BAV de 2° grau evidenciando duas ondas P consecutivas, além do blogueio de
ramo (complexo QRS mais largo) e inversdo do complexo QRS.(0,167s/divis&o).

No tempo de 20 a 40s, houve um aumento na ocorréncia de um padréao de
Bloqueio Atrio-ventricular de 1° grau (BAV de 1° grau) (Tabelas 9 e 10), em que ha
uma lentificacdo anormal da condugao atrio-ventricular, porém com a manutengao da
relagao entre estimulo atrial e resposta ventricular, de 1:1 (Figura 24). O Bloqueio de
ramo também esteve presente nos registros deste intervalo de tempo para todos os

animais, tanto para a RVC quanto para a RVC:HP-p-CD.
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Figura 24. Alteragdes cardiacas observadas segundos apos a inje¢do para os grupos RVC e RVC:
HP-p-CD: Perfil de BAV de 1° grau, evidenciando alargamento do intervalo PR, alargamento do
complexo QRS e inversdo da polaridade. (0,167s/dlivisdo)

Em alguns animais, o bloqueio de ramo foi tio intenso que a deformacéo das
ondas impediu a identificacdo dos tipos de bloqueio atrio ventricular (Figura 25).

Figura 25. Alteracdes cardiacas observadas segundos apds a inje¢ao para os grupos RVC e RVC:
HP-B-CD: Perfil de Bloqueio de ramo intenso, com grande alargamento do Complexo QRS.
(0,167s/divisdo).

No intervalo de 40 a 90, em geral o BAV de 2° grau j4 ndo esteve mais
presente (Tabelas 9 e 10), sendo predominante o BAV de 1° grau e o Bloqueio de
ramo. No intervalo de 90 a 140s, o bloqueio de ramo desapareceu para os grupos de
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RVC e RVC:HP-B-CD, mas o BAV de 1° grau ainda continuou presente para alguns

animais, principalmente para a RVC.

O Bloqueio atrio-ventricular total (BAVT), que se refere ao bloqueio total dos
estimulos atriais caracterizado pela presenga de onda P dissociadas do complexo
QRS (Carneiro, 1989; Guyton & Hall, 1997) foi observado em apenas um animal de
cada grupo, tanto para a RVC, quanto para a RVC:HP-B-CD (Tabelas 9 e 10; Figura
26).

Figura 26 Alteracbes cardiacas observadas segundos apés a injegdo para o grupo RVC: Perfil de
Blogueio Total, evidenciando seqiiéncia de ondas P, sem o desenvolvimento completo de um
complexo QRS. (0,167s/divis&o).

Associado a estes tipos de blogueio A-V e de ramo, que levam a uma
alteracdo nos intervalos PR e QRS, péde-se detectar uma alteracao da polaridade do
complexo QRS, presente em todos os animais dos dois grupos RVC e RVC:HP-B-
CD, no intervalo de tempo inicial de 3 a 20s, e para na maioria dos animais, nos
tempo de 20 a 40s (Tabelas 9 e 10; Figuras 23 e 24). A frequéncia desta alteragao
diminui no tempo seguinte, de 40 a 90s, e desaparece para todos os animais no
tempo de 90 a 140s (Tabelas 9 e 10). Esta inversao de polaridade do complexo QRS
refere-se a uma alteragdo na condugdo ventricular. O sinal do eletrocardiograma e
dado por um vetor resultante da condugao elétrica, que é medida em funcao da
diferenca de potencial entre dois pontos. Como em associac¢ao ao Bloqueio de Ramo

ha uma alteracio da condugdo ventricular com a geragao de estimulos elétricos em
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pontos ectépicos dentro do ventriculo, o vetor resultante pode se tornar diferente, o
que altera a polaridade do sinal. A invers&o da polaridade indica, portanto, uma
alteragdo na condugdo elétrica ventricular (Zipes, 1987; Carneiro, 1989). Com
relagdo & alieragéo da polaridade do complexo QRS, as Tabelas 9 e 10 mostram gque
néo houve diferengas entre os grupos RVG e RVG:HP-B-CD.
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Tabela 9. Perfil de alteragdes cardiacas observadas em cada animal segundos apos a injegao de
ropivacaina fivre (RVC).

