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RESUMO

O controle da dor crénica em equinos tem evoluido nos ultimos anos em funcao da
maior exigéncia esportiva dos animais nas diferentes modalidades e da implantacao
de metodologias de combate aos maus tratos. Cite-se ainda que as potencialidades
econbmicas geradas no circulo da equinocultura acabam por estimular o
desenvolvimento de novas tecnologias e produtos. Em atendimento a estes
preceitos, o trabalho aqui apresentado traz a avaliacdo da eficacia e seguranca
clinica de uma formulagao neurolitica injetavel para uso perineural em equinos, até o
momento inexistente no mercado nacional. A Suspensdo Neurolitica Injetavel foi
formulada com etanol, triancinolona e bupivacaina, visando aproveitar o efeito
neurolitico do etanol, sem causar as reacOes inflamatérias e dolorosas locais
causadas pelo mesmo. A avaliacdo de estabilidade quimica foi realizada através da
avaliacao da perda de peso das amostras, variacao de pH, tempo de sedimentacao
apos a agitacdo e desenvolvimento de método cromatografico para identificacao e
determinacao simultdnea dos teores de Bupivacaina e Triancinolona. O teste clinico
foi realizado por 180 dias em cinco equinos, abordando dois aspectos: avaliacdo da
eficacia da ag&o neurolitica e aboligdo da dor da SNI; e a eventual toxicidade
relacionada a composicdo. Para a inducdo de claudicagdo nos equinos, foi
desenvolvido método através de ferraduras, realizando posteriormente a infiltracao
perineural de 5 mL de SNI em cada ramo dos nervos palmares. A avaliacao de
toxicidade da SNI realizou-se através de monitoracao das fung¢des hepética, renal e
muscular apés as infiltracbes, mensurando os niveis séricos de Alanina
Aminotransferase (ALT), Aspartato Aminotransferase (AST), Creatinofosfoquinase
(CK), Gamaglutamiltransferase (GGT), Uréia e Creatinina. A SNI apresentou
estabilidade quimica satisfatéria em temperaturas de 4°C e 20°C. O teste clinico
indicou abolicdo da dor podal nos animais a partir de 96 horas da infiltracdo, com
efeito mantido até 180 dias. A SNI ndo demonstrou causar toxicidade hepatica, renal
e/ou muscular, evidenciando a potencialidade de transformacdo em produto
comercial.

Palavras-Chave: Suspensao neurolitica injetavel. Estabilidade quimica. Teste
clinico. Avaliagao bioquimica. Dor em equinos.



ABSTRACT

The control of chronic pain in equines is growing up recent years in function of the
highest performance required of the animals in the different sportive modalities and
the new look for methodologies of combat to animal maltreatment. It is cited even,
the economic potentialities in the economic chain of the equine breeding to
stimulation of the development of new technologies and products. In attendance to
these rules, the work presented here brings the evaluation of the effectiveness and
clinical security of a injectable neurolytic formulation for perineural use in equines.
This type of drug is not yet available in Brazilian market. The Injectable Neurolytic
Suspension (SNI) was formulated with ethanol, triamcinolone and bupivacaine,
aiming at to use to advantage the neurolytic effect of ethanol, with no collateral
inflammatory reactions and painful in local injection. The evaluation of chemical
stability was carried through the evaluation of the loss of weight of the samples,
variation of pH, time of sedimentation after the agitation and development of
chromatographic method for identification and simultaneous determination of
bupivacaine and triamcinolone. The clinical test was carried through per 180 days in
five horses, having approached two aspects: (a)evaluation of the effectiveness of the
neurolytic action and pain suppression of the SNI, and (b)the eventual toxicity
related to the composition. The lameness was induced in the horses through the
development of horseshoes method, carrying later through perineural infiltration of 5
mL of SNI in each branch of the palmar nerves. The evaluation of the SNI toxicity
was carried out monitoring of the hepatic, kidney and skeletal muscle functions,
measuring the serum levels of alanina aminotransferase (ALT), aspartate
aminotransferase (AST), creatinofosfokinase (CK), Gamaglutamiltransferase (GGT),
Urea and Creatinine. The SNI presented satisfactory chemical stability in
temperatures of 4°C and 20°C. The clinical test indicated abolition of podal pain in
the horses from 96 hours of infiltration, with effect kept up to 180 days. The SNI did
not caused hepatic, kidney and/or skeletal muscle toxicity. All the results lead to a
very promissory drug to this specific market in Brazil.

Key words: Injectable neurolytic suspension. Chemical stability. Clinical test.
Biochemical evaluation. Equine pain.
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1 INTRODUCAO

Apesar de todo avango cientifico e tecnolégico, a dor, em suas variadas
formas de manifestacao, continua sendo um dos maiores problemas médicos que
afetam milhdes de pessoas e animais em todo mundo, sendo que métodos e
terapias analgésicas sao criadas ou inovadas a cada ano, no intuito de melhorar a
qualidade de vida dos pacientes (ALLEN JR., 2003; NICOLETTI et al., 2007).

Na Medicina Veterinaria, diversos métodos de analgesia sdo pesquisados e
utilizados, buscando abolir temporariamente ou definitivamente a dor. O mercado pet
e de equinos sdo os que mais contribuem com as pesquisas e desenvolvimento de
terapias e farmacos antalgicos. O fato do desenvolvimento do mercado de
analgésicos nestas espécies esta alicercado no amor que o0s proprietarios
apresentam por estes animais, e particularmente, nos casos dos eqlinos, as
diversas modalidades esportivas que compreendem a atividade equestre. No Brasil,
em 2009, o mercado de eqliinos movimentou R$ 77.848.383,00 em medicamentos
(SINDICATO DAS INDUSTRIAS FARMACEUTICAS VETERINARIAS, 2011).

Os esportes equestres sdo alvo de estudos de varios Grupos de Pesquisa no
mundo, almejando inovacbes cientificas e tecnolégicas no intuito de melhorar o
rendimento atlético dos animais e diminuir lesées musculo-esqueléticas, visto que o
desempenho do equino atleta, nas suas mais variadas atividades esportivas,
depende diretamente da higidez do aparelho locomotor. As altas exigéncias
impostas as suas estruturas representam a maior causa de descarte e de perdas
nos dias de treinamento de animais em atividade esportiva (JONES, 1987;BIRCH;
GOODSHIP,1999).

Na Regido Nordeste Brasileira o esporte Vaquejada faz parte da cultura
regional e € amplamente difundido, apresentando alto crescimento nos ultimos dez
anos, principalmente com a introducdo de cavalos de maior valor zootécnico e a
consolidacdo das regras do esporte. A movimentacado financeira formal calculada
anualmente atinge cifras de 164 milhdes de reais, empregando diretamente mais de
1400 pessoas (ESTUDO COMPLEXO DO AGRONEGOCIO CAVALO DO BRASIL,
2006). Por outro lado, a economia informal que abrange esse setor pode ser
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centenas de vezes superior, tendo em vista a caracteristica da informalidade dos
criatérios e do esporte. Apesar da inexisténcia de dados estatisticos confidveis de
lesbes registradas em animais de alta performance nessa modalidade, a vivéncia
clinica de profissionais da area de Medicina Veterindria na Regidao Nordeste é
claramente pautada para recuperacao de equinos acometidos de lesdes do aparelho
locomotor, visando retorno a atividade esportiva. Assim, todo e qualquer
conhecimento que traga possibilidade de atenuacao de danos ou cura, tera também

aplicabilidade regional.

Considerando-se a casuistica de claudicagbes em equinos em relacdo a
localizagdo toracica ou pélvica, independentemente do esporte, varios autores
concordam que a maioria delas (cerca de 80%) envolve os membros toracicos ou
anteriores, sendo que mais da metade sao distais ao carpo, nas quais as regides
relacionadas ao casco estao direta ou indiretamente envolvidas (DYSON et al.,1986;
ESCODRO, 2001; STASHAK, 2002). Varios fatores estdo relacionados a esta
realidade, entre eles: 60 a 65% do peso do eqlinos estd nos membros toracicos,
atividade de esforco repetitiva, casqueamento incorreto, treinamento inadequado,
pouca aptidao fisica, fatores genéticos, entre outros.

Muitas afec¢cdes causadoras de dor que acometem o aparelho locomotor de
eqlinos tornam-se crénicas, desenvolvendo sindromes degenerativas, o que tem
estimulado a pesquisa de terapias celulares, técnicas de analgesia e controle da dor

na espécie.

Segundo Escodro et al. (2011), as terapias analgésicas sao amplamente
utilizadas em equinos, principalmente com os objetivos de manter os animais na
carreira esportiva ou funcdo desempenhada, realizacdo de exames ou
procedimentos clinico-cirirgicos, melhorar o progndstico clinico e cirdrgico em
relacdo a determinada afeccéo e proporcionar melhor qualidade de vida (bem estar

animal).

Para o controle da dor, diversas terapias sao indicadas, entre elas:
corticosterdides, anti-inflamatérios ndo esteroidais (A.l.N.E),a-2 agonistas, agentes e
opidides. Porém estes tratamentos normalmente sdo eficazes em dores agudas, ou

seja, dores apresentadas como sinal clinico de uma doenca. J& nas dores cronicas,



20

que se tornam propriamente a doencga, devido ao tempo prolongado de estimulo
doloroso, faz-se restritivo o uso continuo destas terapias, principalmente pelos
efeitos adversos (como gastrites e faléncia renal) e dependéncia quimica. Nesses
casos a dor crénica pode ser classificada em nociceptiva ou neuropatica (COLLES;
THOPSON, 1991; ALVES et al,, 2007; ESCODRO et al., 2011a) .

A principal causa conhecida de dor crénica em eqlinos é a resultante de
processos degenerativos na extremidade dos membros, especialmente nas falanges
e articulagcdes interfalangicas, constituindo um dos problemas mais comumente
enfrentado pelos clinicos. Mais de um terco de todas as claudicagcbes cronicas no
cavalo séo oriundos de lesdes na metade palmar da extremidade do membro, que
respondem positivamente, de forma temporaria, ao blogueio anestésico do Nervo
Digital Palmar (Troter,1999). Dentre as enfermidades podais que compde este grupo
estdo: a podosesamoidite ou enfermidade do navicular, fratura do navicular,
ossificacdo das cartilagens colaterais da falange distal, fratura angular ou do
processo palmar da falange distal , artrite interfalangica, lesdo osteoproliferativa
dorsal e osteite podal (VALDEZ et al., 1978; SCHNEIDER; MAYHEW; CLARKE,
1985; TURNER; MCILRAITH,1985; TURNER,1986; HARDY,1992; JACKMAN et
al.,1993; HOLLMANN; HEINEMANN, 1994; DARABEINER; WHITE; SULLINS,
1997).

As lombalgias constituem outra importante causa de dor crénica em equinos,
cujo diagnéstico é complexo e que apresentam como principais afeccdes: o contato
entre os processos espinhosos (“kissing-spines”), desmites inter e supra-espinhosas

e osteoartrite dos processos articulares (ALVES et al., 2007).

Nos casos de sindromes degenerativas crbnicas na metade palmar do casco,
responsivas ao blogueio anestésico do Nervo Digital Palmar, a neurectomia digital
palmar ou a neurdlise quimica, através de agentes neuroliticos, podem apresentar
os melhores resultados terapéuticos (ESCODRO, 2006). O objetivo do uso das
solucdes neuroliticas é o bloqueio “irreversivel” ou reversivel prolongado da
condugao nervosa a regidao cronicamente afetada (GRANT; GOODKIN; KLIOT,
1999; BUFFENOIR; DECQ; LEFAUCHEUR, 2005; GUTIERREZ, 2005; ESCODRO
et al, 2011a).
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A opcao do uso de tratamentos promotores de neurdlise deve levar em conta
a auséncia de resposta satisfatéria aos tratamentos conservativos, visto que a
neurdlise é um tratamento paliativo e possui complicacbes associadas aos
procedimentos ( fraturas espontaneas, rupturas tendineas, exungulacdo, entre
outras), considerando-se seu uso em eqlinos como ultimo recurso terapéutico, no
intuito de promover o bem estar animal (ESCODRO, 2006).Além disso, a indicacao e
execucao de procedimentos de neurdlise devem ser realizados de forma criteriosa
por médicos veterinarios especialistas, visando ndo atingir nervos com fungdes

motoras ( mais proximais) e evitando acidentes com o equino e cavaleiro.

A maioria dos agentes neuroliticos utilizados em humanos pode ser
administrada em eqliinos, porém existem proporcionalmente poucos estudos
controlados sobre este assunto na medicina veterinaria, o que na maioria das vezes
trazem duvidas e condutas errbneas na utilizagdo desses farmacos (ESCODRO et
al., 2011a).

No Brasil, até o momento, ndo existia composicao farmacolégica neurolitica
nacional, fazendo com que os clinicos sempre tivessem que recorrer as solucdes
neuroliticas americanas ou argentinas, normalmente com formulacées de sais de
amodnio e alcool benzilico 0,75 %, cujo alivio da dor nao supera 90 dias. Portanto
fazia-se necessario uma pesquisa direcionada para equinos, visando o0
desenvolvimento de uma composicdo neurolitica eficaz e duradoura,
contextualizando a necessidade com duas vertentes: a da clinica de equinos,
considerando a importancia das claudicacées e das dores crdnicas nas perdas em
dias de treinamento, diminuicdo de performance e na inducdo de maus tratos; e do
potencial de inovacgéo tecnolégica e geracao de patente, visto ndo existir produto ou

composicao nacional de indicacao neurolitica para uso veterinario.
1.1 Consideracoes Sobre a Dor

Segundo a International Association for the Study of Pain (IASP) a dor define-
se como desagradavel experiéncia sensorial e emocional, associada a uma leséo
tecidual atual ou potencial, que é considerada como o quinto sinal vital. A dor é
objeto de pesquisa de centenas de grupos cientificos e tecnolégicos no mundo
(IASP,1979; LUNA, 2006).
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Para entender a dor, ha a necessidade de abordar-se o tema nocicep¢ao, que
€ 0 processo de reconhecimento dos sinais sensoriais desencadeados pela lesdo
tecidual. Este reconhecimento € realizado pelo sistema nervoso, através de
nociceptores (transdutores sensoriais dos estimulos dolorosos), que sao dotadas de
canais idnicos. Quando sdo ativados durante a lesdo, estes canais despolarizam e
produzem potenciais de acdo. A percepcao de sensacdes oriundas de estimulos ou
mecanismos traumaticos ou lesivos aos diversos 6rgaos ou tecidos do organismo
traduz o conceito da dor, que pode ser classificada em Dor Fisiolégica ou Dor
Patolégica (KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008).

Também é necessario conhecer as particularidades inerentes aos equinos,
pois sdo animais “espécie tipo presa”, assim escondendo dores suportaveis,
historicamente demonstrado pelo subtratamento da dor na espécie. Esta
caracteristica faz com que a dor cronica seja sub-analisada, ocorrendo a

constatacdo da mesma de maneira tardia (WILSON, 2008).

A dor aguda em equinos é de facil identificacdo, pois o0 animal apresenta uma
expressao facial singular de excitacao, dilatacdo de pupilas e narinas, taquicardia,
taquipnéia, sudorese profunda, relutdncia ao levantar-se, falta de apetite e
agressividade. Porém a identificacdo a dor crénica € complexa devido aos sinais
clinicos menos evidentes, entre eles alternancia de apoio de membros, apetite
seletivo, perda de peso, hiperalgesia e sensibilidade aos estimulos ndo dolorosos
como se os fossem, situagdo denominada de alodinia (WILSON, 2008; IDA;
MARUCIO; GODOI, 2011).

As respostas protetoras ou de defesa aos estimulos dolorosos, como o reflexo
de retirada do membro, fuga ou reacdo agressiva sdao aquelas responsivas a dor
fisiologica. Estes sinais sao caracteristicos da dor aguda, produzidos por estimulos
intensos na superficie da pele, como nos casos de queimadura e incisées. A dor
inflamatéria ou visceral é causada por estimulos ndo controlados e inevitaveis ao
reflexo de defesa do organismo, normalmente de forma sub-aguda, apresentando
respostas adaptativas especificas, que exteriorizam respostas autonémicas ou
comportamentais variaveis pelo equino (FANTONI; MASTROCINQUE, 2002).
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Os mecanismos neurofisiolégicos relacionados a nocicepcdo séao
semelhantes nas espécies mamiferas, sendo que a trajetéria do estimulo nociceptivo
abrange da transducdo a percepcao dolorosa, ou seja, do estimulo nociceptivo a
consciéncia e experiéncia emocional da dor (DWORKIN et al., 2003; KLAUMANN;
WOUK; SILLAS,2008).

A transducdo consiste na transformacdo da energia fisica do estimulo
nociceptivo em atividade elétrica, com ativacdo de nociceptores, dotados de canais
ibnicos, modulados por substancias algogénicas, entre elas: acetilcolina,
prostaglandinas, histamina, serotonina, bradicinina, leucotrieno, substancia P,
tromboxanos, fator de ativacdo plaquetaria e potassio. A partir da transducao
acontecera transmissao do estimulo nociceptivo, que sera processado por diversas
laminas da medula espinhal, adquirindo os aspectos fisicos da dor por duas vias: as
vias aferentes do talamo que chegam a cértex cerebral e as vias aferentes ao
sistema limbico relacionadas aos componentes emocional da dor (PISERA, 2005;
VINUELA-FERNANDEZ et al., 2007; IDA; MARUCIO; GODOI, 2011).

A partir da geracdo da atividade elétrica, ocorre a transmissdo do estimulo
nociceptivo, ou seja, a propagacao dos impulsos nervosos através das fibras
aferentes ou nociceptores, levando-os até a medula espinhal. Estes nociceptores, ou
ainda chamados por Messlinger (1997) de neurbnios de primeira ordem, sao
classificados em trés grandes grupos, segundo didmetro, grau de mielinizacao e
velocidade de conducao (KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008). Séo eles:

» Fibras A-B(A-Beta), de diametro grande (10 um), mielinizadas e de
conducdo rapida, responsaveis por sensagdes indcuas. Em condi¢des
normais nao participam do processo de transmissdo nociceptiva
dolorosa.

» Fibras A-6 (A-Delta), com diametro intermediario (2 a 6 um),
mielinizadas. Sua velocidade de conduc¢éo é intermediaria, modulando
a primeira fase da dor, mais aguda ou semelhante a pontada.

» Fibras C amileinizadas, de diametro pequeno (0,4 a 1,2 um) e de
velocidade de conducgédo lenta. Sdo responsaveis pela segunda dor ou
difusa, caracterizada pela queimacao persistente.
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Em condigdes fisioldgicas, estimulos dolorosos ativam nociceptores das fibras
A-b e C. Cada estimulo esta associado com grau de inflamacao, iniciando-se uma
cascata de sensibilizacdo periférica com eventos celulares. As células lesadas e
fibras aferentes liberam uma série de mediadores quimicos, incluindo Substéancia P,
neurocinina A e peptideo relacionado ao gene da calcitonina, que geram efeitos
sobre a excitabilidade das fibras aferentes sensoriais e simpaticas. Esses
mediadores causam vasodilatagdo, com extravasamento de proteinas plasmaticas e
recrutamento de células inflamatérias, ativando as fibras aferentes
(HELLEBREKERS, 2002; KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008).

Os canais i6nicos dos nociceptores sao receptores ionotrépicos, podendo ser

+
cations nao-seletivos ou canais de Na ndo dependentes de potencial, incluindo
receptores vanildides | sensiveis a capsaina, canais ibnicos dependentes de ATP e

canais idnicos pH-dependentes. Uma vez ativados, 0os canais se abrem permitindo a

entrada de ions Na+ e Ca2+ para o interior destes nociceptores, promovendo a
despolarizacdo da membrana. Se a despolarizacao é suficiente para ativar os canais
de sbdio dependentes de potencial, estes também sao abertos, promovendo disparo
dos potenciais de acdo e a mediacdo da conducdo de estimulos sensoriais da

inervagado periférica para a medula espinhal. Neurénios sensoriais, em particular

fibras C, expressam grande numero de canais de Na+ dependentes de potencial
elétrico (GIORDANO, 2005; LEE; LEE; OH, 2005).

As fibras aferentes nociceptivas terminam no corno dorsal da medula, onde
ocorrera as sinapses com a via espinotalamica, transportando os impulsos nervosos
até o talamo, de onde estes serdo enviados as diversas areas da cortex cerebral,
permitindo a percepcéo e a reacao a dor (BESSON,1997; MILLAN,1999; DREWES,
2006).
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Figura 1.1 - Fibras aferentes responsaveis pelas informacoes nociceptivas.
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Fonte: Autor, 2011.

Todo este mecanismo do estimulo nociceptor fara com que ocorram
respostas reflexas supra-segmentares na medula, que quando acometerem o0s
centros medulares de circulagdo e ventilagdo ocasionarao: hiperventilagao, aumento
de débito cardiaco, aumento de resisténcia periférica, hipertensdo, taquicardia,
taquipnéia e elevacdo de consumo de oxigénio; e quando acometerem os centros
hipotalamicos da fungdo neuro-enddcrina desencadeardo aumento das secrecdes
de: cortisol, horménio adrenocorticotréfico(ACTH), glucagon, Adenosina monofosfato
ciclico (AMP ciclico), Horménio anti-diurético, horménio do crescimento e renina; e
diminuicao de insulina e testosterona (Millan, 1999; DREWES,2006).

Conforme observado, a velocidade de conducao da informacao dolorosa tanto
na periferia quanto na medula espinhal € mais lenta que a informacgao inerente ao
estimulo tatil, porém o processamento cerebral ou percepcdo dolorosa €
consideravelmente mais veloz que o0 processamento da informacao tatil,
compensando a condugcdo lenta. Assim ocorre um curto periodo de laténcia
estimulo-resposta, gerando a resposta comportamental protetora imediata, que no
ser humano é entendido como reflexo condicionado e que no equiino pode
compreender coices, mordidas e reagdes de fuga (PLONER, et al., 2006; IDA;
MARUCIO; GODOI, 2011).
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Os mecanismos até agora abordados estao relacionados a dor fisiolégica, ou
seja, uma entidade isolada, como uma incisdo acidental ou um trauma externo de
ocorréncia unica. Porém o que se observa na rotina clinica de eqlinos nao sao
estimulos nocivos transitérios, mas sim processos dolorosos continuos que
caracterizam dor patolégica, classificada em nociceptiva (inflamatéria) ou
neuropatica. A primeira diz respeito a dores envolvendo estruturas somaticas ou
viscerais, jA a segunda envolvendo o sistema nervoso (KLAUMANN; WOUK;
SILLAS, 2008).

A submissdo de um paciente as dores continuas sub-agudas, como é o caso
da maioria das dores nociceptivas, fazem com que o0 equino apresente
comportamento protetor e de inatividade temporaria. Estes mecanismos de defesa
sdo benéficos de imediato, porém com o tempo de exposicdo do estimulo, os
aferentes nociceptivos persistem, aumentando os efeitos deletérios devido a
cronicidade da lesdo dolorosa. Assim, enquanto a dor aguda é o sinal clinico
desencadeado por uma afeccao, a dor crénica caracteriza-se pela prépria afeccao
(ALMEIDA et al., 2006; ESCODRO et al., 2011a).

A dor crbnica é aquela que persiste além do tempo esperado de uma doenca
ou injaria, arbitrariamente definida com duragdo maior que 3 a 6 meses. Pode
ocasionar-se como reflexo de um estimulo externo continuo ou espontaneamente.
Normalmente, nos equinos estdo duplamente associados. A consequéncia deste
estimulo é uma resposta exagerada em duracao e amplitude, o que ao médio prazo
trara influencia da qualidade de vida do paciente e resposta pobre as terapias
analgésicas convencionais (TRANQUILI et al.,2000; JI; WOOLF, 2001).

A dor patolégica tem como principal caracteristica a hipersensibilidade,
resultando em alteracées severas da funcdo do sistema nervoso. Acarretara na
diminuicédo do limiar de ativacdo dos nociceptores e resposta aumentada da medula
aos estimulos sensoriais (KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008).

No caso das dores patolégicas (nociceptivas ou neuropaticas), o estimulo
nociceptivo prolongado ou de intensidade severa ativa terminais nervosos aferentes
silenciosos do tipo C polimoidais, existentes no local da injuria, disparando

transmissao nervosa vigorosa, levando a hiperalgesia primaria.
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A estimulacdo das fibras C leva a hiperalgesia primaria e consequente
neuroplasticidade no Sistema Nervoso Periférico, ocorrendo ao curto prazo a
estimulacdo em neurbnios espinhais, chamado de sensitizagdo ou “Wind-Up”,
mediado por N-Metil-D-aspartato (NMDA), que se liga ao glutamato; enquanto que
0s receptores da taquicinina ligam-se a Substancia P e neurocinina A. A
sensitizacao leva a influxo de célcio e ativagdo da proteina cinase C, que modifica
estruturalmente o canal NMDA, aumentando sua sensibilidade ao glutamato. O
resultado deste fendmeno é a facilitacdo da conducao nervosa, em que estimulos
outrora inbcuos, passam a ser interpretados como dor (alodinia) e estabelece-se
uma sensibilidade aumentada a estimulacao nociva como resultado menor de limiar
a nocicepcao (PLONER et al, 2006; IDA; MARUCIO; GODOI, 2011).

As fibras AP (responsaveis pelas sensacdes inécuas em condicoes
fisiolégicas), sdo neste momento recrutadas gerando dor como resultado do
processamento central alterado no corno dorsal da medula espinhal (Klaumann et
al.,2008).Finalmente os neurbnios aferentes sofrem alteragcdes fenotipicas
importantes, em consequéncia da exposicdo a neurotrofinas como o fator de
crescimento neuronal (NGF), liberado pelas células de Schwann, macro6fagos,
fibroblastos e queratinécitos, aumentando a expressdo de Substancia P,glutamato,
oxido nitrico e peptideos relacionado ao gene calcitonina (TRANQUILLI, 2004;
PISERA, 2005).

