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RESUMO

Introducdo e objetivo: Anestésicos locais (AL) sdo farmacos que promovem a
interrupcdo temporaria da transmissdo dos impulsos nervosos, possibilitando a
instalacdo de analgesia, anestesia e blogueio motor no territorio de inervacdo onde sédo
aplicados. Desde o advento da cocaina, houve a necessidade de sintetizar farmacos mais
seguros com menos efeitos toxicos sobre os sistemas nervoso central e cardiovascular.
A cardiotoxicidade dos AL depende, entre outras, de caracteristicas fisico-quimicas do
farmaco como a isomeria. A toxicidade da bupivacaina racémica estimulou o estudo de
seus isdmeros isoladamente, comprovando o maior potencial cardiotdxico do isbmero
R. A ropivacaina mostrou menor potencial cardiotoxico que o da bupivacaina.
Entretanto, os efeitos cardiovasculares da mistura enantiomérica da bupivacaina
(S75/R25) foram pouco estudados. O objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos da
mistura enantiomérica da bupivacaina (S75/R25), da bupivacaina racémica e da
ropivacaina sobre a funcdo contratil do miocardio. Material e Método: Foram usados 46
ratos Wistar com 60 dias de idade e peso aproximado de 300g. As preparagdes com
musculos papilares foram estudadas em situacdo basal e apds 5, 10 e 15 min de contato
com o AL (M1, M2, M3 e M4, respectivamente). Os AL utilizados foram a bupivacaina
racémica (BUP), a mistura enantiomérica da bupivacaina (S75/R25) e a ropivacaina
(ROP) nas concentra¢Bes de 50 uM e 100 uM. Os pardmetros funcionais em contracao
isométrica analisados foram tensdo maxima desenvolvida (TD, g/mm?), tensdo de
repouso (TR, g/mm?), velocidade maxima de variagdo da TD (+dT/dt, g/mm?fs),
velocidade méxima de decréscimo da TD (-dT/dt, g/mm?/s) e tempo para atingir o pico
da TD (TPT, ms). Resultados: A TD foi diminuida por 100 uM de bupivacaina
racémica a partir de M2 e foi menor nos grupos BUP 100 e S75/R25 100 em
comparacdo com ambas as concentracdes de ropivacaina. A TR foi diminuida por 50
uM de bupivacaina racémica a partir de M2. A +dT/dt foi reduzida por 100 uM de
bupivacaina racémica a partir de M2 até M4 e por 100 uM de S75/R25 em M3. A -



dT/dt foi diminuida por 100 uM de bupivacaina racémica e de S75/R25 a partir de M2.
A ropivacaina ndo diminuiu a +dT/dt e a -dT/dt. O TPT ndo foi modificado em nenhum
grupo ou momento. Conclusdo: A mistura enantiomérica S75/R25 deprimiu a fungéo
contratil do miocardio de forma semelhante a bupivacaina racémica. A ropivacaina nao
deprimiu a contratilidade do masculo papilar isolado de ratos quando comparada a

bupivacaina racémica.

Palavas-chave: toxicidade, contratilidade miocardica, anestésicos locais.
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ABSTRACT

Introduction and objective: Local anesthetics (LA) are drugs that promote temporary
interruption of the transmission of nerve impulses, enabling the installation of analgesia,
anesthesia and motor blockade in the nerve territory they are applied. Since the advent
of cocaine it was necessary to synthesize safer drugs with fewer toxic effects on the
central nervous and cardiovascular systems. Cardiotoxicity of LA depends, among
others, the physicochemical characteristics of the drugs, as isomerism. Racemic
bupivacaine toxicity stimulated the study of isomers alone, providing the most
cardiotoxic potential of the R isomer. Ropivacaine showed lower cardiotoxic potential
than bupivacaine. However, the cardiovascular effects of the enantiomeric solution of
bupivacaine (S75/R25) remain understudied. The aim of this work was to study the
effects of the enantiomeric solution of bupivacaine (S75/R25), racemic bupivacaine and
ropivacaine on myocardial contractile function. Material and method: Fourty six sixty-
day old male Wistar rats weighing approximately 300g were used. Preparations with
papillary muscles were studied under basal conditions and after 5, 10 and 15 min of
contact with the LA (M1, M2, M3 and M4, respectively). The LA used were racemic
bupivacaine (BUP), enantiomeric solution of bupivacaine (S75/R25) and ropivacaine
(ROP) at concentrations of 50 uM and 100 uM. Functional parameters in isometric
contraction were developed tension (DT, g/mm?), resting tension (RT, g/mm?),
maximum rate of tension development (+dT/dt, g/mm?/s) , maximum rate of tension
decline (-dT/dt, g/mm?s) and time to peak tension (TPT, ms). Results: Racemic
bupivacaine 100 uM decreased DT from M2 until the end of the experiment and DT
was lower in BUP 100 and S75/R25 100 compared to both ropivacaine concentrations.
RT was lowered with racemic bupivacaine 50 uM from M2 until the end of the
experiment. +dT/dt was reduced with racemic bupivacaine 100 uM from M2 to M4 and

with S75/R25 100 uM in M3. -dT/dt was diminished with racemic bupivacaine and



S75/R25 100 uM from M2 to M4. Ropivacaine did not alter +dT/dt and -dT/dt. TPT
was not modified in any group or moment. Conclusion: The enantiomeric solution
S75/R25 depressed myocardial contractile function similarly to racemic bupivacaine.
Ropivacaine did not depress the rat isolated papillary muscle contractility when

compared to racemic bupivacaine.

Key-words: toxicity, myocardial contraction, local anesthetics.
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1 INTRODUCAO E OBJETIVO

Anestésicos locais (AL) sdo farmacos que promovem a interrupcao
temporaria da transmissdo dos impulsos nervosos, possibilitando a instalacdo de
analgesia, anestesia e bloqueio motor no territrio de inervacéo onde sio aplicados®. Os
primeiros relatos do uso de produtos naturais com acao anestésica local datam de 1653,
quando o jesuita espanhol Bernabé Cobo experimentou alivio da dor dentaria ao mascar
folhas de coca (Erythroxylum coca), planta nativa das cordilheiras peruanas e
bolivianas®. Dois séculos se passaram até que, em 1856, o alemdo Albert Niemann
isolou o alcaldide responsavel pelos efeitos anestésicos da coca, dando-lhe o nome de
cocaina®. Os efeitos anestésicos da cocaina ndo despertaram interesse inicial dos
pesquisadores da época que procuravam estudar o que o farmaco ocasionava no sistema
nervoso central apés a administracdo sistémica®. Anos se passaram até que o0 austriaco
Carl Koller, seguindo os passos de seu mentor Sigmund Freud, iniciou os estudos sobre
anestesia topica oftalmoldgica com cocaina’. Em 15 de setembro de 1884, Josef
Brettauer apresentou o manuscrito do amigo Koller a comunidade cientifica no
Congresso Oftalmolégico em Heidelberg, Alemanha®, iniciando uma nova era na
anestesiologia, a anestesia loco-regional.

A descoberta dos efeitos anestésicos locais da cocaina possibilitou o
desenvolvimento das técnicas de anestesia local e regional. Antes mesmo da divulgagédo
dos resultados de Koller, von Anrep conseguiu anestesiar seu brago em éarea distal a
injecdo de cocaina. Entretanto, essa observagdo ndo ganhou importancia até que Willian
Halsted e Alfred Hall iniciaram os experimentos com cocaina injetada em troncos
nervosos. Halsted e Hall obtiveram anestesia distal ao ponto de injecdo de cocaina para

cirurgia do antebraco e divulgaram seus resultados no final de 1884 em Nova York®. A
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partir de entdo, os bloqueios do plexo braquial, dos nervos ciatico, alveolar inferior e
oftalmico foram realizados com solugéo de cocaina, com grande éxito anestésico’. Ap6s
as publicacdes de Halsted e Hall, o neurologista americano James Leonard Corning
utilizou a cocaina por via peridural, iniciando o desenvolvimento de nova etapa na
anestesia loco-regional: a anestesia do neuroeixo. Corning observou perda da
sensibilidade de perineo e membros inferiores ap6s injecdo de cocaina entre T11 e T12
em um homem de 45 anos. Acredita-se que a via peridural tenha sido utilizada pela
correlagdo entre a dose aplicada e o efeito clinico observado®. Nos Gltimos anos do
século XIX, os alemaes August Bier e Friederich von Esmarch, com o aprimoramento
de agulhas e com a aplicacdo de cocaina no espaco subaracnéideo, contribuiram para o
desenvolvimento da anestesia espinal®.