Aloracio | cumpo apos-

inje¢do-RVC {n1 | n2 {n3 [nd | n5 | n6  n7 | nd
(s)

3-20 + - - - e - -+
BAV 20-40 - 4+ -+ -+ o+ -
de 1° grau 40-90 * o+ + ¥ + + +
90-140 - -+ + + o+ - -
3-20 - 4+ + + + + 4+ -
BAV 20-40 + - 4+ - + - - +
de 2° grau 40-90 L
90-140 .
3-20 - 2 e = + - - -
BAVT 20-40 - - - - - o -
40-90 e e e = e = A
90-140 e e e e e e -
3-20 + + + + + + + +
Blogueio de 20-40 + + + + + + + 4+
- Ramo 40-90 + - + + + + - -
90-140 - e e e e e e -
3-20 + 4+ + + + + + 4+
Inversdo da 20-40 + + + + + + -+
P‘,;E’;f;‘;' © 40-90 S T
90-140 e e - - - - e -

(+) presenca/ (-} auséncia/ * ndo pode ser identificado
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Tabela 10. Perfil de alteragBes cardiacas observadas em cada animal segunidos apés a injecao de
ropivacaina complexada (RVC:HP-p-CD).

Intervalo de Animal
Alteracdo | tempo apés a
Cardiaca Injegao-
RVC:HP-B-CD N In2Z n3|nd nS5{né!n7!n8
(s)
3-20 -+ - + - + o .
BAV de 20-40 + - 4+ -+ 4+ +
1° grau 40-90 + + + + + + 4+
90-140 + - - -4 . . + -
3-20 + - + + + - o+ o+
BAV de 20-40 - + - * 4+ - -
2° grau 40-90 . - -
90-140 - = - - 4 4 4
3-20 - - - - - - - -
BAVT 20-40 - & e e o a4
40‘90 - - L - - - - -
80-140 - - - e e - - -
3-20 + + + + + + + o+
Bloqueio de 20-40 + + + + + + + +
Ramo 40-90 + + + + - o+ L
90-140 - - - - - . L
3-20 + + + + + + + o+
Inversao da 20-40 - 4+ + + + + o+ o+
Polaridade
do QRS 40-90 - + - + - < - +
| 90-140 - - - - - - L.

(*) presenga/ (-) auséncia/ * no pode ser identificado
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A aiteragao da largura do complexo QRS também foi avaliada, uma vez que
ela esta diretamente relacionada aos bloqueios causados na condugéo ventricular.
Como as alteracbes provocadas pela injecdo de RVC e de RVC:HP-B-CD foram
muito intensas e impossibilitaram a medida do complexo QRS nos primeiros minutos
ap6s a inje¢do, se procedeu a medida da largura do pico da onda Q do complexo
QRS (Figura 9). Os resultados estéo mostrados na Tabela 11. Pode-se observar um
aumento da largura da onda Q do compliexo QRS para os dois grupos tratados, nos
trés primeiros intervalos de tempo (0-20, 20-40 e 40-90s) apods a inje¢ado. Justamente
nestes intervalos houve a ocorréncia do blogueio de ramo para a maioria dos animais
(Tabelas 9 e 10) o que justifica este alargamento. Para os grupos controle Tampao e
HP-B-CD, a largura da onda Q nao sofreu modificagdes em relagao ao tempo antes
da injecdo, apresentando os valores de 0,55+0,02cm e 0,53+0,03 respectivamente.
Para a RVC, foram encontradas diferencas significativas em relacdo ao tampao
(p<0,01) no intervalo de 40 a 90s e & HP-B-CD, nos intervalos de 20 a 40s (p<0,01)
e de 40 a 90s (p<0,01). Para o grupo RVC: HP-3-CD foram encontradas diferencas
significativas em relacao ao grupo HP-p-CD {p<0,05), com relagao ac intervalo de 20
a 40s. Nio houve diferenca significativa entre os grupos RVC e RVC:HP-8-CD para
nenhum intervalo de tempo considerado. Diferenga significativa antes e apds a
injecdo foi encontrada para o grUpo RVC, apenas no intervalo de tempo de 40 a 90s
(p<0,01). |
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Tabela 11. Valores absolutos de largura do Pico da Onda Q (cm) do Complexo QRS segundos apés a
infegdo de RVC e RVC:HP-8-CD. Dados expressos em media £ SD (n = 8/grupo). Analise
estatistica entre os valores medidos nos diferentes tempos apds a injegdo e o tempo zero
(ANQVA): ** p< 0,01.