A dor neuropatica, definida pela IASP (INTERNATIONAL ASSOCIATION FOR
THE STUDY OF PAIN, 2009) como uma dor originada ou causada por uma lesao
primaria ou disfuncdo do sistema nervoso, pode ser considerada um dos maiores
desafios do complexo e intrigante universo das dores de natureza crénica, uma vez
que mais de um terco dos pacientes ndao respondem de forma eficaz as drogas
disponiveis no mercado (OSSIPOV; PORRECA, 2005, MCMAHON;
KOLTZENBURG, 2006).

A dor neuropatica pode estar associada a lesdo nervosa primaria ou
relacionada ao tempo de ocorréncia da sensitizacdo, desta forma a dor nociceptiva
ou inflamatéria pode tornar-se neuropética, considerando o aspecto evolutivo

cronico.
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O tratamento da dor em eqlinos deve levar em conta as consideragdes
realizadas até aqui, visto que se pode atuar de forma analgésica nas quatro vias
neurofisiolégicas do estimulo doloroso, isoladamente ou concomitantemente. Além
disso, é necessario avaliar a escolha dos farmacos de acordo com o tipo de dor
(somética, visceral, nociceptiva e neuropatica) e tempo de evolugcdo (aguda ou
cronica). A Organizagdo Mundial da Saude classifica os tratamentos analgésicos em

quatro escaldes, como demonstra a Figura 1.2.

Figura 1.2 - Escala da Organizacao Mundial de Saude para tratamento da dor.

Estimulacion
nenviosa transcutanea
Estimulacion medular
Estimulacion cerebral y
cortical profunda
Marfina i o
. Fentanilo ministracion de
Paracetamol Dextropropoxifeno farmacos intraespinales
Codei Bupenorfina
AINE odeina Oxid
Metamizol Tramadol H'dxl BCEfna Las lesiones
L neuroliticas.
AINE £ AINE + opioides débiles Opioides potentes Neuromodulacion
coadyuvantes + coadyuvantes + coadyuvantes + coadyuvantes
Primer escalon Segundo escaldn Tercer escalon Cuarto escalon

Fonte: Alvarez et al. 2009.

No caso de um animal que sera submetido a uma cirurgia eletiva, como
orquiectomia, pode se atuar apenas na transducao nociceptiva, através de analgesia
preemptiva, ou seja, aplicacdo da técnica analgésica anterior ao estimulo
nocivo.Esta técnica de bloqueio da transducao pode ser realizada com anti-
inflamatérios nao esteroidais (A.I.N.E) pré-estimulos, como: fenilbutazona, flunixin
meglumine, cetoprofeno, meloxicam e firocoxib; e com anestésicos locais no sitio da
incisao(DOERTHY; VALVERDE, 2008; IDA; MARUCIO;GODOI, 2011).

No entanto, se o paciente apresenta um processo doloroso anterior ao
procedimento, como nos casos das célicas e fraturas, pensa-se em além de atuar na

transducéo, também agir na transmissdo do impulso nervoso, através de bloqueios
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anestésicos locais perineurais e loco-regionais; € ha modulagcédo nociceptiva, através
de opidides ou a-2 agonistas, que estdo sendo amplamente pesquisados em
diversas vias de aplicacdo na espécie equina, entre elas: a intramuscular, epidural e
articular (IDA; MARUCIO;GODOI, 2011).

Correlacionando o tipo de dor com a pesquisa contida nesta tese, a mesma
abordara a dor associada as sindromes degenerativas cronicas em equinos,
especificamente as associadas as afecgdes distais dos membros toracicos, entre
elas: podosesamoidite ou enfermidade do navicular, fratura do navicular, calcificagcao
das cartilagens colaterais da falange distal, fratura angular ou do processo palmar da
falange distal, artrite interfalangica, lesdo osteoproliferativa dorsal e osteite podal
(VALDEZ; ADAMS; PEYTON, 1978; SCHNEIDER; MAYHEW; CLARKE, 1985;
TURNER; MCILRAITH, 1985; TURNER, 1986; HARDY, 1992; JACKMAN et al.,
1993; HOLLMANN; HEINEMANN, 1994; DABAREINER; WHITE; SULLINS,1997).

A dor relacionada aos grupos de afeccdes supracitados refere-se a dor
crénica, inicialmente tendo carater inflamatério ou nociceptivo, com sensitizacdo ou

“wind-up” presente, podendo evoluir a uma dor neuropética.

Para o tratamento paliativo dessas afeccbes, como também ocorre nas
neoplasias terminais em humanos, sugere-se o0 bloqueio perineural ou loco-regional
de acao prolongada, tentando denervar a regidao sede da dor, através de neurdlise
quimica ou cirurgica. Para avaliar-se previamente o resultado do tratamento, é
indicado realizar um blogueio com anestésico local na estrutura nervosa, avaliando-
se o efeito terapéutico que sera obtido com a neurdlise. Em pacientes onde a dor é
neuropatica devido a cronicidade da evolugao, pode-se atuar concomitantemente na

percepcao dolorosa, através de psicotrdpicos.
1.2 Neurdlise: Classificacao de Lesoes Nervosas

Neurdlise é a destruicdo de um tecido nervoso para promover analgesia,
podendo ser realizada cirurgica ou quimicamente (STEDMAN,1996). Segundo Rowe
(1998), existem quatro métodos de neurdlise: bloqueio quimico com neurolitico,

crioanalgesia, radiofrequéncia ou cirurgicamente.



30

Os bloqueios nervosos com neuroliticos sdo procedimentos muito utilizados
para interromper a transmissdo nervosa por tempo prolongado ou definitivamente,
sendo indicados para dor crbnica recorrente que nao respondeu ao tratamento
clinico conservativo. O bloqueio com neuroliticos s6 pode ser feito se houver alivio
da dor com o bloqueio anestésico prévio, além de serem utilizados em fibras
aferentes sensitivas, sem ou com pouca fungcdo motora (FERRANTE, 2000;
PORTER, 2000; RYKOWSKI; HILGER, 2000).

A lesdo em um nervo periférico pode causar desde um déficit fisico leve e
transitério, até perda total da funcao sensitiva e/ou motora, sendo classificada em
trés categorias, em ordem crescente de acordo com a gravidade: neuropraxia,
axoniotemese e neurotemese. Na neuropraxia, ocorre perda da conducdo dos
impulsos nervosos,porém sem degeneracao estrutural do nervo, o que permite o
retorno da funcdo; na axoniotemese, a lesdo é mais grave que a anterior e mesmo
que nao haja perda da continuidade anatémica do nervo, existe degeneracao
walleriana, porém ainda ha possibilidade de regeneracgao; finalmente a neurotemese
€ a lesdo mais grave, com descontinuidade e destruicdo dos elementos neurais
(ADAIR; ANDREWS, 1995).

Quan e Bird (1999), citaram Seddon em 1943 e posteriormente Sunderland
em 1951, como os pioneiros em apresentar uma classificacao para lesées de nervos

periféricos, que ainda hoje é utilizada, ou seja:

Neuropraxia (ou Tipo 1) = ocorre desmielinizacdo focal, bloqueio da
condugdo nervosa, porém sem degeneracao dos axénios; € a forma mais
leve de lesao

Axonotemese (ou Tipo 2) = ocorre degeneracdo dos axbnios, com o
endoneuro permanecendo intacto

Axonotemese (Tipo 3) = ocorre degeneracdo dos axénios, ruptura do
endoneuro, com perineuro intacto

Axonotemese (Tipo 4) = degeneragao dos axénios, ruptura do endoneuro e
perineuro, com epineuro intacto.

Neurotemese (ou Tipo 5) = degeneracao completa dos axdnios e ruptura de
todos os elementos de tecido conjuntivo neural, incluindo o epineuro; é a
forma mais severa de lesdo nervosa

Quando um neurdnio € lesado ha degeneragdo da extremidade distal e da
lesdo da extremidade proximal até o nivel do primeiro nédulo de Ranvier. Ap6s uma
lesdo nervosa, ocorre um processo degenerativo no segmento distal, denominado

degeneracao walleriana ou centrifuga e no segmento proximal, conhecido como
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degeneracdao axénica ou centripeta (Figura 1.4). A degeneragdo walleriana € um
processo de degradacao de todas as estruturas do axénio distal a lesdo, que perde
a continuidade com o corpo celular do neurdnio. A degeneracao axénica ocorre em
alguns milimetros ou centimetros proximalmente a lesdo e a sua extensao varia de
acordo com a intensidade do trauma. Nos processos de degeneracado walleriana e
ax6nica, ha fagocitose das estruturas degradadas por macréfagos e células de
Schwann (HOLLMANN; HEINEMANN, 1994; NEIRA; ORTEGA; CARRASCO,1996).

Existem diferentes mecanismos de lesdo dos nervos periféricos, sendo que
cada um deles causam dano especifico no nervo. Os trabalhos sobre a etiologia das
lesbes em nervos periféricos em humanos, apontam em sua esmagadora maioria
para os traumas mecanicos, através de variadas formas de traumas, laceracao,
estiramento, iatrogénica, entre outras (GRANT; GOODKIN; KLIOT, 1999), e a

consequéncia pode ser a neuropraxia, axonotemese ou neurotemese.

A neurodlise quimica, dependendo do principio farmacolégico e concentragao
administrada pode causar neurite com reacao dolorosa intensa local, e em casos
extremos ocorre a formacdo de uma massa amorfa: o neuroma. O modelo de
neuroma replica a sindrome da dor fantasma observada em pacientes submetidos a
amputacao ou transeccao nervosa em membros intactos (GRANT; GOODKIN;
KLIOT, 1999; BUFFENOIR; DECQ; LEFAUCHEUR, 2005), que pode inviabilizar a

infiltracao quimica.

Os neuromas (Figura 1.5) apresentam presenca de focos ectépicos nas fibras
nervosas periféricas lesadas, o qual mantém os impulsos nervosos aferentes para o
Sistema Nervoso Central. A entrada destes impulsos ectopicos na medula espinhal
sensibiliza os neurbnios do corno dorsal da medula (DEVOR, 1994; GRACELY et al.,
1992). Canais de sodio dependentes de potencial parecem ser 0s responsaveis pela
manutenc¢ao dos impulsos ectépicos aferentes (PORRECA et al., 1999).

Estudos histolégicos apresentam como base para identificacdo de um
neuroma, os seguintes critérios: crescimento desordenado dos brotamentos axonais,
proliferacao de células de Schwann, erosdo/perda do perineuro, perda da arquitetura
funicular com ruptura da bainha epineural, crescimento desordenado dos axénios e
presencga de fibrose intra-neural (KRYGER, et al. 2001; ESCODRO,2004).



Figura 1.3 - Anatomia de um neurénio tipico.
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Figura 1.4 - Neurdlise. No circulo e seta vermelho estao indicados os locais da
degeneracao walleriana; e no preto os locais da degeneracao axonica.
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Assim o maior desafio do uso dos neuroliticos diz respeito a qualidade da
lesdo nervosa que sera proporcionada a partir do farmaco neurolitico. O ideal seria a
axonotemese e neurotemese, por ser de efeito mais duradouro, porém sem causar
dor apés a infiltragao, reacao inflamatéria, neurite e/ou neuroma.

Figura 1.5 - Conjunto de possiveis eventos quando uma fibra motora é seccionada: A-
Fibra nervosa normal; B- Lesao Nervosa (neurotemese) com 2 semanas;
C-Proliferacao de células de Schwann da origem a um cilindro que é
penetrado pelos axoénios em crescimento, com 3 semanas (note
musculatura atrofiada);D- Regeneracao bem sucedida e E- Quando
Axo6nio nado encontra as células de Schwann, ocorre crescimento
desordenado, formando o neuroma.

Fonte: Moraes, 2011.

1.3 Farmacos Neuroliticos

A discussdo acerca da infiltracdo dos farmacos neuroliticos, basicamente
envolve trés fatores: tempo de laténcia, duragao do efeito e presenca de neurite e/ou
inflamacéo local dolorosa (ESCODRO, 2011a).

Diferentes substancias quimicas tém sido utilizadas para interromper
intencionalmente as vias nociceptivas, como alcool, fenol, glicerol, sais de aménio,
clorocresol, nitrato de prata e solucao salina hiperténica (ROWE, 2003).
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Os neuroliticos produzem lesdo nas fibras nervosas dependendo da
concentracdo do agente em contato com o tecido. A injecéo intra ou perineural, por
exemplo, produzem alteracbes axionais importantes e degeneracdo waleriana
(LIPTON, 1993; NEIRA; ORTEGA; CARRASCO, 1996).

Quando se produz uma lesdo na fibra nervosa, um dos principais achados
histopatolégicos é a degeneracao walleriana, importante para se obter o efeito
clinico desejado de longa duracéao. A persisténcia da lamina basal ao redor da célula
de Schwann permite a regeneracdo adequada das fibras nervosas, evitando a
formacao de neuroma doloroso, justificando a utilizacdo do farmaco como neurolitico
(VIEL et al., 2005).

Sabe-se que a citotoxicidade de um neurolitico, esta diretamente relacionada
com a concentracao utilizada do agente e o local de deposicdo. A infiltracdo
extrafascicular tem efeitos menos drasticos sobre o nervo e caracteriza-se por
edema no interior do endoneuro, alteragdes inflamatérias e lesdo na bainha de
mielina e células de Schwann, enquanto que, a infiltracdo intrafascicular € muito
mais agressiva ao nervo, causando em geral, degeneracdo walleriana
(WOQOD,1978; VIEL et al., 2005).

Os principais farmacos neuroliticos utilizados na rotina de eqliinos sao sais de

amonio, fendis e alcoois.
« Sais de Amonio:

Algumas apresentagbes comerciais, principalmente argentinas, estdo
disponiveis no mercado, entre elas o Equipin Plus®, que contém cloreto de amédnio a
2% e alcool Benzilico 1%, com indicacdes de infiltracbes subcutaneas perineurais a

articulares

A lesdo nervosa dos sais de aménio compreendem neuropraxia, até a
concentracdo de 10%, o que traz um efeito aproximado de 2 a 4 semanas, podendo
ser uma boa opcdo em pds-operatérios, visto o curto tempo de acdo. A
neurotoxicidade é bem menor que o fenol a 5% (KOBAYASHi et al.,1997).
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A maior duvida na utilizagdo dos sais de amoénio é o periodo de laténcia, que
segundo autores pode variar de 12 a 36 horas em ratos (KOBAYASHI et al.,1997).

Figura 1.6 - LesOes histopatoldgicas de neurotemese: A-Espessamento do epineuro
(seta). HE 100X. B-Necrose do nervo. HE 400X.
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Fonte: Escodro , 2004.

Araujo, Bezerra e Dornbusch (2010) relataram o uso de Cloreto da Aménio a
3% na inser¢cdo do ligamento acessério do Tenddo Flexor Digital Superficial em
equino com deformidade flexural carpica menor que 20° sendo que a dor
neuropatica foi abolida e apés 20 dias. O paciente melhorou significativamente o
apoio com a terapia clinica concomitante, nao necessitando de tratamento cirlrgico.

< Fendis

Os fendis sao utilizados como neuroliticos e preferidos em bloqueios
periféricos por causar uma menor incidéncia de neurites em relacdo aos alcoois,
porém, segundo Porter (2000), o efeito dos fendis tem menor duragcdao e menor
intensidade em comparacao aos alcodis. A concentracao do farmaco utilizado varia
de 5 a 10%, sendo que a injecdo € menos dolorosa.

O uso de fenol de 5 a 10 % é amplamente discutido e aprovado na infiltracao
do nervo obturador em humanos com traumas da medula espinhal, onde a
espasticidade do arco reflexo adutor € uma complicacao constante, causando dor e
dificuldades para execucao de fisioterapia (GUNDU; KALYON; DURSUN, 1992).

Segundo Buffenoir; Decq; Lefaucheur (2005) o tempo de laténcia do fenol a

6% € de uma semana em média, com duracao satisfatéria de trés meses. Os fendis



36

sao pouco utilizados na medicina equina, podendo representar uma boa opcao nos
pds- operatorios onde a dor pode representar complicagdes.

< Alcoois

Os alcodis sdao amplamente utilizados com intuito de promover neurdlise em
diversas espécies de pacientes, sendo utilizados: alcool isopropilico, alcool benzilico

e etanol.

O alcool etilico ou etanol, um dos mais conhecidos neuroliticos, atua extraindo
os fosfolipideos e colesterol do tecido nervoso, além de provocar a precipitacao das
lipoproteinas e mucoproteinas, e quando injetados diretamente em concentragéo e
volume determinados, provoca bloqueio da condugcdo nervosa, podendo causar
anestesia ou hipoestesia, além de paralisia, se afetar os nervos motores (LIPTON,
1993; NEIRA; ORTEGA; CARRASCO,1996).

Ferrante (2000) citou que o alcool tem seu efeito neurolitico decorrente da
precipitacdo de lipoproteinas e mucoproteinas em nervos periféricos, produzindo
degeneracao e prejuizos tanto nas células de Schwann quanto nos axénios e
histologicamente pode ser observado degeneracdo da mielina, além de pontos de

inflamacéao focal no nervo bloqueado.

Booth e McDonald (1992) relataram que alcool injetado em nervos e ganglios,
em concentracdes elevadas (80 a 95%), causa destruicdo do tecido por sua acao
desidratante e de precipitacao de proteinas, proporcionando alivio da dor das partes
enervadas. A dor estara ausente até a restauracdo das fibras nervosas e
transmissdo normal de impulsos, e algumas vezes a destruicdo do nervo é

permanente.

Segundo Myers e Katz (1992) e Lipton (1993), na concentracdo de 95%, o
etanol causa lesdo ndo seletiva no tecido nervoso, entretanto em concentragdes
inferiores a 80%, apresentam efeitos varidveis sobre a funcdo motora do nervo.
Além disso, € muito irritante, provoca dor no local da inje¢cdo e apresenta ampla
difusao através dos tecidos. Em nervos periféricos, o etanol produz lesao nas células
de Schwann, acometendo as mitocdndrias citoplasmaticas, interrupcéo da bainha de

mielina e degeneragéo walleriana.
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A grande desvantagem do uso do etanol € sua propriedade irritante, que
provoca dor no local da injecdo e apresenta ampla difusdo através dos tecidos. Na
medicina veterindria de equinos utiliza-se com freqiéncia o Sarapin® para infiltrar
nervos periféricos dos membros e nervos vertebrais, no entanto a duragéo do efeito
nao passa de dois a trés meses, 0 que requer repeticdo da infiltracdo, muitas vezes
causando fibroses e neuromas dolorosos. O Sarapin® é um neurolitico alcal6ide
(alcool benzilico a 0,75%), de uso humano, indicado principalmente nas sindromes
dolorosas relacionadas ao nervo ciatico, neuralgia intercostal, neurites, neuralgia
lombar e do trigémio, entre outras, que tem seu uso. Em Medicina Veterinaria, um
dos seus usos mais comuns, tem sido para ablagdo quimica do nervo digital palmar
em equinos com enfermidade do navicular, quando injetado diretamente no nervo. A
melhora clinica pode durar de 2 a 3 meses (ESCODRO, 2004; ALVES et al., 2007) .

Figura 1.7 - LesOes histopatoldgicas caracteristicas de Axonotemese: A- Degeneracao
walleriana. Luxol fast blue-640 x.; B-Presenca de esferdides. HE 640 x.

A - e —
Fonte:Ecodr, 2004. ]

Nicoletti et al. (2007) ,em estudo comparativo da infiltracdo de Sarapin®
(Grupo A) e Solucdo Etandlica a 99,5% (Grupo B), no Nervo Palmar de equinos,
notaram tempo de laténcia entre 7 e 30 dias, sendo que com 150 dias a
sensibilidade havia voltado no grupo A e com 180 dias era ausente no Grupo B.
Porém todos os animais do Grupo B tiveram reacéo inflamatéria local no local de
aplicacdo, que estendeu-se por trés a quatro semanas. Desta forma os autores
comprovaram a agao duradoura do etanol, porém com a indesejavel e restritiva
reacao inflamatoéria local.
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Exames histopatolégicos em segmentos dos nervos Palmares infiltrados com
o alcool benzilico 0,75% (Sarapin®) mostraram alteracées caracteristicas
predominantes de axonotemese, enquanto que nos segmentos infiltrados com o
alcool etilico absoluto (etanol), apresentaram caracteristicas predominantes de
neurotemese (NICOLETTI et al., 2007).

Foi realizada infiltracdo perineural de etanol a 49,75% nos Nervos Digitais
Palmares e Palmares de 8 animais com enfermidades crbnicas distintas, que
resultavam em dor neuropatica intensa. Todos os animais apresentaram hipoestesia
ou analgesia durante 120 dias, porém cinco (62,5 %) dos animais infiltrados
apresentaram reacao inflamatéria e dolorosa intensa (ESCODRO et al., 2011b).

Portanto a utilizacdo do etanol é restrita, pois mesmo sendo um neurolitico
potente e duradouro, as reacdes locais de neurite e inflamacéo dolorosa desabonam
seu uso, principalmente em médias e altas concentracdes. Além disso, os autores
trazem indicacboes terapéuticas com variacbes de concentracdo de 3 a 95 %
(MYERS; KATZ, 1992; QUAN; BIRD, 1999; GASPARINI; SARAIVA, 2004).

Além das infiliragdes perineurais, Guimaraes et al. (2011) relatam sucesso na
infiltracdo de alcool benzilico 0,75% sobre reacao periostal em segunda falange,
obtendo analgesia em 15 dias. Ja4 Wolker et al. (2011) cita que o etanol 70% nao foi

eficaz no intuito de produzir artrodese na articulacao interfalangica proximal.

Dockery (2003), considerando sua experiéncia no tratamento de neuroma
interdigital ou neuroma de Morton em humanos, relataram que a adicdo de
anestésicos locais € um 6timo coadjuvante na diminui¢cdo da dor durante a infiltracao
e das reacgdes inflamatérias imediatas. Para tanto, promoveram a neurélise quimica
com solucédo de 4 % de etanol, associada a cloridrato de bupivacaina (com e sem
vasoconstritor) na concentracéao de 0,5%.

Desta forma, 0 uso de anestésicos locais na formulacdo de uma composicao
neurolitica de uso veterinario pode apresentar-se como opgao viavel, podendo
exteriorizar menores reagdes adversas, visto a diminuicdo da dor no momento da

infiltracdo e minimizacao das respostas inflamatorias locais imediatas.
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Tabela 1 - Les6es histopatoldgicas encontradas em nervos palmares de equinos
infiltrados com Sarapin (animais 1 a 5) e Etanol 99,5 %.(animais 6 a 9), apés

6 meses.
ANIMAL RESULTADO HISTOPATOLOGICO CLASSIFICAGCAO DA
LESAO
1 focos de necrose, infiltracao inflamatéria Neurotemese
perivascular, degeneracao walleriana
2 presenca de esferbides Axonotemese
3 raros esferdides Axonotemese
4 discreto infiltrado mononuclear no perineuro e focos Neurotemese
de necrose, degeneracao walleriana
5 presenca de esferdides Axonotemese
6 focos de necrose, infiltrado inflamatério mononuclear Neurotemese
7 focos de necrose Neurotemese
8 espessamento do perineuro, necrose de feixes Neurotemese
nervosos
9 degeneracdo walleriana Axonotemese
Fonte: Escodro, 2004.
1.4 Anestésicos Locais e Analgesia Perineural

Os anestésicos locais sdao farmacos que bloqueiam de forma reversivel a
condugdo nervosa, quando aplicados localmente no tecido nervoso, em
concentracdo apropriada. Importante é lembrar que a grande vantagem dos
anestésicos locais € o fato de seu efeito ser reversivel; apdés seu emprego ha
recuperacao completa da fungdo nervosa sem que se evidencie dano estrutural nas
células ou fibras nervosas. Causam perda da sensibilidade dolorosa pelo bloqueio
da conducao nervosa do estimulo doloroso ao Sistema Nervoso Central, porém, nao
causam perda da consciéncia, como ocorre com 0s anestésicos gerais (MASSONE,
1994).
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Todos os anestésicos locais sdo sais de bases fracas, geralmente sob a
forma de cloridrato, com pKa maior do que 7,4, dai o fato destes ndo exercerem
efeito adequado em regides inflamadas, em que o pH local é baixo, dificultando a
sua difusdo (LUNA, 1998).

Os anestésicos locais interrompem a propagagcdo do estimulo conduzido
pelos nervos periféricos, prevenindo a transferéncia do estimulo nocivo e causando
a analgesia completa dos tecidos. Eles se ligam a canais de sédio e impedindo a
despolarizacdo. Os nervos menores ndo mielinizados (fiboras C) sdo mais
susceptiveis aos anestésicos locais enquanto que o0s nervos mais largos e
mielinizados levam um tempo maior para serem dessensibilizados (LUNA, 1998;
KLAUMANN, 2008).

O bloqueio dos canais de sédio é pH dependente, por isso ocorre um
aumento do blogueio quando o pH esta alcalino e uma reducao em condicdes de
enfermidade onde o pH local é acido (inflamacao). Nestas ocasides (pH local acido)
a adicao de bicarbonato diminui o periodo de laténcia e prolonga a duragéao da acao,
apesar de que a solucdo nao apresenta estabilidade quimica (MASSONE, 1994;
LUNA, 1998).

A duracao da acao depende da lipossolubilidade do farmaco, do pH ao redor
do tecido, do grau de afinidade (ligacdo) as proteinas plasmaticas e do fluxo
sanguineo da regido. Quanto maior a lipossolubilidade do anestésico maior sera o
seu efeito (MASSONE, 1994).

No intuito de prolongar a duragdo da anestesia a adrenalina (vasoconstrictor)
pode ser utilizada na concentracdo de 1:200.000 (0,1 mL de uma solucao milesimal
de adrenalina comercialmente disponivel adicionado a 20 mL do anestésico local)
com o intuito de prolongar a duracédo da anestesia. No entanto, deve se evitar o uso
de anestésicos locais associados aos vasoconstritores em extremidades, tais como

membros, devido ao risco de isquemia local e necrose tissular (LUNA, 1998).

