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A Deus, pois ter fé sempre é preciso
A meus pais e irma, minha seguranca
A tia Glaucia, confianca

A tia Gorete (in memorian), serenidade
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“ Navegadores antigos tinham uma frase
gloriosa: ‘Navegar é preciso; viver ndo €
preciso’. Quero para mim o espirito desta
frase, transformada a forma para a casar
com o que eu sou: Viver ndo é necessario;
o gue é necessario é criar”,

{Fernando Pessoa)
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RESUMO

Entre as varias classes de farmacos utilizados no tratamento da dor encontram-se
os anestésicos locais {AL). Com a finalidade de prolongar a duracdo de agao e reduzir a
toxicidade sistémica desses farmacos, pesquisas tém sido desenvolvidas utilizando
diferentes carreadores como lipossomas e ciclodextrinas gue possibilitam a liberagdo
controlada (prolongando o efeito anestésico) e evitam picos plasmaticos das drogas
{reduzindo a toxicidade). Assim, este trabatho teve por finalidades preparar, caracterizar e
avaliar in vivo a eficacia de formulagbes contendo os AL bupivacaina (BVC) e
mepivacaina (MVC) encapsulados em lipossomas ou complexados com ciclodexirinas
para, posteriormente, comparé-las com as preparagbes disponiveis na clinica.

Analises do didmetro médio dos lipossomas revelaram a presenca de duas
populacdes de vesiculas distintas (400 nm e 150 nm) sendo observada uma maior
percentagem de encapsulacdo para BVC do que para MVC. Com relagao aos sistemas de
AL em ciclodextrinas, foram observadas diferencas nas temperaturas de transigio de
fases e na morfologia dos cristais dos compostos puros (AL e ciclodextrinas) evidenciando
a complexacéo.

A avaliagdo do blogueio motor em camundongos mostrou que 0s AL livres, as
formulagdes lipossomais e as complexadas induziram um aumento dose — dependente na
intensidade e na duragdo do mesmo. Porém, esses parametros ndo foram alterados
quando comparou-se as preparagdes entre si, nas mesmas concentragbes. Também, os
efeitos antinociceptivos sistémicos foram similares para todas as formulagoes testadas. Ja
a poténcia e a duragdo do blogueic sensorial foram aumentadas pela complexacéo de
BVC com ciclodextrinas e pela encapsulagio de MVC em lipossomas, em relacdo as
drogas livres (p < 0,001).

Esses resultados podemn ser explicados pela fiberacde controlada das drogas e
pelo aumento da disponibilidade das mesmas no sitio de injecdo. A encapsulacdo de
MVC em lipossomas possibilitou o transporte da fracio da droga disponivel no interior da
bicamada lipidica e a complexagdo de BVC com ciclodextrinas aumentou a quantidade de
droga solubilizada (na fase aquosa) conferindo-lhes maior poténcia anestésica em relagao
as preparacbes comerciais. Desta forma, as formulagbes de MVC em lipossomas e BVC

em ciclodextrinas apresentam-se como novas alternativas no tratamento da dor aguda e
cronica.
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ABSTRACT

L ocal anesthetics (LA) belong to the class of drugs used for the treatment of pain.
in order to prolong the duration of action and to reduce their systemic toxicity of LA, many
studies have been deveioped using carriers such as liposomes and cyclodextring; these
vehicies aliow controlied release (improving anesthetic effect) and avoid high plasmatic
levels of the anesthetics to be reached (reducing the toxicity).

This work aimed to prepare, to characterize and to evaluate in vivo drug — delivery
systems for bupivacaine (BVC) and mepivacaine (MVC) in liposomes or cyclodextrins,
comparing them with the clinically used LA solutions.

Mean size diameter analysis showed that the liposomes have diameters of 400 nm
and 150 nm, with encapsulation efficiencies higher for BVC than MVC. Regarding to LA
systems in cyclodextrins, differences on phase transition temperature and structural
changes in the crystal’s patterns evidenced LA : -CD complexation.

Liposomal and ciclodextrin formulations increased the intensity and duration of the
motor blockade showing dose—dependent relationships although these parameters did not
change, if compared at the same concentrations. Also the systemic antinociceptive effects
were similar for all the formulations tested. Potency and duration of sensory blockade were
improved after injection of complexed BVC and liposomal MVC in relation to the free drug
injection (p < 0.001).

These results can be explained by the controlled release of the LA and increased
availability of the LA in their site of injection. Encapsulation of MVC in liposomes increased
the amount of available drug for membrane partition while complexation into cyclodextrin
increased BVC concentration in the aqueous phase, improving their anesthetic potency in
relation to the commercial solutions and these LA. These drug—delivery systems offer a
potential new therapedutic option for the treatments of acute and chronic pain using LA

Y
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I. INTRODUCAO

1. DOR

Ha muitc existe uma preocupacio em compreender o fendmeno da dor e,
conseqientemente, conceitud-lo. Segundc a Associagdo Internacional para ©
Estudo da Dor, esse fendmeno € uma experiéncia sensitiva e emocional
desagradavel onde ha percepgdc de um estimulo nocivo associado & les@o
tecidual real ou potencial {(Lemonica & Pereira, 1982).

Sabe-se, atualmente, que a dor possui dois componentes principais: ©
perceptivo-discriminativo e o afetivo-reacional (‘reagdo & dor’). O componente
perceptivo-discriminativo € constituido pela capacidade do organismo de identificar
o estimulo como doloroso, sua origem e propriedades fisicas (localizagdo no
espaco e no tempo e intensidade). J& o componente afetivo-reacional € a
experiéncia emocional propriamente dita, reconhecida como aversiva,
incentivando reacdes de fuga ou ataque acompanhadas de sensac¢des subjetivas
de desconforto intenso e de forte motivagio para aliviar a dor; € constituido de
respostas somaticas e emocionais que séo influenciadas por fatores como: estado

psicoldgico, experiéncias anteriores, niveis cultural e social etc {Graeff, 1989;
. emonica & Pereira, 1992).

Baseando-se na durac@o da lesfo tecidual pode-se classificar a dor em
aguda ou de curta duragdo, que persiste apenas enquanto durar o dano
representando uma reacéo fisioldgica normal; e a dor cronica ou lenta, associada
as lesbes mais profundas evidenciando-se quando cessa a fung&o dos
mecanismos normais de cicatrizac@o e estados patolégicos que podem persistir

por um longo periodo, como cancer, artrite reumatbide, pingamentos nervosos...
(Siddall & Cousins, 1995).
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1 1. NEUROFISIOLOGIA DA DOR

para gue os estimulos nocivos {térmicos, mMecanicos, quimicos) sejam
detectados & necessaria a estimulacéo de receptores sensoriais especificos
denominados nociceptores. Ectes sdo terminagbes nervosas livres distribuidas
através da pele, muscuios, visceras profundas, paredes arteriais, superficies
articulares e caixa craniana. Em oposicdo a outros receptores sensoriais
(mecanoceptores & receptores eletromagnéticos, por exemplc) os nociceptores
quase ou Nao se adaptam a certas situagbes de estresse, o que possibilita manter
o organismo sempre alerta 2 um estimulo lesivo persistente (Guyton & Hall, 1998).

Dois tipos de fibras aferentes estdo primariamente envolvidas na percepcac
da dor: as fibras mielinizadas do tipo A5, (que podem ser ativadas por estimuios
de baixa ou moderada intensidade) e as fibras ndo mielinizadas do tipo C (com
receptores de alto limiar, sendo ativadas por estimulos intensos e repetitivos).
Aproximadamente 25% das fibras A5 respondem somente a estimuios mecanicos
(fibras unimodais) ac passo que, boa parte das fibras C s&o menos especificas

respondem a estimulos térmicos, mecanicos ou quimicos portanto, denominadas
polimodais (Besson & Caouch, 1987).