Além dos efeitos terapéuticos desejados da cocaina, o pequeno tempo de
acdo, os efeitos toxicos e o potencial de dependéncia suscitaram a importancia do
desenvolvimento de novos farmacos. A procaina, sintetizada em 1905 por Alfred
Einhorn, foi o agente mais utilizado por mais de 20 anos. Contudo, casos de intoxicacao
continuaram frequentes, obrigando a Associacdo Médica Americana a formar o Comité
para 0 Estudo dos Efeitos Toxicos dos Anestésicos Locais no inicio da década de
1920%. Em 1932, a tetracaina foi introduzida na prética clinica como agente de duracéo
mais prolongada®. A lidocaina, sintetizada em 1948 por Torsten Gordh, apresentava
baixa toxicidade e tempo intermediario de acdo, sendo utilizada até hoje?. Outros
farmacos foram inseridos na préatica clinica, como a cloroprocaina (1952), a
mepivacaina (1957) e a bupivacaina (1963). E, apesar da sintese de novos AL, estes
continuaram a apresentar efeitos clinicos indesejados, ou seja, sinais de intoxicagdo do

sistema nervoso central (SNC) e do sistema cardiovascular (SCV).
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Os sinais de intoxicacdo do SNC foram primeiramente atribuidos a cocaina,
apos a ocorréncia de convulsdes e faléncia respiratoria em pacientes submetidos a
anestesia regional com o farmaco®®. Atualmente, manifestacdes de excitacdo do SNC,
como distarbios de audicdo, zumbidos, tonturas, gosto metalico e agitacdo psicomotora,
sdo reconhecidamente sinais de alerta de intoxicacdo e ocorrem previamente as
manifestacdes convulsivas e a depressdo cardiovascular'®. Por outro lado, nio fica claro
quando os sinais de toxicidade cardiovascular deixaram de ser considerados apenas
efeitos colaterais, mas componentes da toxicidade sistémica dos AL*. Somente apés a
divulgacdo de casuistica de eventos cardiovasculares indesejados relacionados ao uso de
bupivacaina racémica e etidocaina, como arritmias graves e colapso cardiovascular de
dificil reanimacdo, o interesse da comunidade cientifica para o potencial cardiotdxico
dos AL se tornou maior™.

Sabe-se que o bloqueio dos canais de sodio voltagem-dependentes na
membrana dos axoénios € o principal mecanismo farmacoldgico responsavel pela acéo
terapéutica dos AL. Entretanto, em concentracfes elevadas, os AL podem atuar nos
canais de potassio e de céalcio, nos receptores beta-adrenérgicos, na adenil ciclase e no
metabolismo energético mitocondrial, levando a altera¢cbes do funcionamento do
sistema cardiovascular.

Além dos efeitos sobre a atividade elétrica cardiaca, os AL também

16-21

modificam o desempenho mecénico do coracao Estudos mostraram que a

bupivacaina e a ropivacaina diminuem a contratilidade do coracéo isolado™®®.

Pesquisas em musculo papilar isolado demostraram os efeitos inotropicos negativos da

21,22

mepivacaina e da lidocaina®, da bupivacaina®??, da levobupivacaina®® e da

ropivacaina®.
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O potencial cardiotoxico dos AL esta relacionado as caracteristicas fisico-
quimicas e & via de administracéo do farmaco e a fatores relativos ao paciente’®"24%",
Farmacos mais potentes como a bupivacaina, a ropivacaina e a levobupivacaina sao
mais cardiotoxicos que os menos potentes, como a lidocaina*"?*?°. A solubilidade
lipidica, a maior fracdo livre no plasma e o tamanho da cadeia lateral sdo fatores que
aumentam o potencial cardiotéxico dos ALY,

A isomeria também influencia a toxicidade dos AL. A reconhecida
cardiotoxicidade da bupivacaina racémica estimulou o desenvolvimento de estudos
clinicos e experimentais comparando os efeitos isolados dos enantidmeros R e S da
bupivacaina, a sintese de novos farmacos como a ropivacaina, que foi introduzida na
clinica anestesiol6gica em 1992, e o estudo de misturas enantioméricas’.

Assim, constatou-se que a R-bupivacaina inibiu o canal de s6dio neuronal
mais intensamente que a S-bupivacaina, porém sem diferencas no bloqueio do nervo
ciatico em ratos®’. A mistura enantiomérica da bupivacaina com 75% de isdmero S
(S75/R25) foi mais potente que os isdmeros isolados da bupivacaina no blogueio do
nervo motor em ratos®’. Em pacientes submetidas & analgesia de parto, a mistura
S75/R25 foi comparada a ropivacaina, mostrando analgesia, bloqueio motor e
parametros fetais semelhantes®.

Em relacdo a cardiotoxicidade, a bupivacaina racémica foi duas vezes mais
potente do que a levobupivacaina e a ropivacaina em aumentar o QRS e mostrou-se
mais deletéria quanto a evolucdo da parada cardio-respiratéria em suinos®. Foi
observado que a R-bupivacaina apresenta maior afinidade pelos canais de sédio

cardiacos do que o isdmero S*%. O isdmero R da bupivacaina provocou maior

aumento dos intervalos PR e QRS quando comparado ao isOmero S em coragdo
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isolado®. Estudos eletrofisiolégicos mostraram que a levobupivacaina apresentou risco
intermediario de desenvolver arritmias em relacdo a bupivacaina racémica e a

ropivacaina®**’

. Doses menores de bupivacaina causaram efeitos hemodindmicos e
eletrofisiologicos indesejaveis em animais vivos mais pronunciados do que as mesmas

H 238
doses de ropivacaina™.

Os efeitos dos diferentes enantidmeros também foram observados sobre a
funcdo contratil do coracdo sob a acdo dos AL. Em coracdo isolado de porquinhos-da-
india, a bupivacaina racémica apresentou inotropismo negativo mais intenso que a

. . 39 ~ . . . . . . A
ropivacaina®. A depressdo do inotropismo cardiaco pela bupivacaina foi duas a trés
vezes maior do que com a ropivacaina, porém sem diferencas entre os isomeros'®. Por
outro lado, estudo prévio mostrou que a levobupivacaina provocou maiores alteractes
na contracdo e no relaxamento do musculo papilar isolado de ratos em comparacdo a
ropivacaina e a bupivacaina racémica®’.

Os efeitos cardiovasculares da mistura enantiomérica da bupivacaina
S75/R25 foram pouco pesquisados. Assim, o objetivo deste trabalho foi estudar os

efeitos da mistura enantiomérica da bupivacaina S75/R25, da bupivacaina racémica e da

ropivacaina sobre a fun¢do mecénica do miocérdio.
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2 MATERIAL E METODO

2.1 Animais

Foram utilizados 46 ratos Wistar, machos, com 60 dias de idade e peso
aproximado de 300 g. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, em ambiente
controlado, com temperatura de 24°C + 2°C, umidade de 55% = 5%, ciclos de
iluminacdo de 12 h, alimentados com ragdo balanceada comercial labina (Purina,
Paulinea, SP, Brasil) e a4gua ad libitum. O protocolo experimental foi realizado de
acordo com o Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, publicado pelo U.S.
National Institute of Health, e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da

Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP.

2.2 Grupos de estudo

Os animais foram aleatoriamente divididos em seis grupos: intoxica¢do com
bupivacaina racémica (Neocaina®) nas concentragdes de 50 uM e 100 uM (BUP 50 e
BUP 100), intoxicagdo com mistura enantiomérica da bupivacaina S75/R25
(Novabupi®) nas concentracdes de 50 uM e 100 uM (S75/R25 50 e S75/R25 100) e
intoxicagdo com ropivacaina (Ropi®) nas concentragdes de 50 uM e 100 uM (ROP 50

e ROP 100). Os farmacos foram fornecidos por Cristalia Produtos Quimicos e

Farmacéuticos LTDA, Itapira, SP, Brasil.
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2.3 Protocolo experimental

2.3.1 Estudo mecéanico do musculo papilar

A funcdo mecanica do musculo papilar isolado do ventriculo esquerdo foi
avaliada conforme estabelecido no Laboratorio Experimental de Clinica Médica da
Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP*. Imediatamente antes do estudo, os
animais foram previamente anestesiados com pentobarbital sédico 50 mg.kg™
intraperitoneal e decapitados. O coracdo foi rapidamente removido e colocado em
solucdo de Krebs-Henseleit* (118,5 mM NaCl; 4,69 mM KCI; 2,5 mM CaCl,; 1,16
mM MgSQOq,; 1,18 mM KH,POy; 5,5 mM glicose e 24,88 mM NaCO3) na temperatura
de 28°C e previamente oxigenada durante 10 min com mistura carbogénica de 95% de
oxigénio e 5% de gas carbdnico. Ap6s permanecer 1 min na solugdo, os cora¢bes foram
retirados e o ventriculo direito dissecado com a finalidade de expor o septo
interventricular. Este foi dividido a fim de permitir a adequada exposicdo dos muasculos
papilares anterior e posterior do ventriculo esquerdo. O masculo papilar anterior ou
posterior do ventriculo esquerdo foi cuidadosamente dissecado, mantendo-se na sua
extremidade segmentos da parede ventricular. Esses fragmentos foram presos a anéis de
aco inoxidavel com didmetro interno de 3,8 mm a 4,2 mm. A fixagdo dos anéis nesses
fragmentos de parede ventricular teve a finalidade de evitar lesdo nas extremidades dos
musculos papilares.