Os bloqueios anestésicos perineurais dos membros em equinos, segundo

Schumacher e Castro (2008), sao indicados para:
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v' Fins diagnosticos: com intuito de localizar a sede da dor da
claudicacao.

v" Fins anestésicos:

a) através da promocao de analgesia em cirurgias com o paciente em
posicdo quadrupedal, sendo fundamental coadjuvante nas
tranquilizagbes e neuroleptoanalgesias;

b) proporcionando analgesia adicional em equinos submetidos a
anestesia geral, diminuindo a quantidade de anestésico e riscos
inerentes, além de evitar o “efeito fantasma” em casos de exéreses
cirurgicas, principalmente na ostectomias metacarpicas acessorias
(ESCODRO; GIANINI; LOPES, 2007).

v' Fins terapéuticos: os anestésicos perineurais de longa duracdo e os
neuroliticos podem ser utilizados em pds-operatérios dolorosos e
afeccdes crbnicas como a laminite e sindromes degenerativas distais

do membro Escodro et al., 2011a).

O método de diagndéstico através do bloqueio anestésico perineural necessita
de pouco material e pode ser realizado facilmente a campo, bastando apenas que o
profissional conheca a farmacologia dos anestésicos locais e a anatomia regional,
particularmente, o suprimento nervoso e as estruturas que podem ser danificadas
por injecao indevida. Esse método auxilia na identificacéo da regiao do membro que
esta lesionado e causando claudicagdo. Sendo assim, nem sempre € necessaria a
utilizacdo de exames complementares, e quando se faz necessario, a solicitacdo
sera direcionada para a regiao especifica identificada através do bloqueio perineural,
bem como o tratamento da mesma (GAYNOR; HUBLELL,1991; BITTAR; FERRAZ;
ESCODRO, 2007).

Quando sao utilizados para determinacao do local da dor causadora da
claudicacao, o anestésico local deve ser depositado precisamente adjacente ao
nervo, utilizando o menor volume possivel necessario para impedir a condugao
nervosa. Segundo Schumacher e Castro (2008), o volume de anestésico local usado
para anestesiar nervos localizados na porcdo proximal do membro geralmente é

maior que aquele usado para anestesiar nervos na porcao distal do membro, pois 0s
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troncos nervosos localizados proximalmente sdo mais espessos e profundos, o que

torna mais dificil sua localizagéo precisa.

E comum encontrar-se varias regides causadoras de claudicacdo ou
descobrir-se que outros membros podem estar contribuindo para o quadro de
claudicacao. Nestes casos, a anestesia local permitira que se interpretem com qual
porcentagem cada regiao contribui para a claudicacdo (NYROP; COFFMAN;
DEBOWES, 1983; STASHAK, 2002).

Segundo Nyrop, Coffman e Debowes (1983) a anestesia local é o exame
complementar mais importante na avaliacdo das claudicacdes. O principio de seu
uso é que uma vez que uma lesao dolorosa seja dessensibilizada, a claudicacéao ou
resposta dolorosa a palpagdo ou manipulacdo resolvem-se parcial ou
completamente. Isso demonstra que o local da dor localiza-se na é&rea
dessensibilizada que pode entdo ser examinada por outros métodos, geralmente
radiografia e ultra-sonografia. A utilizacao de bloqueios anestésicos como meio de
diagnéstico de claudicacdo em equinos é bastante aceita na pratica veterinaria,
sendo benéfica nos casos em que, mesmo apdés uma anamnese eficiente e um
acurado exame fisico, a origem e a regiao especifica desta claudicacao ainda nao
tenham sido identificadas (DYSON, 1986; GILBSON; STASHAK, 1989; KEG et al.,
1992).

Os anestésicos locais mais utilizados na rotina clinica de equinos séo: o
cloridrato de lidocaina a 2%, cloridrato de mepivacaina a 2% e cloridrato de
bupivacaina a 0,25 ou 0,5%.

A lidocaina é um anestésico local aminoamida, com pKa de 7,9, que pode ser
utilizado na concentracdo de 1 a 2%, fornecendo aproximadamente de 30 a 60
minutos de efeito analgésico, com periodo de laténcia de 05 a 10 minutos (LUNA,
1998)

A utilizacdo mais freqlente da lidocaina é nos bloqueios perineurais € na
anestesias epidurais. A lidocaina tem reduzido a dor de forma significativa sem a
perda do reflexo (KEG et al., 1992; BITTAR; FERRAZ;ESCODRO, 2007). A dose
segura é de 4mg/Kg (LUNA, 1998).
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Um dos anestésicos locais mais potentes e de maior duracédo utilizado na
medicina eqliina é a aminoamida de xilidina denominada bupivacaina, de férmula
C1sH2sN2O (Figura 1.8), que apresenta pKa de 8,1. Sendo mais lipossolivel que a
lidocaina e quatro vezes mais potente, a bupivacaina possui um periodo de laténcia
variavel de 10 a 30 minutos, apresentando um tempo de acéo longo, variando de
180 a 480 minutos (SCHUMACHER; CASTRO, 2008).

A poténcia dos anestésicos locais € determinada pela lipossolubilidade dos
mesmos, que aumenta em fungédo da quantidade de carbonos da molécula. Assim a
bupivacaina, por possuir um grupo butil ligado ao grupamento amina € mais potente
que a lidocaina, que apresenta um grupamento metil. Isso traduz o coeficiente de
solubilidade da bupivacaina ser 27,5 e o da lidocaina ser 2,9 (STOELTING, 1999;
MORGAN; MIKAIL; MURRAY, 2002).

Quanto ao grau de ligagcao protéica, verificou-se que também afeta a atividade
do anestésico local, ja que a forma livre € que tem atividade farmacoldgica. A a-1
glicoproteina acida € a proteina com que o anestésico local tem maior afinidade,
mas também pode haver ligacdo com a albumina. O aumento da taxa de ligacéo
protéica esta relacionado com aumento da duragao de acao. Assim, a bupivacaina é
o farmaco que tem maior ligacao protéica (97%) e, portanto, com maior duragcédo da
anestesia, seguida pela ropivacaina (94%) e lidocaina (65%) (STOELTING,1999;
MORGAN; MIKAIL; MURRAY, 2002).

Na anestesia regional a bupivacaina tem forte indicagcdo quando a intengao é
causar alivio da dor por um tempo prolongado (04 a 06 horas), como em poés-

operatérios de cirurgias musculo-esqueléticas.

No entanto, a bupivacaina provou ser mais cardiotdxica que os outros
anestésicos locais podendo causar arritmias ventriculares e depressdao miocéardica
quando administrada por via intravenosa e com doses superiores a 1 mg/Kg
(SCHUMACHER; CASTRO, 2008).
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Figura 1.8 - Estrutura Quimica da Bupivacaina.
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Fonte: Massone, 1994.

1.5 Triancinolona

Ao realizar a proposicao de desenvolver uma composi¢cao neurolitica que
contenha anestésico local, no caso a bupivacaina, vislumbrou-se a possibilidade de
diminuir a dor no momento da infiltracdo e minimizar a liberacdo de substancias
algogénicas em curto prazo, tempo correspondente a acao analgesia perineural
proporcionado pelo anestésico local. Porém em médio prazo, ndo havia certeza de
que os mediadores inflamatérios ndao agiriam no local, desencadeando uma reacao
inflamatéria e prejuizos estéticos no local da infiltragdo, como ja citaram Nicoletti et
al. (2007) ao infiltrarem etanol 99,5 % em nervos palmares de equinos.

Desta forma almejou-se a utilizacdo concomitante de um agente
antiinflamatdério glicorticéide ou corticosterdide local, interferindo na degradacao dos
fosfolipidios da membrana celular, agindo na cascata do acido araquidénico através
da inibicdo das fosfolipases.

Devido ao extenso uso de corticosteréides no tratamento de doencas
alérgicas e inflamatdrias, nos ultimos anos houve incremento significativo na
pesquisa dos corticosterdides sintéticos, visando aumentar as propriedades
terapéuticas, diminuindo os efeitos adversos. A triancinolona € um desses farmacos,
amplamente utilizados na oftalmologia, dermatologia e ortopedia em infiltracdes e
uso local, pois apresenta a caracteristica de ser de acdo intermediaria, com
atividade antiinflamatéria 5 e atividade retentora de sb6dio muito fraca em
comparagao a hidrocortisona (considerada como acao antiinflamatéria 1 e retentora
de sédio 1). Também supera outros potentes candidatos corticosteréides a compor a
composicao neurolitica como a prednisona (atividade antiinflamatéria 4).
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Além disso, o acetonido e hexacetonido de triancinolona sdo amplamente
utiizados em medicina veterinaria nas infiltracées intra-articulares, com doses
variando entre 6 a 18 mg por articulacdo (dimensao articular dependente), sendo
que causam menor incidéncia de lesbes morfolégicas na cartilagem articular,
comparado com os resultados obtidos da infiltracao de acetato de metilprednisolona,
que possui mesma atividade antiinflamatoria (KATZUNG,1994; HARVEY;
CHAMPE;MYCEK, 1998; DECHANT, et al., 2003; KAY et al., 2008).

A triancinolona € um corticosteréide derivado do cortisol, que difere pela
presenca de uma dupla-ligacao entre os atomos de carbono 1 € 2 do Anel A e a
adicao do fluor 9. A presenca da insaturacao e do halogénio na molécula prolonga a
meia-vida deste farmaco em mais de 50% em relagcdo a hidrocortisona (HARVEY;
CHAMPE;MYCEK, 1998).

Sua estrutura quimica é a 9a-fluor-114,164,174a,21-tetrahidroxipregna-1,4-
diene-3,20-dione, podendo estar na forma comercial ligada a um grupamento
acetonido, apresentando férmula estrutural Ca4Hs1FOg e peso melecular de 434,5. E
um po6 branco com ponto de ebulicdo de 277°C, sendo soluvel em etanol e metanol
(THE PHARMACEUTICAL SOCIETY OF GREAT BRITANY, 1986; THE UNITED
STATES PHARMACOPEIA, 2005).

Figura 1.9 - Estrutura molecular da triancinolona acetonido.
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Fonte: Harvey; Champe; Mycek, 1998.
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1.6 Avaliacao Bioquimica Sérica de Funcoes Hepatica, Muscular e Renal
em Equinos

A quantificagdo bioquimica sérica de determinadas enzimas e susbstancias
consiste em importante ferramenta para avaliar as funcdes especificas dos 6rgaos.
Quando um farmaco ou composicdao é desenvovlvida, o teste de seguranca clinica
deve ser realizado, visando evitar complicacdes cardio-respiratorias e alteracoes nas

funcdes renais, hepaticas e musculares.

Assim Meyer e Harvey (2004) dizem que certas enzimas apresentam uma
atividade tecidual minima ainda que tornem-se notavelmente aumentadas no soro. O
aumento de producao comeca em algumas horas apds indugdo por farmacos,
continuando por um periodo de tempo.Se nado ocorrer o decréscimo dos valores
séricos da determinada substancia ou enzima, pode se supeitar de que o farmaco

esta causando toxicidade ao 6rgao correspondente.

Essas enzimas estdo normalmente ligadas a membrana e apresentam um
aumento minimo ap6s um insulto agudo. Qualquer aumento inicial & provavelmente
um reflexo da atividade enzimatica sobre fragmentos de membrana liberados
diretamente no plasma como resultado de dano celular (JACOBSON; WITT-
SULLIVAN, 1992).

As principais enzimas utilizadas para avaliar a funcao hepatica sdo a Alanina
Aminotransferase (ALT) e Aspartato Aminotransferase (AST), que sao enzimas
mitocondriais importantes no ciclo de Krebs presentes nos hepatécitos, eficientes
para mensurar necrose tissular (MEYER; HARVEY, 2004).

A ALT aumenta drasticamente em lesdes hepaticas agudas, enquanto que a
AST tem meia vida de 18 horas, com atividade persistindo por 7 a 10 dias (NELSON;
COUTO, 2006a). Quando uma toxina esta presente na circulagao, ocorre uma injuria
hepatocelular o que resulta num aumento da alanina aminotransferase (ALT) sérica
(LASSEN; THRALL, 2006a).

As mais altas concentracées de aspartato aminotransferase (AST) estédo
localizadas principalmente nas células musculares esqueléticas e nos hepatocitos,

assim havendo a necessidade da avaliacdo concomitante da enzima
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Creatinofosfokinase (CK). Se as duas estiverem aumentadas sugerem lesao
muscular, quando s6 a AST indica hepatopatia (JACOBSON; WITT-SULLIVAN,
1992; MEYER; HARVEY, 2004).

A CK é a enzima musculo-esquelética de maior utilizagdo para avaliagdo da
funcdo muscular na espécie equina, sendo detectado aumento rapido em lesdes
leves. No caso de recuperacao muscular, os niveis retornam ao normal em poucas
horas. Em contrapartida a AST necessita de lesdo mais ampla para serem liberadas
(KERBER; TRINDADE, 2002).

Porém, na medicina veterinaria, as espécies diferem-se em relagdo ao ALT,
sendo que citoplasma do hepatécito rico em ALT sdo encontrados no cao, gato e
primatas. J& os equinos e ruminantes sdo notaveis excecdes, devido ao fato de
serem herbivoros (MEYER; HARVEY, 1995), o que leva a necessidade da avaliacdo

da enzima Gamaglutamiltransferase (GGT) concomitante.

A GGT tem alta concentracdo na cortex renal e apresenta quantidades
menores no pancreas, mucosa intestinal e epitélio biliar. Como a pancreatite é rara
em equinos e a GGT renal é eliminada pela urina, esta torna-se 6timo indicador de
hepatopatias na espécie (KERBER; TRINDADE, 2002).

Os principais testes para avaliacdo de fungdo renal em equinos sao a
quantificacdo sérica de Uréia e Creatinina. A uréia sérica representa uma das
determinacdes bioquimicas mais utilizadas na avaliagdo da funcao renal dos animais
domésticos (HAGIWARA, 1982; COLES; THOMPSON, 1984).

Fisiologicamente a uréia se eleva devido a dieta hiperprotéica ou idade,
apresentando-se diminuida nos individuos com dietas de baixo valor protéico ou alto
teor glicidico. Elevacdes da uréia ocorrem também por catabolismo elevado, jejum
prolongado e nos casos de febre e septicemia (MEYER; HARVEY, 2004; NELSON;
COUTO, 2006b).

Segundo Nelson e Couto (2006b) a constancia na formacédo e excreg¢do da
creatinina faz dela um marcador muito util de funcao renal, principalmente da
filtragao glomerular, em virtude da sua relativa independéncia de fatores como dieta,
grau de hidratacdo e metabolismo protéico. Assim, a determinacdo da creatinina
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plasmatica € um marcador de funcdo renal mais seguro do que a uréia, porém a
disfungdo renal deve ser avaliada através das dosagens de uréia e creatinina
concomitantemente (LASSEN; THRALL, 2006b).

A Tabela 1.2 traz as referéncias dos niveis séricos de ALT, AST, GGT,
CK,Uréia e Creatinina citados por Kerber e Trindade (2002); Thomassian (2005);
Kaneko, Harvey e Bruss (2008).

Tabela 1.2 - Variacao dos valores de referéncia para ALT, AST. GGT, CK, Uréia e
Creatinina para Equinos, segundo Kaneko, Harvey e Bruss (2008),
Kerber e Trindade (2002) e Thomassian (2005).

Valor de Referéncia dos Parametros Bioquimicos Séricos em Equinos

Kerber e Thomassian Kaneko et
Trindade (2005) al.
(2002) (2008)
ALT (Alanina Aminotransferase) 3-25 U/l 3-23 U/I 3-23 U/I
AST (Aspartato 200-500 U/I 226-366 U/l 226-366 U/I
Aminotransferase)
CK (Creatinofosfokinase) 90-500 U/I 2-23 U/l 2,4-23,4 U/l
GGT (Gamaglutamiltransferase) 12-45 U/l 43-13 U/ 4,3-13,4 U/I
Creatinina 0,6-1,8 mg/dL 1,2-1,9 1,2-1,9
mg/dL mg/dL
Uréia 8-27 mg/dL 25-47 mg/dL  10-24
mg/dL

Fonte: Kerber; Trindade, 2002; Thomassian, 2005; Kaneko; Harvey; Bruss, 2008.

Avaliando a Tabela 1.2 nota-se significativa varidncia e aumento entre os
niveis séricos de AST, GGT, CK e Uréia referenciados por Kerber;Trindade(2002),
em relacdo aos demais autores,fato que pode ser justificado devido os primeiros
apresentarem dados de cavalos da raca Puro Sangue Inglés de utilidade corrida,
com dieta hiperproteica ( aumento de GGT e Uréia) e maiores exigéncias osteo-

musculares (aumento de AST e CK).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral:

Avaliagcdo da eficacia e seguranca clinica de uma Suspensado Neurolitica
Injetavel (SNI) de uso Veterinario, com indicagdo terapéutica para dores

neuropaticas e dores associadas as doencgas degenerativas crénicas de equinos.
2.2 Objetivos Especificos:

v' Desenvolvimento de um método cromatografico (CLAE-UV) para ensaios de
identificacao, teor e estabilidade de bupivacaina e triancinolona.

v' Avaliacdo da estabilidade quimica dos farmacos bupivacaina e triancinolona
presentes na formulagdo da SNI.

v' Desenvolvimento de SNI de uso Veterinario, com indicacao terapéutica para
dores neuropaticas e dores associadas as doencgas degenerativas cronicas de
equinos.

v Utilizacdo de modelo de ferradura experimental para inducdo de claudicacao
em equinos, simulando dores associadas as afeccoes degenerativas distais,
objetivando o ensaio clinico para avaliacdo da eficacia clinica da SNI.
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3 MATERIAL E METODOS

O projeto denominado “Estudo da viabilidade quimica e clinica de Solucao
Etandlica para uso em equinos”, que originou a tese referida, foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Alagoas (CEP - UFAL)
sob processo n® 012716/2010-81, apresentando a seguinte metodologia:

3.1 Desenvolvimento e preparacao da Suspensao Neurolitica Injetavel
(SNI)

Buscando utilizar as propriedades neuroliticas do etanol, minimizando ou
anulando suas reacdes adversas, concomitantemente com a inexisténcia de
composi¢do neurolitica patenteada no Brasil (evidenciado pela exaustiva revisao
patentaria realizada em conjunto com o NIT/UFAL), desenvolveu-se uma suspensao
neurolitica injetavel (SNI), onde o etanol € componente de uma composicdo em
veiculo aquoso, na forma de suspensdo, que conta ainda com Bupivacaina e

Triancinolona.

Visto a indefinicdo dos pesquisadores em relacdo a concentragdo ideal do
etanol em injecdes perineurais, que em humanos variam terapeuticamente de 3 a
99,5% (MYERS; KATZ, 1992; QUAN; BIRD, 1999; GASPARINI; SARAIVA, 2004), a
pesquisa determinou a concentracao etandlica na SNI através da coleta de dados da
experiéncia clinica de profissionais militantes da medicina eqlina, além dos
resultados obtidos por Nicoletti et al. (2007) e Escodro et al. (2011b), envolvendo a
infiltracdo de etanol em diferentes concentragdes nos nervos digitais palmares e
palmares de equinos. Assim foi estabelecida a concentracdo de etanol na SNI em
19,9%.

O uso do anestésico local bupivacaina na SNI foi alicercado em pesquisas
que demonstraram a diminuicdo dos efeitos deletérios do etanol, quando realizadas
infiliracbes prévias de anestésico local (DOCKERY, 2003). Assim a bupivacaina foi
escolhida por ser um anestésico local altamente lipossoluvel, apresentando
analgesia de 180 a 480 minutos (STOELTING, 1999; LAMOUNT, 2008).

A triancinolona foi utilizada na SNI por ser um antiinflamatério esteroidal, que
em infiltracbes teciduais apresentam meia vida de 18 a 36 horas (agente
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glicocorticéide de agdo intermediaria), amplamente utilizada no tratamento de
queléides em humanos (LAYTON; YIP; CUNLIFE, 1994; WICKE et al., 2000;
DAMIANI et al., 2001; MORENO; MATOS; FEVEREIRO, 2001).

Desta forma a proposicao foi que a bupivacaina proporcionasse analgesia de
curto prazo e a triancinolona acédo antiinflamatéria em médio prazo, diminuindo a
acao irritante e inflamatéria do etanol, por conseqiiéncia inibindo os mediadores
inflamatérios locais, edema, deposicao de fibrina, migracao fagocitica, proliferacao
capilar, deposicao de colageno e tecido cicatricial. Abaixo segue a composicao da
formulacédo da SNI:

Cloridrato de Bupivacain@-----------==-==--==-==-=-=z-mmu-um-- 0,3%
Hexacetonido de Triancinolong--------------=-=--=----------- 0,4%
Etanol-----------mm e 19,9%
Veiculo AQUOSO---=-========m=mmmmm oo g.s.p

A Preparacao da SNI foi realizada no Laboratério Multidisciplinar da UFAL,
unidade de Ensino Vicosa, utilizando-se como matérias-primas apresentacoes
comerciais de comprovada qualidade do mercado Brasileiro, sdo elas: Triancil®
(Laboratério Apsen Farmacéutica S.A.), suspensdo comercial de Hexacetonido de
Triancinolona, cuja apresentacdo comercial € frasco de 5 mL a 2 %; Neocaina®
(Laboratério Cristdlia S.A.), solucdo comercial estérii de bupivacaina sem
vasoconstrictor, com apresentacdo em frascos de 20 mL a 0,5%; e Alcool Etilico V/V
solugéo injetavel (Divisdo de Farmécia do Instituto Central do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo — ICHCFMUSP),

apresentacao em ampolas de 10 mL a 99,5%.

A formulacao da SNI foi preparada em condi¢cdes assépticas, em cabine de
seguranca biolégica ou capela de fluxo laminar (Filtracom — Valinhos, SP, Brasil),
transferindo-se os conteldos das amostras comerciais para frascos-ampolas
estéreis impermeaveis ambares de 10 mL, sendo infundido 6 mL de Neocaina®, 2
mL de Alcool Etilico V/V solucéo injetavel 99,5% e 2 mL de Triancil®. Foram
utilizadas seringas de insulina de 1,00 mL e agulhas 30X07 estéreis, de forma

individual, na transferéncia.
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3.2 Avaliacao da estabilidade quimica da Suspensao Neurolitica Injetavel

As analises de desenvolvimento de método cromatografico e estudos de
estabilidade foram realizadas no Laboratério Industrial Farmacéutico de Alagoas
S.A., através de:

v" Estudo de Estabilidade Quimica Acelerado de seis meses e,

v Estudo de Estabilidade de Prateleira a temperatura ambiente.

As amostras dos farmacos cloridrato de bupivacaina e triancinolona foram
preparadas conforme descrito em 3.1.

Os reagentes e solventes utilizados para as diluicoes e o desenvolvimento de
método cromatografico foram o Metanol grau CLAE e Acetonitrila grau CLAE (J.T.
Baker®); e para a preparacao de 250 mL Tampao Fosfato Equimolar (0,01M; pH
6,8) foram empregadas 0,048 gramas de Fosfato de Potassio Monobasico Anidro PA
(P.M..: 136,09; CAS: 7778-77-00; QHEMIS) e 0,072 g de Fosfato de Potassio
Bibasico Anidro PA (PM.: 174,18; CAS.: 7758-11-4; QHEMIS).

3.2.1 Desenvolvimento de método cromatografico para ensaios com a SNI

O método cromatografico (CLAE-UV) foi desenvolvido para ensaios de
identificagdo, doseamento e avaliagdo da estabilidade de forma simultanea de
bupivacaina e triancinolona. Baseou-se nos métodos cromatograficos da
farmacopéia americana para bupivacaina (The United States Pharmacopeia, 2008) e
para triancinolona (UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2005), realizando os
ajustes e adaptacbes necessarias. O sistema cromatografico consistiu de um
sistema degaseificador DGU-20 AS acoplado a Bomba de alta pressdao, modelo LC-
20AT conectado ao Forno CTO 10AS, ao detector UV SPD-20A e controlador CBM-
20A, todos da Shimadzu.

A melhor condicdo analitica de separacao dos farmacos foi obtida usando
fase moével contendo acetonitrila: tampao fosfato equimolar (0,01 M; pH 6.80), na
proporcao (43:57, v/v). Um fluxo da fase mével de 0,8 mL/minuto foi eluido por uma
coluna analitica Shimpack C1g (250 mm x 4,6mm, d.i. 5um), conectada a uma pré-
coluna da phenomenex Cqg (4,0 mm x 3,0mm, d.i. 5um) e mantida na temperatura a
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35°C. As amostras foram detectadas no UV em comprimento da onda de 230 nm. A
pressdo da bomba foi mantida em 122 kgf/cm?, com volume de injecdo de 20 pl. O

tempo total de cada analise néo ultrapassou 11 minutos.

Outras condicbes analiticas foram testadas com a variagdo do comprimento
de onda do detector UV (263, 257 e 240 nm), variacao da composicao da fase mével
(agua: acetonitrila) e variacdo da proporcao entre os solventes que compde a fase
mével (40:60,45:55, 50:50, 60:40, v/v).

Na melhor condicao analitica obtida, bupivacaina e triancinolona foram
analisadas nas faixas de concentragédo de 2,00 a 200 pug/mL e 2,66 a 266 ug/mL,

respectivamente.
3.2.2 Estudo de Estabilidade da Formulacao SNI
3.2.2.1 Delineamento do Estudo de Estabilidade da SNI

O estudo da estabilidade quimica da SNI buscou seguir os critérios exigidos
pela Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) segundo a resolucao 01, de 29 de
Julho de 2005 (ANVISA, 2005), onde a mesma define um guia para a realizagdo de
estudos de estabilidade de produtos farmacéuticos, levando em conta fatores

ambientais e propriedades fisico-quimicas das substancias ativas.

Assim, conforme normatizacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(2005),

A analise de formas farmacéuticas liquidas devem apresentar estudo de
perda de peso, pH, tempo de sedimentacdo das particulas apds agitacéo
das suspensdes, além da identificacdo e determinacao do teor do produto
(doseamento dos principios ativos)”.