No processo de sensibilizacéo dos nociceptores est@o envolvidos eventos
como a liberagdo de cininas, sintese de prostaglandinas e, principalmente, a
deflagrag@o do potencial de acg&o nas fibras: com a ativacgo da membrana
neuronal por gualquer estimulo fisico, quimico ou eiétrico, ha um aumento
consideravel no influxo de sodio para o axoplasma, através de canais voltagem-
dependentes, especificos para © transporte desse ion. Essa entrada brusca de
sadio inverte o potencial membranar e deflagra um potencial de ac@o que percorre
toda a extensdo do axdnio, propagando os estimulos nervosos. Apo6s cada
potencial, a membrana axonal inicia de modo subseqUente a restaurag&o da

polaridade celular (potencial de repouso), promovendo a abertura dos canais de
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potassio que levardo ao efluxo desses cations e restabelecendo as concentragbes
ibnicas por agdo da bomba de sédio e potassio (Carvalho, 1994; Guyton & Hall,
1998).

Mesmo sendo terminacbes nervosas livres, os nociceptores utilizam duas
vias distintas para transmissao dos sinais nervosos até o sistema nervoso central.
Essas vias correspondem aos dois tipes de dor; a via da dor rapida-aguda e a via
da dor lenta-cronica. Os impulsos da dor aguda sdo transmitidos dos nervos
periféricos para a medula espinhal pelas fibras do tipo A$, de condugéo rapida; ja
os sinais da dor cronica sdo transmitidos pelas fibras C, com velocidade
extremamente lenta. Chegando & medula espinhal, os sinais dolorosos percorrem
dois caminhos distintos até o cérebro, através dos feixes neoespinotaldmicos e
palecespinotalédmicos. As fibras A3 que transmitem principalmente a dor oriunda
de estimulos mecénicos e térmicos agudos fazem sinapses com as células de
transmiss@o da medula que, uma vez ativadas, excitam os neurdnios do feixe
neoespinotaldmico (cujas fibras seguem até o tadlamo) que transmitem os sinais
para outras areas cerebrais. Esta € a via responsavel pela localizagio topografica
e discriminativa do estimulo doloroso. Ja a via palecespinotalamica transmite os
sinais conduzidos pelas fibras aferentes do tipo C. Esta via projeta-se no
hipotalamo e zonas especificas do tdlamo irradiando-se para o cortex cerebral,
sendo responsavel pela percepcdo da intensidade do estimulo e pelas reacdes a
dor (Figura 1) {(Guyton & Hall, 1998; Butterworth & Strichartz, 1990).

Portanto, a via neoespinotalamica € um sistema de condugdo rapida e
discriminativa, sendo responsavel pela percepgao da dor aguda e bem localizada,
enquanto gue a via palecespinotaldmica conduz a dor lenta, pouco definida,
influenciada por fatores afetivos e que motiva reacbes comportamentais de defesa
(Graeff, 1989).
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PERCEPCAO DA DOR

Vin necespinotaiimica

1¥i= paiscsspinatiimica

CORNQ DORSAL ESTIMULO NOCIVO

AFERENTES .

MOCICEFTORES

Figura 1. Representagéo esquemdtica das vias de transmisséo e percepgéo da dor (adaptado de:
Cleveland Ciinical Foundation - Pain Management Center.
http://medstat.med.utah. edu/pain__center/educaz‘ion/outlines/noci_ transduc.htmi, 2001).

2. ANESTESIA E ANALGESIA

-

Apesar de incdmoda, a dor desempenha uma funcao bioldgica essencial. E
a resposta do organismo a um determinado ou potencial trauma. Porém, em
algumas situagdes, O sofrimento doloroso perde sua funcéo biologica e comega a
representar uma conseqiéncia insuportavel as desordens refratérias ao
tratamento. Por isso, a capacidade de instituir novos métodos de tratamento com ©
objetivo de produzir analgesia, isto &, aliviar ou eliminar a dor & um desafic atual
(Stevens, 1892).
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Existem alguns métodos que induzem analgesia, sendo o tratamento
farmacolégico o mais utilizado. Substancias quimicas ac serem introduzidas no
organismo aiteram mecanismos nervosos periféricos ou centrais de deteccéo e
elaboracdo da informac&o dolorosa reduzinde a reacdo emocional & dor ou ainda
interferinde no estado de consciéncia necessario & percepgdo dolorosa. Os
medicamentos  responsaveis por esses efeilos  sdo  denominados
analgésicos/antiinflamatorios (como a aspirina), analgésicos opidides (morfina e
derivados), anestésicos gerais e locais. Os analgésicos/antiinflamatérios reduzem
a dor por atuarem essencialmente na diminuicdo da hiperalgesia conseqlente &
liberacdo de interleucinas, interferons e prostaglandinas. Esses farmacos séo
bastante uteis no conirole da dor de intensidade baixa ou moderada, associada a
inflamacdo ou lesdo tecidual (aririte, bursite, cefaléias, dismenorréias) (Sudo-
Havashi & Bersani-Amado, 2001). Ja os analgésicos opidides, s@o Ufeis contra
dores viscerais intensas (cllicas renais, infarto do miocardio, cancer) e agem
através da ligagdo a receptores especificos na medula espinhal, em neurdnios
aferentes e eferentes primarios (Way ef al., 1998).

Os anestésicos gerais também tém a propriedade anaigésica, mas a esta
sdo adicionadas a inconsciéncia, amnésia e a perda da motricidade, mantendo-se
apenas as fungbes vitais como circulacdo sanglinea e respiracdo. Ja os
anestésicos locais (AL), objetc desse estudo, evitam ou aliviam a dor por
bloguearem reversivelmente o processo de excitagdo-conducio em nervos
periféricos, podendo abolir a motricidade e sensagdes como tato e temperatura,

mas sem a perda de consciéncia inerente aos anestésicos gerais (Collins, 1993;
Catteral & Mackie, 1996).
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3. ANESTESICOS LOCAIS

Os AL s&o composios quimicos cuja atividade farmacoibgica primaria
envolve o blogueio reversivel da conducgdo nervosa. Essa propriedade € uma
conseqiiéncia da inibicdo do processo de excitagio-conducadc em nervos
periféricos, quando aplicados localmente e em concentragdes adequadas. Um AL
exerce sua aclo reversivel em qualguer tecide nervosc podendo bloguear a
passagem de impulsos tanio em fibras sensoriais quanto motoras aliviando ou

evitando a dor, ¢ que contribui para a grande utilizacdo desses farmacos na
pratica médica (Covino, 1986).

O primeiro composio a ser utilizado como AL foi a cocaina, um alcaidide
isolado das folhas de Erithroxylon coca, que teve sua acéo demonstrada por Koller
(1884) ao utilizé-la como anestésico oftalmico. Apesar de ter sido empregada na
clinica durante um longo tempo, a cocaina foi substituida por outros compostos
devido aos seus efeitos tdxicos como dependéncia fisica e psiquica (Vianna,
1992).