Apbs fixados, os masculos papilares foram posicionados verticalmente em
uma cuba contendo 50 mL de solugdo de Krebs-Henseleit, em temperatura controlada
de 28°C por meio de banho circulante (Refrigerating/Heating -20°C to 150°C,

PolyScience Division of Peston Industries, Niles, IL, USA) e continuamente oxigenada
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com uma mistura carbogénica composta por 95% de oxigénio e 5% de gas carbdnico. O
anel inferior foi acoplado a um fio de aco inoxidavel de 0,38 mm de diametro e
conectado a um transdutor de forca (Grass FTO3 Force Displacement Transducer,
GRASS Technologies, West Warwick, RI, USA). O fio atravessava uma fenda
preenchida por mercurio existente no assoalho da camara de vidro. A porcao superior
tendinosa do musculo papilar foi conectada a um fio de aco semelhante ao anterior,
ligado a extremidade do braco longo de uma alavanca isoténica de metal, cuja relacédo
entre os bracos longo e curto era de 4:1. Sobre essa extremidade existia um micrémetro
(L.S. Starrett Company, Athol, MA, USA), que controlou a extensdo dos movimentos
de alavanca, permitindo ajustar o comprimento de repouso do musculo papilar (Figura
1). Na extremidade do braco curto da alavanca foi suspenso um peso de 5,0 g,
denominado pré-carga, que teve por finalidade promover o estiramento inicial do

musculo papilar.
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Figura 1. Representacdo esquematica da preparacdo com musculo papilar isolado. A: Eletrodo
de platina. B: Musculo papilar isolado preso em suas extremidades pelos anéis de aco. C: Cuba
contendo solucéo de Krebs-Henseleit.

Durante o periodo de estabilizagdo, os mausculos papilares foram
estimulados a 0,2 Hz por meio de eletrodos de platina tipo agulha, posicionados
paralelamente ao eixo longitudinal dos musculos. Os eletrodos foram acoplados a
estimulador elétrico (Grass E8, GRASS Technologies, An Astro-Med, Inc. Product
Comp, West Warwick, RI, USA), que emitiu estimulos em ondas retangulares de 5 ms.
A voltagem utilizada foi 12 a 15 volts, aproximadamente 10% acima do valor minimo
necessario para provocar resposta mecanica maxima do musculo. O pH da solucéo
permaneceu entre 7,38 e 7,42 e a pressdo parcial de oxigénio da solucéo oscilou entre
550 mmHg e 600 mmHg.

Apds periodo de 60 min, durante os quais 0s musculos papilares contrairam
contra a pré-carga sem desenvolverem forca (contracdo isotonica), foi colocada carga

adicional de 50 g, denominada pds-carga, na extremidade do braco curto da alavanca. A
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carga total impediu o encurtamento muscular, passando os mesmos a desenvolver
somente forca (contracdo isométrica). O excessivo estiramento muscular que poderia ser
causado pela adicdo da pos-carga foi evitado pelo micrémetro que impediu a
movimentacdo da alavanca. Apos 15 min de estabilizacdo em contracdo isométrica, o
musculo papilar foi progressivamente estirado, por meio do micrdmetro, até a forca
desenvolvida atingir o seu valor maximo. O comprimento de estiramento da fibra
muscular associado a forca ou tensdo maxima desenvolvida, em contra¢do isométrica,
foi medido entre os anéis de aco por meio de catetdbmetro Gartner (Gartner Scientific
Corporation, Chicago, IL, USA) e denominado Lmax. ApOS atingir 0 Ly, 0 masculo foi
colocado novamente em contracdo isométrica e a frequéncia de estimulos elétricos foi
aumentada progressivamente de 0,2 Hz até 1 Hz. O registro das variaveis foi iniciado
apos verificar-se que o musculo permaneceu estavel em contracdo isométrica por 30

min.
2.3.2 Parametros funcionais

Os seguintes parametros mecanicos foram analisados a partir de curvas
obtidas durante contracdo isométrica: tensdo méxima desenvolvida (TD, g/mm?), tensdo
de repouso (TR, g/mm?), velocidade maxima de variagcdo da TD (+dT/dt, g/mm?s),
velocidade méxima de decréscimo da TD (-dT/dt, g/mm?/s) e tempo para atingir o pico

da tenséo desenvolvida (TPT, ms) (Figura 2).

As contracfes isométricas foram registradas em sistema de aquisicdo de

dados computadorizado (AcqKnowIedge® MP100, Biopac Systems, Inc, Santa
Barbara, CA, USA). A analise das curvas permitiu determinar os valores dos parametros

mecanicos. Os valores da TD, TR, +dT/dt, -dT/dt e TPT foram divididos pela area
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seccional do musculo papilar. Este processo de normalizacdo permitiu comparar 0

desempenho de musculos de diferentes tamanhos.

Tensao (g)

TR

Tempo (ms)

Figura 2. Representacéo gréfica da curva de contragdo isométrica.

2.3.3 Protocolo funcional

Os dados em condi¢do basal foram obtidos com concentracdo de calcio de
2,5 mM na solucéo de Krebs-Henseleit e a frequéncia de estimulo foi de 1,0 Hz, ou seja,
60 vezes por minuto por periodo prévio de 30 min (M1), frequéncia esta mantida
durante a aplicacdo dos agentes anestesicos. Os anestésicos bupivacaina racémica,
ropivacaina e mistura enantiomérica da bupivacaina S75/R25, diluidos em agua
ultrapura, foram utilizados nos experimentos nas concentracdes de 50 uM e 100 uM. Os
musculos papilares foram estudados nos seguintes momentos: 5 min (M2), 10 min (M3)
e 15 min (M4) apos a adigdo dos anestésicos na cuba contendo o musculo papilar e
solucdo de Krebs-Henseleit. As variaveis TD, TR, +dT/dt, -dT/dt e TPT foram obtidas

pela média dos parametros registrados em periodos de aproximadamente 3 segundos.
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As acbes dos anestésicos locais, nas concentracdes de 50 uM e 100 uM,
sobre a funcdo dos musculos papilares cardiacos foram analisadas pela depressédo dos
atributos que mensuram a contragdo isométrica do masculo papilar (TD, TR, +dT/dt, -

dT/dte TPT)

As analises funcionais miocardicas dos diferentes farmacos foram obtidas

ao mesmo tempo em virtude de esse sistema contar com trés cubas de estudo.

Apb6s o término das manobras de avaliagdo mecéanica, os musculos
papilares foram retirados da preparacdo e usados para a avaliacdo da area seccional. O
comprimento in vitro (Lma) foi medido com auxilio de um catetdbmetro Gartner
(Gartner Scientific Corporation, Chicago, USA). A porcdo muscular entre os anéis de
aco foi cortada, submetida a secagem com papel filtro e pesada. Considerando-se que o
masculo papilar tem forma cilindrica, uniforme e peso especifico aproximadamente
unitario, a area seccional foi calculada dividindo-se o peso pelo comprimento

determinado em Lax.

Os musculos papilares dissecados inadequadamente ou que apresentavam
comportamento funcional fora do padréo de normalidade foram excluidos do estudo. O
desempenho mecanico foi considerado inadequado quando os valores das variaveis
obtidas em contragdo isométrica apresentaram afastamento superior a 1,96 desvios
padrdo da média. Os musculos papilares que apresentaram area seccional entre 0,5 mm?

e 1,5 mm? foram utilizados no experimento.
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2.4 Analise estatistica

Os dados foram apresentados em média e desvio padrdo da média. Foi
utilizada a analise de variancia para todas as variaveis, uma vez que houve interesse em
comparar momentos e grupos, seguida pelo teste de Tuckey para comparacdo de

médias. O nivel de significancia foi de 5% (p<0,05).
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3 RESULTADOS

Foram estudados 46 musculos papilares, 16 em contato com a bupivacaina
racémica, 16 em contato com a mistura enantiomerica (S75/R25) e 14 em contato com a
ropivacaina, igualmente divididos entre as doses de 50 uM e 100 uM.

