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CARACTERIZACAO DO COMPLEXO DE INCLUSAO ROPIVACAINA:B-CICLODEXTRINA
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CHARACTERIZATION OF THE INCLUSION COMPLEX ROPIVACAINE: B-CYCLODEXTRIN. Ropivacaine (RVC) is a widely
used local anesthetic. The complexation of RVC with B-cyclodextrin (B-CD) is of great interest for the development of more efficient
local anesthetic formulations. The present work focuses on the characterization of the RVC:B-CD complex by nuclear magnetic
resonance (NMR). The stoichiometry of the complex is 1:2 RVC:B-CD. DOSY-NMR shows that the association constant is 55.5
M. Longitudinal relaxation time results show that RVC changes its mobility in the presence of B-CD. This study is focused on the
physicochemical characterization of inclusion complexes that are potentials options for pain treatment.
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INTRODUCAO

Os anestésicos locais (AL) sdo compostos quimicos cuja ativida-
de farmacoldgica primaria envolve o bloqueio reversivel da condugio
nervosa. O primeiro composto a ser utilizado como anestésico local
foi a cocaina, um alcaldide isolado das folhas de Erithroxylon coca,
que teve sua acdo demonstrada por Koller (1884) ao utilizd-la como
anestésico oftdlmico. Ap6s ter sido empregada na clinica durante lon-
go tempo, a cocaina foi substituida por outras substancias, devido aos
seus efeitos toxicos, como dependéncia quimica e psiquica’.

A ropivacaina (RVC) é um AL pertencente a classe das amino-
amidas'?. A ropivacaina, juntamente com a lidocaina (LDC) e a
bupivacaina (BVC), tem sido um dos compostos de escolha na te-
rapia da dor aguda e cronica®.

A RVC € um AL semelhante 2 BVC, possuindo inicio de a¢do
moderada, longa duracdo, bloqueio da condugdo e separagdo
significante entre o bloqueio sensorial e motor’. Porém a RVC in-
duz menor toxicidade aos sistemas nervoso central e cardiovascular
e promove maior grau de dissociacdo entre o bloqueio motor e
sensorial, sendo ttil na administragdo epidural, infiltragdo e alivio
da dor pés-operatéria®!!.

Como as caracteristicas desejdveis para uma molécula
anestésica incluem, além de longa duracéo de acdo e da seletividade
para o bloqueio sensorial em relacdo ao bloqueio motor, a diminui-
¢éo da toxicidade local e/ou sistémica'®, uma alternativa que, atu-
almente, tem se mostrado capaz de promover estes efeitos deseja-
veis € a liberagdo modificada desses fairmacos, através de forma-
¢do de complexos de inclusdo com ciclodextrinas'>".

As ciclodextrinas (Figura 1) sdo produtos ciclicos da hidrélise
enzimdtica do amido por alguns microorganismos'*. As trés
ciclodextrinas naturais sdo alfa (o-CD), beta (B-CD) e gama (}-

*e-mail: leonardo @sorocaba.unesp.br

CD), compostas de seis, sete e oito unidades de D-(+)-glicopiranose,
respectivamente, unidas por ligacdes o-1,4. Estes compostos pos-
suem em sua estrutura grupos hidroxila primdrios e secundarios
orientados para o exterior. Assim, possuem exterior hidrofilico e
uma cavidade interna hidrofébica. Tal cavidade permite as
ciclodextrinas complexarem moléculas que apresentem dimensdes
compativeis e alterarem suas propriedades fisico-quimicas, como
solubilidade em dgua, estabilidade e biodisponibilidade'>'°. As f3-
CDs sdo as ciclodextrinas mais amplamente utilizadas na
complexacdo com vdrias classes de farmacos'!"".
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Figura 1. Representagdo esquemdtica da 3-CD (R=H)

Alguns trabalhos na literatura relatam a caracterizacdo fisico-
quimica da interag@o entre anestésicos locais com ciclodextrinas:
para amino-amidas (lidocaina e bupivacaina) utilizando experimen-
tos de calorimetria ¢ modelagem molecular'®; para a benzocaina fo-
ram realizados estudos de microscopia, calorimetria, fluorescéncia,
dados de RMN e modelagem molecular’; para a bupivacaina foram
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realizados estudos de caracteriza¢do espectrofotométrica e ensaios
in vivo da eficdcia da complexac@o'®, além da caracterizagdo da
complexacdo por potenciometria®. No entanto, até o presente mo-
mento ndo se encontram na literatura estudos envolvendo a caracte-
rizagdo do complexo RVC:B-CD, principalmente dados referentes a
estrutura do complexo.