Ja o primeirc AL sintético efetiva e largamente utilizado foi a procaina, um
amino-éster produzido por Einhorm, em 1805, a partir do acido benzoéico. Um outro
composto denominado lidocaina, sintetizado na década de 40, iniciou a era dos AL
tipo amino-amida sendo praticamente isenta das reacbes alérgicas t&o comuns
aos derivados do acido para-aminobenzoico (Collins, 1993). Muitas substituicbes
moleculares foram testadas possibilitando o surgimenio de varios outros

compostos sintéticos que, atualmente, integram a grande classe dos farmacos AL
(Strichartz, 1987; Matamed, 2001).

s N ICAmp
2 NTRA
Sgggiﬁgi} Q;gg‘:ijiﬁ%?;‘
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3.1. ESTRUTURA QUIMICA E CARACTERISTICAS CLINICAS

Os compostos AL possuem, em geral, irés caracteristicas distintas em sua
estrutura: um grupo aromatico, uma cadeia intermediaria e um grupo amino
ionizavel.

Os AL podem ser classificados de acordo com o tipo de ligagdo entre o
grupo aromatico e a cadeia intermediaria. Os agentes que possuem uma ligacéo
éster entre 0 grupo aromatico e a cadeia intermediéria sdo denominados amino-
ésteres e incluem compostos como a procaina e a tetracaina.

CH,CH3

Ho N— —C—O—CH,CH.,—N
2 . I 272 N
0 CH2C.H3
Procaina
CH
CHACH-CH-,CH,N C—O—CH,CH;—
3 2 272 g 27 2 \CH3

Tetracaina

Figura 2. Esirutura quimica de alguns AL do tipo éster,

J&d os AL com uma ligagdo amida entre a cadeia intermediaria e o
grupamento aromatico s&o conhecidos como amino-amidas. Como exemplo dessa
familia tem-se a lidocaina, mepivacaina, bupivacaina, ropivacaina, prilocaina,
etidocaina, dibucaina etc. E interessante rotar que o grupo amino, ionizavel em
pH proximo ao fisioldgico, pode fazer parte de um anel piperidinico, na sub-familia
dos anestésicos amino-amida ciclicos (Figura 3) (Strichartz, 1987).
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A diferenca marcante entre ésteres e amidas estd relacionada a
estabilidade quimica. Os ésteres séc faciimente hidrolizados pela colinesterase
plasmatica enquantc as amidas sofrem degradag&o enzimatica hepética, sendo
muito mais estaveis {Covino, 1986).

CH
3 _/CHpCH3
NH—C—CHo—N
I \\CHQCHg
- O
CHq
Lidocaina
CH-CH,CH,CH
CH3 | LASRVA SR Al
N
NH‘“C"}
cHy, ©
Bupivacaina
CH3
CH |
3 N
s
CHy ©
Mepivacaina
CHoCHoCH3
CH, E 2V
N
Sas
CHy ©
Ropivacaina

Figura 3. Estrutura quimica de alguns AL do tipo amino-amida.
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A presenca dos grupos aminc e aromatico na molécula dos AL sdo
essencizis na definicBo de carateristicas intrinseces desses farmacos como
nidrofilicidade e lipofilicidads.

O grupamento amine é a porcdo lonizavel da molécula sendo influenciado
nelo pH do meio. Para a maioria dos AL os valores das constantes de dissociacéo,
Ka, estdo na faixa de pH entre 7,8 & 8,2, A desprotonacio deste grupo amino {em
pH acima de pKa) tambem aumenta a hidrofobicidade da molécula uma vez gue a
forma neutra (ou ndo carregada) tem malor particdo, P, em membranas bioldgicas
{Figura 4) (Wiidsmith ef al, 1987, Gupta, 1991, de Paula & Schreier, 1996),

Ka
AL-NHY == ALN: + H Ha0

4

MEMERANA

B

Figura 4. Representagdo esquemética da parficho dos AL em dgua e membrana. Onde: AL — NH’,
molécula de AL com grupameniC amine profonade (forma lonizada); ALN:, AL com gruparnento
amino desprofonade (forma neulra); P, coeficiente de particBo; Ka , constante de dissociagdo em
Ggua; Km, constanfe de dissociagdo em membrana.

O grupo aromatico é a unidade sestrutural responsavel pelas propriedades
lipofilicas do anesiésico e facilita a particdo deste em membranas neurais. Adicdes

cle atomos de carbono nos grupamenics aromatico & aming ou asumenio no
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comprimento da cadeia intermediaria também interferem na natureza lipofilica do
composto {Strichartz, 1987; Gupta, 1991; de Jong, 1994).

O perfil clinico dos agentes AL é determinado por trés caracteristicas
importantes: poténcia, velocidade de acdo e duracac da atividade anestésica.

A propriedade dessa classe de farmacos que € infrinseca & atividade
anestésica e relacionada a poténcia € a lipossolubilidade. Alguns estudos mostram
que ha uma clara correlacdo entre o coeficiente de particio do AL e a
concentracdo minima necessaria para o blogueio da condugéc nervosa. Mas é
preciso salientar que a solubilidade em agua € essencial para o transporte da
droga até as fibras nervosas, enquanto a solubilidade lipidica € necessaria para a
penetracdo na membrana sendo a existéncia de um balanco entre essas duas

propriedades (carater anfifilico) um fator essencial para a atividade dos AL (Gupta,
1891; de Paula & Schreier, 1995,1996).

O mecanismo determinante para a agdo de um AL & a interacdo do farmaco
com a proteina canal de sodio, gque sera discutido posteriormente.

A velocidade de agdo € relacionada primariamente a constante de ionizagéo
da droga (pKa). Como citado anteriormente, a forma desprotonada ou neutra
(base) do AL é a responsavel pela difuséo através da membrana e a forma
jonizada (cation) pela difusdc em meio aquoso. E o nimero de moléculas na forma
ionizada que determina a velocidade de acdo do agente anestésico, indicando que
a solubilidade em agua (maior para a forma ionizada que para a forma neutra)
pode ser um fator limitante para o efeito anestésico (de Paula & Schreier, 1995,
1996; Pinto ef al, 2000). A percentagem da droga na forma basica quando
injetada em um tecido de pH 7,4 é inversamente proporcional ao pKa do farmaco
(Covino, 1986, Collins, 1993; Bianconi, 1998) sendo que os Al. amino-amidas tém
pKa ligeiramente menor (7-8) que os amino-ésteres (8-9) (Gupta, 1991).
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3.2. MECANISMO DE ACAO DOS ANESTESICOS LOCAIS

Os AL tém como seu local de agdo a membrana celular onde bloqueiam a
conducdo nervosa. Entre os agentes responsaveis pela formacdo e propagacio
do potencial de agBo estic os canais de sbdio (Figura 5) e potassic voltagem-

dependentes, que fomecem bases para ¢ entendimento do mecanismo de agéo
desses farmacos.

A transmissdoc dos impuisos nervosos € detectada por variagbes no
potencial de membrana neuronal. Quando essa membrana é ativada por um
estimulo que alcangca um certc limiar, cria-se nesse pontc um aumento
consideravel do influxo de sédio através de canais voltagem e tempo-
dependentes. Essa entrada brusca inverte o potencial de repouso (overshoof)
ficando o meio intracelular com potencial positivo em relacéo ao meio extracelular,
caracterizando © processo de despolarizagdo. Haverd entdo, entre a regido
despolarizada e a adjacente, a formagdo de um dipolo e a corrente de sodio
percorrera toda a extenséo do axénio. Onde houve a despolarizacéo, a membrana
inicia de modo subsequente a repolarizacido com a saida de ions potassio por
seus canais especificos. Complementando o processo, ha a acdo da bomba de
sodio e potassio ATP-ase que promove o restabelecimento das concentracbes
iGnicas de repouso (Carvalho, 1994; Anger et al., 2001).