Para a avaliagdo de estabilidade quimica foram preparados 60 frascos de 10
mL da SNI (conforme descrito em 3.1) em embalagem impermeavel de vidro ambar.
Vinte (20) embalagens foram destinadas para o estudo de estabilidade acelerado
(ANVISA, 2005), realizado em estufa climatizada sob temperatura programada de
40°C (Camara Climatica Atmosférica controlada mod. LBF-240-Binder) com variacao
de + 0,8°C, a 75% de umidade relativa do ar (UR) com variagdo de 5%. Outros vinte

(20) frascos foram mantidos em estufa com temperatura de 30°C com variacao de *
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0,8 °C, a 75% de umidade relativa do ar (UR) com variacdo de 5% (Céamara
Climatica Atmosférica controlada mod. KBF-720-Binder); e os ultimos vinte (20)
frascos mantidos em temperatura a 20°C e UR 75% em sala com climatizacao
controlada com variacdo de = 2°C. Outros nove (09) frascos foram mantidos em
geladeira com temperatura de 4°C que funcionaram como controle das amostras
SNI.

Grupos controle foram estabelecidos com amostras de produtos comerciais
de triancinolona (Triancil®) e de bupivacaina (Neocaina®), os quais foram estocados
em cada condicdo ambiental (20°C, 30°C e 40°C) usando seis frascos de cada

produto comercial, nas 3 condi¢coes experimentais estudadas.

Foram pré-estabelecidos cinco (05) tempos de andlise (t) que
corresponderam aos 05 pontos de andlises em intervalos espacados de tempo

conforme demonstrado na Figura 3.1.

Figura 3.1 - Tempos das analises (t) para estudo da estabilidade quimica da SNI (t0:
inicial, t2: 15 dias, t3: 30 dias, t4 :60 dias, t5: 90 dias, t6:180 dias).

D s D sodss 2 soaes O sosizs O o g
60 dias 90 dias 180 dias

Fonte: Autor, 2011.

Nestes tempos de analise, os frascos eram pesados em balanca
microanalitica (Mettler Toledo, Micronal S/A), o pH era mensurado em pHmetro de
bancada (pHmetro mod. ESB2-Metronic, com eletrodo de vidro combinado), o tempo

de sedimentacao era avaliado ap6s agitacao e o método cromatografico executado.

Para obter uma adequada precisdo e exatiddo do ensaio, no momento das
analises de cada ponto de andlise foram analisadas duas amostras para cada
situacao de temperatura (20°C, 30°C e 40°C). Cada amostra era analisada em trés

concentragdes diferentes, denominadas de Amostras de Controle de Qualidade.

As Amostras de Controle de Qualidade (CQ) apresentavam as respectivas
concentragdes de triancinolona e bupivacaina: 60 pg/mL e 45 pg/mL (CQ1), 120
Hg/mL e 90 ug/mL (CQ2) e 160 pg/mL e 120 pg/mL (CQ3). Cada amostra CQ era
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analisada em triplicata, totalizando nove andlises por amostra CQ e dezoito analises
por temperatura (20°C, 30°C e 40°C), totalizando 54 analises da SNI por tempo
(Figura 3.2.).

Figura 3.2 - Organograma de analises das amostras de SNI em cada tempo de analise

(1).

ORGANOGRAMA DE ANALISES DAS SUSPENSOES

NEUROLITICAS INJETAVEIS (SNI)

202C 30eC
75% UR 75% UR

=Andlise L *Andlise 19

=Analise 37
1 CQ1 -Andlisz2 3 CQ1 +Andlisz 20 *Andlise 38
/ *Analise 3 / #Analise 21 / #Analise 39
s Analise 4 *Analise22 *Analise 40
— CQ2 sAndlise 5 — CQZ *Analise 23 — *Anglise 41
*Analise 6 =Analise 24 *Analise 42
\ sAnalise 7 \ s Analise 25 \ #Anzlise 43
CO3  -andlises CQ3 -Andlise 26 « Anglise 44
*Analise @ *Analise 27 *Analisz 45
sAnalise 10 sAnalise 28 #Analiseds
2 CO1l -andlise 1L 4 CQO1 -andlisezs . *andlise 47
/ #Analise 12 / +Analise 30 / +Analise 48
s Analise 13 =Analise 31 *Analise 49
— CQ2 s &ndlisz 14 — CQ2 *Andlise 32 —_ *Analisz 50
#Analise 15 #Analise 33 #Anzlisz 51
\ *Analise 16 \ *Analise 34 \ *Andlisa 52
CO3  =analise17 CO3  =analise 35 +Andlise 53

#Analise 13 +Analise 36 +Andlise 54

Fonte: Autor, 2011.

3.2.2.2 Preparagéo das amostras para ensaio de estabilidade

Os frascos de 10 mL da SNI apresentam na formulacédo 0,3 % de Cloridrato
de Bupivacaina (3 mg/mL) e 0,4% de Hexacetonido de Triancinolona (4 mg/mL),
sendo que para obtencdo de CQ1, CQ2 e CQ3, empregou-se a seguinte
metodologia de solubilizacdo com auxilio de banho ultrassénico (10 minutos) e

diluicdo:

v' Solucao de Estoque da SNI (SES): diluiu-se 10 mL da SNI, contendo 40mg
(40.000 pg/mL) de Triancinolona e 30mg (30.000 pug/mL) de Bupivacaina, em
Metanol (grau CLAE), até obtencdo de um volume final de 50 mL, obtendo a
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concentracdo de 800 pg/mL e 600 ug/mL de triancinolona e bupivacaina
respectivamente.

CQ1: Diluiu-se 0,75 mL da SES em Metanol (grau CLAE), até perfazer balao
volumétrico de 10 mL, obtendo concentragdes de 60 pug/mL e 45 pg/mL de
triancinolona e bupivacaina respectivamente.

CQ2: Diluiu-se 1,5 mL da SES em Metanol (grau CLAE), até perfazer baldo
volumétrico de 10 mL, obtendo concentragées de 120 ug/mL e 90 pg/mL de
triancinolona e bupivacaina respectivamente.

CQ3: Diluiu-se- 2 mL da SES em Metanol (grau CLAE), até perfazer baldo
volumétrico de 10 mL, obtendo concentragdes de 160 pg/mL e 120 ug/mL de
triancinolona e bupivacaina respectivamente.

Para efeito de comparacdo, em cada tempo (t) realizou-se as analises de
amostra padrdo, com os produtos comerciais Triancil® e Neocaina®,
preparando a suspensdo imediatamente antes da analise, conforme as
concentracdes de CQ1, CQ2 e CQ3. Foram realizadas trés injecoes de cada
CQ. Para tal procedimento, estabeleceu-se a metodologia de solubilizacao
com auxilio de banho ultrassénico (10 minutos) e diluig&o:

Solugéo de Estoque de Triancinolona (SET): diluiu-se 10 mL de Triancil® 2%,
contendo 200mg (200.000 pg) de Triancinolona, em Metanol (grau CLAE), até
obtencdo de um volume final de 100 mL, obtendo solugcdo de estoque do
Padrao com concentragdo de 2 mg/mL ou 2000 pg/mL.

CQ1: Diluiu-se 300uL da SET e 90uL de Neocaina® a 0,5%, (5000ug/mL),em
Metanol (grau CLAE), até perfazer baldo volumétrico de 10 mL, obtendo
concentragdes de 60 ug/mL e 45 pg/mL de triancinolona e bupivacaina
respectivamente.

CQ2: Diluiu-se 600uL da SET e 180uL de Neocaina® a 0,5%,
(5000ug/mL),em Metanol (grau CLAE), até perfazer baldo volumétrico de 10
mL, obtendo concentragbes de 120 pg/mL e 90 pug/mL de triancinolona e
bupivacaina respectivamente.

CQ3: Diluiu-se 800uL da SET e 240uL de Neocaina® a 0,5%,
(5000ug/mL),em Metanol (grau CLAE), até perfazer baldo volumétrico de 10
mL, obtendo concentragdes de 160 pg/mL e 120 pg/mL de triancinolona e

bupivacaina respectivamente.
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3.2.2.3 Método de Quantificagdo das SNI submetidas ao Envelhecimento

As amostras de SNI submetidas ao envelhecimento foram quantificadas
através do método de uma Unica concentracdo (método farmacopéico de ensaio de
teor), no qual cada area do pico cromatografico das amostras CQ que foram
submetidas ao envelhecimento era comparada com a area do pico cromatografico
das amostras comerciais que nao foram submetidas ao envelhecimento. A

expressao abaixo mostra o calculo de quantificacao para cada amostra CQ:

Area Cromatogrdica AmostraEnvelhecic
% Teor (CQ)=— 2

Area Cromatogrdica AmostraComercialnao Envelhecid

x100

Célculo da média, desvio padrao e desvio padrao relativo eram calculados
para cada amostra CQ ap6s andlise por CLAE.

3.2.2.4 Critérios de Validacao dos Ensaios Analiticos de Estabilidade

Os dados obtidos das corridas analiticas foram avaliados quanto a precisao e
exatidao da medida (< 5%), além da linearidade na curva de calibracao. Medidas de
probabilidade através da estatisitca do valor P com nivel de significancia de (0,05) e
foram calculadas para verificar os valores constantes de massa ou a tendéncia de
degradacao. A analise de variancia (ANOVA) para verificar similaridade ou diferenca
da perda de massa entre os niveis de concentracdao (CQ) através da analise
estatistica dos postos de Bonferroni.

3.3 Selecao de eqiiinos e composicao de grupos

Foram utilizados sete equinos adultos sadios, sem raca definida, adquiridos
pelo Grupo de Pesquisa em Equideos da Universidade Federal de Alagoas
(GRUPEQUI-UFAL). Os mesmos foram submetidos aos exames de Anemia
Infecciosa Equina e Mormo e, apds constatacao dos resultados negativos, levados a
Fazenda Sao Luiz da Universidade Federal de Alagoas (FSL-UFAL), na cidade de
Vicosa. Os animais ficaram sob observacao por 90 dias antes dos experimentos,

para garantir procedéncia de sanidade.
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Os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos, o primeiro com
dois animais e o0 segundo com cinco animais, numerados respectivamente de 1 a 2
(Grupo Controle: infiltracdo de solucao fisiol6gica), sendo denominados EQU1 e
EQU2; e de 3 a 7 (Grupo SNI: Infiltragdo da Suspensao Neurolitica Injetavel - SNI),
denominados: EQU3,EQU4,EQU5,EQU6 e EQU7. Durante o experimento, os
animais foram mantidos na FSL-UFAL, em piquetes separados por grupos,
alimentados com  pastagem, racdo comercial Proequi Guabi® (3
kg/dia/animal/divididos em duas alimentagdes), sal mineralizado Centaurus® (50
g/dia/animal) e agua ad-libitum. O Grupo Controle foi composto por duas fémeas, de
280 e 310 kg, com idade de 7 e 5 anos. Ja o Grupo SNI apresentou composi¢do de

4 fémeas e um macho castrado, com idades entre 3 e 6 anos, pesando de 310 a 406
kg.

3.4 Metodologia para inducao de claudicacao

Para simular a claudicagdo em equlinos, com propdésitos pedagdgicos ou
cientificos, varios modelos experimentais de claudicacdo sao descritos para inducéao
principalmente de osteite podal, osteoartrite, sinovite e tendinite (AUER et al., 1980;
GOODSHIP et al.,, 1982; MERKENS; SCHAMHARDT,1983; FIRTH; SEUREN;
WENSING, 1987; ALVES et al., 2001; XIE; OTT; COLAHAN, 2001). Estes modelos,
elaborados a partir de ferraduras adaptadas, apresentam efeitos variaveis e o
retorno a locomocao normal nem sempre € completa em todos os animais
experimentais. Nesta pesquisa foi empregado o modelo experimental por Escodro
(2004) modificado.

Nos animais dos grupos Controle e SNI, foram colocadas ferraduras nos
membros toracicos, sendo a ferradura do membro toracico direito sem adaptacdes
(utilizada no cotidiano de ferrageamento), enquanto que no membro toracico
esquerdo foi confeccionada ferradura com duas barras e 4 orificios com rosca para
parafuso de 6 mm de didmetro e diferentes comprimentos, situados
estrategicamente nos pontos: PR (ranilha), PL (lateral sola), PM (medial sola) e PC
(central sola), conforme descrito nas Figuras 3.3. e 3.4. O comprimento do parafuso
em cada orificio de pressao foi determinado de forma isolada e individual, levando
em conta dois parametros: resisténcia do parafuso a superficie solar e leve resposta

dolorosa do animal. Os comprimentos variaram entre 11 e 20 mm, estando os mais
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curtos relacionados aos pontos da sola (PC, PM e PL) e os compridos ao ponto da
ranilha (PR).

Apés a colocacao das ferraduras, realizadas por um mestre ferreiro,
observando-se previamente os cuidados habituais de preparagdo do casco, cada
parafuso foi apertado isoladamente com chave em direcdo a superficie da sola,
causando claudicagao. Apds a avaliacdo de um ponto, o parafuso era retirado, o
animal submetido a caminhada de um a dois minutos (para esquecer a sensibilidade
anterior) e retornava para nova avaliagao, em outro ponto de pressao. Para efeito de
padronizacdo da técnica o parafuso foi apertado pela mesma pessoa em todas as
avaliacoes.

Figura 3.3 - Vista solar de ferradura utilizada no experimento, com discriminacao dos
orificios submetidos a pressao com parafusos de ¢ 6 mm: PR (ranilha), PL
(lateral sola), PM (media | sola) e PC (central sola).
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Os graus de claudicacao decorrentes do modelo experimental, foram
classificados de 1 a 4, segundo Stashak (2002), conforme descrito na Tabela 3.1.

Nesta pesquisa padronizou-se como Grau 0 a auséncia de claudicagao.
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Figura 3.4 - Extremidade do parafuso de ¢ 6 mm, emergindo através do orificio central

da sola, correspondendo ao ponto PC (seta).

Fonte: Autor, 2011.

Tabela 3.1 - Graus de Claudicacao em Equinos, segundo Stashak, 2002.

GRAU 1

A claudicagéo € leve e ndo observada ao passo, mas reconhecida ao trote. Os
movimentos tipicos de elevacdo e abaixamento da cabeca e pescogo nao séo
evidentes

GRAU 2

GRAU 3

GRAU 4

Observa-se alteragao locomotora ao passo, sendo bastante evidente ao trote. O
movimento de elevagcdo da cabeca e pescogo quando apoia o membro
comprometido pode ser notado.

A claudicacao é 6bvia ao passo e ao trote e os movimentos tipicos de elevagao
e abaixamento da cabega e pesco¢o quando apoia respectivamente 0 membro
claudicante e o normal sdo claramente definidos.

Claudicagao grave, sem condigdes de apoio com o membro comprometido.

Fonte: Stashak , 2002.
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Figura 3.5 - Aperto do parafuso no orificio PL: a resisténcia a pressao e a leve reacao
dolorosa foram os parametros utilizados para determinar o comprimento

do parafuso em cada ponto de maneira individual.

Fonte: Autor, 2011.

Apés registrar o respectivo grau de claudicacdo do animal em relacdo ao
ponto estimulado dolorosamente, analisado ao passo e trote, a pressédo do parafuso
foi aliviada e o animal submetido a caminhada até o restabelecimento da
normalidade locomotora. Apds o restabelecimento locomotor, novo procedimento de
aperto de parafuso era realizado em outro ponto, até realizar as quatro avaliagdes
(PR,PC,PM e PL).

Concluido os testes iniciais e estabelecido o Grau de Claudicacao através do
modelo experimental de ferradura, aguardou-se trés dias entre a colocacdo da
ferradura e a infiltracdo perineural da SNI, evitando-se problemas dolorosos
secundarios relacionados ao procedimento de ferrageamento, como picadas de
cravo e pododermatites antissépticas.
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3.5 Infiltracao perineural com Solucao Neurolitica Injetavel nos nervos

palmares

Para a realizacdo da infiltracdo da SNI nos Nervos Palmares Medial e lateral,
dos membros toracicos esquerdos dos equinos, utilizou-se a metodologia utilizada
por Nicoletti et al. (2007), alicercando a mesma através das referéncias anatbmicas
citadas por Berg (1978); Kainer (1990) e Stashak (2002), Assim localizaram-se 0s
Nervos palmares laterais e mediais entre os tenddes flexores digitais e o ligamento

suspensorio do boleto (Figura 3.6).

Os nervos palmares sao responsaveis pela inervacao sensorial das estruturas
situadas dentro do casco. Berg (1978); Kainer (1990) e Stashak (2002) citam que os
nervos palmares sao responsaveis pela inervacdo sensorial e vasomotora da pele
do boleto, articulagdes metacarpofalangeana, interfalangeanas, coério coronario,

coérions laminar e solar, e estruturas anatémicas da falange distal.

Para maior confiabilidade na localizacdo do nervo no momento da infiltragcao,
utilizou-se estimulador de nervo periférico ou neurolocalizador (Neurolocalizador
MyoTest VI - Amrra Electromedicina - Buenos Aires, Argentina), variando
decrescentemente a corrente entre 5 a 0,5 mA, com amplitude de pulso de 100 pA.
S6 foram realizadas as infiltracées quando a estimulo elétrico igual ou menor a 0,5
mA ainda promovesse resposta motora, indicando proximidade menor que 0,3
centimetro da ponta da agulha em relacéo ao nervo (RIVERON et al., 2009; CREDIE
et al., 2011).

Assim padronizaram-se as infiltracées conforme o grupo:

v' Grupo Controle- Infiltracdo de Solucao Fisiologica NaCl 0,9% nos
nervos palmares: Os animais (EQU1 e EQU2) foram infiltrados com 5
mL de Solucado Fisiolégica (NaCl 0,9%), no nervo palmar medial e 5
mL no nervo palmar lateral do membro toracico esquerdo,

aproximadamente 15 cm proximal a articulacado metacarpofalangica.

v" Grupo SNI - Infiltracdo de Suspensao Neurolitica Injetavel (SNI) nos
nervos palmares: Os animais (EQU3, EQU4, EQU5, EQU6 e EQU7)
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foram infiltrados com de 5 mL de SNI no nervo Palmar medial e 5 mL
no nervo palmar lateral do membro toracico esquerdo, com
procedimentos idénticos aos realizados com os animais do Grupo
Controle.

Figura 3.6 - Inervacao do membro toracico distal esquerdo do eqiiino (vista lateral).
Em vermelho o local da infiltracao da SNI no nervo palmar lateral (NP).

nervo
palmar
lateral (NP}

nervo metacarpico

palmar lateral

local de transigdo NP
nervo digital palmar (NDP)

ramo dorsal do

Fonte: Kainer, 1990 . (Adaptada)

Figura 3.7- Uso de neurolocalizador para melhor localizacao do Nervo Palmar.

Fonte: Autor, 2011
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3.6 Avaliacao da Eficacia Clinica da Suspensao Neurolitica Injetavel

A avaliagdo da eficacia clinica da SNI foi realizada a partir do modelo
experimental de inducao de claudicacao ja descrito em 3.3. O objetivo principal foi
identificar o tempo de inicio da acao neurolitica da SNI (tempo de laténcia) e avaliar
possiveis alteragdes no efeito analgésico durante 180 dias.

Esta avaliacdo também apresentou como obijetivos: identificar o tempo de
laténcia e efeito da bupivacaina 0,3% na SNI; avaliar possiveis reacdes inflamatérias
locais; observar alteragdes comportamentais associadas a dor e avaliar possiveis

prejuizos estéticos aos animais.

Foi utilizado como critério de avaliacao dos graus de claudicacéao, o citado por
Stashak (2002), conforme descrito na Tabela 3.1., considerando a auséncia de
claudicacao grau 0. Apds cada avaliacdo, as ferraduras e os parafusos foram

removidos.

Os testes foram efetuados em dezoito momentos (M), sendo: Pré-infiltracao
(M1) e apos a infiltragdo convencionou-se: 15 minutos (M2); 30 minutos (M3), 45
minutos (M4), 1 hora (M5), 4 horas (M6), 6 horas (M7), 24 horas (M8), 48 horas
(M9), 72 horas (M10), 96 horas (M11), 7 dias (M12), 30 dias (M13), 60 dias (M14),
90 dias (M15), 120 dias (M16), 150 dias (M17) e 180 dias (M18), conforme descrito
na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 - Momentos de avaliacao da eficacia clinica da SNI e respectivos tempos.

Momento Tempo de Avaliacao | Momento | Tempo de Avaliacao
(M) (M)
M1 Pré Infiltragao SNI M10 72 horas
M2 15 minutos M11 96 horas
M3 30 minutos M12 7 dias
M4 45 minutos M13 30 dias
M5 1 hora M14 60 dias
M6 4 horas M15 90 dias
M7 6 horas M16 120 dias
M8 24 horas M17 150 dias
M9 48 horas M18 180 dias

Fonte: Autor, 2011.
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3.7 Avaliacées bioquimicas séricas das funcdes hepatica, muscular e

renal

Com propoésito de avaliar possivel toxicidade hepatica, renal e muscular da
SNI, foram realizados exames soroldgicos quantificando enzimas especificas,
escolhendo-se as Transaminases (Alanina Aminotransferase - ALT e Aspartato
Aminotransferase - AST), Creatinofosfokinase (CK), Gamaglutamiltransferase
(GGT), Uréia e Creatinina.

As coletas de sangue foram efetuadas em 13 tempos de amostragem (T),
sendo T1 (24 horas antes das infiltracdes perineurais), T2 (6 horas), T3 (24 horas),
T4 (48 horas), T5 (72 horas),T6 (96 horas),T7 (7 dias), T8 (30 dias),T9 (60 dias ,T10
(90 dias), T11 (120 dias),T12 (150 dias) e T13 (180 dias).

Os tubos foram submetidos a centrifugagéo a 2500 rotagdes por minuto (rpm)
durante 10 minutos, obtendo soro sanguineo, cujas amostras foram acondicionadas
em microtubos eppendorf sob congelamento (-20°C). As amostras foram analisadas

em prazo maximo de 15 dias apds o congelamento.

Os exames séricos bioquimicos foram realizados no Laboratério
Multidisciplinar da UFAL, unidade de Ensino Vigosa, utilizando-se de um
espectofotdmetro Photonics 2000UV (Bel Equipamentos Analiticos Ltda., Brasil),
com kits para ALT, AST, CK, GGT, Uréia e Creatinina Labtest® (Labtest Diagndstica
S/A, Brasil). Os valores encontrados foram comparados com valores de referéncia
para a espécie, conforme descrito na Tabela 1.2.

O célculo dos valores da média aritmética, desvio-padrdo e variacado dos
resultados obtidos nos parametros bioquimicos foram realizados através do
programa de computador ASSISTAT Versao 7.6 beta (SILVA; AZEVEDO, 2009). A
normalidade dos dados foi verificada pelo Teste Shapiro-Wilk. Posteriormente
realizou-se a andlise de variancia utilizando o delineamento em blocos casualizados,
onde cada animal foi considerado um bloco, bem como o Teste de Tukey,
considerando nivel de significancia igual ou menor a 5% (p<0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Avaliacao de estabilidade quimica das SNI
411 Perda de Peso das Amostras

No momento inicial do experimento foram pesadas as 60 amostras de SNI em
balanca microanalitica, sendo 20 encaminhadas para cada condicdo de estresse
térmico (20°C, 30° e 40°). O peso inicial foi denominado de massa teédrica (Mt).

Em cada tempo de amostragem (t) foram retiradas 3 amostras para pesagem
e determinacdo da massa média, em gramas (g), com possivel deteccdo de perda
em relacdo a média da Mt para as condi¢coes de estresse térmico pré-estabelecida.
As Tabelas 4.1, 4.2 e 4.3 identificam o peso (em gramas) de cada amostra SNI para
as trés condicdes de estresse térmico, bem como a media de peso, desvio padrao e
porcentagem de manutencdo da massa teérica (Mt). Nao houve perda de massa
significativa (perda maior ou igual a 5%) para nenhuma amostra até o tempo t5 (180

dias).

Tabela 4.1 - Pesos (g), Média de Peso (g), Desvio Padrao e % da Mt das amostras de
SNI a 202C em cada tempo de amostragem (t). (Continua)

AMOSTRAS DA SNI A 20°C

t0 t2 t3 t4 t4 t5
(inicial) (15 dias) (30 dias) (60 dias) (90 dias) (180 dias)
37,0594 37,0601

36,6052 36,6059
36,9969 36,9993

36,6237 36,623

36,7479 36,7468

37,6440 37,6432

37,4675 37,4688

36,5948 36,5949

36,7861

36,5749

36,5289 36,5274
36,555

36,8931 37,3344

37,3334

37,1055

36,2880 36,2896

T 0O NG R WN =

[ G O G G |
O 01 B WD
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(Conclusao)

17
18
19
20
Média
Desvio
Padrao

%Mt

36,3665
36,2806
36,6125
36,9181
36,7991
0,378

100

Fonte: Autor, 2011.

36,3683
36,2818
36,7536 36,9166 36,6641
0,265 0,598 0,582

99,88 100,32 99,63

37,0043

0,557

100,56

36,6112

36,9174

36,6853
0,205

99,69

Tabela 4.2 - Pesos (g), Média de Peso (g), Desvio Padrao e % da Mt das amostras de
SNI a 302C em cada tempo de amostragem(t).

21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
Média
Desvio

Padrao
%Mt

t0
(inicial)
36,9326
37,0088
36,94
36,3353
37,4307
36,5137
36,4272
37,4919
36,3716
36,1593
36,9529
36,8464
36,6894
36,5382
36,4126
37,098
36,3252
36,9754
37,0497
36,5504
36,7520
0,375

100%

Fonte: Autor, 2011.

AMOSTRAS DA SNI A 30°C

t1 t2 t3
(15 dias) (30 dias) (60 dias)
36,9335

37,0095
36,9407
36,3354
37,4309
36,4285
37,4920
36,5379
37,0972

37,0130 36,9023 36,820
0,082 0,549 0,585

100,71 100,41 100,18

t4
(90 dias)

36,3000
36,9460
36,9840

36,7430

0,384
99,97

t5
(180 dias)

36,6861
36,5362
36,4108

36,5440
0,138

99,43
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Tabela 4.3 - Pesos (g), Média de Peso (g), Desvio Padrao e % da Mt das amostras de

41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
Média
Desvio

Padrao
%Mt

SNI a 402C em cada tempo de amostragem(t).

t0
(inicial)
36,2254
37,1357
37,5215
37,1020
37,4174
37,12
37,0244
36,1241
36,9075
36,1145
36,683
36,3856
37,0583
36,7773
37,1921
37,6418
36,2356
36,5036
35,8909
36,1701
36,7615
0,525

100

Fonte: Autor, 2011.