Neste trabalho foi preparado o complexo de inclusdo entre RVC e
B-CD, realizando-se a caracterizagdo por ressonincia magnética nu-
clear através de experimentos para determinacdo da estequiometria do
complexo (“job plot”), medidas de tempos de relaxa¢do longitudinal e
medidas de constante de associagdo por experimentos de difusdo. A
contribui¢do deste trabalho para a literatura estd no desenvolvimento
de um novo sistema carreador para o anestésico local RVC, a fim de
possibilitar uma alternativa futura para o tratamento da dor.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais e métodos

O cloridrato de ropivacaina foi doado pela empresa Cristdlia
Inddstria Quimica e Farmacéutica Ltda. A B-CD foi doada pela
multinacional Roquette. A dgua deuterada foi obtida da Sigma
Chem. Co. Todos os demais reagentes apresentavam grau
espectroscopico ou analitico.

Preparo do complexo de inclusdo RVC: B-CD

O complexo foi preparado de acordo com o procedimento des-
crito por Pinto e colaboradores”. O método consiste em misturar
B-CD e RVC em dgua sob agitacdo por 24 h até atingir o equilibrio,
sendo estes posteriormente liofilizados e armazenados em
dessecador para utilizacdo futura.

Experimentos de RMN

Amostras de RVC, ciclodextrina e complexo foram preparadas
em D,O para aquisi¢do de espectros uni e bidimensionais, para
atribui¢@o dos hidrogénios pertencentes a cada molécula. Aliquotas
de 600 pL foram levadas ao espectrometro de ressonancia em tu-
bos de RMN de 5 mm de didmetro. Os experimentos foram condu-
zidos a 25 °C usando-se como referéncia o pico da dgua residual
(4,81 ppm). Os experimentos de RMN de hidrogénio ('"H-RMN)
foram conduzidos no espectrometro Varian INOVA 500 operando
em um campo de 11,7 Tesla em freqiiéncia para hidrogénio de
499,73 MHz (resolugdo digital das medidas de 0,39 Hz/ponto), equi-
pamento pertencente ao Laboratério Nacional de Luz Sincrotron.
Em todos os experimentos a supressdo da dgua residual foi feita
pela técnica de pré-saturacdo. Os dados foram processados utili-
zando-se o programa nmrPIPE/nmrVIEW.

Método de variaciao continua (‘“Job plot™)

A téenica de variagao continua (“Job plot”)*** baseia-se na vari-
acdo de um parametro fisico-quimico observado na presenca de
ciclodextrina e que pode ser medido por técnicas espectroscopicas,
como RMN ou fluorescéncia. Esta técnica foi utilizada na determi-
nacdo da estequiometria de complexos de inclusdo envolvendo a B3-
CD"##, fornecendo 6timos resultados.

A estequiometria de complexagdo foi determinada a partir de
solugdes equimolares de RVC e B-CD preparadas e misturadas de
forma que a concentracdo total (M) permanega constante (M =
[RVC] , + [B_CD][oml = 5 mM), variando-se a fracdo molar das
espécies entre 0 e 1 (0; 0,2; 0,33; 0,5; 0,66; 0,8; 1,0).

Quim. Nova

O pardmetro fisico-quimico analisado foi o deslocamento qui-
mico () na auséncia () e na presenca (8) de RVC (ou B-CD). A
andlise dos dados foi realizada construindo-se um grafico de Ad.r
(Ad.r = (8 - §)) em fungdo de r (r = [RVC]  /{[RVC] , + [B-
CD],,})» onde para um dado valor de r, a concentragdo do comple-
xo farmaco:ciclodextrina atingird um méaximo correspondente ao
ponto onde a derivada d[fdrmaco:ciclodextrina]/dr = 0. Isto poderd
ser observado no gréfico de Ad vs. r, quando sua derivada for igual
a zero, uma vez que Ad estard ligada diretamente a concentragdo
do complexo®.