Os AL produzem seus efeitos por impedirem o réapido influxo de ions sédio
para o interior do axonio. Essa ac8o interompe a formacgdo e deflagracdo do
potencial de ac&o. Acredita-se gue a diminuicao da permeabilidade da membrana
aos ions soOdio ocorra por dois mecanismos: alteragbes gerais na fluidez da
membrana (levando a modificagdes conformacionais na proteina-canal de sédio

voltagem-dependente) efou a interag@o especifica dos compostos AL com os
canais de sodio.
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Figura 5. Organizagdo estrutural do canal de sédio (A, B) e suas conformacgbes durante a

propagagéo do potencial de agdo (C) (adaptado de Neison & Cox, 2000).
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A teoria dos lipidios propde que o AL, por sua atividade na superficie da
membrana, produza uma alterag@o no empacotamento da bicamada fosfolipidica
causando uma modificagdo conformacional nos canais de sddio, o que leva a
inativacio temporaria do mesmo. Também & interessante notar que essa teoria
prevé a ligagéo inespecifica de grande quantidade de AL na fase lipidica, para
atingir a alteracéo da fluidez (Skidmore et al., 1996). F a lipofilicidade dos AL que
permite a concentracao de grandes quantidades do composto nas membranas, ©
que facilitaria seu acesso aos sitios de acdo na proteina-canal (de Paula &
Schreier, 1996).

Ja em relacdo a interagéo especifica dos AL com 0s canais de sodio, sabe-
se que a ligagdo desses farmacos depende da conformacéo dos canais e que isso
ocorre, preferencialmente, no estado inativado do canal estabilizando-o na forma
ndo condutora de fons @ membrana. Quanto maior 0 numero de canais na forma
inativada, mais facil & a instalacéo do bloqueio, tal que o aumento na frequéncia
de estimulacéo de uma fibra possibilita que mais canais se abram, se fechem e se
ingtivem aumentando a afinidade pelos AL. Este fendmeno é denominado

blogueio dependente de fregiiéncia, bloqueio uso-dependente ou inibicdo fasica
(Butterworth & Strichartz, 1990).

Na década de 70 experimentos feitos com analogos quaternarios (sempre
protonados) de AL detectaram bloqueio da propagagdo do impulso nervoso
somente quando o anestésico era aplicado internamente (na face citossdlica) de
axénios gigantes de lula. Esses resultados foram interpretados como a
demonstracéo clara da existéncia de sitios de agéo para a forma protonada dos
AL na face citossélica do canal. Dessa forma, acreditou-se por muitos anos que a
molécula anestésica deveria atravessar a membrana e dissociar-se no interior
celular onde, sob a forma ionizada, impediria a entrada de fons sodio apds
ocupagao de sitios especificos no interior do canal de sodio (Frazier et al., 1970;
Narahashi et al., 1970). Somente na metade da década de 90, foi demonstrada a
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existéncia de um sitio hidrofébico (localizado na hélice transmembranar S6 do
dominio IV, Figura 5, da subunidade o dos canais de sodio) para a forma neutra
dos AL. Isso foi evidenciado através de substituicdes de aminoécidos da profeina-
canal mostrando que essas mutagbes - COmMO 2 troca da fenilalanina 1710 por

alanina - reduziam a afinidade dos AL pelos canais de sodio em até cem vezes
(Ragsdale et al., 1894, 19986).

Dessa forma, propbe-se atualmente que 0s AL atuam como reguladores
alostéricos da proteina-canal de sodio, podendo ligar-se a uma ou mais regides
diferentes do mesmo e bloquear o transporte de sodio (Ragsdale et al., 1994,
1996 Ragsdale & Avoli, 1998: Li ef al., 1999). Por outro lado, a correlag@o direta
entre hidrofobicidade e poténcia anestésica revela que a particéo inespecifica de
grande quantidade do AL na bicamada lipidica é importante para facilitar o acesso

da molécula ao(s) sitio(s) de ligagéo no canal de sédio voltagem-dependente (de
Paula & Schreier, 1996).

33 BUPIVACAINA E MEPIVACAINA

A bupivacaina (BVC) € um AL pertencente a classe das amino-amidas
ciclicas que possui um substituinte butila no anel piperidinico (Figura 2). E
bastante utiizada em procedimentos cirlrgicos, principaimente para blogueios
regionais prolongados e foi 0 primeiro AL que combinou propriedades como inicio
de acdo moderada, longa duracdo e separagdo significante entre bloqueio
sensorial e motor. J& a mepivacaina (MVC), um analogo da BVC com substituinte
metila (Figura 2), produz anestesia de inicio relativamente rapido mas, com
moderada duracao. E um farmaco utilizado para infiltragtes, bloqueios de nervos
periféricos e anestesia extradural, sendo cerca de duas vezes mais potente que a
procaina, um AL pertencente a classe dos esteres. A BVC é aproximadamente

trés a quairo vezes mais potente que a MVC, sendo a duragdo de aclo pelo
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menos duas ou até trés vezes maior, como mostrado na Tabela 1 (Covino, 1986;
Collins, 1993; Malamed, 2001).

Como observado na Tabela 1, as propriedades fisico-quimicas desses dois
analogos também s&o relativamente diferentes. A presenca do radical butil na
estrutura quimica da BVC, confere-lhe um alto coeficiente de particdo em lipidios e

maior capacidade de ligagéo as proteinas plasmaticas quando comparada a MVC
(de Jong, 1994).

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas e farmacologicas da BVC e MVC

PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS PROPRIEDADES FARMACOLOGICAS
ANESTESICO Coeficiente de Particio*
LOCAL MM  pKa Poténcia fem  Iniciode Duragao da
{(25°C)  a b A ad PP relagéo & agao anestesia
(%) procaina=1) {min}
BVC 324 816 130 314 1,30 798 86 8 Moderado 360
MVC 282 7.8 12 17 0.55 a8 7B 2 Répido 180

{Onde, MM = massa molecular; *determinado entre as fases: A& = oleo/H,0; Ab = &lcool
oleico/H,0; Ac = octanol/H,0; Ad = fosfatidilcolina de ovo/H,O; PP (%) = percentagem de ligacéo
as proteinas plasmaticas. Adaptado de Covino, 1986 e de Jong, 1994). Os valores de ¢ foram
determinados em pH 7,4 e os de Ad foram obtidos em pH 10,5 (de Paula & Schreier, 1995).

Com relacéo a farmacocinética, tanto a BVC quanto a MVC distribuem-se
da corrente sangilinea para os 6rg&os mais perfundidos como cerebro, coragao,
rins e figado, neste (ltimo, sofrem acéo da enzimas microssomais do sistema
pP450 sendo o 2-6-pipecolilxilidida (PPX), o principal produto de biotransformacao.
A MVC sofre uma hidroxilagio nas posicbes meta e para do anel aromatico. O
nucleo piperidina dos dois anestésicos sofre n-desalquilacdo transformando-se em

PPX (Figura 6), sendo esse um processo de detoxificacdo ja que o PPX & menos
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t6xico que os Al em questdo (Boyes, 1975; de Jong,1994). Os rins constituem a
principal via de eliminacdo e somente cerca de 1 a 2% dessas drogas s&o

excretadas na forma inalterada (Strichartz, 1987).