A andlise estatistica dos valores referentes & TD mostrou diminui¢do desse
parametro somente na concentracdo de 100 uM de bupivacaina racémica, resultado que
se tornou evidente a partir do primeiro momento ap6s o contato com o AL (M2) e
perdurou por todo o periodo do estudo (Tabela 1, Figura 3). Ao se avaliar os diferentes
grupos nos diversos momentos, pode-se observar que, em M2, a bupivacaina racémica e
a mistura enantiomérica S75/R25 na concentracdo de 100 uM apresentaram valores
menores do que aqueles observados com a ropivacaina nas concentracdes de 50 uM e
100 uM (Tabela 1, Figura 3). Com o transcorrer do tempo (M3 e M4), 50 uM de
bupivacaina racémica também causaram depressdo da TD quando comparada com a
ropivacaina na mesma dose (Tabela 1, Figura 3).

Quanto aos resultados referentes a TR, houve diminuicdo desse atributo com
a bupivacaina racémica na concentragédo de 50 uM a partir de M2 (Tabela 2, Figura 4).

Com relagdo a velocidade méxima de variagdo da TD (+dT/dt), observaram-
se reducOes desse atributo na concentracdo de 100 uM de bupivacaina racémica a partir
de M2 até M4 e com 100 uM da mistura S75/R25 somente em M3 (Tabela 3, Figura 5).
Quando realizada a comparacdo dos diferentes anestésicos nos diferentes momentos, a
concentracdo de 50 uM de ropivacaina mostrou valores estatisticamente superiores aos
da bupivacaina racémica e da mistura S75/R25 nas concentracdes de 50 uM e 100 uM

em M2. Em M3 e M4, as concentracbes de 50 uM e 100 uM de ropivacaina
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apresentaram valores superiores aos da bupivacaina racémica nas doses de 50 uM e 100
uM e ao da mistura S75/R25 na concentracdo de 100 uM (Tabela 3, Figura 5).

Quanto a velocidade maxima de decréscimo da TD (-dT/dt), observaram-se
0s menores valores com 100 uM de bupivacaina racémica e da mistura enantiomérica
S75/R25 a partir de M2. Ao se comparar os diferentes grupos nos diferentes momentos,
constatou-se que, em M2 e M3, a ropivacaina a 50 uM apresentou valores
estatisticamente superiores aos da bupivacaina racémica e aos da mistura enantiomérica
S75/R25 em ambas as concentracdes. Em M4, valores referentes as concentracfes de 50
uM e 100 uM de ropivacaina foram superiores aos da bupivacaina racémica nas
mesmas concentracBes e, também, aos da mistura enantiomérica S75/R25 na
concentracdo de 100 uM (Tabela 4, Figura 6).

O tempo para atingir a tensdo maxima desenvolvida ndo foi modificado

pelos anestésicos estudados em nenhum momento da pesquisa (Tabela 5, Figura 7).
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Tabela 1. Tensdo maxima desenvolvida (TD, g/mm?) nos diferentes grupos e momentos

M1 M2 M3 M4
BUP 50 2,24 +0,44 1,68 £0,45 1,69 + 0,50 1,49 + 0,50
aA aAB aBC aBC
BUP 100 2,70 + 0,69 1,11 +0,98 1,23 +0,69 1,26 +0,76
aA bB bC bC
S75/R25 50 2,26 + 0,35 1,95+0,75 1,94+1,01 2,29 + 0,67
aA aAB aAB aAB
S75/R25 100 2,28 +0,47 1,37 +0,99 1,72+1,15 1,78 +1,23
aA aB aBC aBC
ROP 50 2,57 +0,60 2,70+ 0,99 2,84 +0,94 2,84 +1,00
aA aA aA aA
ROP 100 2,31 +0,55 2,45 + 0,60 2,58 + 0,56 2,62 + 0,55
aA aA aAB aAB

Valores em média + desvio padrdo; BUP: muisculos papilares intoxicados com bupivacaina racémica; S75/R25:
musculos papilares intoxicados com mistura enantiomérica; ROP: musculos papilares intoxicados com ropivacaina;
M1: dados em situacdo basal; M2: dados apds 5 minutos da adicéo do anestésico local; M3: dados apds 10 minutos
da adicédo do anestésico local; M4: dados ap6s 15 minutos da adigdo do anestésico local; letras mailsculas comparam
diferentes grupos em um dado momento e letras mindsculas comparam diferentes momentos em um mesmo grupo;
ANOVA, teste de Tukey; houve efeito da interacdo entre momentos e grupos (p=0,003).
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BUP 50 BUP 100 S75/R25 50 ROP 100

Figura 3. Tensdo maxima desenvolvida (TD, g/mm?) nos diferentes grupos e momentos.

Valores em média + desvio padrdo; BUP: musculos papilares intoxicados com bupivacaina racémica; S75/R25:
musculos papilares intoxicados com mistura enantiomérica; ROP: musculos papilares intoxicados com ropivacaina;
M1: dados em situacdo basal; M2: dados ap6s 5 minutos da adi¢do do anestésico local; M3: dados apds 10 minutos
da adigdo do anestésico local; M4: dados ap6s 15 minutos da adigdo do anestésico local; M1>M2=M3=M4 em BUP
100(*); ROP 50 = ROP 100 > BUP 100 = S75/R25 100 em M2(#); ROP 50 > BUP 50 = BUP 100 = S75/R25 100 em
M3(T) e M4(§); ANOVA,; teste de Tukey; houve efeito da interagdo entre momentos e grupos (p=0,003).
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Tabela 2. Tenséo de repouso (TR, g/mmz) nos diferentes grupos e momentos

M1 M2 M3 M4

BUP 50 1,54 £ 0,55 1,22 £0,51 1,11+0,45 1,18 +0,43
aA bA bA bA

BUP 100 1,38 £ 0,55 1,01+0,32 0,90 £0,33 0,90 +0,34
aAB aA aA aA

S75/R25 50 1,30 £ 0,36 1,20+0,32 1,16 £0,31 1,12+0,33
aB aA aA aA

S75/R25 100 1,27 +0,44 1,15+0,42 1,09 £ 0,36 1,08 £0,35
aB aA aA aA

ROP 50 1,51+0,55 1,18 £0,28 1,13+0,26 1,12 +0,28
aAB aA aA aA

ROP 100 1,39 £ 0,55 1,20 £ 0,60 1,19 £ 0,56 1,18 £ 0,55
aAB aA aA aA

Valores em média + desvio padrdo; BUP: musculos papilares intoxicados com bupivacaina racémica; S75/R25:
musculos papilares intoxicados com mistura enantiomérica; ROP: musculos papilares intoxicados com ropivacaina;
M1: dados em situacdo basal; M2: dados ap6s 5 minutos da adi¢do do anestésico local; M3: dados apds 10 minutos
da adicédo do anestésico local; M4: dados ap6s 15 minutos da adigdo do anestésico local; letras maitsculas comparam
diferentes grupos em um dado momento e letras mindsculas comparam diferentes momentos em um mesmo grupo;
ANOVA,; teste de Tukey; houve efeito da interacdo entre momentos e grupos (p=0,0001).
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Figura 4. Tensdo de repouso (TR, g/mm?) nos diferentes grupos e momentos.