Medidas de tempo de relaxacao longitudinal (T,)

Os experimentos de tempo de relaxacdo longitudinal foram
conduzidos no espectrometro Varian INOVA 500 operando em um
campo de 11,7 Tesla em freqiiéncia para hidrogénio de 499,73 MHz,
equipamento pertencente ao Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron. As amostras foram degaseificadas para evitar interfe-
réncia de oxigénio dissolvido. O método utilizado nas medidas de
T, foi o da inversdo-recuperag@o. Foram utilizados nos experimen-
tos os seguintes valores dos parAmetros: D, (“delay”) de 6 s; pulso
de 90° foi tipicamente entre 10-15 ps; nimero de scans de 16; jane-
la de 12 ppm e utilizacdo de 16 valores de tempo de recuperacdo
(t,). As medidas de T, foram conduzidas para RVC e RVC:B-CD.

Medidas de difusao

Os experimentos de difusdo (DOSY) foram realizados para RVC
(5 mM), B-CD e 1:2 RVC:B-CD a 25 °C. A seqiiéncia utilizada foi
a Dbppste. A duracio total do gradiente de pulso foi de 2 ms, o
tempo de espera de difusdo foi de 0,05 s e o for¢a de gradiente
minima foi de 0,3 Gauss/cm*%.

Para todos os experimentos foram coletados 30 espectros (64
transientes cada) com gradiente com amplitudes de pulsos varian-
do de 0,68.10° até 3,4.10° T/cm, onde se observou aproximada-
mente o decaimento de 100% na intensidade da ressonancia en-
contrada na maior amplitude de gradiente.

A fragdo do farmaco complexado foi determinada conforme
descrito pela Equagdes 1 a 3%

D D

OBSERVADA = (I-YLIGADA)'DLIVRE + YLIGADA' LIGADA (1)
1 (2)
D

YI_IVRE+ ’YLIGADA =

YLIGADA = (DLIVRE - DOBSERVAD/\)'( LIVRE — DLIG/\DA)il (3)

onde, ¥, ;s = fragdo de RVC complexada a B-CD; v, ., = fragdo

de RVC sem complexar; D, .= coeficiente de difusdo da RVC em

solucdo; D ... = coeficiente de difusdo da RVC em presenga
de B-CD; D,,,,,,, = coeficiente de difusio da RVC 100% ligada a
B-CD.

A constante de afinidade foi calculada a partir da Equacio 4,
deduzida da constante de equilibrio para a estequiometria de 1:2
RVC:B-CD.

Y LiGADA

K=
(=Y yo)([B —CD1, =2 ,15p, [RVC], ) @

onde, ¥ ;o4 € @ fracdo de RVC complexada, [RVC] = concentragdo
inicial de RVC (M); [B-CD], = concentragio inicial de 3-CD (M).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A espectroscopia de RMN € uma das técnicas mais informati-
vas para o estudo de complexos de ciclodextrinas com vdrios
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substratos organicos, pois fornece evidéncias diretas da formacao
dos complexos. A razdo para isso € que a presenga da molécula
héspede, quando inserida na cavidade interna das ciclodextrinas,
causa mudangas no ambiente quimico dos hidrogénios internos (H,
e H,), mas ndo nos hidrogénios externos (H,, H, e H))"". Em adi-
¢do, a interagdo da molécula hospedeira com a cavidade da
ciclodextrina pode causar variacdo no deslocamento quimico dos
hidrogénios da molécula incorporada na cavidade®?.

A Figura 2 apresenta os espectros de "H-RMN da molécula de
RVC e B-CD. O deslocamento quimico dos hidrogénios de ambas
moléculas, bem como a atribuicdo dos hidrogénios estdo apresen-
tadas na Tabela 1. A atribuicdo dos espectros de RMN, tanto da
RVC quanto da B-CD, foi realizada utilizando dados da literatu-
ra'®??7 e espectros bidimensionais (dados ndo mostrados)

Figura 2. Espectro monodimensional de 'H-RMN de a) RVC, 10 mM e b) 3-CD,
10 mM em DZO, pH 5,5, 25 °C

A partir da atribui¢do dos espectros de ambas as moléculas foi
realizada a determinacgdo da estequiometria do complexo utilizan-
do-se 0 método de variagdo continua (“Job plot”)"**, o qual repre-
senta a depndéncia da variacdo de deslocamento quimico na razio
farmaco/ciclodextrina (Tabela 2). Os valores encontrados para a va-
riagdo no deslocamento quimico dos hidrogénios da molécula de B-
CD sdo compativeis com trabalhos encontrados na literatura®?.