CH3 CHoCH,CH,CHg
CH | CH
3 N 3 II\I
NH-G NH—C
cHy O cHy O
Mepivacaina Bupivacaina
CHg
CH 1
3 N
NH-*%
H cHy ©
m-hidroxi mepivacaina H
> N
! e
CHs CHy ©
CH4 |
HO NH _{i.]; N pipecolixilidida
ch ©

p-hidroxi mepivacaina

Figura 6. Biotransformagéo da BVC e MVC a pipecolilxilidida (adaptado de: de Jong, 1994).
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3 4. ANESTESICOS LOCAIS NA TERAPIA DA DOR

Os avangos nas pesquisas basica e clinica tém expandido as opgdes na
farmacoterapia da dor.

Para pacientes com cancer ou dor neuropética por exemplo, a
sarmacoterapia € a principal ou sen3o a Unica saida para manté-la sob controle.
Hoje, muitos farmacos tém sido utilizados como: anticonvulsivantes, agonistas
GABAérgicos, neurolépticos, e AL (Bennett et al., 2000a).

A combinacdo de AL e anaigésicos opidides (BVC-morfina) tem sido
sugerida tanto para o tratamento da dor pés operatbria quanto para a dor
neuropatica em pacientes gque nao respondem ao tratamento somente com
opidides, pois a liberagdo intratecal da combinacado (AL/opidide) resulta em um
ritmo mais lento no aparecimento da tolerancia aos opidides. Mas, pesquisas
ainda s&0 necessarias para a determinacdo dos limites de toxicidade dessa
associacao {Akerman ef al., 1988; Ossipov et al., 1988, Bennett ef al., 2000a,b).

A dor também pode ser controlada pelo uso de AL para o blogueio de
nervos periféricos especificos embora, esses farmacos apresentem limitacdes
devido a sua duragdo de agdo relativamente curta (2 a 4 horas). Nas uitimas
décadas, alguns AL (como a lidocaina, bupivacaina e, mais recentemente, a
ropivacaina) tém sido introduzidos na terapia da dor aguda e cronica na tentativa
de melhorar a agéo daqueles ja utilizados. As caracteristicas desejaveis para uma
molécula anestésica sio: a longa duracéo de agao, diminuico da toxicidade local
elou sistémica e aumento da seletividade para o blogueio sensorial, em relagéo ao
bioqueio motor (de Jong, 1994).

Com a alteracdo de propriedades fisicas e quimicas na molécula dos AL
(sintese direcionada por estudos de correlacdo estrutura-funcao, QSAR), alguns
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desses objetivos tém sido atingidos. Mas uma outra alternativa, que atuaimente
vem promovendo os efeitos desejaveis, € a liberac@o controlada desses farmacos
através da encapsulacdo em lipossomas efou outros veiculos. Pacientes
submetidos a cirurgias (no alivio da dor p6s-operatoria) ou com dor cronica (que
freqUentemente necessitam de administraces repetidas de AL, seja para blogueio
de nervos periféricos, centrais ou autondmicos) seriam os principais beneficiados
pelo desenvolvimento dessas formulagbes, denominadas de longa duracdo ou de
liberacdo controlada, possibilitando um aumentc na duracdo da anestesia,

diminuindo a freqiiéncia de administragbes diarias e reduzindo a toxicidade
(Kuzma et al., 1997).

4. FORMULAGCOES ANESTESICAS LOCAIS DE LIBERAGCAO
CONTROLADA

4.1. LIPOSSOMAS

Os lipossomas foram descobertos por Bangham, em 1963, ao demonstrar
que fosfolipidios sob agitagdo em meio aquoso, formariam vesiculas. Lipossomas
consistern de esferas microscépicas com uma ou mais bicamadas lipidicas onde
as caudas hidrofébicas dos lipidios estao voltadas para o interior e as cabecas

polares para o exterior da bicamada, em contato com a fase aquosa (Ranade,
1989).

A natureza da interacéo entre os lipidios, a composicao dos mesmos € O
método de preparacgéo determinam o padrao, tamanho e o numero de bicamadas
formadas, sendo os lipossomas (quanto &o numero de bicamadas) classificados
em vesiculas multi (MLV) ou unilamelares (LUV) (Figura 7A) e também afetam
diretamente a absorcéo das drogas, distribuicio, metabolismo, eliminacao e perfil
de toxicidade. O tamanho do lipossoma afeta a sua biodistribuicgo, pois apos

administracdo  subcutanea, lipossomas menores que 120nm atravessam
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rapidamente os capilares enquanto que lipossomas maiores (como as LUV)
tendem a permanecer no sitio de injecdo (Grant & Bansinath, 2001). Além disso, a
encapsulagdo de drogas € orientada peia hidro ou lipofilicidade das mesmas; ja
que drogas hidrofilicas tém tendéncia a permanecer no compartimento central

aquoso e drogas hidrofdbicas na bicamada lipidica (Figura 7B) (Sharata & Katz,
1996).

O mMsiécuias Hidrossolliveis

{ Moléculas Lipassoliveis

Y Mobaculas Anfipdticas

A B

Figura 7. Representagdo esquematica dos lipossomas: unilameiar (A) e muitilamelar (B) (adaptado
de Neison & Cox, 2000, B).

A similaridade dos mondmeros constituintes dos lipossomas (fosfatidilcolina
e colesterol, em geral) com o das membranas biolégicas elimina o risco de

antigenicidade ou lesbes histoldégicas (Malinovsky ef al, 1997b) apds a
administracdo desses veiculos.
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A funcdo dos Ilipossomas como veiculos € liberar determinadas
concentracOes de drogas em alvos especificos evitando a toxicidade sistémica, ja

que somente uma fracio da droga esta disponivel para o local de agéo (Grant &
Banssinath, 2001).

Lipossomas tém sido extensivamente utilizados em imunoensaios (Rongen
et al,, 1997, Zanin, 2001) e como sistemas de liberacdo controlada para varias
drogas incluindo antineopldsicos, antibidticos, antifingicos e também para
melhorar as propriedades terapéuticas de AL. O uso de AL encapsulados em
lipossomas tem como vantagens a liberagdo lenta da droga proiongando a
duracéo da anestesia e a reducéo da toxicidade para os sistema cardiovascular e
sistema nervoso central (Gesztes & Mezei, 1988; Langerman ef al., 1992a.b:;
Boogaerts et al., 1993a,b; Mowat ef al.,1996; Bucalo ef a/., 1998).

Trabalhos realizados com animais de laboratério (Boogaerts ef af.,1993a,b;
Yu & Hou, 1998; Malinovsky ef al.,, 1997a,b; 1999) e em humanos (Boogaerts ef
al., 1994) vém utilizando BVC em MLV obtendo resultados satisfatérios com
relagdo ao aumento na duracéo da anestesia, potencializacio do blogueio nervoso
além de permitir o controle dos niveis sistémicos da droga.

4.2. CICLODEXTRINAS

A hidrélise enzimatica do amido usualmente resulta na formagéo de glicose,
maitose e em uma longa classe de dextrinas lineares e ramificadas. No entanto,
alguns microorganismos € plantas que produzem enzimas denominadas

ciclodextrinas glicosiltransferases sdo capazes de degradar o amido em produtos
ciclicos chamados CD (Loftsson & Masson, 2001).

As trés CD naturais sdo a alfa (a-CD), beta (B-CD) e gama (y-CD)

compostas de seis, sete ou oito unidades de D-(+)-glicopiranose, respectivamente.



INTRODUCAO - 21

Esses agentes tém em sua estrutura grupos hidroxil primdrios e secundarios
orientados para o exterior. Portanto, possuem um exterior hidrofilico e uma
cavidade interna relativamente hidrofdbica que, por sua vez, permite as CD
complexarem-se com moléculas que apresentam dimensdes compativeis com a
cavidade. A complexacio altera as propriedades fisico-quimicas como a
solubilidade em agua, estabilidade e biodisponibilidade de drogas complexadas
(McCormack & Gregoriadis, 1998).