AMOSTRAS DA SNI A 40°C

t1 t2 t3

(15 dias) (30 dias) (60 dias)

36,2234
37,1337
37,5210
37,1015
37,4180
37,1197
36,1145
36,6829
36,7770

36,7114 37,3468 36,6390
0,455 0,219 0,504

99,86 101,59 99,67

t4

(90 dias)

37,6280
36,1880
36,4940

36,7700

0,759
100,002

t5
(180 dias)

36,1204

37,6402

35,8807

36,5471
0,954

99,42
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Figura 4.1 - Variacao da média das massas das amostras nos diferentes tempos de
amostragem.

104

£ 102
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W
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Fonte: Autor, 2011.

dias

41.2 Variacao de pH

O potencial hidrogeniénico das amostras foi mensurado com o intuito de
verificar possiveis variagées durante o processo de envelhecimento das amostras. O
objetivo maior foi avaliar se a SNI apresentava-se com valor de pH dentro da faixa
permitida para solucdes injetaveis, ou seja, 5,5 a 7,5. Também foram mensurados o
pH da Neocaina® e Triancil® em cada momento, conforme discriminado na Tabela
4.4,

Nota-se que nas condigdes de 20°C e 30°C nenhuma das amostras
apresentou variacdo de pH. No entanto a 40°C, apds condicdes aceleradas de
envelhecimento no tempo de 30 dias, constatou-se aumento no valor de pH nas
amostras de SNI e diminuicao nas amostras comercias. O pH da SNI manteve-se
dentro da faixa permitida para solugdes injetaveis.

Apesar da pequena variacdo de pH que foram de 0,2 para SNI, 0,3 para
Neocaina e 0,5 para Triancil, esta suspensao injetavel apresenta uma associacdo de
duas substancias (bupivacaina e triancinolona) que se comporta como base fraca e
acido fraco, respectivamente e que seus processos de ionizagao/solubilizacao
podem ser modificados em fungdo da variacdo de pH, o que pode tornar a
bupivacaina menos soluvel e a triancinolona mais soluvel em meio aquoso devido ao

ligeiro aumento no valor de pH.
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Tabela 4.4 - Medidas de pH das amostras de SNI, Neocaina e Triancil pré-incubadas
em diferentes temperaturas nos cinco tempos de amostragem(t).

t0 t1 t2 t3 t4 t5
(inicial) (15 dias) (30 dias) (60 dias) (90 dias) (180 dias)
SNI 20°C 6 6 6 6 6 6
SNI 30°C 6 6 6 6 6 6
SNI 40°C 6 6 6,2 6,2 6,2 6,2
Neocaina 20°C 5,7 5,7 5,7 5,7 5,7 5,7
Neocaina 302C 5,7 5,7 5,7 5,7 5,7 5,7
Neocaina 40°C 5,7 5,7 5,7 5,4 5,7 5,4
Triancil 20°C 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
Triancil 302C 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
Triancil 40°C 6,5 6,5 6,2 6 6 6

Fonte: Autor, 2011.

41.3 Tempo de Sedimentacao apds agitagao de suspensodes

Em cada momento, sob as trés condices de estresse térmico, foi calculado o
tempo de sedimentacao apos agitacao da SNI (em segundos) em trés amostras, a
partir de um tempo de agitacdo manual de 30 segundos, deixando-se em repouso
em bancada até a verificagcdo da sedimentacdo completa da suspensado. Também se

obteve a média do tempo de sedimentagao e desvio padrao em cada momento.

Em todas as analises, na avaliacao visual macroscépica das amostras apos a
completa sedimentacédo, o sobrenadante apresentou-se limpido e o sedimento foi
avaliado como parcialmente floculado, o que € considerado como desejavel pela
ANVISA (2005). Na Tabela 4.5, apresenta-se os valores do tempo de sedimentacao
pds-agitacdo em segundos, além da média e desvio padrao.

Observa-se que nao houve aumento do tempo de sedimentacdo das
particulas em suspensao demonstrando que a formulacdo nao apresentou alteracao
fisica do tipo defloculacdo em que as particulas retardam o seu tempo de
sedimentacdo, porém irdo apresentar um processo sedimentacado irreversivel
(formagdo de massa endurecida sem redispersdao). Como foi comentado
anteriormente, o estado parcialmente floculado foi mantido com tempo médio de
sedimentacao variando entre 18 e 20 minutos, tempo suficiente para o médico
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veterinario realizar o procedimento de coleta de volume em seringa e aplicacdo no

animal.

Tabela 4.5 - Tempo de Sedimentacado pdés-agitacdo, em segundos, das amostras de SNI,
nos diferentes tempos de amostragem, sob as trés temperaturas.

TEMPO DE SEDIMENTAGAO DAS AMOSTRAS DE SNI (em segundos)

Amostras t0 t1 t2 i3 t4 t5
20 °C (inicial) (15 dias) (30 dias) (60 dias) (90 dias) (180 dias)
1 1144 1152 1137 1139 1145 1140
2 1128 1143 1149 1129 1132 1138
3 1152 1131 1144 1127 1140 1143
Média 1141,33 1142,00 1143,33 1131,67 1139,00 1140,33
DP 12,22 10,53 6,03 6,43 6.56 2,562
Amostras t0 t1 t2 t3 t4 t5
302C (inicial) (15 dias) (30 dias) (60 dias) (90 dias) (180 dias)
4 1132 1157 1149 1147 1139 1130
5 1141 1148 1141 1139 1145 1147
6 1149 1139 1150 1142 1156 1138
Média 1140,67 1148,00 1146,67 1142,67 1146.67 1138,33
DP 8,50 9,00 4,93 4,04 8,62 8,50
Amostras t0 t1 t2 i3 t4 t5
40°C (inicial) (15 dias) (30 dias) (60 dias) (90 dias) (180 dias)
7 1159 1178 1172 1144 1161 1152
8 1163 1152 1159 1152 1156 1167
9 1149 1159 1190 1153 1149 1148
Média 1157,00 1163,00 1173,67 1149,67 1155.33 1155,67
Des.Pad. 7,21 13,45 15,57 4,93 6,03 10,02

Fonte: Autor, 2011.

41.4

de Bupivacaina e Triancinolona na SNI

Desenvolvimento de método cromatografico para determinacdo simultanea

O desenvolvimento do método cromatografico iniciou-se avaliando a melhor
condicdo do sinal analitico para bupivacaina e triancinolona. Variacdo no
comprimento de onda entre 263 e 230nm foi realizada para verificar a influéncia
deste paradmetro em relacdo deteccao, seletividade e sensibilidade analitica. Em
todas as faixas de comprimento de onda foi possivel detectar bupivacaina e
triancinolona. O comprimento de onda ideal para bupivacaina seria proximo a 257nm
ja que esta molécula apresenta croméforo do “benzeno”, enquanto o melhor sinal da
triancinolona seria proximo a 240 nm, pois esta molécula apresenta caracteristicas

cromoféricas de uma “enona’.
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As Figuras 4.2, 4.3 e 4.4 mostram que a bupivacaina perde em termos de
sensibilidade devido ao deslocamento do comprimento de onda para a regiao do
azul, enquanto triancinolona ganha em termos de sensibilidade com o deslocamento
do comprimento de onda. Apesar da baixa sensibilidade para bupivacaina, o
desenvolvimento do método cromatografico com a finalidade de identificacéo,
doseamento e estudo de estabilidade dos farmacos na faixa de micrograma/mililitro
nao requer sensibilidade extrema, como em casos de determinacdo de farmacos

para ensaios limites de pureza cromatografica ou em fluidos biolégicos.

Todos os cromatogramas apresentaram uma banda mal definida entre 2,5 e
3,5 minutos, correspondente ao sinal de inicio de analise do material injetado apds o
tempo morto inicial de circulacdo pela coluna, particularmente perceptivel nas

escalas de maior sensibilidade.

O método apresentou seletividade/especificidade adequada, pois apesar das
matrizes quimico-farmacéutica apresentarem interferentes devido a presenca de

alguns adjuvantes da formulacdo, ndo se observou picos cromatograficos adicionais.

Figura 4.2 - Cromatograma de (1) bupivacaina (200 pg/mL) em acetonitrila:agua (60:40,
v/v) e comprimento de onda de 263 nm.
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Fonte: Autor, 2011.
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A Figura 4.3 mostra o pico cromatografico da bupivacaina numa propor¢éao de
60% de acetonitrila. Observa-se que a bupivacaina tem um tempo de retencao (4,6
minutos) muito proximo do tempo morto da coluna que é de aproximadamente 2,4
minutos. Essa condicao nao seria adequada para quantificacao da bupivacaina, pois
alguns interferentes saem muito préximo deste analito de interesse e o fator de

retencao (K'= 0,92) seria menor que 1.

A Figura 4.4 mostra o pico cromatografico de bupivacaina e triancinolona na
mesma proporcao de fase mével, porém reducao do comprimento de onda para 257
nm. Observa-se resolucdo moderada (separacdo moderada) entre bupivacaina e
triancinolona, além de pico nao-simétrico para bupivacaina. Desta forma, houve a
necessidade de reduzir a proporcao de acetonitrila na fase mével para retardar um
pouco mais a eluicdo dos analitos da coluna cromatografica, além de encontrar um

solvente adequado para melhor a simetria do pico cromatografico da bupivacaina.

Figura 4.3 - Cromatograma de (1) bupivacaina (100 pg/mL) e (2) triancinolona (200
pg/mL) em acetonitrila:agua (60:40, v/v) e comprimento de onda de 257
nm.
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Fonte: Autor, 2011

Com a reducao em 10% na proporcao de acetonitrila, observou-se um melhor
tempo de retencdo para bupivacaina (5,4 minutos) e triancinolona (6,8 minutos).
Porém insuficiente quando se objetiva determinar a concentracao dos farmacos em

estudos de estabilidade em que a eluicdo de produtos de degradacdo pode
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acontecer nos mesmos tempo de retencdo do segundo analito de interesse (Figura
4.4). A substituicdo agua pelo tampao fosfato equimolar (pH 6,8) na fase mével

promoveu uma melhor simetria do pico cromatografico da bupivacaina.

Figura 4.4 - Cromatograma de (1) bupivacaina (100 pg/mL) e (2) triancinolona (200
pg/mL) em acetonitrila:tampao fosfato equimolar (0,01M; pH 6,8),(50:50,
v/v) e comprimento de onda de 240 nm.
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Fonte: Autor, 2011.

Figura 4.5 - Cromatograma de (1) bupivacaina (100 pg/mL) e (2) triancinolona (200
Hg/mL) em acetonitrila:tampao fosfato equimolar (0,01M; pH 6,8), (45:55,
v/v) e comprimento de onda de 230 nm.
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Figura 4.6 - Cromatograma de (1) bupivacaina (100 pg/mL) e (2) triancinolona (200
Hg/mL) em acetonitrila:tampao fosfato equimolar (0,01M; pH 6,8), (40:60,
v/v) e comprimento de onda de 230 nm.
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A reducdo na proporcdo de acetonitrila para 45% e 40% acompanhou o
processo de maior retencao dos analitos de interesse observado na figura 4.4. As
figuras 4.5 e 4.6 mostraram que a triancinolona apresenta eluicdo nos tempos de
retencéo 8,2 e 11,4 minutos, respectivamente. Nesta ultima condi¢dao, observa-se
que o tempo de andlise de 13 minutos pode se considerado longo.

Uma udltima condig&o analitica foi testada, com a finalidade de reduzir o tempo
total de analise (Figura 4.7). Observando a perfeita simetria dos picos
cromatograficos de bupivacaina e triancinolona, requisito de qualidade de picos
cromatograficos necesséario para quantificacao, observando a boa separacédo entre
os analitos de interesse e 0 adequado tempo de analise (11 minutos), estabeleceu-

se esta Ultima condicao analitica para determinacao de bupivacaina e triancinolona.
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Figura 4.7 - Cromatograma de (1) bupivacaina (100 pg/mL) e (2) triancinolona (200
Hg/mL) em acetonitrila:tampao fosfato equimolar (0,01M; pH 6,8), (47:53,
v/v) e comprimento de onda de 230 nm.
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As condicbes cromatograficas utilizadas, a partir das amostras comerciais de
Neocaina® e Triancil®, foram consideradas viaveis para determinagdo simultanea
de bupivacaina e triancinolona. A ultima condi¢cao analitica foi testada para avaliar se
ocorre discriminacao entre as concentragdes dos analitos através do ensaio de
curva de calibragao (Figura 4.8 e 4.9), realizada a partir de trés injecbes de 7
concentragdes analisadas incluindo a faixa de concentracdo das amostras CQ's,
considerando como respectivas concentracdes de bupivacaina e triancinolona: 45
ng/mL e 60 pg/mL (CQ1), 90 pug/mL e 120 pg/mL (CQ2) e, 120 pg/mL e 160 pg/mL
(CQ3).
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Figura 4.8 - Curva de calibracao da bupivacaina com método analitico proposto.
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Figura 4.9 - Curva de calibragao da triancinolona com método analitico proposto.
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O método proposto apresentou linearidade para a faixa de concentracao entre
2,00 e 200 w/mL para bupivacaina e 2,66 e 266 ug/mL, com coeficiente de
correlacdo de r® = 0,998 e 0,998, respecetivamente. Desta forma, podemos de maior
confianca que o método cromatografico apresenta discriminagao entre as faixas de
concentracado a serem analisadas no estudo de estabilidade acelerado.
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415 Monitoramento dos analitos durante estudo de estabilidade acelerado

As analises foram realizadas no t0 (inicial), t1 (15 dias), t2 (30 dias), t3 (60
dias), t4 (90 dias) e t5 (180 dias), avaliando comparativamente as areas
cromatograficas entre as amostras envelhecidas em relacdo as amostras controle e
consequentemente degradagado dos principios ativos bupivacaina e triancinolona na
SNI, sob as diferentes condicdes ambientais ou situacdes de estresse térmico (20°C,
30°C e 40°C). Amostras controle estocadas em geladeira (4°C) foram analisadas nos
tempos 90 dias e 180 dias.

Considerando as areas cromatograficas iniciais, no momento inicial (t0), como
100% da concentracao teédrica (CT) dos principios ativos na SNI, foram calculadas
as porcentagens de bupivacaina nos diferentes tempos, sob as trés condicbes de
estresse térmico (Figura 4.10). A concentracdo da bupivacaina nas amostras de SNI
foi mantida nas temperaturas de 20°C e 30°C até t6 (180 dias) sem qualquer
tendéncia a degradacdo. Contudo, na temperatura de 40°C houve uma perda média
de 4,91% quando calculada para as trés amostras CQ’s. A amostra estocada em
geladeira manteve-se estavel dentro dos limites de variagcdo de * 5.0% de

bupivacaina.

Figura 4.10 - Estudos de estabilidade acelerado de bupivacaina em diferentes
temperaturas ao longo de 180 dias. Em cada ponto analisado,
observamos os valores e as barras superior e inferior representando
o valor médio e desvio padrao relativo das amostras CQ1, CQ2 e CQ3.
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A estatistica de Bonferroni (Fiemp. = 0,159; valor Piemp. = 0,8542 € Fiempo =
2,725; valor Piempo = 0,092) mostrou que ndo houve diferencas significativas para os
valores de bupivacaina (% concentracao) entre as 3 temperaturas estudadas para o
conjunto de valores nos tempos 0, 15 e 30 dias. A andlise de variancia com 2 fatores
(temperatura e tempo) comparou os valores entre as 3 temperaturas estudadas
(Ftemp. = 1,060; valor Piemp. = 0,362 € Fiempo = 3,320; valor Piempo = 0,036) para os
tempos 0, 15, 30 e 60 dias. Nao houve diferencas significativas entre as
concentracdes mensuradas nas 3 temperaturas estudadas ao longo dos intervalos
de tempo de 60 dias (efeito temperatura), porém houve diferencga significativa para o
efeito tempo no nivel de significancia de a = 0,05. Apesar da maior perda de massa
em relacdo as demais condi¢des de stress avaliadas (temperatura de 40°C), essa
variacdo menor que 5% ainda ndo pode ser considerada como degradacdo da

bupivacaina.

Estatistica de Bonferroni (Fiemp. = 1,12; valor P emp. = 0,385) quando aplicada
para avaliar e comparar a perda de teor de bupivacaina nas temperaturas de 4°C,
20°C e 30°C nos tempos 0, 90 e 180 dias nao mostrou significativa perda de massa
entre as 3 temperaturas estudadas por um periodo de 180 dias. O valor do
coeficiente de correlacdo (R? = 0,273) também mostrou que ndo ha tendéncias a
expressiva degradacao para bupivacaina nestas temperaturas estudadas.

A triancinolona ndo apresentou degradacdo durante todo o estudo de
estabilidade (180 dias) nas temperaturas de 4°C e 20°C, mostrando-se dentro dos
limites de variagdo (+ 5.0%). A degradagéo da Triancinolona nas amostras de SNI foi
pronunciada para a temperatura 30°C, observando a perda de massa de 11,34% *
0,55 no tempo de 180 dias. Na temperatura de 40°C foi observada a degradacao
apés o ponto t3 (30dias) correspondente a 94,84% + 3.90, sendo que em t4 (60 dias)
correspondente a 83,51% + 6,90 com degradacdo média de 16,5%, conforme

mostrado na Figura 4.11.
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Figura 4.11 - Estudos de estabilidade acelerado de triancinolona em diferentes
temperaturas ao longo de 180 dias. Em cada ponto analisado,
observamos os valores e as barras superior e inferior representando o
valor médio e desvio padrao relativo das amostras CQ1, CQ2 e CQ3.
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Fonte: Autor, 2011.

A analise de variancia de 2 fatores (temperatura e tempo) (Estatistica de
Bonferroni) da triancinolona foram avaliadas entre as 3 temperaturas (20°C, 30°C e
40°C) estudadas para os tempos 0, 15 dias e apresentou valores F e p (Fiemp. =
0,199; valor Pigmp. = 0,662 € Fiempo = 1,386; valor Piempo = 0,287) n&o significativos
para as 3 temperaturas e neste intervalo de tempo analisado. A analise de variancia
de 2 fatores (temperatura e tempo) (Estatistica de Bonferroni) mostrou diferengas
significativas para tempo e temperatura (Fiemp. = 4,395; valor Piemp. = 0,030 € Fiempo =
15,81; valor Piempo = 0,0002) no intervalo do estudo de estabilidade entre os tempos
0 15 e 30 dias. Andlise de variancia comparativa (Fiemp. = 11,01; valor Piemp. = 0,0005
€ Fiempo = 14,08; valor Piempo < 0,0001) entre as temperaturas de 20°C, 30°C e 40°C
para os tempos 0, 15, 30 e 60 dias, também mostrou diferencas significativas entre

as temperaturas.

Quando compara-se as temperaturas de 4°C, 20°C e 30°C nos para os pares
de dados nos tempos 0, 90 dias e 180 dias pela estatistica de Bonferroni (um fator,
temperatura), observou-se que nao ha diferencas significativas entre os valores de
perda no teor de triancinolona (Fiemp. = 2,442; valor Piemp. = 0,1675), porém analise
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do coeficiente de correlagdo (R? = 0,449) mostra que ja ha uma degradacdo para a

temperatura de 30°C, com perda no teor de 11,34%.
4.2 Avaliacao da eficacia clinica da Suspensao Neurolitica Injetavel

O modelo de inducao de claudicacdo utilizado foi considerado satisfatério,
visto que exteriorizou imediata claudicacdo de apoio nos animais de ambos os

grupos experimentais, independentemente do ponto em que foi testado.

A claudicacdo de apoio tipicamente mostrou 0s movimentos classicos e
evidentes de elevacdo e abaixamento de cabeca e pesco¢o ao passo e trote,
encurtamento do passo no membro sede da dor e ruido diferenciado entre os
membros, no impacto ao solo (Grau 3). Ap6s a avaliacao da claudicacao e removida
a pressao aplicada na sola pelos parafusos, os animais de ambos 0s grupos
imediatamente voltaram a locomog¢do normal, classificados com Grau 0 de

claudicacgao.

A intensidade da dor produzida na sola foi diretamente proporcional a presséao
aplicada em cada um dos parafusos, podendo ser controlada de acordo com o grau
de claudicacéo desejado. Nesta pesquisa, de acordo com o protocolo estipulado, as
dimensbes dos parafusos, bem como a pressdo neles aplicada, induziram
claudicacdo grau 3 (STASHAK, 2002) em todos os animais, padronizando o grau de
claudicacdo em M1 (pré-infiltracdo), anteriormente descrita por Escodro (2004) e
Nicoletti et al. (2007) com variagdes de grau2 e 3.

Os testes aplicados ndo causaram nenhum dano temporario ou permanente
aos animais. Apés a infiltracdo dos Nervos Palmares com Solugao Fisiolégica NaCl
0,9% (Grupo Controle) e SNI (GRUPO SNI), os seguintes resultados e discussdes
provenientes dos testes de sensibilidade aplicados pela ferradura foram

determinados :
421 Grupo Controle: infiltracdo com solucao fisiolégica nos nervos palmares

Os animais do Grupo Controle apresentaram claudicacdo de Grau 3 no M1
(Pré infiltracdo), havendo decréscimo, no momento M2 (15 minutos), para Grau 1 em
PR no EQU1 e para Grau 2 em PR no EQU2. Ainda em M2 (15 minutos), avaliando
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a claudicagédo em PC, PM e PL, esta diminuiu para Grau 2 em ambos o0s animais do
Grupo Controle. O retorno a claudicacdo Grau 3 ocorreu em M3 (30 minutos),
mantendo-se padronizada no mesmo grau até M13 (30 dias). As avaliagdes a partir

dai ndo foram realizadas para evitar desconforto e sofrimento dos animais.

As Figuras 4.12 a 4.15 demonstram os graus de claudicacdo observados nos
animais do Grupo Controle, infiltrados Solucdo Fisiolégica NaCl 0,9 9%,
respectivamente nos pontos PR, PC, PM e PL, nos momentos de avaliagdo M1 (Pré
Infiltracao) até M13, 30 dias apéds a infiltracdo com a SNI.

Figura 4.12 - Graus de Claudicacao dos Animais do Grupo Controle infiltrados com
Soro Fisiologico, observados nos momentos M1 (Pré-avaliacao) a M13 (30
dias), com pressao aplicada no Ponto PR.
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Fonte: Autor, 2011.
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Figura 4.13 - Graus de Claudicacao dos Animais do Grupo Controle infiltrados com
Soro Fisiolégico, observados nos momentos M1 (Pré-avaliacao) a M13
(30 dias), com pressao aplicada no Ponto PC.
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Figura 4.14 - Graus de Claudicacao dos Animais do Grupo Controle infiltrados com
Soro Fisiologico, observados nos momentos M1 (Pré-avaliacao) a M13
(30 dias), com pressao aplicada no Ponto PM.
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Figura 4.15 - Graus de Claudicacao dos Animais do Grupo Controle infiltrados com
Soro Fisiologico, observados nos momentos M1 (Pré-avaliacao) a M13
(30 dias), com pressao aplicada no Ponto PL.
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Fonte: Autor, 2011.

Neste Grupo a claudicacao induzida reduziu gradativamente apenas em M2
(15 minutos) para Grau 2 nos pontos da sola (PC, PM e PL) e com variacdes de
Grau 2 ou 1 em PR.

A diminuicao do Grau de Claudicacdo em M2 (15 minutos) pode ser explicada
pela infiltracdo da solugao fisiolégica préxima ao nervo, devido ao uso do
neurolocalizador, o que sugere a ocorréncia de neuropraxia transitoria por aumento
de pressédo, até que ocorra a absorcao total da solugdo no local, que ja ocorreu
sugestivamente em M3 (30 minutos).

A avaliacao da claudicacao de M4 (45 minutos) a M13 (30 dias) poderia ter
sido evitada, ao menos de forma parcial, visto que a cada avaliagdo os animais, por
nao apresentarem dessensibilizagdo nervosa, retornavam ao Grau 3 de
Claudicacao, o que ocasiona dor e sofrimento aos mesmos. Assim optou-se por nao
submeter os animais deste Grupo as demais avaliagdes, poupando-os aos estimulos
dolorosos dos testes.
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422 GRUPO SNI: Infiltragdo com SNI nos nervos palmares

Os animais deste grupo comportaram-se da mesma forma em relacdo ao
estimulo doloroso nos pontos testados e graus de claudicacao, quais sejam PR, PC,
PM e PL.

Assim apresentaram claudicacao de Grau 3 no momento M1 (Pré infiltracao),
havendo decréscimo, no momento M2 (15 minutos) para Grau 2 em trés animais
(EQU3, EQU6 e EQU7), ndao havendo diminuicdo de claudicacdo em dois animais
(EQU4 e EQUS5). J&4 em M3 (30 minutos) a claudicacado estava presente em menor
intensidade (Grau 1) apenas em dois animais (EQU4 e EQUS6), sendo que nos
demais foi denominada como Grau 0 (auséncia de claudicacdo). Em M4 (45
minutos) e M5 (60 minutos) todos os animais apresentaram auséncia de claudicagao
(Grau 0). Os graus de claudicacao discriminados por animal entre M1(Pré) e M5 (1
hora), estdo demonstrados na Tabela 4.6.

Em M6 (4 horas) todos os animais do GRUPO SNI apresentavam claudicagéao
leve, sendo que ao estimulo doloroso nos pontos, quatro animais exteriorizavam
claudicacao Grau 1 e um animal Grau 2 (EQU7). Em M7 (6 horas) quatro animais ja
haviam retornado a condicdo de claudicacdo de M1 (Pré), ou seja, Grau 3, sendo
que apenas o EQU4 apresentava claudicacao Grau 2. Nos momentos M8 (24 horas)
a M9 (48 horas) todos os animais apresentavam claudicacdo Grau 3 nos quatro

pontos testados.

Tabela 4.6 - Graus de Claudicacao dos Animais do Grupo SNI, observados nos
momentos M1 (Pré-avaliacao) a M5 (1 hora), com pressao aplicada no
Ponto PC, PR, PM, PL.