_:_r;t;r::l:p%z Grupo Grupo

injecao (s) RVC RVC :HP-B-CD

0 0,55 + 0,03 0,51 + 0,03

3-20 0,69 + 0,09 0,73 £ 0,025

20-40 0,87 +0,15 0,92 + 0,27

40-90 0891050 0,85+ 0,45

90-140 0,57 +0,07 0,58 + 0,11

|

As Tabelas 12 e 13 mostram, respectivamente, as alteragdes provocadas no
intervalo RR e frequéncia cardiaca (FC), para intervalos de tempo apods a injecdo: 3 a
20; 20 a 40; 40 a 90 e 90 a 140s. A variacao percentual de RR mostra que ha uma
diminuigéo da freqiiéncia (aumento de RR) principalmente nos primeiros segundos -
3a20e20a40s-sendoa variacdo de RR maxima para a RVC (107,59%) entre 20
a 40s e para a RVC:HP-3-CD (61,39%) no intervalo de 3 a 20s. A variacdo no RR é
refletida nos valores de frequéncia cardiaca, que apresenta a variagio maxima de
46,84% para a RVC entre 20 e 40s e de 35,67% para a RVC:HP-B-CD, no intervalo
de 3 a 20s apos a injegdo. Para o intervalo RR, nos grupos controle tamp&o e HP-p-
CD, esta variagao foi de 3,71+ 4,01% (intervalo RR de 0,1575 + 0,0174s - Anexo )
e 1,79%1,41% (intervalo RR de 0,1710 £ 0,0126s - Anexo Hi) resr.iectivamente. Para a
RVC, foram encontradas diferencas significativas nos intervalos de 3 a 20s e 20 a
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40s em relagao ao tampéo (p<0,05 de 3 a 20s e p<0,001 de 20 a 40s) e a HP-B-CD
(p<0,05 de 3 a 20s e p<0,01 de 20 a 40s). Para o grupo RVC:HP-B-CD foram
encontradas diferencas significativas nos mesmos intervaios, de 3 a 20s e de 20 a
40s, tanto em relacao ao tampao quanto & HP-B-CD (p<0,001). Nao houve diferenca
significativa entre os grupos RVC e RVC:HP-B-CD, com excegéo do dltimo intervalo
(de 40 a 90s), em que a RVC levou a uma maior alteragéo no intervalo RR que a
RVC:HP-B-CD, com variagbes de 35,94 e 26,12% respectivamenie (p<0,01). Ja para
os valores de freqiéncia cardiaca, nos grupos controle tampao e HP-B-CD, a
variacdo encontrada em relagdo ao tempo zero para o periodo de injecéo foi de
3.95% + 5,14% (FC de 0,1575 + 0,0174s - Anexo IV) e 1,791 ,41% (FC de 0,1710 £
0,0126s - Anexo IV) respectivamente. Tanto para a RVC, quanto para a HP-B-CD,
foram encontradas diferengas significativas em todos os intervalos do Tempo de
injecdo em relagéo ao tampao e a HP-B-CD ( p<0,001). Diferencas significativas
entre os grupos RVC e RVC:HP-B-CD, foram encontradas nos intervalos de 40 a 90s
e de 90 a 140s (p<0,05 e p<0,01 respectivamente), com maiores alteracoes
observadas para a RVC em relagéo a RVC:HP-$-CD, como pode ser observado na
Tabela 13.

77



Tabela 12. Valores absolutos (s) e de variagdo(%) do intervalo RR,segundos apds a injegdo deRVC e RVC:HP-A-CD. Dados

expressos em media + SD (n = 8/grupo). Andlise estatistica entre

grupo RVC em relagéo ao grupo RVC:HP--CD (Teste t ndo pareado): p< 0,01

0s valores da porcentagem de variagéo dt

Intervalo c!e RVC RVC:HP-B-CD
T,-f,',ggg: ?933 intervalo RR (s) in::learljaaﬁaéoRgF% ) intervalo RR(s) int\:a ?:i;%é;; ?% )
0 0,1593 + 0,0197 — 0,1599 + 0,0270 —

320 0,2673 + 0,063 69124 1455 | 02615200847 | o o
2040 0,3362£0,1593 | 1o sgg, | 0.2690%0,1030 80.14 4 36.72
40-90 0,2291 40,039 43325314 | 021560204679 | 3422336

90-140 0.2172 £ 0,035 350422098 | 02023:00414 | 2612 +3.24*
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ibela 13. Valores absolutos (bpm} e de variagdo(%)} da frequéncia cardiaca,segundos apos a inje¢do de RVC e RVC:HP-f-
CD. Dados expressos em média + SD (n = 84grupo). Analise estatistica entre os valores de porcentagem de
variagdo do grupo RVC em relagdo ao grupo RVC:HP--CD (Teste t ndo pareado). *p< 0,05

intervalo c!e RVC RVC:HP-3-CD
Tii?;gg :;(:;s EC (bpm) Variagﬁz)da FC FC(bpm) Variag(éoz)da FC
0 381 + 45 — 384 + 57
3-20 238 £62 -37,00 + 17,69 250 + 74 -36,67 + 12,53
2040 205 66 46,84 + 15,47 24984 -34,90 + 13,57
40-90 268 £ 37 -30,07 +4,03 288 + 52 21,42 +9,42*
90-140 282+ 40 226,20 + 4,38 306 + 56 -20,36 + 5,45*

O tempo de recuperagdo médio das alteragbes cardiacas, representadas
pelos diversos graus de blogueio A-V e bloqueio de ramo dos dois grupos analisados
 foide 133,6 + 44 8 s para a RVC e 119,4 + 33,9 s para a RVC: HP-3-CD, né&o sendo

esta diferenca significativa.