Valores em média + desvio padrdo; BUP: musculos papilares intoxicados com bupivacaina racémica; S75/R25:
musculos papilares intoxicados com mistura enantiomérica; ROP: musculos papilares intoxicados com ropivacaina;
M1: dados em situacdo basal; M2: dados apds 5 minutos da adicéo do anestésico local; M3: dados apds 10 minutos
da adigdo do anestésico local; M4: dados apés 15 minutos da adigao do anestésico local; M1>M2=M3=M4 em BUP
50(*); BUP 50 > S75/R25 50 = S75/R25 100 em M1(#); ANOVA, teste de Tukey; houve efeito da interacéo entre
momentos e grupos (p=0,0001).
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Tabela 3. Velocidade méxima de variacdo da TD (+dT/dt, g/mm?/s) nos diferentes grupos e

momentos
M1 M2 M3 M4
BUP 50 29,16 £ 5,14 19,56 + 4,90 19,36 £ 5,94 17,55+ 5,62
aA aC aB aB
BUP 100 34,35+ 8,78 12,89 + 11,06 13,21 £ 8,40 14,01 £ 8,74
aA bC bB bB
S75/R25 50 29,60 + 6,76 23,50 £ 9,37 21,60 + 11,57 25,52 + 7,48
aA aBC aAB aAB
S75/R25 100 28,93+6,71 15,74 + 11,19 18,42 + 11,89 19,08 + 13,00
aA bC abB abB
ROP 50 33,25+ 6,88 34,76 + 11,29 35,71+ 10,97 35,23 + 10,45
aA aA aA aA
ROP 100 30,58 £ 7,19 31,33+7,23 30,86 + 6,82 30,66 *+ 6,56
aA aAB aA aA

Valores em média + desvio padrdo; BUP: muisculos papilares intoxicados com bupivacaina racémica; S75/R25:
musculos papilares intoxicados com mistura enantiomérica; ROP: musculos papilares intoxicados com ropivacaing;
M1: dados em situacdo basal; M2: dados ap6s 5 minutos da adi¢do do anestésico local; M3: dados apds 10 minutos
da adicéo do anestésico local; M4: dados ap6s 15 minutos da adi¢do do anestésico local; letras maitsculas comparam
diferentes grupos em um dado momento e letras mindsculas comparam diferentes momentos em um mesmo grupo;
ANOVA,; teste de Tukey; houve efeito da intera¢do entre momentos e grupos (p<0,0001).
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Figura 5. Velocidade maxima de variacdo da TD (+dT/dt, g/mm?%s) nos diferentes grupos e
momentos.

Valores em média + desvio padrdo; BUP: musculos papilares intoxicados com bupivacaina racémica; S75/R25:
musculos papilares intoxicados com mistura enantiomérica; ROP: musculos papilares intoxicados com ropivacaina;
M1: dados em situacdo basal; M2: dados ap6s 5 minutos da adi¢do do anestésico local; M3: dados apds 10 minutos
da adigdo do anestésico local; M4: dados apés 15 minutos da adigao do anestésico local; M1>M2=M3=M4 em BUP
100(*); M1>M2 em S75/R25 100(#); ROP 50 > BUP 50 = BUP 100 = S75/R25 50 = S75/R25 100 em M2(#); ROP
50 > BUP 50 = BUP 100 = S75/R25 100 em M3(t) e M4(§); ANOVA; teste de Tukey; houve efeito da interacio
entre momentos e grupos (p<0,0001).
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Tabela 4. Velocidade maxima de decréscimo da TD (-dT/dt, g/mm?/s) nos diferentes grupos e

momentos
M1 M2 M3 M4
BUP 50 12,54+ 1,82 8,44 +£2,11 8,73 +3,18 750+2,71
aA aC aC aB
BUP 100 15,13+ 2,90 5,87 +£4,25 6,37 +2,93 6,53+3,14
aA bC bC bB
S75/R25 50 13,47 + 3,39 10,64 + 3,57 9,88 + 4,65 11,73 + 2,46
aA aBC aBC aAB
S75/R25 100 13,63 + 3,60 6,60 + 3,62 7,23 +3,57 7,53+3,74
aA bC bC bB
ROP 50 14,31 + 4,68 16,60 + 6,45 16,68 + 6,50 16,29 + 5,80
aA aA aA aA
ROP 100 15,05 + 4,40 15,38 + 3,87 15,26 + 4,06 14,67 £ 3,17
aA aAB aAB aA

Valores em média + desvio padrdo; BUP: muisculos papilares intoxicados com bupivacaina racémica; S75/R25:
musculos papilares intoxicados com mistura enantiomérica; ROP: musculos papilares intoxicados com ropivacaina;
M1: dados em situacdo basal; M2: dados ap6s 5 minutos da adi¢éo do anestésico local; M3: dados apds 10 minutos
da adicéo do anestésico local; M4: dados ap6s 15 minutos da adi¢do do anestésico local; letras maitsculas comparam
diferentes grupos em um dado momento e letras mindsculas comparam diferentes momentos em um mesmo grupo;
ANOVA,; teste de Tukey; houve efeito da interacdo entre momentos e grupos (p<0,0001).
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Figura 6. Velocidade maxima de decréscimo da TD (-dT/dt, g/mm?/s) nos diferentes grupos e
momentos.

Valores em média + desvio padrdo; BUP: musculos papilares intoxicados com bupivacaina racémica; S75/R25:
musculos papilares intoxicados com mistura enantiomérica; ROP: musculos papilares intoxicados com ropivacaina;
M1: dados em situacdo basal; M2: dados apds 5 minutos da adicao do anestésico local; M3: dados apds 10 minutos
da adigdo do anestésico local; M4: dados apés 15 minutos da adigdo do anestésico local; M1>M2=M3=M4 em BUP
100(*); M1>M2=M3=M4 em S75/R25 100(#); ROP 50 > BUP 50 = BUP 100 = S75/R25 50 = S75/R25 100 em
M2(#) e M3(T); ROP 50 = ROP 100 > BUP 50 = BUP 100 = S75/R25 100 em M4(§); ANOVA; teste de Tukey;
houve efeito da interagdo entre momentos e grupos (p<0,0001).
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Tabela 5. Tempo para atingir a tensdo maxima desenvolvida (TPT, ms) nos diferentes grupos e
momentos

M1 M2 M3 M4
BUP 50 0,86 + 0,06 1,30 £ 0,80 1,19+ 0,61 1,44 +£ 0,82
BUP 100 0,86 + 0,06 1,33+0,79 1,21 +£0,59 1,30+ 0,70
S75/R25 50 0,89 0,06 1,33+£0,97 1,59 £ 0,94 1,75+ 0,99
S75/R25 100 0,89 £ 0,06 1,39 + 0,98 1,89 + 0,99 1,95+1,04
ROP 50 0,90 +0,02 1,02 +£0,33 1,32 £0,52 1,32 £0,57
ROP 100 0,90 £ 0,02 1,19+0,44 1,39 + 0,54 1,44 + 0,61

Valores em média + desvio padrdo; BUP: musculos papilares intoxicados com bupivacaina racémica; S75/R25:
musculos papilares intoxicados com mistura enantiomérica; ROP: musculos papilares intoxicados com ropivacaina;
M1: dados em situacdo basal; M2: dados ap6s 5 minutos da adi¢do do anestésico local; M3: dados ap6s 10 minutos
da adigdo do anestésico local; M4: dados apds 15 minutos da adi¢do do anestésico local; ANOVA,; teste de Tukey;
ndo houve efeito da interagdo entre momentos e grupos (p>0,05).
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Figura 7. Tempo para atingir a tensdo maxima desenvolvida (TPT, ms) nos diferentes grupos e
momentos.

Valores em média + desvio padrdo; BUP: muisculos papilares intoxicados com bupivacaina racémica; S75/R25:
musculos papilares intoxicados com mistura enantiomérica; ROP: musculos papilares intoxicados com ropivacaina;
M1: dados em situacdo basal; M2: dados apds 5 minutos da adicéo do anestésico local; M3: dados apds 10 minutos
da adicdo do anestésico local; M4: dados ap6s 15 minutos da adicdo do anestésico local; ANOVA; teste de Tukey;
ndo houve efeito da interagdo entre momentos e grupos (p>0,05).
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4 DISCUSSAO

Modelos experimentais que utilizam preparacdes com mdasculo papilar
isolado permitem medir a capacidade do miocardio em desenvolver forca,
independentemente de varidveis que possam influenciar o desempenho do musculo
cardiaco in vivo, como frequéncia cardiaca, pré-carga e pos-carga.

Os resultados deste estudo mostraram que a bupivacaina racémica e a
mistura enantiomérica S75/R25, em concentracdes elevadas, deprimiram a
contratilidade do musculo papilar do rato. O mesmo comportamento foi observado em
relacdo ao relaxamento muscular. A ropivacaina nao apresentou efeitos depressores na
contracdo e no relaxamento do musculo cardiaco.

Pesquisas in vitro com musculos cardiacos atriais e ventriculares em varias
espécies de animais mostraram que a bupivacaina, em concentracdo de 10 uM, reduziu
0 pico de tensdo méaxima desenvolvida (TD) em 20% a 30912242,

A diminuicdo na tensdo méaxima desenvolvida (TD) iniciou-se com
concentracOes diferentes, na dependéncia do anestésico local estudado. Assim, com a
bupivacaina racémica, foi observada reducdo da TD a partir da concentracdo de 10 uM
e, com a ropivacaina, a partir de 30 uM, sendo mais intensa quanto maior a
concentracdo utilizada. Também foi constatado que a diminuicdo da TD era
concentracdo dependente e significantemente maior quando se utilizava a bupivacaina,
resultados provenientes de pesquisa sobre contratilidade dos mdsculos papilares de
roedores™. J4 em modelo com musculo gastrocnémio de ratos, a bupivacaina racémica

inibiu a contratilidade a partir de concentracdo tdo pequena quanto 0,5 uM e a mistura

S75/R25, com concentracOes superiores a 5 uM. Este estudo, que avaliou os efeitos da
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bupivacaina, de seus isdmeros S e R e da mistura S75/R25 mostrou que a depressao
méxima da contratilidade ocorreu ap6s a concentragdo de 40 pM*2.