Momento M1 M2 M3 M4 M5

(Pre) (15 min) (30 min) (45 min) (1 hora)
Animal
EQUS ) 2 Q Q Q
EQU4 3 3 1 Q 0
EQUS K 3 Q Q 0
EQUGE | s 1 Q ]
EQU7 K 2 Q Q 0

Fonte: Autor, 2011.
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Em M10 (72 horas) quatro animais exteriorizaram claudicagcdo Grau 2, porém
o EQU3 apresentou Grau 3. Todos os animais apresentam Claudicacdo Grau 1 em
M11 (72 horas) e auséncia de claudicacao (Grau 0) em M12 (7 dias). Os graus de
claudicagcao discriminado por animal entre M6 (4 horas) ao M12 (7 dias), estédo
demonstrados na Tabela 4.7.

Tabela 4.7 - Graus de Claudicacao dos Animais do Grupo SNI, observados nos
momentos M6 (4 horas) a M12 (7 dias), com pressao aplicada no Ponto

PC, PR, PM, PL.
Momento G M7 M8 MO M10 M11 M12
(4hs)  (Bhs) (24hs) (48hs) (72hs) (96hs.) (7d.)
Anima
EQU3 1 3 3 3 3 1 Q
EQU4 1 2 3 k] 2 1 Q
EQUS 1 3 3 3 2 1 Q
EQUG 1 3 3 3 2 1 0
EQU7 2 3 3 3 2 1 Q

Fonte: Autor, 2011.

Entre M12 (7dias) e M18 (180 dias) todos os animais do Grupo SNI
apresentaram auséncia de claudicacdo.Nas Figuras 4.16 a 4.19, encontram-se 0s
graficos representativos dos graus de claudicagao observados nos animais do Grupo
SNI, infiltrados com a SNI, nos momentos de avaliacado M1 (Pré infiltracdo) até
M18,0u seja, 180 dias apds a infiltragcdo da SNI.
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Figura 4.16 - Graus de Claudicacao dos Animais do Grupo SNI, observados nos

momentos M1 (Pré-avaliacao) a M18 (180 dias), com pressao aplicada
no Ponto PR.
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Fonte: Autor, 2011.

Figura 4.17 - Graus de Claudicacao dos Animais do Grupo SNl,observados nos
momentos M1 (Pré-avaliacao) a M18 (180 dias), com pressao aplicada
no Ponto PC.
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Figura 4.18 - Graus de Claudicacao dos Animais do Grupo SNI, observados nos
momentos M1 (Pré-avaliacao) a M18 (180 dias), com pressao aplicada

no Ponto PM.
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Figura 4.19 - Graus de Claudicacao dos Animais do Grupo SNI, observados nos
momentos M1 (Pré-avaliacao) a M18 (180 dias), com pressao aplicada

no Ponto PL.
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Um animal do Grupo SNI apresentou celulite transitéria no local da infiltragéo
apdés 6 horas, ndo exteriorizando claudicacdo em nenhum momento. A regressao
espontdnea da celulite ocorreu em 72 horas, ndao se observando reacoes

secundarias a neurdlise quimica.

Nos animais do Grupo SNI observou-se, em M2, a diminui¢do da claudicacao
para grau 2 em 3 animais (60 % da amostragem), sendo que em 2 (40%), a
claudicacao continuou em grau 3. No Grupo Controle, os dois animais apresentaram

diminui¢do de claudicacdo neste momento.

O tempo de laténcia da bupivacaina a 0,3% na SNI foi entre 30 e 45 minutos,
visto que em M3 (30 minutos) dois animais apresentavam claudicacéao leve grau 1.

O efeito terapéutico do anestésico foi menor que quatro horas, visto que em
M6 (4horas), todos os animais ja apresentavam grau de claudicacao parcial em
relacdo a M1, estando em M7 (6 horas), quatro animais (80%) apresentando grau de
claudicacdo 3. Os resultados condizem com o tempo de 180 a 480 minutos, citados
por Stoelting (1999) e Lamount (2008).

A acao neurolitica analgésica da SNI iniciou-se levemente com 72 horas em
quatro animais, porém com significativa diminuicdo de grau apdés 96 horas (M11),
momento em que todos os animais apresentaram grau 1, considerando-se esse
como tempo laténcia do efeito neurolitico. O grau 0 (auséncia de claudicacao) foi
constatado em M12 (7 dias).

O tempo de laténcia de 96 horas, apresentado pela SNI, foi 24 horas maior
que do etanol 99,5%, que segundo Nicoletti et al. (2007) € de 72 horas.Porém, bem
menor que o atribuido ao Sarapin®,que é de 7 dias (NICOLETTI et al., 2007). A
auséncia de claudicacdao se mantém até M18 (180 dias), demonstrando a eficacia

clinica da SNI até 180 dias apés a infiltragcao.

A citotoxicidade de um farmaco neurolitico esta diretamente relacionada com
a concentracao utilizada do agente e o local de deposicdo do mesmo. A infiltracao
extrafascicular tem efeitos menos drasticos sobre o nervo, porém irritantes nas
estruturas adjacentes, caracterizando-se por edema no interior do endoneuro,

alteragbes inflamatérias e lesdo na bainha de mielina e células de Schwann; ja a
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infiltracdo intrafascicular € muito mais agressiva ao nervo, causando em geral,
degeneracdo walleriana. A acado intrafascicular traz efeitos analgésicos mais
duradouros, porém a reacao dolorosa e inflamatéria nos primeiros dias podem ser
agudas e muito intensas, desencadeando uma neurite e até inviabilizagdo da acao

neurolitica.

Durante o periodo de observacao desta pesquisa, a celulite transitéria no local
da infiltrag&do foi observada apenas em um animal, ndo exteriorizando claudicagao e

apresentando regressao espontanea em 72 horas.

Os resultados obtidos foram superiores ao de Nicoletti et al. (2007) com uso
de etanol 99,5% nos mesmos nervos de equlinos, quando a acgdo irritante do etanol
prejudicou a avaliacdo da claudicacdo nas primeiras 48 horas, devido a reacao
inflamatéria e dolorosa local, precisando ter recorrido aos anti-inflamatérios nao
esteroidais como terapéutica coadjuvante. Os autores também relatam que o etanol
trouxe prejuizos estéticos na canela de todos os animais, ficando com aumento de

volume visivel, mesmo sem apresentar claudicagdo com 180 dias apds a infiltragao.

O menor efeito inflamatério local da SNI pode ser atribuido pela concentracao
adequada de etanol; ao curto prazo, devido a analgesia obtida pela bupivacaina e
consequente diminuicdo de liberacdo de mediadores inflamatorios locais; e ao médio
prazo pela triancinolona, que pode manter a acao anti-inflamatéria no local por 18 a
36 horas (LAYTON; YIP; CUNLIFE, 1994; WICKE et al., 2000).

Observou-se um intervalo no tempo de bloqueio de sensibilidade nervosa, ja
que a bupivacaina bloqueou os canais de so6dio no nervo por menos de 4 horas e a
analgesia da neurdlise iniciou-se com 96 horas. Mesmo com esta janela
farmacolégica, os animais ndao apresentaram reacao inflamatéria local, como ocorria
nos animais infiltrados com etanol por Nicoletti et al. (2007), porém continuaram a

apresentar sensibilidade nos testes do parafuso.

A indefinicao em relagdo a concentracdo ideal do etanol em injecbes
perineurais estava presente entre os pesquisadores, pois ainda ndo havia se
determinado a concentracao etandlica que fornece uma neurélise duradoura, sem

produzir neurite transitéria, dor, edema local ou neuroma doloroso. Além disso,
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pouco se conhece sobre o tempo de analgesia proporcionada pelas diversas
concentracdes, que em humanos variam terapeuticamente de 3 a 99,5%, porém
com pouca exploragdo na espécie equina (MYERS; KATZ, 1992; QUAN; BIRD,
1999; GASPARINI; SARAIVA, 2004; NICOLETTI et al., 2007).

As composicdes neuroliticas comerciais mais utilizadas em equinos sédo o
produto Equipin® (Cloreto de aménio a 2%) e o Sarapin®, ambos com curto tempo
de recuperacao da funcao nervosa. O Sarapin®, em equinos, tem efeito analgésico
de 2 a 3 meses até 5 meses, segundo respectivamente Madison e Dyson (2003) e
Escodro (2004). Ja4 o Cloreto de amdnio apresenta tempo de acdo ainda menor, de
20 a 60 dias (KOBAYASHI et al., 1997; HERTL et al., 1998; ARAUJO; BEZERRA;
DORNBUSCH, 2010).A SNI , se comparada com os resultados obtidos com Sarapin
e Cloreto de Amonio, através dos trabalhos acima citados, sugere superioridade em
relacdo ao tempo prolongado de efeito terapéutico e menores indices de reacao

inflamatéria local.

O uso de agentes neuroliticos deve ser criterioso e realizado exclusivamente
por médico veterinario especialista, visto a média incidéncia de acidentes
associados aos farmacos neuroliticos em equinos de esporte, com conseqgléncias
desastrosas devido a quedas e traumas por falta de propriocepc¢ao, inclusive com
relatos de danos ao cavaleiro. Dessa forma, deve se considerar seu uso de forma
paliativa e sempre levando em conta a evolugcao clinica da doenca degenerativa
presente.

Durante os 180 dias, ndo foram constatados complica¢des relacionadas com
o procedimento, como: fraturas, exungulacao, rupturas tendineas ou acidentes por
diminucao de propriocepcao, conforme relata ESCODRO (2006). Também é de
relevancia que todos os animais obtiveram grau 0 de claudicacdo, nao havendo
variagdes na pesquisa devido a efeito parcial, que pode ocorrer devido a inervacdes
acessorias, artrites interfalangicas, artrites metacarpo-falangicas,aderéncias fibrosas
entre 0 0sso nhavicular e o tendao flexor digital profundo e aplicacédo
neurolitica/anestésica inadequada ou incompleta (STASHAK,2002).

Portanto os resultados desta pesquisa indicam uma possivel resolucdo na

indefinicdo da concentracdo etandlica em solucées/ suspensdes neuroliticas, visto
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que a SNI mostrou-se eficaz até 180 dias, principalmente quanto a concentracao e
aplicagéo unica perineural, obtendo os efeitos neuroliticos similares aos citados na
literatura com etanol 99,5%, porém sem causar reacao inflamatéria local e/ou
prejuizos estéticos (ESCODRO, 2001, MADISON; DYSON, 2003).

E finalmente, do ponto de vista dos custos das composicdes, a SNI ira
representar custo consideravelmente menor que o Sarapin® (mais duradouro dos
neuroliticos comerciais), pois € um produto importado, de dificil aquisicédo e a custo
elevado, aproximadamente US$ 100/frasco ampola de 50 mL.

4.3 Avaliacoes Bioquimicas

Os resultados foram obtidos de 91 coletas e 273 amostras de soro sanguineo,
realizadas em 7 equinos sendo 2 do Grupo Controle e 5 do Grupo SNI, em treze
tempos de amostragem (T), conforme segue-se: 24 horas antes da infiltragcdo da SNI
(T1) e nos momentos apés infiliragdo, sendo 6 horas (T2), 24 horas (T3), 48 horas
(T4), 72 horas (T5), 96 horas (T6), 7 dias (T7), 30 dias (T8), 60 dias (T9), 90 dias
(T10), 120 dias (T11),150 dias (T12) e 180 dias (T13).

Foram analisados e quantificados o0s niveis séricos de Alanina
Aminotransferase (ALT), Aspartato Aminotransferase (AST),
Gamaglutamiltransferase(GGT), Creatinofosfokinase(CK), Uréia e Creatinina
(Creat.).Para efeito comparativo das médias obtidas com os valores de referéncia,
consideraram-se as variagdes citadas por Kaneko; Harvey; Bruss, (2008); Kerber e
Trindade (2002); Thomassian (2005), conforme ja descrito na Tabela 1.2.

4.3.1 Grupo Controle: Animais infiltrados com Soro Fisiolégico

Nas Tabelas 4.8 e 4.9 estdo demonstrados os valores dos niveis séricos de
ALT,AST,GGT,CK, Uréia e Creatinina obtidos nos EQU1 e EQU2 ( Grupo Controle),

bem como as médias e desvios padrao, nos diferentes tempos de amostragem (T).
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Tabela 4.8 - Valores de ALT, AST, GGT, CK, Uréia e Creatinina obtidos nas amostras

séricas dos animais do Grupo Controle de T1(24hs.Pré) até T7(7dias).

ALANINA AMINOTRANSFERASE-ALT (U/l)

T
EQU
EQU 1

EQU 2
Méd. (U/1)
DP

\T
EQU

EQU 1
EQU 2
Méd. (U/1)
DP

EQU 1
EQU 2
Méd.(U/l)
DP

\T
EQU
EQU1
EQU2
Med. (U/l)
DP

o~

EQU 1
EQU 2

Méd.(mg/dL)
DP

[

EQU 1
EQU 2
Méd.(mg/dL)
DP

Pré 6 hs 24hs 48hs 72hs
34 42 45 42 43
48 49 50 39 42

41 455 47,5 40,5 425

9,899 4,950 3,535 2,121 0,707

ASPARTATO AMINOTRANSFERASE-AST (U/l)

Pré 6 hs 24hs 48hs 72hs
212 210 223 212 201
164 194 201 189 192

188 202 212 200,5 196,5

33,94 11,31 15,56 16,26 6,36

GAMAGLUTAMILTRANSFERASE-GGT (U/l)

6 hs 24hs 48hs 72hs
16 17 18 20 22
19 22 20 21 19
17,5 19,5 19 20,5 20,5
2,12 3,53 1,41 0,71 2,12

CREATINOFOSFOKINASE-CK ( U/L)

Pré 6 hs 24hs 48hs 72hs
84 132 145 132 106
96 152 116 96 105

90 142 130,5 114 105,5
8,49 14,14 20,,51 25,46 0,71

UREIA (mg/dL)

Pré 6 hs 24hs 48hs 72hs
108 134 87 62 41
115 146 78,4 45,89 33,4

111,5 140 82,7 53,945 37,2

4,95 8,48 6,08 11,39 5,37

CREATININA —Creat. (mg/dL)

Pré 6 hs 24hs 48hs 72hs

1,52 1,45 1,39 1,42 1,46

1,78 1,8 1,63 1,62 1,73

1,65 1,625 1,51 1,52 1,595

0,18 0,25 0,17 0,14 0,19

96hs

38
45
41,5

4,950

96hs

199
169
184

21,21

96hs

21
17
19

2,83

96hs

104
98
101

4,24

96hs

32,6
36,2
34,4

2,54

96hs

1,34
1,52
1,43

0,13

7d

43
39
41

2,828

7d

189
184
186,5

3,53

7d

19
21
20

1,41

7d

105
102
103,5

2,12

7d

32,53
37,04
34,785

3,19

7d

1,42
1,46
1,44

0,03

Fonte: Autor, 2011.
Nota: Legenda: Méd.: Média dos valores da Enzima ou Substancia analisada / tempo de amostragem;
DP: Desvio Padréo.
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Tabela 4.9 - Valores de ALT, AST, GGT, CK, Uréia e Creatinina obtidos nas amostras

séricas dos animais do Grupo Controle de T8(30 dias) até T13(180 dias).

ALANINA AMINOTRANSFERASE-ALT (U/l)

T
EQU
EQU 1

EQU 2
Méd. (U/l)
DP

/

EQU
EQU 1

EQU 2
Méd. (U/l)

/

EQU
EQU 1

EQU 2
Méd.(U/l)
DP

/

EQU
EQU1

EQU2
Med. (U/)

9
3
/{

EQU
EQU 1
EQU 2
Méd.
(mg/dL)
DP

/

EQU
EQU 1
EQU 2
Méd.
(mg/dL)
DP

30d 60d 90d 120d 150d
40 37 39 36 37
44 49 46 44 46
42 43 425 40 41,5
2,83 8,48 4,95 5,66 6,36
ASPARTATO AMINOTRANSFERASE-AST (U/l)
30d 60d 90d 120d 150d
201 201 198 186 192
182 172 169 172 167
191,5 186,5 183,5 179 179,5
13,43 20,51 20,51 9,90 17,68
GAMAGLUTAMILTRANSFERASE-GGT (U/l)
30d 60d 90d 120d 150d
17 16 17 18 18
19 17 18 17 16
18 16,5 17,5 17,5 17
1,41 0,71 0,71 0,71 1,41
CREATINOFOSFOKINASE-CK ( U/L)
30d 60d 90d 120d 150d
98 94 82 84 88
89 92 85 87 90
93,5 93 83,5 85,5 89
6,36 1,41 2,12 2,12 1,41
UREIA (mg/dL)
30d 60d 90d 120d 150d
30,87 32,02 34,08 32,2 33,04
34,22 37,92 38,31 37,6 35,78
32,54 34,97 36,19 34,90 34,41
2,37 4,18 2,99 3,82 1,94
CREATININA —Creat. (mg/dL)
30d 60d 90d 120d 150d
1,32 1,18 1,64 1,59 1,62
1,28 1,43 1,56 1,56 1,46
1,3 1,305 1,6 1,575 1,54
0,03 0,18 0,06 0,02 0,11

180d

35
47
41

8,48

180d

184
171
177,5
9,19

180d

16
17
16,5
0,71

180d

85
86
85,5
0,71

180d

31,9
34,46
33,18

1,81

180d

1,54
1,38
1,46

0,11

Fonte: Autor, 2011.
Nota: Legenda: Méd.: Média dos valores da Enzima ou Substancia analisada / tempo de amostragem;
DP: Desvio Padréo.



4.3.1.1 Alanina Aminotransferase (ALT) e Aspartato Aminotransferase ( AST)

Os niveis séricos de ALT e AST, obtidos no EQU1 e EQU2, e suas
respectivas variagcdes entre os tempos de amostragem T1 (Pré) e T13 (180 dias),

estdo demonstrados respectivamente nas Figuras 4.20 e 4.21.

As Figuras 4.22 e 4.23 identificam a variacao das médias de ALT e AST nos
dois animais do Grupo Controle (EQU1 e EQU2), nos dez tempos de amostragem

(T) avaliados nesta pesquisa.

Figura 4.20 - Niveis séricos de ALT nos equinos do Grupo Controle entre os tempos
de amostragem T1 (24 horas antes da infiltracao) e T13 (180 dias).
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Fonte: Autor, 2011.
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Figura 4.21 - Niveis séricos de AST nos equinos do Grupo Controle entre os tempos

de amostragem T1 (24 horas antes da infiltracao) e T13 (180 dias).
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Fonte: Autor, 2011.

Figura 4.22 - Variacao das médias de ALT séricas nos animais do Grupo Controle
entre os tempos de amostragem T1 (24 horas antes da infiltracao) e T13

(180 dias).
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Através do Grafico 4.22, foi observado a elevacédo da média dos niveis séricos
de ALT de 6 até 24 horas, que segundo Meyer; Harvey, 2004 € considerado normal
apds a administragao de farmacos, continuando por tempo variavel, dependendo da
hepatotoxicidade e frequéncia de administragao da substancia. O aumento pode ser
indicado devido a atividade enzimatica referente aos fragmentos da membrana
liberados na circulacdo, resultado do dano celular pela agulha e infiltracdo da
Solugéo Fisiologica. Com 48 horas os niveis retornam a faixa de normalidade.

A média e desvio padrdo de ALT no EQU1 e EQU2 foram de respectivamente
39,3+3,47 e 45,2+3,58 U/Il. Na analise de variancia individual constatou-se nivel de
significancia menor que 1%.

Observa-se que os dois animais do Grupo Controle, mesmo néo
apresentando alteracGes significativas entre os momentos, exteriorizaram médias
dos niveis séricos de ALT maiores que os referenciados na Tabela 1.1, cujo valor
maximo varia de 23 a 25 U/l (KERBER; TRINDADE, 2002; KANEKO; HARVEY;
BRUSS, 2008).

Figura 4.23 - Variacao das médias de AST séricas nos animais do Grupo Controle
entre os tempos de amostragem T1 (24 horas antes da infiltracao) e T13
(180 dias).
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Fonte: Autor, 2011.
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Através do Grafico 4.23, visualiza-se uma linha de normalidade referente a
AST, variando levemente nas primeiras 24 horas, obtendo média e desvio padrdao no
EQU1 e EQU2, respectivamente de: 200,6+11,39 U/l e 178,92+12,05 U/I. Na andlise
de variancia individual constatou-se nivel de significancia menor que 1%.

Observa-se que os dois animais do Grupo Controle, apresentaram médias
dos niveis séricos de AST dentro dos valores de referéncia da Tabela 1.2, que varia
de 200 a 500 U/l para Kerber e Trindade (2002); e 226 a 336 U/l para Thomassian
(2005); Kaneko; Harvey; Bruss. (2008).

4.3.1.2 Gamaglutamiltransferase (GGT)

Os niveis séricos de GGT obtidos no EQU1 e EQU2, e suas respectivas
variagcbes entre os tempos de amostragem T1 ( Pré) e T13 (180 dias), estédo
demonstrados na Figura 4.24.

Figura 4.24 - Niveis séricos de GGT nos equinos do Grupo Controle entre os tempos
de amostragem T1 (24 horas antes da infiltracao) e T13 (180 dias).
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Fonte: Autor, 2011.

A Figura 4.25 identifica a variagdo das médias de GGT nos dois animais do
Grupo Controle (EQU1 e EQU2), nos dez tempos de amostragem (T) avaliados
nesta pesquisa.
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Figura 4.25 - Variacao das médias de GGT séricas nos animais do Grupo Controle
entre os tempos de amostragem T1 (24 horas antes da infiltracao) e T13
(180 dias).
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Fonte: Autor, 2011

Através do Grafico 4.25 foi observado que nao ocorreu variagao significativa
entre os valores médios dos niveis séricos de GGT.

A média e desvio padrao de GGT no EQU1 e EQU2 foram de
respectivamente: 18,07+1,93 U/l e 18,69£1,88 U/Il. Na analise de variancia individual
constatou-se nivel de significancia menor que 1%.

Observa-se que os dois animais do Grupo Controle apresentaram médias dos
niveis séricos de GGT dentro dos valores de referéncia para Kerber e Trindade
(2002) que é de 12 a 45 U/I.

4.3.1.3 Creatinofosfokinase (CK)

Os niveis séricos de CK obtidos no EQU1 e EQU2, e suas respectivas
variagdes entre os tempos de amostragem T1 ( Pré) e T13 (180 dias), estédo
demonstrados na Figura 4.26.
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Figura 4.26- Niveis séricos de CK nos equinos do Grupo Controle entre os tempos de
amostragem T1 (24 horas antes da infiltracao) e T13 (180 dias).
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A Figura 4.27 identifica a variacdo das médias de CK nos dois animais do
Grupo Controle (EQU1 e EQU2), nos dez tempos de amostragem (T) avaliados

nesta pesquisa.

Figura 4.27 - Variacao das médias de CK séricas nos animais do Grupo Controle entre
os tempos de amostragem T1 (24 horas antes da infiltracao) e T13 (180

dias).
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Através do grafico 4.27. foi observado um pico de CK em 6 horas, podendo o
aumento ser justificado pelos exercicios durante as avaliacdes da sensibilidade do
casco nas primeiras seis horas, visto que foram sete avaliacées para 4 parafusos,
totalizando 28 corridas. Segundo Kerber e Trindade (2002), o aumento de CK é
detectado rapidamente em qualquer esforco ou exercicio muscular, sendo um
importante marcador para a espécie equina. A partir de 24 horas a faixa de
normalidade se restabelece.

A média e desvio padrao de CK no EQU1 e EQU2 foram de respectivamente
103+20,9 e 99,53+18,02 U/l. Na andlise de variancia individual constatou-se nivel de

significAncia menor que 5%.

Observa-se que os dois animais do Grupo Controle, apresentaram médias
dos niveis séricos de CK dentro dos valores de referéncia para Kerber e Trindade
(2002), que é de 90 a 500 U/I.

431.4 Uréia

Os niveis séricos de Uréia obtidos no EQU1 e EQU2, e suas respectivas
variagdes entre os tempos de amostragem T1 ( Pré) e T13 (180 dias), estédo
demonstrados na Figura 4.28.

Figura 4.28 - Niveis séricos de Uréia (mg/dL) nos equinos do Grupo Controle entre os
tempos de amostragem T1 (24 horas antes da infiltracao) e T13 (180

dias).
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Fonte: Autor, 2011.
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A Figura 4.29 identifica a variagdo das médias de Uréia nos dois animais do
Grupo Controle (EQU1 e EQU2), nos dez tempos de amostragem (T) avaliados
nesta pesquisa.

Figura 4.29 -Variacao das médias de Uréia séricas nos animais do Grupo Controle
entre os tempos de amostragem T1 (24 horas antes da infiltracao) e T13
(180 dias).
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Fonte: Autor, 2011.

Através do Grafico 4.29 foi observado niveis séricos de Uréia altos no inicio
das avaliacGes até 6 horas, podendo o aumento ser justificado pelos jejum dos
animais durante as avaliagdes (Meyer; Harvey, 2004; NELSON; COUTO, 2006b).

A média e desvio padrdao de Uréia no Animal 1 e Animal 2 foram de
respectivamente 53,17+34,59 mg/dL e 54,63+36,22 mg/dL. Na analise de variancia
individual constatou-se nivel de significancia menor que 5%.

Observa-se que os dois animais do Grupo Controle apresentaram médias
superiores dos niveis séricos de Uréia de referéncia que variam de 8 mg/dL
(KERBER; TRINDADE, 2002) a 47 mg/dL (THOMASSIAN, 2005).

4.3.1.5 Creatinina

Os niveis séricos de Creatinina obtidos no EQU1 e EQU2, e suas respectivas
variagcdes entre os tempos de amostragem T1 ( Pré) e T13 (180 dias), estédo
demonstrados na Figura 4.30.
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Figura 4.30 - Niveis séricos de Creatinina (mg/dL) nos equinos do Grupo Controle
entre os tempos de amostragem T1 (24 horas antes da infiltracao) e T13
(180 dias).
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A Figura 4.31 identifica a variagdo das medias de Creatinina nos dois animais
do Grupo Controle (EQU1 e EQU2), nos dez tempos de amostragem (T) avaliados
nesta pesquisa.