Os dados apresentados mostram que na dose testada de RVC, 6 mg/kg (de
acordo com experimentos similares (Groban & Dolinski, 2001; Lefrant et al., 2001) e
que representa 2 vezes a dose maxima recomendada para este anestésico (Cox et
al., 2003), todos os animais apresentaram sintomas de cardiotoxicidade tanto para a
RVC livre quanto para o complexo RVC:HP-p-CD. Estas alteragdes, de maneira
geral, sdo decorrentes de alteragbes da condugéio elétrica ventricular. Embora nao
tenham sido encontradas diferengas significativas entre os dois grupos tratados
(RVC e RVC complexada) nos parametros avaliados, observou-se que entre 1-3

minutos apds a injecdo o grupo complexadu- trouxe menores atteracoes na
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freqliéncia cardiaca (Tabela 13) que a RVC em solugédo aquosa, o que &€ um fator
importante, uma vez que uma lentificagio extrema na freqiiéncia pode levar a outras
arritmias ventriculares, em fungao de uma taquicardia compensatéria que poderia ser
originada.

Também deve-se ressaltar que, embora a RVC esteja mais disponivel na pré-
formulagdo complexada em virtude da sua maior solubilidade aquosa - 0 que ficou
demonstrado pelo teste do blogueio do nervo infraorbital - este aumento na
disponibilidade nao levou a maior efeito toxico, em relagdo a RVC pura, como
mostraram os testes de toxicidade cardiaca.
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V. CONCLUSOES

O complexo de RVC em hidroxipropil-B-CD mostrou-se possivel de ser
escalonado. A preparagio em escala prévia a escala pilofo foi satisfatoria e a
secagem em spray-dryer tornou o processo rapido e com bom rendimento.

A estequiomeiria do complexo foi confirmada em 1:1, sendo isto evidenciado
pela técnica de variacéo continua (Jop Plof). _

A complexacéo foi evidenciada pelos dados de DSC e confirmada pelos dados
de Raios X e RMN. Os ensaios de caracterizacdo mostraram boa correlacao com
outros, previamente determinados em nosso laboratério (Araljo et al., 2005), em
escala laboratorial - sem escalonamento.

As medidas de ‘H-RMN forneceram detalhes da interacdo molecular entre a
RVC e a HP-B-CD e permitiram o calculo da Constante de associagao do complexo
(Kc), que revelou uma associagéo estavel.

A complexagdo da ropivacaina em HP-B-CD mostrou-se vantajosa em relagao
a4 RVC livre, uma vez que proporcionou uma maior disponibilidade do farmaco no
local de acdo. Esta maior disponibilidade resultou em um maior efeito anestésico,
observado através do bloqueioc do nervo infraorbital. Este aumento na atividade
antinonciceptiva foi evidenciado, sobretudo, em concentragies sub-clinicas, que
embora nao sejam concentragdes usuais, séo também usadas em procedimentos em
que nao se pretende um blogueio tdo intenso, como por exemplo, para o alivio da dor
no trabatho de parto (Casati & Putzu, 2005). O efeito obtido com o complexo
RVC:HP-B-CD na concentragéo clinica usual (0,5%) foi muito satisfatério, e poderia-
se sugerir que este se aproxima do bloqueio proporcionado pela BVC, um anestésico
local conhecido pela maior poténcia e toxicidade

Desta forma, a complexacdo da RVC em HP-B-CD permite a utilizacdo de
menores doses do anestésico para um mesmo efeilo desejado. Na dose clinica
(0,5%) podemos afirmar que a RVC complexada torna-se uma op¢ao adequada para
substituir a BVC em blogueios sensoriais. Em ambos os casos o uso da RVC

complexada em HP-B-CD proporciona-rraior seguranca ac procedimento anestésico.
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Finalmente os resultados de medidas eletrocardiograficas mostraram que, o
efeito anestésico prolongado pelo aumento da disponibilidade da RVC complexada,
nao trouxe como conseqiiéncia uma maior toxicidade cardiaca. A RVC:HP-B-CD nao
se mostrou mais cardiotdxica que a RVC, o que avaliza sua utilizagdo em
procedimentos cirtirgicos. Esta evidéncia, associada ao fato da possivel utilizagio de
uma menor dose para um mesmo efeito, faz do complexo RVC:HP-B-CD uma pré-

formulagéo promissora, na busca de anestésicos seguros e potentes.
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ANEXO |. Valores absolutos do Intervalo PR(s), nos grupos: Tampéo, HP-4CD, RVC e RVC:!-I_P-ﬁ-CD.
Dados expressos em média + SD (n = 8/grupo). Andlise estatistica entre os valores medidos nos

diferentes tempos apés a injecdo e o tempo zero (ANOVA): *p< 0,05; **p< 0,01 ¢ ™* P < 0,001