Neste nosso modelo experimental, a diminui¢cdo na TD (Tabela 1, Figura 3)
somente foi obtida com a bupivacaina na concentragdo de 100 uM. Com a ropivacaina e
a mistura enantiomérica S75/R25, ndo foram observadas alteragdes na TD, nem mesmo
na maior concentracdo estudada. A diferenca entre os resultados obtidos nessas
pesquisas provavelmente se deve ao fato de que 0s modelos experimentais e as espécies
animais estudadas foram diferentes.

Além da depressdo da tensdo desenvolvida (Tabela 1, Figura 3) constatou-se
menor velocidade de desenvolvimento da tensdo (+dT/dt) com a bupivacaina racémica
e com a mistura enantiomérica S75/R25 (Tabela 3, Figura 5). Houve diminuicdo de
+dT/dt, em M1, de 62,5% no grupo da bupivacaina racémica e 43,6% naquele da
mistura enantiomérica S75/R25, mostrando os efeitos prejudiciais da bupivacaina a
contratilidade miocardica.

No coracdo isolado estimulado por marca-passo, a ropivacaina e a
bupivacaina racémica em doses equipotentes deprimiram a funcéo contratil com mesma
intensidade®. Esses resultados sdo diferentes dos obtidos na presente pesquisa na qual
ndo foram utilizadas doses equipotentes dos AL.

Outros autores estudaram porcdes trabeculares de ventriculo esquerdo de
cdo estimuladas 30 vezes por minuto e observaram que doses baixas de ropivacaina (10
uM) ndo diminuiram a contratilidade miocardica. O aumento progressivo das
concentracdes de ropivacaina diminuiu o inotropismo, chegando a 50% de reducédo da

contratilidade com 73 uM e auséncia de contracdo com concentragcdes proximas de

1.000 pM?,
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Efeitos inotropicos negativos dos AL também foram demonstrados em
musculo isolado'®?#2. A bupivacaina racémica reduziu o inotropismo do musculo atrial
de cobaias* e a tenséo desenvolvida do misculo ventricular isolado de furdo duas vezes
mais intensamente do que a ropivacaina nas concentragdes de 100 uM*®. Em musculo
papilar isolado de ratos, a levobupivacaina deprimiu os parametros de contragdo e
relaxamento de forma mais pronunciada do que a bupivacaina racémica e a ropivacaina
em concentraces préximas de 1.000 uM?.

Nos modelos experimentais com musculo isolado, a frequéncia cardiaca ou
frequéncia de estimulacdo altera a resposta tecidual aos AL. Isso ocorre porque o
blogqueio que esses farmacos causam nos canais ibnicos é fasico, ou seja, sua
intensidade é dependente da frequéncia com que 0s canais se apresentam nos estados
ativado ou inativado®*. Tal fato explicaria a grande variabilidade nas doses e
concentracdes de AL que causam a cardiotoxicidade relatada na literatura. Enquanto no
presente estudo houve reducdo do inotropismo em concentragdes de até 50 uM, outros
autores demonstraram efeitos inotropicos negativos em concentracGes até 20 vezes
superiores a esta, porém com frequéncia de estimulacdo 5 vezes inferior a aplicada no
presente estudo?.

Deve-se ressaltar que, em modelos que preservam a integridade do sistema
de conducdo cardiaco, as doses de AL que induzem cardiotoxicidade s&o menores, uma
vez que a concentragcdo dos AL necessaria para alterar o funcionamento elétrico do
coracdo € inferior aquela prejudicial ao inotropismo. Portanto, a diminuicdo da
contratilidade pode ser consequéncia da depressdo do sistema de conducéo cardiaco™.
Sob esse aspecto, 0s experimentos que utilizam o masculo papilar s&éo mais acurados

para avaliar os efeitos desses farmacos sobre a contratilidade. Eles excluem os efeitos
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desencadeados pela intoxicacdo prévia do sistema de conducdo cardiaco, evitam que 0
tecido contratil receba influéncias do sistema nervoso autdbnomo, como a estimulagédo
simpatica que aumenta o inotropismo e a frequéncia cardiaca e a participacdo de fatores
hemodinamicos, como pré-carga e pos-carga.

Diferente do modelo experimental utilizado no presente estudo, aqueles que
utilizam animais vivos também sdo importantes para elucidar diversos aspectos
relacionados a cardiotoxicidade dos AL. Assim, em ovelhas ndo anestesiadas e
monitorizadas com cateteres de artéria pulmonar e de aorta, que foram intoxicadas com
doses subconvulsivantes de bupivacaina racémica e de seu isbmero S puro
(levobupivacaina), houve diminuicdo do desempenho sistolico do ventriculo esquerdo
dose e tempo dependentes. Ambos 0S anestésicos apresentaram comportamento
bifasico: diminuicdo da pressdo do ventriculo esquerdo com doses baixas e aumento da
mesma com doses elevadas. Contudo, o aumento exagerado das doses de AL
comprometeu a contratilidade miocardica. A bupivacaina racémica desencadeou
arritmias malignas com maior frequéncia que o seu enantiémero S*.

Estudo em porcos mostrou que a presenca de arritmias ventriculares durante
infusdo de bupivacaina reduziu o débito cardiaco em 40%. Apesar da diminuicdo do
débito cardiaco, o aumento da resisténcia vascular periférica manteve os valores de
pressdo arterial proximos da normalidade®.

Em cdes concluiu-se que a concentracdo plasméatica necessaria para
desencadear colapso cardiovascular foi menor com a bupivacaina racémica, seguida da
levobupivacaina e da ropivacaina. A bupivacaina racémica apresentou maior letalidade,
seguida da levobupivacaina e da ropivacaina®’. Porém, em porcos anestesiados,

mantidos em ventilagcdo assistida e intoxicados com doses equipotentes de bupivacaina e
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ropivacaina, ndo foram observadas diferencas entre os farmacos quanto aos efeitos
sobre a pressdo arterial média, a velocidade maxima de desenvolvimento de pressao no
ventriculo esquerdo e & pressdo diastélica final do ventriculo esquerdo®. Os mesmos
resultados foram obtidos em cées nos quais a bupivacaina racémica, a levobupivacaina e
a ropivacaina deprimiram a contratilidade miocardica de maneira similar, manifestada
pela diminuicdo da fracdo de ejecdo, da fracdo de encurtamento muscular e da variacéo
temporal do desenvolvimento pressorico ventriculares e aumento da pressao diastolica
final do ventriculo esquerdo. A variacdo dos parametros foi dependente da concentracédo
dos AL,

Também em ovelhas anestesiadas, doses equipotentes de bupivacaina
racémica, levobupivacaina e ropivacaina causaram bradicardia e diminuicdo do
inotropismo sem alterar os valores de pressao arterial. Os efeitos cardiotoxicos dos AL
foram exacerbados quando os animais estavam sob efeito de anestesia geral®.

Os resultados obtidos nesses estudos sdo discordantes daqueles encontrados
na presente pesquisa, na qual a ropivacaina ndo deprimiu a contratilidade miocéardica.
Contudo s&o modelos diferentes®®#34°,

Estudos em coracdo isolado também podem ser empregados para
demonstrar os efeitos cardiotoxicos dos AL. Em cobaias nas quais se utilizaram os
isbmeros R e S da bupivacaina e da ropivacaina, a bupivacaina deprimiu a
contratilidade miocardica com intensidade duas a trés vezes superior a da ropivacaina.
N&o houve diferengas entre os isbmeros R e S do mesmo anestésico. O aumento no

tempo de conducdo atrio-ventricular mostrou que os isdmeros R e S da bupivacaina, em

baixas concentragdes, comportaram-se de maneiras diferentes, sendo o isbmero R mais
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toxico que o S. O mesmo fendmeno foi observado com os isémeros da ropivacaina,
porém com doses cinco vezes maior'®,

A levobupivacaina em preparacGes de coracdo isolado de ratos néo
estimulados por marca-passo diminuiu em 70% a velocidade necessaria para se obter o
pico de pressdo do ventriculo esquerdo e em 78% a pressdo sistélica do ventriculo
esquerdo com a dose de apenas 5 microg/mL*°.