A habilidade das CD de formarem complexos de inclusdc depende
essenciaimente da compatibilidade estérica e da polaridade existentes com a
droga. Além disso, as forgas gue dirigem a complexacdo tém sido atribuidas a alta
energia de repulsdo da agua na cavidade das CD, as interagdes de van der
Waals, pontes de hidrogénio e interagbes hidrofobicas (Bibby ef al., 2000). As
moléculas complexadas permanecem normalmente orientadas em uma posicao
onde ha méaximo contato entre sua porgdo hidrofébica e a cavidade apolar,
estando sua porgac hidrofilica em contato com os grupos hidroxil da ciclodextrina
(Frémming & Szejtli, 1994).

As B-CD (Figura 8) sd@o as CD mais largamente utilizadas para a
complexacéo de varias classes de drogas como agentes antitumorais
(doxorubicina), antidiabéticos (tolbutamida), corticosterdides (dexametasona,
prednisolona) e vitaminas A e D3, que s@o administrados por diversas vias como
intratecal, intravenosa, intramuscular, epidural, oral, nasal e dérmica (irie &
Uekama,1997; Loftsson & Masson, 2001). Sua cavidade tem um diametro de

cerca de 7A, sendo grande o bastante para acomodar um hexanel aromdtico
(Kalinkova, 1999).

As CD naturais, em particular as B-CD, tém solubilidade aquosa limitada
(16,4 mM ou 18,6 mg/mL) e a formacéo de complexos com compostos lipofilicos

geralmente resulta em precipitacdo dos complexos solidos se o limite de
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solubilidade for atingido. Assim, numerosas modificagbes na estrutura guimica das
3-CDs tem sido feitas originando derivados mais solliveis como 2,8-dimetil-B-
ciclodextrina (DM-3-CD), 2-hidroxipropil--ciclodextrina (HP-B-CD) e CD suifaiadas
como sulfobutiléter-B-ciclodextrina (SBE-B-CD) (Rajewski & Stella, 1996).

Figura 8, Estrutura da p-CD apresentando sete monémeros de glicose.

Além da estabilizacdo, a modificacdo da farmacocinética e das
propriedades biofarmaceuticas das drogas s&o os efeitos mais significantes da
complexagdc com CD. Esses efeifos s@o observados especiaimente na
solubilidade e na liberacdo da droga complexada. Como conseqiéncia disso, a
administracdo de farmacos complexados com B-CD altera a intensidade e a2

duragdo de seus efeitos através do aumento dos niveis plasmaticos da droga
(Fromming & Szeitli, 1994).

Essa propriedade das CD torna bastante promissor seu usc para a
complexacdo com AL. Além disso, estudos em animais de laboratério indicam que
a utilizacdo de B-CD e alguns derivados (dimetig-CD e hidroxipropii-CD)

aumentam a solubilidade de AL como etidocaina, lidocaina, prilocaina,
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mepivacaina e, especiaimente, bupivacaina (Dollo et al,1996ab); bem como
melhoram os indices terapéuticos da droga (Dollo et af.,1998).

5. MODELOS ANIMAIS EM ANESTESIA E ANALGESIA

Os efeitos farmacoldgicos produzidos por AL dependem do modelo animal
utilizado, do metodo empregado no teste e da técnica de aplicacdo da droga.
Muitos metodos foram descritos para avaliar a atividade anestésica local como,
por exemplo a inibicdo do reflexo cormeal por aplicacdo tépica daquelas drogas e
inibicdo de respostas a estimulos como pincamentos em cobaias. No entanto,
esses métodos encontravam como principais dificuldades a andlise do ponto final

e a determinagcao da expressdo quantitativa da anestesia (Leszcynska & Kay,
1992).

Assim comegou-se a desenvolver técnicas através do blogueio da
condug@o do nervo ciatico em ratos (Thalhammer et al., 1995) e camundongos

(Leszcynska & Kau, 1992}, permitindo avaliar a atividade de AL e blogueadores
neuromuscutares.

Com relac&o & pesquisa em analgesia, esta € uma area que conduz a um
grande numero de avangos no tratamento da dor aguda e crénica na clinica
médica, pois possibilita o estudo da fisiclogia da transmissdo da dor e da
farmacologia de drogas analgésicas empregando uma variabilidade de modelos in
vitro e in vivo (Stevens, 1992).

Por ser uma experiéncia perceptiva, a dor pode ser medida, indiretamente,
através de testes em animais. Pode-se detectar alteragcdes comportamentais, tipo,
intensidade e durac&o dos estimulos dolorosos (Chapman ef a/, 1985; TjClsen ef
al, 1994).
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A necessidade da pesquisa em modelos animais estd fundamentada em
fatores como manipulagdo de variaveis experimentais que podem levar ao
entendimento dos mecanismos da dor e terapia analgésica nos niveis celular e
sub-celular; além disso, animais podem ser utilizados para simular certas
condigbes patoldgicas humanas proporcionando precisdo na manipulagdo de
variaveis fisio e farmacoldgicas que ndo tém possibilidade ou uso eticamente
justificavel em seres humanos. A adaptacdo de técnicas modificadas para a
avaliag@o de um estimulo nocivo em modelos animais, tem fornecido bases para o
entendimento dos mecanismos da dor e para a selecdo de drogas e outros
meétodos para o alivio da mesma (Short, 1998)

Apesar de nao serem capazes de se comunicar verbalmente, os animais
exibem respostas motoras aos estimulos nocivos que sfo similares aquelas
observadas em humanos (Sawyer, 1998).

A maioria dos estudos em animais freqUentemente emprega medidas
comportamentais para avaliar suas interferéncias sobre a dor. Entre essas

encontram-se. 0s comportamentos reflexivos que tém fungbes de protegdo

podendo ser utilizados para a obtencdo de informacdes sobre os mecanismos

nociceptivos e as reacles voluntdrias que sio mais complexas e merecem a

utiizagdo de animais previamente treinados para realizar as tarefas
comportamentais (Chapman ef al., 1985; Besson & Chaouch, 1987).

Entre as reagbes voluntarias encontram-se a vocalizacdo (emissdo de
ruidos representativos do comportamento afetivo da experiéncia da dor podendo
sua interferéncia no teste ser minimizada através da utilizaco de procedimentos e
grupos controle), o comportamento de fuga (acéo aprendida pelo animal com o
objetivo de evitar o estimulo doloroso), as escolhas (onde o animal aprende a
realizar uma tarefa recebendo determinado estimuio doloroso em troca de uma

recompensa positiva), a discriminagédo (o animal n@o recebe reforco positivo por
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aceitar uma guantidade controlada de estimulo, mas por acionamento de um
painel que encerra o estimulo doloroso) e as mudancas de comportamentos
organizados (a utilizacdo de um estimulo que cause dor persistente promove
mudancas em fungbes fisioldgicas normais como atos de beber e comer,
comportamentos sexuais...) (Chapman ef al., 1985).

Na pesquisa da atividade anaigésica estdo envolvidos alguns tipos de
modelos experimentais: a dor induzida por estimulos quimicos (contorgGes
abdominais, por exemplo), fisicos (testes do hot plate e tail flick) e mecénicos
(press@o na pata), que ativam as fibras aferentes da dor (AS e C), embora a
resposta comportamental mais comumente avaliada seja a resposta motora
(proveniente das fibras eferentes) que ocorre logo apés a estimulacao nociva
(D’Amour & Smith, 1941; Randall & Selitto, 1957; Stevens, 1992).