INTERVALO PR (s)
1;:’“";"?;’ Tampzo HP-B-CD RVC RVC:HP-3-CD
0 0,0466 + 0,0025 0,0549 +0,0029 | 0,0474+0,0053 | 0,0490 + 0,0054
injecao | 0,0485 % 0,0032 0,0559 + 0,0028 nd nd
7,5 |0,0474 40,0034 0,0569 + 0,0023" | 0,0546 +0,0064 " | 0,0582 + 0,0084™
10 0.0478 £0,0032 | 0,0570+0,0020" | 0,0541 +0,0062" | 0,0574 +0,0078™
12,5 | 0,0481£0,0038 | 0,0576 +0,0019™ | 0,0541+0,0059™ | 0,0580 + 0,0089""
15 0.0483 +0,0037 | 0,0582+0,0024™ | 0,0536 +0,0068™ | 0,0570 + 0,0081""
20 0,0488 +0,0036 | 0,0581+0,0016™" | 0,0529 +0,0078™" | 0,0575 + 0,0070™"
25 0,0492£0,0045 | 00587 +0,0016™ | 0,0533 +0,0732™ | 0,0576 + 0,0072™"
30 | 0,0497£0,0045" | 0,0596+0,0014 | 0,0537+0,00717 | 0,0584 + 0,007
35 | 0,0503+£0,00477 | 0,0603+0,0017 ™ | 0,0547 +0,0074™ | 0,058 + 0,0072™"
40 | 0,0517 £0,0054™ | 0,0605+0,0015™ | 0,0546 + 00074 0,0597 + 0,0081"
45 | 0,0516+0,0057 | 0,0609%0,0019™ | 0,0553+0,0070™ | 00595 + 0,0083™
50 | 0,0529£0,0056™ | 0,0617 +0,0016™ | 0,0568 + 0,0085™ | 0,0606 + 0,0815 "
55 | 0,0538+0,0055" | 0,0618+0,0016™ | 0,0561 + 0,0079™ | 0,0610 + 0,0084"

nd-N3o determinado
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ANEXO [I. Valores absolutos do intervalo QRS(s), nos grupos Tampéo, HP-p-CD, RVC e RVC:HP-B-CD.

Dados expressos em média £ SD (n =
" diferentes tempos apés a injecdo e o tempo zero (ANOVA). *p< 0,05 ™

8/grupo). Anélise estatistica entre os valores medidos nos
p< 0,01

C INTERVALO QRS (s)
g Tampao HP-B-CD RVC RVG:HP-B-CD
0 0,0294 £ 0,0009 0,03197 £ 0,0019 0,0312 £ 0,0018 0,0318 £ 0,0037
Injiegdo | 0,0299 + 0,0009 0,0322 + 0,0017 . nd nd
7,5 0,0296 £ 0,0005 0,0322 £ 0,0018 0,0339 + 0,0024™ | 0,0330 £ 0,0034
10 0,0295 + 0,001 0,0324 + 0,0019 0,0329 + 0,0024" 0,0328 + 0,0036
12,5 0,0298 + 0,0007 0,0323 + 0,0020 0,0328 £ 0,0024 0,0365 + 0,0082
15 0,0302 + 0,0010 0,0324 + 0,0019 0,0325 + 0,0022 0,0328 + 0,0034
20 0,0298 + 0,0007 0,0325 £ 0,0017 0,0327 % 0,0017 0,0329 + 40,0034
25 0,0303 + 0,0011 0,0327 % 0,0015" 0,0327 +0,0016 0,0363 £ 0,0094
30 0,0300 + 0,0006 0,0327 £ 0,0015° 0,0328 + 0,0021 0,0397 £ 0,0218
35 0,0302 + 0,0009 0,0327 £ 0,0016‘ 0,0326 £ 0,0017 0,0.330 +0,0033
40 0,0296 + 0,0009 0,0328 + 0,0015 " 0,033 £ 0,00214 0,0335 + 0,0032
45 0,0305 + 0,001 0,0327 & 0,0016" 0,0329 + 0,0023 0,0333 + 0,0027
50 0,0303 + 0,0007 0,0327 & 0,0015° 0,0330 £ 0,0029 0,0332 + 0,0030
55 0,0303 + 0,0007 0,0327 + 0,0017 ’ 0,0329 + 0,002 0,0331 £ 0,0025

nd-N3o determinado
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ANEXO Ill. Valores absolutos do Intervaio RR(s}), nos grupos Tampédo, HP-B-CD, RVC e RVC:!—{P—,B-CD.