Foi descrito que o isbmero R da bupivacaina deprime a contratilidade e
causa alteracOes eletrocardiograficas mais intensas que o isémero S em coracdo isolado
ndo estimulado por marca-passo. Com o inicio da estimulacdo por marca-passo e
consequente manutencdo da frequéncia cardiaca, os isbmeros R e S da bupivacaina
foram igualmente depressores da contratilidade miocérdica®.

Esta bem estabelecido que os isbmeros da bupivacaina racémica propiciam
efeitos eletrofisiologicos diversos. O isdbmero R € mais toxico ao coracdo do que o
isomero S*.

Postula-se que as solucdes que contém maior quantidade de isdbmeros R
sejam mais toxicas do que aquelas constituidas por isdmero S puro e que, quanto maior
a porcentagem de isdbmero R na solugdo, mais deletéria ela €. Tal fato pode ser
explicado porque, embora os isdmeros S da bupivacaina apresentem perfis
farmacocinéticos e farmacodindmicos semelhantes aos da forma racémica, eles
apresentam menor toxicidade ao corac&o™".

Estudos experimentais mostraram que a manipulacdo dos isémeros da
bupivacaina (S75/R25) pode contribuir para melhorar a eficacia do isémero S e reduzir
o potencial toxico da mistura racémica®*?. A depressdo da contratilidade do musculo

papilar do rato foi mais pronunciada com a bupivacaina racémica e com o isdmero R
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que com a mistura S75/R25 e com o isdbmero S quando em contato com concentracdes
que variaram de 0,5 pM a 4 uM*.
Todavia, nem todas as pesquisas foram unanimes em assegurar a menor

toxicidade dos isomeros S. Algumas™®#

que utilizaram musculo papilar de ratos ou
furdo mostraram que a ropivacaina foi menos potente que a bupivacaina em deprimir o
inotropismo cardiaco. Contudo, quando administradas doses equipotentes de diversos
AL e seus isdbmeros isoladamente, a levobupivacaina, isbmero S puro da bupivacaina,
deprimiu o inotropismo cardiaco mais intensamente que a bupivacaina racémica e a
ropivacaina®’. A relacéo de poténcia entre ropivacaina e bupivacaina foi de 0,62 e entre
a levobupivacaina e a bupivacaina foi de 0,9°**°. Outros autores apresentaram relacéo
de poténcia para desencadear cardiotoxicidade diferente baseada na dose letal apos
injecdo intra-coronariana de bupivacaina, de levobupivacaina e de ropivacaina que foi
de 2,1:1,2:1%.

Como a bupivacaina e os seus isdmeros isoladamente ou em mistura
apresentam padrdes farmacocinéticos semelhantes®, pode-se inferir que a poténcia em
desencadear toxicidade cardiaca da mistura S75/R25 seja intermediaria entre a da
bupivacaina e a da levobupivacaina. Neste experimento, ao analisar o comportamento
de TD nos diferentes grupos, observou-se que a ropivacaina apresentou 0s maiores
valores quando comparados aos da bupivacaina em ambas as concentracdes e ao da
mistura S75/R25 na concentracdo de 100 uM.

Esté descrito que a ropivacaina apresenta efeito bloqueador fraco nos canais de
sodio do sarcolema® e menor interferéncia com o metabolismo energético tecidual do
musculo cardiaco®” quando comparada & bupivacaina. A bupivacaina, por sua vez,

possui multiplas acGes inibitérias na contratilidade cardiaca incluindo a inibicdo na
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liberacdo de célcio, no sequestro de calcio do reticulo sarcoplasmatico e diminuicdo na
ativacéo das miofibrilas®®.

Em modelo in vitro, a bupivacaina na concentragdo de 100 uM lenteou o
aumento na concentragdo intracelular de calcio®®, sugerindo que o anestésico inibiria 0s
canais que liberam calcio do reticulo sarcoplasmético®® e diminuiria a sensibilidade das
proteinas contrateis ao célcio®.

Estudo in vitro realizado em midcitos do ventriculo de ratos sugeriu que o
isbmero S da bupivacaina, mas ndo o R, foi capaz de aumentar a concentracao
intracelular de célcio durante a contracdo eletricamente estimulada, o que poderia
explicar a menor toxicidade cardiaca dos isdmeros S%°.

A mobilizacdo intracelular de calcio seria consequéncia do aumento da
captacdo do ion pelo reticulo sarcoplasmatico e/ou da liberacdo do célcio do reticulo
através dos canais de liberac&o do calcio dos receptores rianodina®.

Com relacdo a velocidade de variacdo do decréscimo da tensdo, que se
correlaciona com a velocidade de relaxamento do mdusculo, pode-se observar os
menores valores desse atributo com a bupivacaina e com a mistura S75/R25 na dose de
100 uM (Tabela 4, Figura 6). Na comparacdo dos grupos, a ropivacaina produziu
menores efeitos negativos no relaxamento cardiaco que a bupivacaina e a sua mistura
enantiomérica S75/R25 (Tabela 4, Figura 6).

Esses resultados sdo semelhantes aos de outros autores que também relataram
maior relaxamento do musculo cardiaco com a bupivacaina e o seu isbmero S quando
comparados & ropivacaina®.

Em condic@es isotbnicas e isométricas, o relaxamento do musculo cardiaco é

dependente da recaptacdo do célcio pelo reticulo sarcoplasmatico™ e o AL também
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exerce seu efeito na funcdo do reticulo. Esta descrito que o farmaco causa sobrecarga
de célcio com subsequente contratura nos musculos cardiacos®®. Como a sensibilidade
dos miofilamentos ao calcio € modulada pelo préprio célcio, o aumento na concentragédo
celular do ion aumenta a sensibilidade dos miofilamentos lenteando o seu
relaxamento®®!. Desta forma é provavel que alteracdes no manuseio intracelular do
calcio tenham papel importante no mecanismo depressor do miocardio induzido pelo
AL.

Os AL diferem entre si quanto a capacidade de agir nos diversos canais
ionicos. Em musculo papilar de porcos da india, a bupivacaina foi dez vezes mais
potente em inibir a corrente de célcio do que a lidocaina®. De forma similar, a
bupivacaina foi mais potente em inibir os canais de potassio sensiveis a adenosina
trifosfato que a ropivacaina e o isomero S da bupivacaina ®. Essas variacdes causam
alteracdes eletrofisioldgicas diferentes no coracéo.

Com relacdo a tensdo de repouso (Tabela 2, Figura 4), os musculos
submetidos ao tratamento com bupivacaina 50 uM apresentaram valores
estatisticamente superiores ja no momento controle (M1) e por isto a reducdo dos
valores no transcorrer do experimento mostraram-se estatisticamente significativos.

Vérios outros fatores devem ser considerados na avaliacdo da funcéo
contratil do madsculo cardiaco sob acdo dos AL e seus isdbmeros, como alteracGes
ibnicas, danos celulares estruturais e interferéncia com o mecanismo energético dos
miocitos. Estudos anteriores comprovaram que os AL blogueiam os canais de sodio
miocérdicos, levando ao surgimento de arritmias e alteracdes da conducéo cardiaca®®°.
O bloqueio dos canais de sodio miocardicos no estado inativado apresenta

estereoseletividade pelo isémero R da bupivacaina®. O pré-tratamento com solucio
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hipertonica de NaCl a 7,5% reduziu a incidéncia de arritmias em cées intoxicados com
bupivacaina, mostrando a importancia do bloqueio dos canais de s6dio nos mecanismos
de cardiotoxicidade induzidos pelos AL®®.

Os canais de potassio adenosina trifosfato(ATP)-dependentes também
podem estar envolvidos no mecanismo de intoxicacdo cardiovascular causada pelos
AL®. Foi demonstrado que o bloqueio dos canais de potassio ATP-dependentes sofre
efeito da concentracdo e da isomeria dos AL, sendo trés vezes mais intenso com a
bupivacaina racémica que com a levobupivacaina e a ropivacaina®®. Sob efeito da
ropivacaina, o potencial de acdo cardiaco mostrou alteracdo nas correntes idnicas de
influxo de sodio, calcio e da corrente retificadora de potassio, provocando,
respectivamente, lentiddo da despolarizacdo celular, diminuicdo da fase de platd e
desaceleracdo da repolarizacdo do mi6cito®®.