Nos ensaios de nocicepgdo quimica, como o teste das contorgdes
abdominais, uma substancia nociva é injetada no interior da cavidade peritoneal
dos animais ativando diretamente os nociceptores (localizados nas visceras) ou
produzindo inflamacdo visceral (6rgdos subdiafragmaticos) e subcuténea
(musculos da parede abdominal). Muitas substancias podem ser utilizadas com o
objetivo de produzir dor; como bradicinina, salina hipertbnica, acetilcolina e cido
acético; sendo este Ultimo o composto mais empregado para a realizacéo do teste
(Mogil ef al, 1999a,b). Rigon & Takahashi (1996) utilizando os AL (lidocaina,
prilocaina e dimetocaina), observaram um efeito dose-dependente de reducéo do
nimero de contorgbes abdominais em camundongos; demonstrando a utilizacio
desse teste para avaliag&o das propriedades antinociceptivas daquelas drogas.

Ja os testes de nocicepgéo fisica sdo caracterizados pela reagfio dos
animais ao calor aplicado nas patas ou na cauda (testes do hot plate e tail flick,
respectivamente) correlacionando-se a capacidade do calor de lesar os tecidos

com a avaliagdo da nocicepcdo e analgesia (Ankier, 1974; TiDlsen ef al 1991;
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Grant ef al., 1993). Utilizando AL, alguns autores (Moore & Burney, 1979; Rigon &
Takahashi, 1996) observaram um aumento dose-dependente no tempo de laténcia
da remoc¢&o das patas posteriores de camundongos apds administracdo sistémica
(vias subcutanea e intraperitoneal) de lidocaina e dimetocaina.

Ha também os métodos que envolvem estimulos mecanicos como a
presséo na pata, padronizado em ratos (Randall & Selitto, 1957), que utiliza a
vocalizac&o ou o reflexo de retirada da pata do animal como sinal para que cesse
o estimulo nocivo. Esse teste tem sido utilizado para avaliar a atividade
antinociceptiva de formulagbes AL, encapsuladas em microesferas, por infiltragdo
subcuténea na pata (Buritova ef al, 1996; Fletcher ef al, 1997) e de AL com

isbmeros separados por infiltrag@o inframuscular na regido do nervo cidtico de
ratos (Simonetti ef a/., 1997).

Assim, pode-se verificar a aplicagio e a atividade de AL em varios modelos
experimentais de nocicepgo e analgesia; 0 que possibilita a utilizagdo de algumas
dessas técnicas para avaliar a atividade de novas drogas com efeitos semethantes

aos mesmos ou de sistemas de liberacdo controlada, como é o caso deste
trabaiho.
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il. OBJETIVOS

Este trabalho teve por finalidade preparar, caracterizar e avaliar a eficacia
de anestésicas locais encapsuladas em lipossomas e complexadas com

ciclodextrinas para, posteriormente, compara-las com as formulagGes disponiveis
no mercado e atualmente utilizadas na clinica.

1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Preparar formulagdes encapsuladas em lipossomas efou complexadas em
ciclodextrinas utilizando os anestésicos locais BVC e MVC.

»* Caracterizar, através do uso de técnicas fisico-quimicas, as preparacdes com
veiculos modificados quanto a eficiéncia da encapsulagdo ou da complexacao.

#* Realizar testes biolégicos gue simulem estados de dor aguda

# Comparar os bloqueios motor e sensorial induzidos pelas formulacdes
lipossomais, complexadas com ciclodextrinas e aguelas atualmente utilizadas

na clinica, levando em consideragdo fatores como poténcia, duracdo do efeito
dos Al e concentracdes utilizadas.

¥ Avaliar a atividade das formulagbes de liberacdo controlada, quando
administradas por via sistémica em um modelo de dor visceral.
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ill. MATERIAIS & METODOS
1. ANIMAIS

Durante a realizac&o deste trabalho foram utilizados camundongos albinos
Mus musculus, adultos, machos e com peso variando entre 30 e 35 gramas. Os
animais, provenientes do CEMIB (Centro de Bioterismo da Unicamp), foram
submetidos a ciclo claro/escuro de 12 horas com agua e alimentac&o ad fibitum,
temperatura ambiente monitorada a 22 + 3°C, alojados coletivamente (10 animais

por gaiola) e aclimatados ao local de experimentagéo por pelo menos 7 dias.

Todos os experimentos realizados encontravam-se de acordo com 0$
Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagéo Animal (COBEA), tendo sido aprovados pela Comissdo de Etica
na Experimentacdo Animal do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de
Campinas (CEEA)-1B-Unicamp (protocolos n° 288 -1 e 289 -1).

2. DROGAS, SAIS E SOLVENTES

- AL: cloridrato de BVC (Cristélia Ind. Quim. Farm. Ltda) e cloridrato de MVC
(Sterling Drug Inc.}).

- Lipidios: fosfatidilcolina de ovo e colesterol (Sigma Chem. Co.).

- Ciclodextrinas: 3-CD (Sigma Chem. Co.).

- Solugbes: acido acetico 0,6%, tampao HEPES 20mM, solfucéo de NaCl 0,9%.
Outros: acetato de o-tocoferol (Sigma Chem. Co.), cloroférmio (Labsynth
Lida.).
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3. EQUIPAMENTOS

- Analgesimetro (Ugo Basile-ltalia).

- Ultracentrifuga (Beckman®)

- Extrusor (Lipex Biomembranes Inc.)

- Liofilizador (Labconco-freeze dry system/Freezone®)

- “Light Scattering” (Malvern Instruments)
Espectrofotdmetro (Beckman DU-70)

Calorimetro Universal (V2.3D TA Instruments)
Microscopio Eletronico de Varredura (JSM 5800LV, JEOL)

¥

4. PREPARACAO DAS FORMULAGCOES

4.1. LIPOSSOMAS

MLV foram preparadas pelo método de hidratacéo de filme seco retirando-
se aliquotas de fosfatidiicolina de ovo, colesterol e a-tocoferol (na proporgéo molar
de 4: 3: 0,07) de solugao estoque em cloroférmio e evaporando-se sob fluxo de N»

seguido por vacuo (2 h), a temperatura ambiente (Boogaerts ef al., 1993a,b;
1994).

Apbs secagem, o tampdo adequado (HEPES 20mM pH 7,4 com NaCl
150mM) foi adicionado e agitou-se em vortex por 5 min. A dispersio assim
preparada apresentou MLV concéntricas, separadas por cavidades aquosas, que
foram utilizadas para o preparo de LUV de 0,4 um.

As LUV foram obtidas por extrusdo das MLV, sob press@o de N, .A extrusdo
foi realizada a temperatura ambiente (acima da temperatura de transicao de fases
dos lipidios usados), passando-se a amostra de MLV por um disco de drenagem e

duas membranas de policarbonato (Poretics) com poros de tamanho controlado
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(neste caso, 0,4 um). Foram realizadas 15 passagens da amostra para que o
tamanho das vesiculas obtidas fosse homogéneo. Os lipossomas obtidos eram
deixados em repouso por pelo menos 2 h para o inftumescimento (swelling) das

vesiculas. A concentracdo de LUV estabelecida para todas as formulages foi de
5mM.