Dados expressos em média + SD {n = 8/grupo). Andlise estatistica entre s valores medidos nos

diferentes tempos apés a injecédo e o tempo zero (ANQOVA): * p< 0,05; ** p<007e **p<0001,
INTERVALO RR{s)

T(er::'i:]o Tampio HP-B-CD RVC RVC:HP-B-CD
0 0,1581 + 0,0169 0,1673 £ 0,0136 0,1593 + 0,0197 | 0,1600 + 0,0270
Injecdo | 0,1575 + 0,0174 0,1710 £ 0,0126 a a
7.5 0,1659 + 0,0183 0,1731£0,0121" | 0,1842 £0,0286™ | 0,1867 + 0,0351
10 0,1673 + 0,0190 0.17744 +0,0120" | 0,1809 £ 0,0297™ | 0,1858 + 0,0364
125 | 0,1690 +0,0187 0,1758 £0,0118" | 0,1804 £ 0,0307™ | 0,1871 + 0.0368
15 0,1696 £ 0,0191 0,1763+0,0118™ | 0,1803+0,0316™ | 0,1870 % 0.0377
20 0,1726+0,0217° | 0,1792+0,0131™ | 01774 + 003437 | 0,1885+0,0384
25 0,1742£0,0225" | 0,1839+0,01307™ | 0,1808 + 0,0332™ | 0,1907 + 0,0375
30 | 01776 £0,0242™ | 0,1864 +0,0127 ™ 0,1815+0,0340" | 0,1944 + 0,0383
35 | 0,1825+0,0256™ | 0,1891 +0,01237 ™ 0,1827 £+ 0,0336" | 0,1939 + 0,0392
40 | 0,1860£0,0275™ | 0,1874 +0,0120"" 0,1881+0,0282™ | 0,2000 + 0,0384
45 | 0,187940,0263™ | 0,1910+0,0111™ | 01853 + 0,0278™ | 0,2024 + 0,0384
50 | 0,1905£0,0269™ | 0,1929+0,0115 ™ 0,1897 £0,0347™ | 0,2074 + 0.0402
55 | 0,1973+0,0232™ | 0,1929 + 0,0107 " 0,1886 £0,0351™ | 0,2101 + 0,040

a- Nao determinado como {nico valor; ver Tabela 12.

98




ANEXO V. Valores absolutos da freqiéncia cardiaca FC(bpm), nos grupos Tampédo, HP-g-CD, RVC.e

RVC:HP-p-CD. Dados expressos em média + SD (n = 8/grupo). Andlise estatistica entre os valores medidos

nos diferentes tempos apods a injegdo e o tempo zero (ANQVA). *p< 0,05, ™ p< 0,07 e ™ p < 0,001.

l INTERVALQ RR(s)
iy Tampéo HP-§-CD RVC RVC:HP-3-CD
0 383 + 39 361+ 30 381 £43 384 + 57
Injeg&o 364 + 34 353 +27 a a
75 365 + 40 348 + 24 332 +49 331+60"
10 363 + 41 345 +237 339+51 333+62
12,5 359 + 39° 3431227 340 + 537 33162
15 357 + 40 342+227 341+ 55" 331463
20 352 + 43 336+£237 349 +637 329 +637
25 349 + 45 328237 34159 325+ 60"
30 343146 3244227 340 £60° 319+ 60"
35 33446 3184217 338 +60° 320+ 63"
40 320 + 48" 321+207 325+49 309 + 56
45 32545 315+ 18" 3304487 306 + 57
50 320 £45 312+19° 325+57 299 + 57
55 30836 312£17%" 32859 295 £ 55

a- Nao determinado como tnico valor; ver Tabela 13.
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ANEXO V. Valores absolutos do Intervalo QT(s), nos grupos Tampao, HP-B-CD, RVC e RVC:H_'P—ﬁ-CD.
Dados expressos em média + SD (n = 8/grupo). Andlise estatistica entre os valores medidos nos

diferentes tempos apos a injegéo e o tempo zero (ANOVA): ** p< 0,01 ¢ ™ p < 0,001