Caracteriza¢@o do complexo de inclusdo ropivacaina:p-ciclodextrina 1205

Tabela 1. Atribuicdo e deslocamento quimico dos 'H da RVC (10
mM) e da B-CD (10 mM), D,O, pH 5,5 a 25 °C

RVC B-CD
Identificagio & 'H (ppm) Identificagdo 4 'H (ppm)
dos 'H dos 'H
a 1,01 H, 5,02
b 1,81 H, 3,60
c 3,15 H, 3,92
d, 3,19 H, 3,54
d, 3,77 H, 3,81
e, 1,85 H, 3,84
e, 2,05
f 2,03
f 1,73
g, 2,03
g, 2,48
h 4,21
i 2,31
] 7,26

*hidrogénio axial; *hidrogénio equatorial

Tabela 2. Variacdo nos valores de deslocamento quimico dos
hidrogénios da molécula de B-CD em diferentes razdes molares

Identificagio & 'H Ad 'H (ppm)
dos 'H (ppm) B-CD:RVC (razdo molar)
1:0 1:4 1:2 1:1 2:1 4:1

H 5,02 0,010 0,014 0,033 0,063 0,008
H, 3,60 0,008 0,014 0,030 0,059 0,004
H, 3,92 0,009 0,017 0,033 0,063 0,008
H, 3,54 0,010 0,017 0,035 0,063 0,008
H, 3,81 0,018 0,027 0,045 0,073 0,016
H, 3,84 0,010 0,017 0,032 0,053 0,014

A Figura 3 apresenta o resultado obtido pelo método de varia-
¢do continua (“Job plot”) para o H, da f-CD (resultados semelhan-
tes foram obtidos para outros hidrogénios). A posi¢do de méaximo
no “Job plot” ¢ a de 0,66 para a B-CD, o que indica que a
complexagdo possui estequiometria de 2:1, ou seja, 2 moléculas de

B-CD para cada molécula de RVC.
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Figura 3. Variag¢do do deslocamento quimico dos hidrogénios H, da 3-CD
em diferentes fragoes molares do complexo (“Job Plot”), 25 °C, pH 5,5

A estequiometria de duas moléculas de ciclodextrina para uma
de RVC pode ser devida ao fato de uma ciclodextrina interagir com
o anel aromdtico da molécula de anestésico e a outra, com o anel
piperidinico, juntamente com o grupamento propila. Na literatura
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podem ser encontrados outros compostos com estequiometria 2:1
ciclodextrina:composto héspede?s30-33,

Uma vez realizada a caracteriza¢do supramolecular da
complexagdo (via andlise de estequiometria de complexacdo e pro-
vével estrutura do complexo farmaco:ciclodextrina) foram realiza-
dos os experimentos de difusdo, a fim de se medir via RMN a
fragdo de anestésico local complexada, bem como a constante de
associag@o (K) entre RVC e B-CD.

Os cdlculos da fragdo complexada, bem como da constante de
associacdo foram realizados utilizando-se o formalismo descrito
por Johnson Jr. e colaboradores®™***, a partir das Equagoes 1 a 4.
Os valores de coeficiente de difusdo medidos através dos experi-
mentos de difusdo estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Valores de coeficiente de difusdo (10'°m? s*')
determinados a partir dos experimentos de difusdo para RVC, [3-
CD e complexo 1:2 (RVC:B-CD). [RVC] = 5 mM, 25 °C, pH 5,5

livre observada Dligada
3,23 +0,03 2,55 + 0,07 1,98 + 0,03
D, ze = coeficiente de difusdo da RVC em solugdo; D, =

coeficiente de difusdo da RVC em presenga de B-CD: D, ., .. =
coeficiente de difusdo da RVC 100% ligada a B-CD.

O valor determinado para D, € igual ao coeficiente de difusdo da
RVC em solugdo, D, . € igual ao coeficiente de difusdo da RVC
em presenga de ciclodextrina e Dy € igual ao coeficiente de difusdo
da molécula de B-CD em solugdo, que seria correspondente ao coefi-
ciente de difusdo de 100% da molécula de RVC ligada a ciclodextrina.