Figura 4.31 - Variacao das médias de Creatinina séricas nos animais do Grupo
Controle entre os tempos de amostragem T1 (24 horas antes da
infiltracao) e T13 (180 dias).
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A média e desvio padrdao de Creatinina no Animal 1 e Animal 2 foram de
respectivamente 1,45+0,13 mg/dL e 1,55+0,15 mg/dL. Na andlise de variancia

individual constatou-se nivel de significancia menor que 1%.

Observa-se que os dois animais do Grupo Controle apresentaram médias dos
niveis séricos de Uréia dentro dos valores de referéncia, que varia de 0,6 a 1,9
mg/dL (KERBER; TRINDADE, 2002; KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2008).

4.3.2 Grupo SNI: Animais infiltrados com a SNI

Nas Tabelas 4.10 e 4.11 estdo demonstrados os valores dos niveis séricos de
ALT,AST,GGT,CK, Uréia e Creatinina obtidos nos cinco animais do Grupo SNI, bem
como as médias e desvios padrao, nos diferentes tempos de amostragem (T).

Tabela 4.10 - Valores de ALT, AST, GGT, CK, Uréia e Creatinina obtidos nas amostras
séricas dos animais do Grupo SNI de T1(24hs.Pré) até T7(7dias).

(continua)
ALANINA AMINOTRANSFERASE-ALT (U/l)
T Pré 6 hs 24hs 48hs 72hs 96hs 7d
QUE
EQU 3 38 42 41 37 42 36 43
EQU 4 48 45 49 46 42 45 49
EQU 5 18 19 16 18 20 19 21
EQU 6 24 26 24 25 24 24 23
EQU 7 45 47 44 46 45 42 49
Med.(U/l) 34,6 35,8 34,8 34,4 34,6 33,2 37
DP 13,56 12,52 15,15 12,45 11,66 11,75 14,09
ASPARTATO AMINOTRANSFERASE-AST (U/l)
T Pré 6 hs 24hs 48hs 72hs 96hs 7d
QUE
EQU 3 184 213 234 204 197 186 190
EQU 4 158 198 199 187 199 180 192
EQU 5 136 146 197 146 159 145 156
EQU 6 235 251 291 271 273 205 239
EQU 7 235 234 276 280 281 278 287
Meéd. (U/l) 189,6 208,4 239,4 217,6 221,8 198,8 212,8
DP 44,79 40,29 43,19 56,99 52,93 49,30 50,92
GAMAGLUTAMILTRANSFERASE-GGT (U/l)
T Pré 6 hs 24hs 48hs 72hs 96hs 7d
QUE
EQU 3 18 20 20 19 24 20 18
EQU 4 19 21 21 22 20 19 21
EQU 5 21 19 20 18 19 19 21

EQU 6 19 18 21 20 19 17 18
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(Conclusao)

EQU 7 14 12 15 13 11 15 13
Méd. (U/l) 18,2 18 19,4 18,4 18,6 18 18,2
DP 2,59 3,53 2,51 3,36 4,72 2,00 3,27
CREATINOFOSFOKINASE-CK (U/L)
T Pré 6 hs 24hs 48hs 72hs 96hs 7d
QUE
EQU3 83 123 102 98 106 102 110
EQU4 102 142 119 94 102 104 104
EQU5 123 202 190 163 130 110 106
EQUG6 81 109 134 116 96 102 97
EQU7 94 124 119 102 100 98 96
Med. (U/l) 96,6 140 132,8 114,6 106,8 103,2 102,6
DP 17,04 36,58 33,92 28,30 13,46 4,38 5,98
UREIA (mg/dL)
T Pré 6 hs 24hs 48hs 72hs 96hs 7d
QUE
EQU 3 109 125 68,17 43,41 32,12 31,23 32,04
EQU 4 123,3 105,8 58,29 4221 33,4 29,9 31,04
EQU 5 119,21 121,02 59,12 48,54 39,08 38,02 35,24
EQU 6 98,9 104,08 64,22 44,82 32,02 32,72 32,42
EQU 7 117,48 118,04 58,62 49,02 46,78 39,02 36,8
Méd. (mg/l) 113,58 114,79 61,68 45,60 36,68 34,18 33,51
DP 9,72 9,34 4,36 3,05 6,34 4,10 2,41
CREATININA —Creat. (mg/dL)
T Pré 6 hs 24hs 48hs 72hs 96hs 7d
QUE
EQU 3 1,28 1,24 1,45 1,38 1,46 1,2 1,4
EQU 4 1,85 1,7 1,45 1,38 1,52 1,34 1,44
EQU 5 2,06 1,97 1,82 1,74 1,72 1,64 1,82
EQU 6 1,88 2,04 1,76 1,68 1,48 1,42 1,68
EQU 7 1,8 1,78 1,64 1,58 1,32 1,3 1,18
Méd. (mg/dL) 1,77 1,75 1,62 1,55 1,50 1,38 1,50
DP 0,29 0,31 0,17 0,17 0,14 0,16 0,25

Fonte: Autor, 2011.
Nota: Legenda: Méd.: Média dos valores da Enzima ou Substancia analisada / tempo de amostragem;
DP: Desvio Padréo.
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Tabela 4.11 - Valores de ALT, AST, GGT, CK, Uréia e Creatinina obtidos nas amostras
séricas dos animais do Grupo SNI de T8(30 dias) até T13(180 dias).

(continua)

ALANINA AMINOTRANSFERASE-ALT (U/1)

T 30d 60d 90d
EQU

EQU 3 41 37 41
EQU 4 47 44 47
EQU 5 23 19 20
EQU 6 26 24 26
EQU 7 45 48 47
Med.(U/l) 36,4 34,4 36,2
DP 1159 1151 12,61
ASPARTATO AMINOTRANSFERASE-AST (U/l)
\ 30d 60d 90d
EQU

EQU 3 189 204 199
EQU 4 176 201 192
EQU 5 161 189 172
EQU 6 249 212 230
EQU 7 260 240 272
Med.(U/l) 207 2092 213
DP 4465 19,10 39,01
GAMAGLUTAMILTRANSFERASE-GGT (U/l)
\ 30d 60d 90d
EQU

EQU 3 19 19 18
EQU 4 19 18 21
EQU 5 19 19 19
EQU 6 20 21 19
EQU 7 12 13 12
Med.(U/l) 17,8 18 17,8
DP 3,27 3,00 3,42
CREATINOFOSFOKINASE-CK ( U/L)
\ 30d 60d 90d
EQU

EQU3 98 92 80
EQU4 94 92 84
EQU5 123 118 116
EQU6 88 85 84
EQU7 94 102 92
Med.(U/l) 99,4 97,8 91,2
DP 1367 1281 14,53
UREIA (mg/dL)

\ 30d 60d 90d
EQU

EQU 3 30,98 31,72 30,94
EQU 4 32,02 30,08 29,96

120d

39
45
23
23
45
35,0
11,24

120d

197
189
181
219
254
208
29,36

120d

19
18
20
21
13
18,2
3,11

120d

88
80
104
92
102
93,2
9,96

120d

30,87
29,64

150d

38
46
20
27
43
34,8
11,53

150d

195
191
173
225
281
213
42,36

150d

17
19
19
20
14
17,8
2,39

150d

92
82
112
88

98
94,4
11,44

150d

31,23
28,9

180d

40
43
19
25
49
35,2
11,59

180d

193
187
175
218
273
209,2
38,96

180d

18
20
19
22
13
18,4
3,36

180d

83
92
106
94
92
93,4
8,23

180d

30,92
30,1



(Conclusao)
EQU 5 35,2 34,88 35,12 36,01 36,2 34,1
EQU 6 29,82 30,46 29,22 29,45 29,9 28,76
EQU 7 35,42 34,22 35,36 35,4 35,18 35,22
Med.(mg/dL) 32,688 32,272 32,12 32,274 32,282 31,82
DP 2,52 2,18 2,91 3,19 3,24 2,73
CREATININA —Creat. (mg/dL)
\ 30d 60d 90d 120d 150d 180d
EQU
EQU 3 1,28 1,22 1,1 1,18 1,24 1,32
EQU 4 1,3 1,32 1,4 1,5 1,32 1,43
EQU 5 1,72 1,68 1,7 1,72 1,63 1,58
EQU 6 1,38 1,28 1,2 1,3 1,18 1,24
EQU 7 1,1 1,16 1,1 1,114 1,22 1,32
Med.(mg/dL) 1,356 1,332 1,3 1,3628 1,318 1,378
DP 0,23 0,20 0,25 0,25 0,18 0,13

Fonte: Autor, 2011.

Nota: Legenda: Méd.: Média dos valores da Enzima ou Substancia analisada / tempo de amostragem;
DP: Desvio Padrao.

4.3.2.1

T13 (180 dias), estdo demonstrados respectivamente nas Figuras 4.32 e 4.33.

Alanina Aminotransferase (ALT) e Aspartato Aminotransferase (AST)
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Os niveis séricos de ALT e AST, obtidos nos animais do Grupo SNI (EQUS a

EQU7), e suas respectivas variacoes entre os tempos de amostragem T1 (Pré) e

Figura 4.32 - Niveis séricos de ALT nos equinos do Grupo SNI entre os tempos de
amostragem T1 (24 horas antes da infiltracao) e T13 (180 dias).
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As Figuras 4.34 e 4.35 identificam a variacao das médias de ALT e AST nos
dois animais do Grupo SNI, nos dez tempos de amostragem (T) avaliados nesta
pesquisa

Figura 4.33 - Niveis séricos de AST nos equinos do Grupo SNI entre os tempos de
amostragem T1 (24 horas antes da infiltracao) e T13 (180 dias).
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Figura 4.34 - Variacao das médias de ALT séricas nos animais do Grupo SNI entre os

tempos de amostragem T1 (24 horas antes da infiltracao) e T13 (180
dias).
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A média e desvio padréo de ALT nos animais do Grupo SNI foi de 35,1+11,1
Ul/l, obtendo-se nivel de significancia menor que 1%. Desta forma a SNI néo
apresentou alteracges significativas nos niveis de ALT.

Observa-se que os animais do Grupo SNI apresentaram médias dos niveis
séricos de ALT aumentadas em relagdo aos de referéncia (Tabela 1.2.), que tem
como limite maximo 25 U/I, citado por Kerber e Trindade (2002).

Realizando estudo comparativo entre o Grupo Controle e o Grupo SNI,
analisa-se que no primeiro houve elevagdo da meédia dos niveis séricos de ALT de 6
até 24 horas, que provavelmente ocasionou-se devido a atividade enzimatica
resultado do dano celular da infiltragdo da Solucdo Fisiolégica. Nos animais do
Grupo SNI nédo foi observado tal fato, podendo indicar a justificativa de que a
presenca de bupivacaina e triancinolona na sua formulacéo, proporciona diminuicao
dos mediadores inflamatérios locais e lesdes de injuria celular, com conseqlente
manutencao da ALT sérica.

A média e desvio padrao de AST nos animais do Grupo SNI foi de 211,3+40,8
Ul/l, obtendo-se nivel de significAncia menor que 1%. e apresentando médias dos
niveis séricos de AST dentro dos valores de referéncia de Kerber e Trindade (2002),
que séo de 200 a 500 U/I..

Figura 4.35 - Variacdao das médias de AST séricas nos animais do Grupo SNI entre os
tempos de amostragem T1 (24 horas antes da infiltracdao) e T13 (180

dias).
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4.3.2.2 Gamaglutamiltransferase (GGT)

Os niveis séricos de GGT obtidos nos animais do Grupo SNI, e suas
respectivas variagcdes entre os tempos de amostragem T1 (Pré) e T13 (180 dias),
estdo demonstrados na Figura 4.36.

A Figura 4.37 identifica a variacdo das médias de GGT cinco animais do
Grupo SNI (EQU3 e EQU7), nos dez tempos de amostragem (T) avaliados nesta
pesquisa.

Figura 4.36 - Niveis séricos de GGT nos equinos do Grupo SNI entre os tempos de
amostragem T1 (24 horas antes da infiltracao) e T13 (180 dias).

30

—4—EQU 3

——EQU 4
EQU S

—=—EQU 6

Niveis Séricos de GGT {U/I)

5 = EQU 7

0 T T T T T T T T T 1
b b > E) b > O
‘(\ ‘(\ ‘(‘
Q {o‘(‘ ’\,b‘ btcb ,\’L OJ‘O A Q Q)Q C) <,)Q \"bQ

Tempos de Amostragem {T)

Fonte: Autor, 2011.

A média e desvio padrao de GGT nos animais do Grupo SNI foi de
18,21+2,9U/l. Na andlise de variancia individual constatou-se nivel de significancia
menor que 1%. Observa-se que os animais do Grupo SNI apresentaram médias dos
niveis séricos de GGT dentro dos valores de referéncia para Kerber e Trindade
(2002), que é de 12 a 45 UI/I.
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Figura 4.37 - Variagdao das médias de GGT séricas nos animais do Grupo SNI entre os
tempos de amostragem T1 (24 horas antes da infiltracao) e T13 (180

dias).
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4.3.2.3 Creatinofosfokinase (CK)

Os niveis séricos de CK obtidos nos animais do Grupo SNI, e suas
respectivas variagcdes entre os tempos de amostragem T1 (Pré) e T13 (180 dias),
estdo demonstrados na Figura 4.38.

Figura 4.38 - Niveis séricos de CK nos equinos do Grupo SNI entre os tempos de
amostragem T1 (24 horas antes da infiltracao) e T13 (180 dias).
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A Figura 4.39 identifica a variagdo das meédias de CK nos dois animais do
Grupo SNI, nos dez tempos de amostragem (T) avaliados nesta pesquisa.

Através do Grafico 4.39, foi observado um pico de CK em 6 horas, como no
Grupo Controle, reafirmando que o aumento pode ser justificado pelos exercicios
durante as avaliagdes nas primeiras seis horas.

A média e desvio padrao de CK nos animais do GRUPO B foram de
105,03+x22,77 U/l. Na andlise de varidncia individual constatou-se nivel de
significAncia menor que 1%.

Observa-se que os animais do Grupo SNI apresentaram médias dos niveis
séricos de CK dentro dos valores de referéncia para Kerber e Trindade (2002), que
variam de 90 a 500 U/I.

Figura 4.39 - Variacao das médias de CK séricas nos animais do Grupo SNI entre os
tempos de amostragem T1 (24 horas antes da infiltracao) e T13 (180
dias).
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43.2.4 Uréia

Os niveis séricos de Uréia (mg/dL) obtidos nos animais do Grupo SNI, e suas
respectivas variagcdes entre os tempos de amostragem T1 (Pré) e T13 (180 dias),
estdo demonstrados na Figura 4.40.

A Figura 4.41 identifica a variagdo das médias de Uréia nos cinco animais do
Grupo SNI (EQUS3 a EQUY7), nos dez tempos de amostragem (T) avaliados nesta
pesquisa.

Figura 4.40 - Niveis séricos de Uréia nos equinos do Grupo SNI entre os tempos de
amostragem T1 (24 horas antes da infiltracao) e T13 (180 dias).
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Figura 4.41 - Variacao das médias de Uréia séricas nos animais do Grupo SNI entre os
tempos de amostragem T1 (24 horas antes da infiltracao) e T13 (180
dias).
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Através do Grafico 4.41, foi observado niveis séricos de Uréia altos no inicio
das avaliagdes até 6 horas, conforme ja constatado no Grupo Controle, podendo o
aumento ser justificado pelos jejum dos animais durante as avaliacbes (Meyer;
Harvey, 2004; NELSON; COUTO, 2006b).

A média e desvio padrdo de Uréia nos animais do Grupo SNI foi de
48,87+29,52 U/l. Na andlise de variancia individual constatou-se nivel de
significancia menor que 1%.

Observa-se que os animais do Grupo SNI apresentaram médias dos niveis
sericos de Uréia perto do valor de referéncia maximo citado por Thomassian (2005),
que € de 47 mg/dL.

4.3.2.5 Creatinina

Os niveis séricos de Creatinina obtidos nos animais do Grupo SNI, e suas
respectivas variagcdes entre os tempos de amostragem T1 (Pré) e T13 (180 dias),
estdo demonstrados na Figura 4.42.
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Figura 4.42 - Niveis séricos de Creatinina nos equinos do Grupo SNI entre os tempos
de amostragem T1 (24 horas antes da infiltracao) e T13 (180 dias).

2,5

Niveis Séricos de Creatinina {mg/dl)

0 T T T T T T T T T T T T 1

& © o © 2 AC © bgb Qb Qb Qb Qb Qb
AN @AV PN @

Tempos de Amostragem (T)

Fonte: Autor, 2011.

A Figura 4.43 identifica a variacdo das médias de Creatinina nos cinco
animais do Grupo Controle (EQU3 a EQU7), nos dez tempos de amostragem (T)
avaliados nesta pesquisa.

Figura 4.43 - Variacao das médias de Creatinina séricas nos animais do Grupo SNI
entre os tempos de amostragem T1 (24 horas antes da infiltracao) e T13
(180 dias).
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A média e desvio padrao de Creatinina para os animais do Grupo SNI foram
de 1,46+0,26U/l. Na analise de varidncia individual constatou-se nivel de

significAncia menor que 1%.

Observa-se que os animais do Grupo SNI apresentaram médias dos niveis
séricos de Creatinina dentro dos valores de referéncia de 0,6 a 1,9 mg/dL (KERBER,;
TRINDADE, 2002; KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2008).
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CONCLUSOES
Levando em conta os dados experimentais aqui obtidos, pode-se concluir:

Sobre a estabilidade quimica da composicao desenvolvida: a bupivacaina
apresentou-se estavel na suspensao até 180 dias, mesmo em condi¢cdes
extremas (40°C e 75% de UR). A SNI apresentou perda de triancinolona
acima de 10% em 180 dias em condi¢gdes de temperatura de 30°C, e acima
de 10 % em 60 dias a 40°C. Por outro lado, nas temperaturas de 4°C e 20°C
nao ocorreu perda de material, indicando estabilidade plena no periodo
investigado. A partir dos dados obtidos pode-se sugerir que 0 armazenamento
e transporte da SNI devem ocorrer sob condicdo de refrigeracao branda ou

ser preparada no momento do uso (forma extemporanea);

Sobre o farmaco desenvolvido: a SNI apresentou efeito analgésico durante
180 dias, apresentando baixos indices de reacao inflamatéria e dor no local
da infiltracao;

Sobre a toxicidade do farmaco desenvolvido: no periodo analisado (180 dias)
a invencao nao causou alteracoes significativas nos niveis séricos de AST,
ALT, GGT, CK, Uréia e Creatinina, isentando a SNI de toxicidade hepética,

renal e muscular, quando em aplicacao unica perineural;

Sobre o método de inducao de dor: a metodologia utilizada nesta pesquisa,
através de ferradura com parafusos, foi eficiente para induzir claudicacao,

sem causar sequela nos animais.
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CONSIDERACOES FINAIS
Toépicos Promissores

Primeiramente deve ser destacado, como fator relevante da pesquisa, a
interacdo entre a Quimica, Farmacia, Bioquimica e Medicina Veterinaria, que
conjuntamente possibilitou a realizacdo da pesquisa, propondo futuras

parcerias e linhas de pesquisas interdisciplinares;

A parceria supracitada possibilitou a pesquisa da avaliagao clinica, toxicidade
e estabilidade quimica da composicao neurolitica proposta, fruto de anos de
experiéncia clinica do doutorando, alicercada aqui de maneira cientifica

interdisciplinar;

A pesquisa possibilitara a criagdo de um método de validagdo de mensuragao
simultanea de Triancinolona e Bupivacaina por HPLC-UV, com publicagcdes

futuras;

O desenvolvimento da metodologia que agrega eletroestimulacao localizada
para identificacdo nervosa, associada a administracdo de farmacos, permitira

abertura de novas frentes de pesquisa;

A metodologia de indugdo de dor podal em eqlinos pode ser aproveitado no
ensino de claudicacao e estudo dos blogqueios anestésicos em equinos;

A partir do método cromatografico desenvolvido, o Grupo de Pesquisa
vislumbra pesquisas de mensuragbes de bupivacaina e triancinolona em
fluidos biolégicos de equinos, entre eles: liquido sinovial e liquido

cefalorraquidiano;

Através da pesquisa houve o fortalecimento do Grupo de Pesquisa em
Equideos da Universidade Federal de Alagoas (GRUPEQUI-UFAL), que

conseguiu estruturar uma improvisada sede e montar uma tropa de 10
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cavalos, que permitirdo alavancar atividades de pesquisa com animais,
inclusive a partir das demandas do |QB e ESENFAR/UFAL,;

» Em conseqiiéncia desta pesquisa e da estruturacdo do GRUPEQUI-UFAL,
dois novos projetos ja foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa -
UFAL e estdo em andamento pelo GRUPEQUI-UFAL: Estudo comparativo
entre ropivacaina 0,5% e bupivacaina 0,5% em Nervos palmares de Equinos
e Plasmaféreses em Equinos;

» A composigdo neurolitica ja esta sendo testada em equinos de utilidade
vaquejada, marcha, polo e trabalho em todo pais, com resultados a serem
publicados em 2012-2013;

» Indicacdes do uso da SNI estdo sendo testados clinicamente em caes com

doencas degenerativas, como a displasia coxo-femural;

» O refinamento do conhecimento da composicdo desenvolvida permitira a
transferéncia de tecnologia para laboratorios farmacéuticos especializados

em produtos veterinarios.
Oportunidades de Mercado e Negocios Gerados
Neste tépico devem ser destacados:

» Depésito de patente da Composicdo Neurolitica proposta, oportunizando a
transferéncia de conhecimento gerado na Universidade para a aplicacdo
pratica (ANEXOS I).

» Producdo e comercializagdo da Composicdo Neurolitica proposta, para
atendimento de demanda imediata do mercado de clinica e cirurgia

veterinaria.

» Disponibilizacdo de um produto com amplitude de mercado nacional e

internacional, com substituicdo de importacao.
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APENDICE A
RESUMO

“COMPOSICAO FARMACEUTICA PARA PREPARACAO DE UM MEDICAMENTO
PARA TRATAR DORES NEUROPATICAS, DORES ASSOCIADAS AS DOENCAS
DEGENERATIVAS CRONICAS E EM POS-OPERATORIOS DOLOROSOS DE
ANIMAIS”

A presente invengao refere-se ao desenvolvimento de Composicdo Farmacéutica
caracterizada por compreender triancinolona, bupivacaina e etanol na forma de
suspensao, com uso caracterizado por ser na preparacao de um medicamento para
tratar dores neuropaticas, dores associadas as doencas degenerativas crbénicas e
em poés-operatérios dolorosos de pequenos e grandes animais. A suspensao
neurolitica proposta, através de infiltragdo perineural, promove neurdlise de agao
potente e duradoura, sem reacbes adversas locais, o que resulta em efeito
terapéutico de abolicdo da dor, indicada em dores neuropaticas, sindromes
degenerativas cronicas e em pdés-operatérios dolorosos de grandes e pequenos

animais.
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APENDICE B

Relatério descritivo para a patente de invencdo: “COMPOSICAO FARMACEUTICA
PARA PREPARACAO DE UM MEDICAMENTO PARA TRATAR DORES
NEUROPATICAS, DORES ASSOCIADAS AS DOENCAS DEGENERATIVAS
CRONICAS E EM POS-OPERATORIOS DOLOROSOS DE ANIMAIS”

CAMPO DA INVENCAO

A presente invengdo refere-se ao desenvolvimento de Composicao
Farmacéutica, compreendendo Triancinolona, Bupivacaina e Etanol em veiculo
aquoso, na forma de suspensdo, com indicacao de uso injetavel perineural, em
pequenos e grandes animais. A referida composicao tem como efeito terapéutico a
reducdo ou abolicdo da sensacdo de dor em sindromes degenerativas crdnicas,
dores neuropaticas e em pos-operatorios dolorosos de animais, através da acédo de

neurolise quimica do etanol.
ANTECEDENTES DA INVENCAO E TECNICA ANTERIOR

A terapia antialgica é utilizada para interromper intencionalmente as vias de
transmissao nervosa, para aliviar a dor de diferentes tipos, origens e intensidades,
entre elas a dor crbnica ou neuropatica, que por si prépria torna-se uma enfermidade

grave, as vezes responsiva apenas aos psicotrdpicos e tranquilizantes.

Dessa forma, fazem-se necessarios procedimentos paliativos no controle da
dor crénica, entre eles a infiltracdo ou injecao perineural de solugcbées neuroliticas,
que vao interromper as vias de nocicep¢do na transmissdo do estimulo nervoso,
abolindo paliativamente a dor. Principios ativos como alcodis, fendis e cloreto de
amodnio, entre outros, ja sdo amplamente utilizados na analgesia em pacientes
humanos portadores de cancer em fases terminais e em equinos com lombalgia e
sindromes degenerativas crbnicas podais (relacionadas ao casco e articulacdes
interfalangicas) (P10317667-3 A2, PI0509720-7 A2, PI0411290-3 A2).
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A injecao perineural de solu¢do neurolitica visa a obtengédo de Neurdlise, ou
seja, a destruicdo de um tecido nervoso para promover analgesia, neste caso,
realizada quimicamente. A lesdo em um nervo periférico pode causar desde um
déficit fisico leve e transitério, até perda total da funcéo sensitiva e/ou motora, sendo
classificada em trés categorias, em ordem crescente de acordo com a gravidade:
neuropraxia, axoniotemese e neurotemese. Na neuropraxia, ocorre perda da
conducgao dos impulsos nervosos, porém sem degeneracdo estrutural do nervo, o
que permite o retorno da funcdo; na axoniotemese, a lesdo é mais grave que a
anterior e mesmo que nao haja perda da continuidade anatémica do nervo, existe
degeneracao walleriana, porém ainda ha possibilidade de regeneracao; finalmente a
neurotemese é a lesdo mais grave, com descontinuidade e destruicdo dos
elementos neurais. Em casos de sindromes degenerativas crbnicas visa-se

axoniotemese ou neurotemese, devido ao tempo prolongado de analgesia.

Porém, existem contra-indicacbes na aplicagao dos farmacos neuroliticos,
dependentes de concentracdo e reacado individual, podendo causar neurites e

intensificar mais ainda a dor, até que a neurdlise seja estabelecida.