INTERVALO QT(s)
T(fn"l‘l':)" Tampao HP-§-CD RVC RVC:HP-B-CD
0 0,0723 + 0,0023 0,0750 = 0,0061 0,0731 £ 0,0058 0,0700 + 0,032
injecao | 0,0715 + 0,0038 0,0758 + 0,0068 nd nd
75 0,0730 + 0,0027 0,0762 = 0,0068 0,0768 + 0,0059 0,0743 £ 0,0056 "~
10 | 0,0737 40,0024 | 0,076910,0071 | 0,0760 +0,0060 | 0,0743 + 0,0058
125 | 0,0735+0,0029 | 0,0762+0,0064 | 0,0751+0,0056 | 0,0751 +0,0051™
156 0,0734 + 0,0025 0,0766 + 0,0053 0,6716 £ 0,0052 | 0,0758 + 0,0057 ™
20 0,0735 + 0,0035 0,0753 £ 0,0035 0,0759 £ 0,0052 | 0,0750 + 0,0047
25 0,0739 + 0,0024 0,0779 + 0,0068 0,0075 £ 0,0054 | 0,0758 + 0,0051™"
30 0,0736 + 0,0027 0,0785 £ 0,0070 0,0758 £ 0,0063 | 0,0755 + 0,0049™"
35 0,0738 + 0,0027 0,0780 x 0,0062 0,0740 + 0,0048 6,0751 +0,0044™
40 0,0737 £ 0,0031 0,0760 £ 0,0089 0,0738 +0,0035 | 0,0762 +0,0055™"
45 0,0736 + 0,0030 0,0878 + 0,0308 0,0736 £0,0036 | 0,0756 + 0,0053™
50 0,0732 + 0,0037 0,0778 = 0,0065 0,0744 £ 0,0044 | 0,0765 + 0,0061™
55 0,0737 £0,0037 0,0784 + 0,0069 0,0750 +0,0049 | 0,0760 + 00,0055
b

nd-Nao determinado
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ANEXO V. Valores absolutos do Intervalo QTe(s), nos grupos Tampéo, HP-$-CD, RVC e RVC:HP-4-CD

Dados expressos em media + SD (n = 8/grupo). Andlise estatistica ?
- JITIE = . enfre os valores
diferentes fempos apds a inje¢do e o tempo zero (ANOVA). *p< 0,05 ¢ ™™ p < 0,001 _A’T?edfdos nos

Tompo - INTERVALO QTc (s)
{min) Tampao HP-3-CD RVC RVC:HP-B-CD
0 01339 +0,0049 | 0,1361+0,0084 | 0,1349+0,0081 | 0,1296 + 0,0068
injecdo | 0,1326 +0,0065 | 0,1364 +0,0096 nd nd
75 | 0,1331+0,0062 | 0,1367£0,0102 | 0,1352+0,0063 | 0,1304 +0,0073
10 | 0,1341+0,0055 | 0,1376+0,0109 | 0,1346 +0,0066 | 0,1308 + 0,00653
125 | 01332£0,0052 | 0,1359£0,0002 | 0,4332% 0,0046 0,1319 + 0,0049
15 | 01328+0,0053 | 0,1367+0,0072 | 0,1334£0,0043 0,1333 + 0,00415
50 | 01324 +00065 | 0,1324+0,0065 | 0,1357+0,0058 0,1314 + 0,0047
o5 | 01327400061 | 0,1369+0,0088 | 0,1334 10,0051 0,1323 + 0,0054
30 | 01314+0,0055 | 0,1373£0,0008 | 0,1340:0,006 0,1310 £0,0047
35 0.1305 0,006 | 0,1359+0,0088 | 0,1309 x0,0441 0,1319 £ 0,0078
40 | 01295+0005 | 0,1327£0,0100 | 0,1291£0,0047 0,1308 + 0,0050
45 | 01289£0,005™ | 0,1321£0,0510 | 0,1285% 0,0048 | 0,1280 +0,0064
50 | 01275+0,006™ | 0,1346%0,0096 | 0,1301= 00061 | 0,1298 + 0,007
55 | 01260+0,005™ | 0,1356+00105 | 01312 0,0048 | 0,1285 + 0,0080

1

nd-Nao determinado
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ANEXO Vil. Valores absolutos de PAS (mmHg), nos grupos Tampao, HP-B-CD, RVC e RVC:HP-8-CD.

Dados expressos em média £ 8D {n = 8/grupo). Anélise estatistica entre os valores medidos nos
diferentes tempos apés a infecdo e o tempo zero (ANOVA): *** p < 0,001.