A partir dos valores apresentados na Tabela 3, observa-se que a
difusdo da molécula de anestésico local em solugdo (D, ) € maior
que a encontrada para a molécula de ciclodextrina (Dliga .)» devido
a diferenca de massa molar dos dois compostos, o que indica que a
mobilidade destas moléculas em solucgdo € diferente.

Utilizando os dados obtidos e as Equacdes 1 a 4 foram calcula-
dos os valores de fragdo complexada e da constante de afinidade
para a interag@o entre RVC e B-CD sendo estes de 54% e 55,5 M,
respectivamente. O valor da constante de afinidade entre a molé-
cula de RVC e B-CD estd préximo a valores encontrados na litera-
tura para outros anestésicos locais do tipo amino-amida e B-CD,
determinados por isotermas de solubilidade (Bupivacaina, K=112
M, Etidocaina, K=38,4 M'; Lidocaina, K=25,8 M'!'; Mepivacaina,
K=50,9 M"'; Prilocaina, K=96,0 M)%*.

A fim de se obter maiores informacdes sobre o complexo entre
RVC e B-CD foram realizadas medidas das propriedades dindmi-
cas da molécula de RVC em presenga e auséncia de B-CD, utili-
zando-se medidas de tempo de relaxagdo longitudinal (T,).

A variagdo nos valores de T, (Tabela 4) ao longo de alguns
hidrogénios da molécula de RVC estdo apresentados na Figura 4.
A andlise desta figura mostra que as regides da molécula que so-
freram maiores variagdes foram as do anel aromaético e parte do
anel piperidinico e grupamento propila. Estas variacdes estdo de
acordo a estequiometria determinada para o complexo.

Neste modelo as regides da molécula de RVC que estariam
inseridas na cavidade interna da ciclodextrina seriam o anel aromd-
tico e o anel piperidinico. As medidas de T, mostraram diminui¢des
nas propriedades dindmicas dos hidrogénios da molécula de RVC
em presenga de ciclodextrina, indicando que a insercdo destas partes
da molécula na cavidade causa uma restri¢do na mobilidade destes
nucleos. Na literatura existem relatos da utilizagdo de variagcdes nos
valores de tempos de relaxac@o longitudinal de anestésicos locais,

Quim. Nova

Tabela 4. Valores de T, (s) medidos para a molécula de RVC em

auséncia (T ) e presenca (T]va:B_CD) de B-CD
Hidrogénio T e (8) vac;ﬁrcn (s) AT, (s)
j 2,187 2,012 0,175
i 1,146 1,095 0,051
H 0,404 0,356 0,047
g, 0,419 0,335 0,084
€, 0,359 0,334 0,025
€, 0,419 0,351 0,069
d, 0,414 0,346 0,067
c 0,569 0,407 0,162
b 0,589 0,353 0,235
a 1,155 1,049 0,106
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Figura 4. Variagdo nos valores de T, (em segundos) para os hidrogénios da
RVC e RVC:-CD 1:2. [RVC]=5 mM, 25 °C, pH 5,5. (a) = hidrogénio axial e

(e) = hidrogénio equatorial da molécula de RVC

quando inseridos em lipossomos unilamelares de fosfatidilcolina de
ovo, como metodologia para determinagdo das propriedades dina-
micas e a localizagdo dos anestésicos locais no interior dos
lipossomos®8. Desta forma, estes resultados corroboram as demais
medidas de RMN, fornecendo informagdes sobre a localizagdo de
partes da molécula de RVC no interior da cavidade das ciclodextrinas.
Infelizmente, por problemas de sobreposiciio espectral alguns hi-
drogénios ndo tiveram os valores de T, determinados.

CONCLUSAO

O presente trabalho apresenta dados de caracterizagdo fisico-
quimica da complexagdo da molécula anestésica local ropivacaina
com B-CD, apresentando uma estequiometria de complexacdo de
1:2 RVC:B-CD. Nos experimentos de difusdo 54% das moléculas
RVC estdo complexadas, apresentando uma constante de afinidade
de 55,5 M''. As medidas de tempo de relaxagdo longitudinal indi-
cam que os hidrogénios do anel aromético e do anel piperidinico
sofreram maiores altera¢des na presenca de B-CD. Tais resultados
sdo importantes para um melhor entendimento das propriedades
fisico-quimicas deste complexo de inclusdo, podendo futuramente
ser uma potencial alternativa para o tratamento da dor.
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