Em humanos, as substancias mais utilizadas para bloqueios periféricos séo o
alcool e o fenol. O agente ideal deveria ser capaz de interromper seletivamente
somente as fibras nervosas, entretanto, os agentes comumente utilizados,
freqientemente causam uma destrui¢éo indiscriminada do tecido nervoso, podendo
causar muita dor no momento da injecao, com inflamacdo de varios dias poés-

infiltracdo.

O etanol é o neurolitico de efeito mais intenso e duradouro, porém os indices
de neurites sdo maiores em relagdo ao uso dos fendis, o que desencoraja 0s

anestesiologistas e médicos veterinarios a usa-lo.

Uma das mais conhecidas solu¢des neuroliticas é a “Pitcher Plant” no veiculo
de Alcool Benzilico 0,75 %, conhecido comercialmente como Sarapin®. E um
neurolitico alcaldéide de uso humano, indicado na sindrome dolorosa do nervo
ciatico, neuralgia intercostal, neurites, neuralgia lombar e do nervo trigémeo, entre

outras. Em animais, seu uso mais comum tem sido para ablagcao quimica do nervo
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digital palmar em equinos com enfermidades cronicas do pé, porém, existem

divergéncias quanto ao tempo de acao da droga.

Em equinos, o Sarapin® e o Cloreto de Aménio a 2% sao as composi¢cdes
farmacéuticas mais utilizadas para infiltrar nervos periféricos dos membros e nervos
vertebrais, com duracdo do efeito de dois a trés meses. O etanol e fenol séao
utilizados em diversas faixas de concentracao, porém quando a agao neurolitica é

satisfatoria, a reacao inflamatéria local é intensa e dolorosa.

Nicoletti et al. (Braz. J. vet. Res. anim. Sci., Sdo Paulo, v. 44, n. 6, p. 401-407,
2007), em estudo comparativo da infiliracdo de Sarapin® (Grupo A) e solucéo
etandlica a 99,5% (Grupo B), no Nervo Palmar de eqlinos, notaram que com 150
dias a sensibilidade havia voltado no grupo A e com 180 dias era ausente no Grupo
B. Porém todos os animais do Grupo B tiveram reacao inflamatéria local no local de
aplicagdo, que estendeu-se por trés a quatro semanas. Desta forma os autores
comprovaram a agao duradoura do etanol, porém com a indesejavel e restritiva

reacao inflamatdéria local.

Visto os problemas relacionados ao etanol como agente neurolitico e
buscando as étimas propriedades neuroliticas do principio ativo, faz-se necessario
uma composicdo farmacéutica neurolitica etandlica eficaz, que permita a sinergia
dos efeitos individuais. A presente patente visa a formulagdo de uma composicao
farmacéutica caracterizada por compreender triancinolona, bupivacaina e etanol na
forma de suspensdo, com componentes caracterizados por ser na preparacao de um
medicamento para tratar dores neuropaticas, dores associadas as doencas
degenerativas cronicas e em pés-operatérios dolorosos de pequenos e grandes
animais, configurando uma invengao de carater inovador no mercado de Saude
Animal, buscando atender a espécie eqliina e outros mamiferos de pequeno a

grande porte, que sofrem com a dor crénica ou neuropatica.
DESCRICAO DA FIGURA

O gréfico apresenta o resultado da aplicagdo da composicao proposta nessa
patente, comparado ao resultado do uso do etanol e do Sarapin®.
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SUMARIO DA INVENCAO

A presente invencao refere-se a uma composicao farmacéutica singular e
eficaz de Triancinolona, Bupivacaina e Etanol, em veiculo aquoso, para uso injetavel
perineural em espécies de pequenos a grandes animais ( uso veterinario). O objetivo
€ causar neurolise em nervos periféricos, buscando a abolicdo da transmissao
nervosa e conseqiente analgesia, nos casos de sindromes que causam dor cronica

na Medicina Veterinaria.

O tratamento paliativo da dor cronica ou neuropéatica em pacientes com
cancer terminal, sindromes degenerativas (como as sindromes podais de eqlinos e
de displasia coxo-femural em caes) e dores idiopaticas diversas é de suma
importancia na Medicina Veterinaria, principalmente tendo em vista o trato cordial de
pequenos animais e exigéncias esportivas dos equinos, 0 que propicia incremento
no bem estar animal. Além disso, indica-se a invencao em pos-operatérios ou
clinicos de condugao dolorosa, onde o controle da dor auxiliar4 positivamente no
prognostico e bem estar do paciente.

A invencao fornece uma formulacao farmacéutica em suspensao, onde 0s
componentes oferecem o efeito neurolitico mais adequado do que cada um dos
componentes isoladamente. Assim, a composi¢cdo compreende Etanol, Bupivacaina
e a Triancinolona, em veiculo aquoso, sendo que estes ultimos componentes
atenuardo a acgao deletéria do etanol, porém aproveitando o seu potencial e
duradouro efeito neurolitico. A modalidade preferida da presente invencéao, indicando
as variagdes de concentracdes de ingredientes ativos € a seguinte:

Cloridrato de Bupivacaing--------==-==-=========mmmmmmmmm oo 1 a5 mg/mL
Hexacetonido de Triancinolona-----------=-==-=-===--mmememeeeeo- 2a6mg/ mL
Etanol------------mmm e 99,5 a 497,5 mg/mL
VeiCulo AQUOSO--=====mmmmmm e g.s8.p.

A composigao da presente invengdo compreende Bupivacaina na faixa entre
0,1 a 0,5 % p/ v; Triancinolona na faixa entre 0,2 a 0,6 % p/v e Etanol na faixa de
9,95 a 49,75 % p/v. Deve-se tomar o cuidado de trabalhar em temperaturas amenas,
pois pode haver degradagdo em temperaturas acima de 40°C.
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DESCRICAO DETALHADA DA INVENGCAO

O uso de agentes farmacéuticos causadores de neurdlise é relativamente
comum em pacientes humanos com cancer terminal e em amputagdes de membros,
onde a utilizacdo destas substancias alivia a dor crénica e evita o “efeito fantasma”,
paliativamente incrementando a qualidade de vida do paciente. Em medicina
veterinaria, o uso de solugdes neuroliticas, em portadores de neoplasias terminais,
ainda é pouco explorado, porém indica-se 0 uso no caso de amputacdes de
membros, principalmente quando estas sdo distais.

Em contrapartida, as solucoes neuroliticas sdo amplamente utilizadas na
medicina eqlina, em sindromes degenerativas cronicas e em pos-operatérios
dolorosos. Na Medicina Veterinaria, a espécie equina apresenta dor crbnica
resultante de processos degenerativos na extremidade dos membros, especialmente
nos pés, constituindo um dos problemas enfrentados pelo clinico. Mais de um tergo
das claudicacdes cronicas no cavalo sao causadas por lesbes localizadas na
metade palmar do pé, e melhoram temporariamente ou sdo eliminadas com bloqueio
do nervo Digital Palmar. Dentre as enfermidades podais que muitas vezes nao
respondem satisfatoriamente ao tratamento conservativo ou cirurgico e resultam em
claudicacao crdnica, destaca-se a podosesamoidite ou enfermidade do navicular,
fratura do navicular, ossificacdo das cartilagens colaterais da falange distal, fratura
angular ou do processo palmar da falange distal e osteite podal. Assim, um dos
procedimentos paliativos de eleigdo, na tentativa de manter em atividade cavalos
acometidos de dor crbnica, é a utilizagdo de agentes quimicos farmacéuticos

neuroliticos.

Em pequenos animais, muito pouco é relatado em relacdo ao uso de
neuroliticos, porém ha resultados positivos em casos de displasia coxo-femural,
através da denervacao de fibras sensitivas, responsaveis pela inervacao da capsula
articular coxo-femural. Estes resultados também ja sdo obtidos através da neurdlise
quimica dessas fibras sensitivas, o que também indicam o uso da suspensao
pretendida.
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Diferentes substancias quimicas tém sido utilizadas para interromper
intencionalmente as vias nociceptivas, como alcool, fenol, glicerol, sais de aménio,

clorocresol, nitrato de prata e solucao salina hiperténica.

Quando se produz uma lesdao na fibra nervosa, um dos principais achados
histopatolégicos é a degeneracdo walleriana, importante para se obter o efeito
clinico desejado de longa duracao. A persisténcia da lamina basal ao redor da célula
de Schwann,permite a regeneracdo adequada das fibras nervosas, evitando a
formacao de neuromas. Em humanos, as substancias mais utilizadas para bloqueios
periféricos sdo o alcool e o fenol. O agente ideal deveria ser capaz de interromper
seletivamente somente as fibras nervosas, entretanto, os agentes comumente
utilizados, freqientemente causam uma destruigao indiscriminada do tecido nervoso,

0 que pode inviabilizar o uso pelos profissionais.

O etanol € um dos mais conhecidos neuroliticos, atua extraindo os
fosfolipideos e colesterol do tecido nervoso, além de provocar a precipitacao das
lipoproteinas e mucoproteinas, e quando injetados diretamente em concentragéo e
volume determinados, provoca bloqueio da condugcdo nervosa, podendo causar
anestesia ou hipoestesia, além de paralisia, se afetar os nervos motores. Ainda, é
conhecido que o alcool tem seu efeito neurolitico decorrente da precipitacdo de
lipoproteinas e mucoproteinas em nervos periféricos, produzindo degeneracao e
prejuizos tanto nas células de Schwann quanto nos axénios e histologicamente pode
ser observado degeneragao da mielina, além de pontos de inflamacao focal no nervo

bloqueado.

A grande desvantagem do uso do etanol € sua propriedade irritante, que
provoca dor no local da injecao e apresenta ampla difusdo através dos tecidos.
Assim os fendis sao preferidos em bloqueios periféricos, em humanos, por causar
uma menor incidéncia de neurites em relacao aos alcodis. No entanto, o efeito dos

fendis tem menor duracao e menor intensidade em comparagao aos alcoois.

Na medicina veterinaria de equinos utiliza-se com frequéncia o Sarapin® e o
Cloreto de Amoénio a 2% para infiltrar nervos periféricos dos membros e nervos
vertebrais. Como a duracdo do efeito ndo passa de dois a trés meses, faz-se a

infiltracdo muitas vezes, o que causa fibroses e neuromas dolorosos. O Sarapin® é
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um neurolitico alcalbide (alcool benzilico a 0,75%), de uso humano, indicado
principalmente nas sindromes dolorosas relacionadas ao nervo ciatico, neuralgia
intercostal, neurites, neuralgia lombar e do trigémio, entre outras, que tem seu uso.
Em Medicina Veterinaria, um dos seus usos mais comuns, tem sido para ablagcéao
quimica do nervo digital palmar em equinos com enfermidade do navicular, quando
injetado diretamente no nervo. A melhora clinica pode durar de 2 a 3 meses. O
etanol e o fenol sédo utilizados em diversas faixas de concentracao, porém quando a

acao neurolitica é satisfatéria, a reacao inflamatéria local é intensa e dolorosa.

Nicoletti et al. (Braz. J. vet. Res. anim. Sci., Sdo Paulo, v. 44, n. 6, p. 401-407,
2007),em estudo comparativo da infiltracdo de Sarapin® (Grupo A) e Solucio
Etandlica a 99,5% (Grupo B), no Nervo Palmar de eqtinos, notaram que com 150
dias a sensibilidade havia voltado no grupo A e com 180 dias era ausente no Grupo
B. Porém todos os animais do Grupo B tiveram reacao inflamatéria local no local de
aplicagdo, que estendeu-se por trés a quatro semanas. Desta forma os autores
comprovaram a agao duradoura do etanol, porém com a indesejavel e restritiva

reacao inflamatoéria.

Os autores dessa patente realizaram infiltracao perineural de etanol a 49,75%
em 8 animais com enfermidades crbnicas distintas, que resultam em dor neuropatica
intensa. Todos os animais apresentaram hipoestesia ou analgesia durante 120 dias,
porém cinco (62,5 %) dos animais infiltrados apresentaram reacdo inflamatéria e
dolorosa intensa (Revista Veterinaria e Zootecnia em Minas-Suplemento Especial V
Simpdésio Internacional do Cavalo Atleta, Belo Horizonte, Abr /Mai /Jun, ano
XX1,v.109, p.54-55, 2011).

Desta forma, a utilizacao do etanol é restrita, pois mesmo sendo um potente e
duradouro neurolitico, as reacbes locais de neurite e inflamacdo dolorosa

desabonam seu uso, principalmente em médias e altas concentragdes.

Buscando utilizar as propriedades neuroliticas do etanol e observando a nao
existéncia de composi¢ao neurolitica patenteada no Brasil, ap6s anos de pesquisa,
desenvolveu-se a invengdo aqui descrita, onde o etanol é componente de uma
composicao em veiculo aquoso, na forma de suspensdo, que conta ainda com

Bupivacaina e Triancinolona.
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A invengdo tem como principal vantagem n&do apresentar a acao irritante da
maioria das composi¢cdes do mercado, além de ter efeito terapéutico mais duradouro
em relacdo as aquelas que apresentam reacoes inflamatérias mais amenas, como é
0 caso do Sarapin®. A invencao torna a composi¢cado mais eficaz no tratamento das
dores neuropédticas, dores resultantes de sindromes degenerativas cronicas e para
pds-operatorios dolorosos de pequenos e grandes animais.

O Anestésico local bupivacaina é uma amida derivada de xilidina, encontrada
comercialmente na forma de cloridrato, altamente lipossoluvel, que € de trés a
quatro vezes mais potente que a lidocaina, assim apresentando analgesia de 2 a 6
horas. Esta propriedade fez com que a bupivacaina compusesse a suspensao
neurolitica, principalmente por abolir a dor local que o etanol causa apés a
infiltracdo. O uso do anestésico local objetiva manter os pacientes com média de
quatro horas de analgesia apos a infiltracao.

A triancinolona é um corticosteréide sintético (anti-inflamatério esteroidal)
bastante utilizado em Oftalmologia e Dermatologia, introduzido nas duas ultimas
décadas na Ortopedia, com indicagcdes para bursites, tenossinovites e artrites. A via
de administracdo pode ser intramuscular ou através de infiltracoes intra-articulares,
intra-tendineas ou intra-bursites. O hexacetonido de Triancinolona é amplamente
utiizado em medicina veterindria nas infiltragdes intra-articulares, com doses
variando entre 6 a 18 mg por articulagdo (dimensao articular dependente), sendo
que causa menor incidéncia de lesdes morfolégicas na cartilagem articular,

comparado com os resultados obtidos da infiltracao de acetato de metilprednisolona.

O hexacetonido de triancinolona constitui o terceiro ingrediente da Suspenséao
Neurolitica Perineural para Uso Veterinario, pois € um corticosteréide com cinco
vezes mais poténcia anti-inflamatéria que a hidrocortisona, assim inibindo
mediadores inflamatérios locais, edema, deposicdo de fibrina , migracao fagocitica,
proliferacao capilar, deposicao de colageno e tecido cicatricial. A agdo do farmaco
sera de suma importancia para evitar edemas locais e reagdes inflamatérias em

curto prazo, comuns nas infiltracées perineurais concentradas de etanol.

Desta forma, a bupivacaina fornecera analgesia em curto prazo e a

triancinolona agird em médio prazo, ja que a laténcia do farmaco é de 3 a 6 horas,
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com efeito terapéutico de 18 a 36 horas. A idéia da composi¢cdo € anular a acéo
deletéria do etanol na regido infilirada, viabilizando o uso deste agente neurolitico

potente e duradouro, caracterizando a invengao como inédita e eficaz.

A modalidade preferida da presente invencgdo, indicando as variagbes de
concentracdes de ingredientes ativos a a seguinte:

Cloridrato de Bupivacaina- -------=--=-=======-=mmmmmmmmm oo 1 a5 mg/ml
Hexacetonido de Triancinolong-----------==-=-==-=-=--m-memmmeeeeem- 2 a6 mg/ ml
Etanol-----------=-m e 99,5 a 497,5 mg/ml
VeiCulo AQUOSO-========mmmmmm e g.8.p

A composicao da presente invengdo contém Bupivacaina na faixa entre 0,1 a
0,5 % p/ v; Triancinolona na faixa entre 0,2 a 0,6 % p/v e de Etanol na faixa de 9,95
a 49,75 % p/v.

A Composicdo Farmacéutica caracterizada por compreender triancinolona,
bupivacaina e etanol na forma de suspensao, com componentes caracterizados por
ser na preparacao de um medicamento para tratar dores neuropaticas, dores
associadas as doencgas degenerativas crbnicas e em pds-operatédrios dolorosos de
pequenos e grandes animais € indicada para tratamento paliativo da dor crénica ou
neuropatica em pequenos e grandes animais com cancer terminal, sindromes
degenerativas (como as sindromes podais de eqlinos e de displasia coxo-femural
em caes), dores idiopaticas diversas e em pdés-operatérios ou clinicos de conducao
dolorosa, onde o controle da dor auxiliard positivamente no progndstico e bem estar

do paciente.
EXEMPLO

Em pesquisa realizada pelos autores intitulada: Estudo Comparativo dos
Graus de claudicacdao em Equinos infiltrados com Etanol a 99,5 %, Sarapin® e
Composi¢do Farmacéutica neurolitica nos Nervos Palmares de Equinos, observados
dos momentos M1 -pré-infiltracdo a M10 - 180 dias, com pressao aplicada no Ponto
Central da Sola, buscou-se analisar e comparar os resultados clinicos de analgesia
entre a invencado, o etanol a 99,5% e o Sarapin®, induzindo a reagao dolorosa na
sola através de ferradura experimental indutora de claudicacdo (modificada de
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Merkens e Schamhardt, Equine Veterinary Journal,Suppl 6,p.99-106,1983), avaliando
0s graus de claudicacdo entre 1 e 4 segundo o livro: Adam’s Lameness in
Horses,da Ed. Wiley-Blackwell (2002). Os resultados estdo na tabela 1, podendo-se

concluir a partir da pesquisa:

1- A invencado, chamada de SNE, igualou-se aos resultados analgésicos do
etanol, com tempo de inicio de analgesia entre 72 (3 dias) e 96 horas (4dias) e
duracao analgésica persistente apds 180 dias da infiltracdo (Figura 1 e Tabela 1).

Tabela 1- Grau de claudicacao com aplicacao de diferentes solugcdes neuroliticas

Tempo apds aplicacéo

Solugéo aplicada Pré 72h  96h 7d 30d 60d 90d 120d 150d 180d

Sarapin 3 3 3 2 0 0 0 0 0 0
Etanol 3 1 1 0 0 0 0 0 0 0
SNE 3 2 1 0 0 0 0 0 0 0

2- A invencao superou a acao do Etanol em relacdo a reacao inflamatoéria local,

que foi presente em 100% dos animais, esteticamente apresentando aumento de
volume da canela durante os 180 dias do experimento (Nicoletti et al., 2007). Na
administracdo da invencao so6 foi observada, de maneira leve, reagcédo local em um
animal do Grupo da invencao, recuperando-se espontaneamente em 72 horas.

3- A invencéo é superior em relacao ao inicio de acao e duracao da analgesia na
comparacao ao Sarapin (Figura 1 e Tabela 1).

4- A eficacia clinica e a seguranca da invencao foram comprovadas, inclusive
superando os agentes disponiveis no mercado, principalmente em relacao ao tempo

de analgesia e auséncia de reacao inflamatoéria local.
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APENDICE C

FIGURA 1

l.Sarapin
Il.Etanol 99,5%
- lll.Invengao

(}
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APENDICE D
REIVINDICACOES

1- Composicao farmaceéutica caracterizada por compreender de 4,0 % a 90 %
de etanol e um ou mais ingredientes farmacéuticos ativos.

2- Composicao farmacéutica caracterizada por compreender de 9,95 % a
39,80 % de etanol e um ou mais ingredientes farmacéuticos ativos.

3- Composicao de acordo com a Reivindicacao 1 caracterizada por
compreender 0,1 a 2 % de Hexacetonido de Triancinolona e um ou mais
ingredientes farmacéuticos ativos.

4- Composicao de acordo com a Reivindicacao 2 caracterizada por
compreender 0,1 a 2 % de Hexacetonido de Triancinolona e um ou mais
ingredientes farmacéuticos ativos.

5- Composicao de acordo com a Reivindicacao 1 caracterizada por
compreender 0,2 a 0,6 % de Hexacetonido de Triancinolona e um ou mais
ingredientes farmacéuticos ativos.

6- Composicao de acordo com a Reivindicacao 2 caracterizada por
compreender 0,2 a 0,6 % de Hexacetonido de Triancinolona e um ou mais
ingredientes farmacéuticos ativos.

7- Composicao de acordo com a Reivindicagdo 1 caracterizada por
compreender 0,1 a 1% de Cloridrato de Bupivacaina e um ou mais ingredientes
farmacéuticos ativos.

8- Composicao de acordo com a Reivindicacao 2 caracterizada por
compreender 0,1 a 1 % de Cloridrato de Bupivacaina e um ou mais ingredientes
farmacéuticos ativos.

9- Composicao de acordo com a Reivindicacao 1 caracterizada por
compreender 0,1 a 0,5% de Cloridrato de Bupivacaina e um ou mais ingredientes
farmacéuticos ativos.

10- Composicao de acordo com a Reivindicacao 2 caracterizada por
compreender 0,1 a 0,5 % de Cloridrato de Bupivacaina e um ou mais ingredientes
farmacéuticos ativos.

11- Uso da Composicao descrita na Reivindicacao 1 caracterizada por ser na
preparacao de um medicamento para tratar dores neuropaticas, dores associadas as
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doencas degenerativas crdnicas e em pds-operatorios dolorosos de pequenos

animais.

12- Uso da Composicao descrita na Reivindicacao 2 caracterizada por ser na
preparacao de um medicamento para tratar dores neuropaticas, dores associadas as
doencas degenerativas crdnicas e em pds-operatorios dolorosos de pequenos
animais.

13- Uso da Composicao descrita na Reivindicacao 3 caracterizada por ser na
preparacao de um medicamento para tratar dores neuropaticas, dores associadas as
doencas degenerativas crdnicas e em pds-operatorios dolorosos de pequenos
animais.

14- Uso da Composicao descrita na Reivindicacao 4 caracterizada por ser na
preparacao de um medicamento para tratar dores neuropaticas, dores associadas as
doencas degenerativas crdnicas e em pds-operatorios dolorosos de pequenos
animais.

15- Uso da Composicao descrita na Reivindicacao 5 caracterizada por ser na
preparacao de um medicamento para tratar dores neuropaticas, dores associadas as
doencas degenerativas crdnicas e em pds-operatorios dolorosos de pequenos
animais.

16- Uso da Composicao descrita na Reivindicacao 6 caracterizada por ser na
preparacao de um medicamento para tratar dores neuropaticas, dores associadas as
doencas degenerativas crdnicas e em pds-operatorios dolorosos de pequenos
animais.

17- Uso da Composicao descrita na Reivindicacao 7 caracterizada por ser na
preparacao de um medicamento para tratar dores neuropaticas, dores associadas as
doencas degenerativas cronicas e em pds-operatorios dolorosos de pequenos
animais.

18- Uso da Composicao descrita na Reivindicacao 8 caracterizada por ser na
preparacao de um medicamento para tratar dores neuropaticas, dores associadas as
doencas degenerativas cronicas e em pds-operatorios dolorosos de pequenos
animais.

19- Uso da Composicao descrita na Reivindicacao 9 caracterizada por ser na
preparacao de um medicamento para tratar dores neuropaticas, dores associadas as
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doencas degenerativas crdnicas e em pds-operatorios dolorosos de pequenos
animais.

20- Uso da Composicao descrita na Reivindicacao 10 caracterizada por ser
na preparacdo de um medicamento para tratar dores neuropaticas, dores
associadas as doencgas degenerativas crénicas e em pds-operatédrios dolorosos de
pequenos animais.

21- Uso da Composicao descrita na Reivindicacao 1 caracterizada por ser na
preparacao de um medicamento para tratar dores neuropaticas, dores associadas as
doencas degenerativas cronicas e em pos-operatérios dolorosos de grandes
animais.

22- Uso da Composicao descrita na Reivindicacao 2 caracterizada por ser na
preparacao de um medicamento para tratar dores neuropaticas, dores associadas as
doencas degenerativas cronicas e em pos-operatérios dolorosos de grandes
animais.

23- Uso da Composicao descrita na Reivindicacao 3 caracterizada por ser na
preparacao de um medicamento para tratar dores neuropaticas, dores associadas as
doencas degenerativas cronicas e em pos-operatérios dolorosos de grandes
animais.

24- Uso da Composicao descrita na Reivindicacao 4 caracterizada por ser na
preparacao de um medicamento para tratar dores neuropaticas, dores associadas as
doencas degenerativas cronicas e em pos-operatérios dolorosos de grandes
animais.

25- Uso da Composicao descrita na Reivindicacao 5 caracterizada por ser na
preparacao de um medicamento para tratar dores neuropaticas, dores associadas as
doencas degenerativas cronicas e em pos-operatérios dolorosos de grandes
animais.

26- Uso da Composicao descrita na Reivindicacao 6 caracterizada por ser na
preparacao de um medicamento para tratar dores neuropaticas, dores associadas as
doencas degenerativas cronicas e em pos-operatérios dolorosos de grandes
animais.

27- Uso da Composicado descrita na Reivindicagdo 7 caracterizada por ser na
preparacao de um medicamento para tratar dores neuropaticas, dores associadas as
doencas degenerativas cronicas e em pos-operatérios dolorosos de grandes

animais.



147

28- Uso da Composicao descrita na Reivindicacao 8 caracterizada por ser na
preparacao de um medicamento para tratar dores neuropaticas, dores associadas as
doencas degenerativas cronicas e em pos-operatérios dolorosos de grandes
animais.

29- Uso da Composicao descrita na Reivindicacao 9 caracterizada por ser na
preparacao de um medicamento para tratar dores neuropaticas, dores associadas as
doencas degenerativas cronicas e em pos-operatérios dolorosos de grandes
animais.

30- Uso da Composicao descrita na Reivindicacao 10 caracterizada por ser
na preparacdo de um medicamento para tratar dores neuropaticas, dores
associadas as doencas degenerativas crbnicas e em pdés-operatérios dolorosos de

grandes animais.