PAS (mmHG
T(‘:n"i‘r‘:)" Tampéo HP-B-CD RVC RVC:HP-3-CD
0 142,00 + 14,31 123,00 + 15,93 128,30 + 8,35 141,02 +6,137
injecao | 141,28 + 16,64 122,95+ 14,34 | 105,90+ 11,04 | 110,61+ 10,80
7.5 133,65 + 17,37 124,34 + 10,44 125,84 + 2,88 128,03 + 8,56
10 132,81+ 18,62 125,18 + 13,04 128,94 + 15,77 129,50 £ 9,22
12,5 | 131,29+ 17,27 125,70 * 14,06 127,64 13,47 133,02 + 8,05
15 131,89 + 17,57 127,10 £10,97 | 128,54 £14,010 | 134,56 £11,13
20 130,31 £ 19,10 127,62 £ 12,05 133,24 £ 17,28 | 134,23+10,85
25 131,40 + 16,38 119,34 10,70 135,19 + 17,31 133,66 + 8,97
30 | 135,56%16,82 120,38 + 9,52 136,4 + 15,52 133,28 + 12,05
35 139,99 + 16,88 120,15 + 10,71 135,59 + 13,68 134,53 + 8,08
40 128,19 + 21,86 118,00 % 11,81 133,30 £12,75 | 130,75+ 14,08
45 129,35 + 18,60 120,66 + 12,15 133,38+1290 | 134,16+ 11,00
50 127,88 + 18,83 123,00 £ 14,22 13314 £1295 | 13163838
55 130,04 + 18,03 123,69 + 13,44 134,75 + 11,87 128,26 + 9,01
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ANEXO VIII. Valores absolutos de PAD (mmHg), nos grupos Tampdo, HP-§-CD, RVC e RVC:HP--CD.
Dados expressos &m média + SD {n = 8/grupo). Andlise estatistica entre os valores medidos nos
diferentes tempos apds a inje¢ao e o tempo zero (ANOVA): ** p < 0,001.

PAD {s)
Tempo Tampo HP.3-CD RVC RVC:HP-B-CD
0 95,02 + 13,72 84,93 + 12,36 86,38 £ 17,4 91,61 +7,09
injegdo | 97,33 +13,87 85,29 + 14,08 56,28 +1523 | 69,32 +13,37
75 | 904611630 83,93 £ 11,26 86,96 + 10,22 84,65 + 6,25
10 | 89,05+14,94 84,00 + 10,73 86,67 + 9,99 92,03 £ 10,56
125 | 90,74+17.86 84,41 £10,88 85,65 + 8,99 91,72 £ 10,99
15 | 90,68+18,16 84,01 £12,05 85,79 £9,19 91,36 + 12,86
20 | 86,72%16,96 86,75 £9,45 91041105 | 91,12%1153
25 | 90,04%18,23 78,63 £8,68 90,77 +10,91 90,57 £ 11,77
30 | 04941410 80,80 £ 9,20 9122+11,03 | 89,44 £14,55
35 | 86,65%17,59 77,45 + 10,04 90,02 11,44 | 9073%13.22
a0 | B421E2165 80,51 + 6,35 873541108 | 87,43£1591
45 84,40 £21,25 81,58 £ 10,89 89,41 £12,14 89,32 + 4,19
50 | 843212145 80,34 + 11,28 76483057 | 86,19+1207
55 o 81,21 £2,11 88241216 | 8396+11,88

n¢l-N&o determinado
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Anexo IX

Caracterizacéo e ensaios realizados para o Complexo RVC:HP-$-CD. Em azul,
estdo os testes realizados nesta dissertagao.

RVC:HP-B-CD

Araujo, 2005
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ANEXO X

é‘r& Universidade Estadual de Campinas E\ .

N Instituto de Biologia N

wNICAMP -'E_I.
CEEA-B-UNICAMP

Comissao de Etica na Experimentagdo Animal
CEEA-IB-UNICAMP

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 994-1, sobre "TESTES DE ANALGESIA IN VIVO
cOM FORMULACOES DO COMPLEXO DE ROPIVACAINA: HIDROXIPROPIL-
BETA-CICLODEXTRINA" sob a responsabilidade de Profa. Dra. Eneida de Paula /
Fernanda Del Grossi Ferraz Carvalho esta de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagdo Animal adotadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal
(COBEA), tendo sido aprovado peia Gomissao de Etica na Experimentagao Animal

(CEEA)-IB-UNICAMP em reunido de 22 de marco de 2006.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 994-1, entitled “ANALGESIC TESTES WITH
RIPOVACAINE: HIDROXYPROPYL-BETA-CYCLODEXTRIN COMPLEX", is in
agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the
Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved by
the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of
Campinas - UNICAMP) on March 22, 2006.

Carppinas, 22 de marco de 2006.
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