Alteracdes do transito de célcio e dos mecanismos de excita¢do/contracao

causadas pelos AL foram amplamente estudadas'®?*%%,

Em coracdo isolado o
potencial arritmogénico do isdmero R da bupivacaina foi maior que o da
levobupivacaina; entretanto, a inibicdo de correntes de calcio ndo foi diferente entre os
isomeros da bupivacaina e a mistura racémica®. Foi demonstrado que a bupivacaina
diminui a tensdo desenvolvida com a mesma intensidade em que diminui a
concentracdo intracelular de célcio no musculo cardiaco isolado, com poténcia duas
vezes superior & da ropivacaina'®. Em midcito cardiaco isolado, a bupivacaina racémica
e seus isdmeros, principalmente a levobupivacaina, aumentaram a concentragdo
intracelular de célcio pela sua libera¢do do reticulo sarcoplasmatico via rianodina. A

ropivacaina deprimiu a contratilidade cardiaca somente em concentra¢@es elevadas ao

mesmo tempo em que alterou o influxo de célcio para o sarcolema?. Modificacdes da
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sensibilidade dos miofilamentos contrateis ao calcio podem estar associadas ao
mecanismo de cardiotoxicidade dos AL. Houve aumento da sensibilidade das proteinas
contrateis ao calcio na presenca da bupivacaina racémica e seus isdbmeros em altas
concentracdes®.

Quando induzidas pelo AL, as alteracdes funcionais cardiacas podem ser
decorrentes de mudancas na estrutura de membranas celulares®’. A bupivacaina
racémica e seus isdmeros, em membranas contendo cardiolipina e colesterol
mimetizando membranas cardiovasculares, levaram ao aumento da fluidez das
membranas, e o0s danos apareceram, em ordem crescente de poténcia, com a
levobupivacaina, a bupivacaina racémica e a R-bupivacaina®’.

Estudos prévios relacionados ao metabolismo energético

mitocondrial®*>%%%9

mostraram que a bupivacaina racémica apresentou maior efeito
téxico na cadeia respiratéria que a ropivacaina, a lidocaina e a etidocaina®®. Em coracéo
isolado, a levobupivacaina promoveu disfuncéo contrétil e arritmias com diminuicdo do
consumo de oxigénio. Também foi observado que os efeitos foram revertidos com o uso
de emulsdo lipidica, principalmente quando associada ao marca-passo>’. Em pesquisa
que compilou diversos efeitos dos AL sobre o metabolismo energético miocardico, tais
como a inibicdo do transporte de elétrons, da ATPase e do transporte de célcio
mitocondriais, foi observada interagdo entre o AL e a cardiolipina, impedindo a
fosforilagdo oxidativa e o metabolismo de fosfolipides, levando & apoptose celular. Os
efeitos mais intensos foram desencadeados pela bupivacaina e relacionados a
lipossolubilidade do farmaco e n&o a estereoisomeria®®.

A disfuncdo contrétil induzida pela bupivacaina e pela ropivacaina foi

pesquisada em coracdo isolado com alteracgGes estruturais nas mitocondrias. Avaliando-
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se 0 consumo de oxigénio, pode-se constatar que a bupivacaina e a ropivacaina
causaram disfuncdo contratil, lesées mitocondriais e diminuicdo do consumo de
oxigénio com a mesma intensidade nas doses de 10 uM e 30 uM. Entretanto, apos 20
minutos de perfusdo livre de AL, os parametros funcionais e de consumo de oxigénio
voltaram aos valores basais nas preparacdes com bupivacaina e ropivacaina, mas as
lesbes estruturais com bupivacaina somente retornaram ao aspecto basal ap6s 60
minutos sem anestésico. Os principais danos mitocondriais observados foram o edema,
seguido de lesdes focais em cristas mitocondriais e densidades floculares na organela®.
A diversidade de resultados relatados na literatura referentes aos efeitos dos
AL sobre a funcdo cardiaca pode ser atribuida as diferentes espécies animais e
condicBes experimentais*™. Estudar a cardiotoxicidade dos AL envolve acées diretas e
indiretas desses farmacos sobre o tecido cardiaco®. Foi demonstrado que os AL, além

63-66

de alterarem o funcionamento de canais ibnicos , interferem com 0s mecanismos de

18,23,25,26

acoplamento entre a excitacdo elétrica e a contracdo celular , causam danos

estruturais em membranas celulares®” e disfuncdo no metabolismo do mi6cito3®°%8:59.
Entre as acdes diretas, as alteracdes no funcionamento do tecido contratil se manifestam
por diminuicdo da TD e das variaveis temporais de desenvolvimento de tenséo e de
relaxamento, como observado no presente estudo e em outros que utilizaram musculos
isolados™#*2, Em modelos de coracéo isolado, a diminuic&o de pressdes desenvolvidas
e das variaveis temporais do desenvolvimento de pressédo, bem como a diminuicdo das
fracbes de ejecdo e de encurtamento foram manifestacfes da toxicidade dos AL
diretamente sobre o tecido contratil*®**?*?3%%° O mau funcionamento do tecido de

conducéo cardiaco sob efeito dos AL, como lentiddo da conducdo atrioventricular e do

sistema Hiss-Purkinje, também compromete a funcdo contratil do miocéardio. Dessa
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forma, a utilizacdo de experimentos in vivo ou que preservam o sistema de conducéo,
como o coracdo isolado, pode levar a interpretacdes equivocadas com relacdo aos
efeitos dos AL sobre a contratilidade miocardica®. As acdes dos sistemas nervoso
central e autbnomo sobre o coracdo, o uso de ventilagdo controlada ou respiracédo
espontanea, o estado volémico e a presenca de outros farmacos, como anestésicos
gerais, sdo fatores indiretos que podem influenciar a avaliacdo dos efeitos
desencadeados pelos AL e serem fontes de confusdo®. Sabe-se, por exemplo, que a
estimulacdo simpatica decorrente da intoxicacdo do sistema nervoso central pelos AL
induz resposta bifasica, com aumento inicial de pardmetros hemodinamicos e
inotrépicos™ .
A forma de administracdo dos AL pode alterar a interpretacdo dos
resultados. Muitos pesquisadores administraram doses Unicas, tentando mimetizar a
injecdo intravascular inadvertida de AL no ser humano, enquanto outros aplicaram a
infusdo continua com o objetivo de descobrir a dose téxica®®. Em animais vivos, a
administracdo de AL pode ndo ser sistémica, mas em 6rgdos isolados. Por exemplo, a
perfusdo coronariana isolada pode determinar os efeitos tdxicos dos AL sobre o
coraco, sem a influéncia dos efeitos sistémicos desses farmacos’*. Também podem ser
estudados os efeitos desencadeados pela intoxicagdo do SNC sobre a funcéo
cardiovascular pela infuséo de AL na circulagdo carotidea®""2.

As propriedades fisico-quimicas dos AL, associadas as caracteristicas
fasicas do blogueio dos canais idnicos causados por esses farmacos, interferem na
resposta inotropica do miocérdio. Entre elas, a solubilidade lipidica é das mais

importantes, sendo 0s anestésicos mais lipossollveis 0s responsaveis por efeitos

inotrépicos negativos mais intensos®****#*_ Acredita-se que o aumento da solubilidade
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lipidica leva a maior afinidade de ligacdo dos AL aos canais i6nicos, dificultando sua

12447 " Estudos prévios nos quais se aplicaram técnicas para remocdo dos

remocéo
farmacos dos locais de acdo, como perfuséo livre de AL em coracao isolado (wash-out),
demonstraram que os AL mais lipossoliveis, como a bupivacaina racémica, se desligam
dos canais ibnicos mais lentamente que o0s menos lipossollveis, como a
ropivacaina®®39®.

Embora muitos dos resultados do presente estudo sejam semelhantes aos
resultados encontrados na literatura, as concentra¢fes anestésicas utilizadas nesta
pesquisa ndo sdo equipotentes, sdo equimolares. Foi comprovado que a poténcia do
anestésico determina o seu efeito téxico’® e que diferentes isomeros do mesmo farmaco
apresentam poténcias diferentes®’. Assim, a utilizacdo de doses equimolares pode
mascarar os efeitos cardiotdxicos de farmacos menos potentes, como a ropivacaina, em

relacdo aos mais potentes como a bupivacaina, mostrando uma limitacdo do presente

estudo.
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5  CONCLUSAO

A mistura enantiomérica S75/R25 deprimiu a funcdo contratil do miocéardio
de forma semelhante a da bupivacaina racémica. A ropivacaina ndo determinou efeitos
depressores sobre a contratilidade do musculo papilar isolado de ratos quando

comparada a bupivacaina racémica.
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