A incorporagdo do AL nas vesiculas de lipossomas foi realizada apés a
preparacéo das vesiculas e sem posterior separacio, tal que a concentracéo total
dos AL fosse a mesma encontrada nas preparacGes comerciais:

- 3,85 mM (0,125%), 7,7 mM (0,25%) e 15,4 mM (0,5%) de BVC
- 17,6 mM (0,5%), 35,2 mM (1%) e 70,4 mM (2%) de MVC.

4.2. CICLODEXTRINAS

Os complexos sodlidos foram obtidos misturando-se quantidades
apropriadas de B-CD e AL em agua tal que a razdo molar fosse 1:1. As amostras
foram deixadas sob agitacdo até equilibrio a8 temperatura ambiente. Apds isso, a

solugdo foi liofilizada e guardada a -20 °C para posterior uso (Dollo ef af., 1998;
Loftsson e Masson, 2001).

Os complexos solidos foram pesados em quantidades suficientes para obter
BVC a 3,85 mM (0,125%), 7,7 mM (0,25%), 15,4 mM (0.5%) e MVC a 17,6 mM
(0,5%), 35,2 mM (1%), 70,4 mM (2%) que, posteriormente, foram dissolvidos em
tampé&o adequado (HEPES 20mM pH 7,4 com NaCl 150mM).
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5. CARACTERIZAGAO DAS FORMULAGOES

5.1. LIPOSSOMAS

5.1.1. DISTRIBUICAO DE TAMANHO: ESPALHAMENTO QUASI-
ELASTICO DE LUZ (LIGHT SCATTERING)

As medidas de espathamento de luz (light scattering) séo de grande valor
na estimativa do tamanho, forma e interacdo de particulas lipossomais e, além
disso, a técnica oferece vantagens comoe rapidez das medidas, ndo interferéncia
no sistema e uma andlise representativa das amostras, j@ que o nimero de
particulas & relativamente grande. O principio da técnica € que quando um raic de
luz é direcionado a uma suspensdo coloidal ou disperséo, parte dessa luz pode
ser absorvida, parte é dispersada e a restante é transmitida através da amostra. A
juz dispersa ou “espalhada’ (scaftfered) resulta de um campo elétrico associado a
luz incidente, induzindo oscilacdes periédicas das nuvens eletrOnicas dos atomos
do material analisado, que sdo detectadas pelo aparelho aoc longo de um intervalo

de tempo; a dindmica das oscilagbes permite calcular o raio hidrodinamico e a
distribuicdo das particulas (Shaw, 1991).

Foram realizadas medidas continuas do raio hidrodinadmico das vesiculas
na presenca e auséncia de AL com o objetivo de verificar o tamanho médio e a
homogeneidade das suspensdes antes e apds a encapsulacao.

As medidas foram realizadas a 25°C com um angulo de detecciode 90°e a
concentracdo das preparacdes utilizadas foi de 1mM.

Além disso, aliquotas foram estocadas durante duas semanas em trés

temperaturas (4° 25° e 37°C) para verificago da estabilidade em condigbes de
armazenamento diferentes.
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Todos os experimentos foram realizados no Laboratorio de Processos
Biotecnoldgicos da Faculdade de Engenharia Quimica — Unicamp.

5.1.2. EFICIENCIA DE ENCAPSULAGCAO: ESPECTROSCOPIA UV

A percentagem de AL encapsulado foi determinada em suspensoes
lipossomais (MLV), na concentracdo de 4 mM onde foram adicionadas solugbes
de AL para que fosse obtida uma concentracdo final de 2 mM de anestésico.
Todas as amostras foram preparadas em tamp&o HEPES 20 mM pH 7,4 contendo

NaCl 150 mM e deixadas em repouso por pelo menos duas horas, para que
houvesse a restauracao do equilibrio.

Posteriormente, as suspensfes foram submetidas & ultracentrifugacéo

(120.000 x g) por duas horas a temperatura de 10 °C, obtendo-se o pellet
lipossomal e ¢ sobrenadante.

Apés separacdo, aliquotas do sobrenadante foram anaiisadas por
espectrofotometria UV em 260 nm, onde o coeficiente de extingdo molar da BVC e
da MVC é de cerca de 500 {de Paula & Schreier, 1995).

A percentagem de AL encapsulado em MLV foi determinada através da
medida da % do AL ndc encapsulado. A absorbancia do sobrenadante — teste
(MLV:AL), subtraida daquela do sobrenadante de uma amostra - controle
contendo somente lipossomas (MLV) foi dividida pela absorbancia da solucfo

inicial do AL (Al} (2 mM), como mostrado no esquema:

Absorbancia (MLV:AL) ~ Absorbancia (MLV)
% Nao Encapsulada = (1)
Absorbancia (Al)
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5.2. CICLODEXTRINAS

52.1. EFICIENCIA DA COMPLEXACAO: CALORIMETRIA
DIFERENCIAL DE VARREDURA (DSC)

As medidas calorimétricas s8o bastante utilizadas na industria com a
finalidade de caracterizar principios ativos e excipientes de formulagdes
farmacéuticas, moléculas organicas, inorganicas, mondmeros, polimeros,
proteinas e alimentos (Thompson, 2000).

Entre as muitas técnicas calorimétricas, a DSC é bastante aplicavel ao
estudo de sistemas de liberagdo controlada como complexos droga/CD (Dollo ef
al., 1996a, 1996b; Loftsson, 2001), possibilitando uma anélise qualitativa da
temperatura relacionada & transicdo dos materiais, que envolvem processos
endotermicos e exotérmicos. Algumas das vantagens desse método sdo a simples

preparagao da amostra, rapida andlise e grande aplicabilidade (Verdonck et al.,
1999).

Os resuitados de DSC sé&o apresentados como termogramas que indicam a
temperatura de fus@o de um material de referéncia comparando-se com a da
amostra em questdo. As amostras foram analisadas da seguinte forma:

- AL: BVC ou MVC
- misturas fisicas: BVC ou MVC e B-CD
- complexos (1:1): BVC ou MVC em B-CD

Aproximadamente 10 mg de cada amostra foi enviada a Central Analitica do
Instituto de Quimica da Unicamp onde foram realizadas as medidas de DSC. A

velocidade de aquecimento das amostras foi de 10 °C / min. em uma faixa de 30 2
300 °C.
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5.2.2. MORFOLOGIA DA COMPLEXACAO: MICROSCOPIA
ELETRONICA DE VARREDURA (SEM).

A técnica de microscopia eletronica foi utilizada para analisar diretamente a
estrutura e a distribui¢do dos cristais formados pelas amostras de :

- AL:BVC ouMVC
- misturas fisicas: BVC ou MVC e B-CD
- complexos (1:1). BVC ou MVC em B-CD

Esta técnica nos permitiu a avaliagdo de variacdes estruturais nos cristais das
moléculas de anestésicos e B-CD {guest e host) que acompanham a formacéo do

complexo. O processo de preparacido das amostras consistiu da metalizagdo com
ouro das mesmas, sob vacuo, durante 180 seg. Todas as andlises foram
realizadas no Laboratdrio de Microscopia Eletrénica do instituto de Biologia —
Unicamp.

6. TESTES FARMACOLOGICOS

Para a realizacdo dos testes farmacoldgicos foram estabelecidos os
seguintes grupos experimentais:

* Grupos conftrole

- 0s dois veiculos: LUV na concentracdo de 5mM ou 3-CD 1mM

* Formulagoes livres
- AL BVC ouMVC

* Formulagdes de liberagdo controlada:

- lipossomais: BVC lipossomal (BVC_uv) € MVC lipossomal (MVCyuv);
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- complexadas com B-CD (1:1); BVC complexada (BVCgcp) € MVC
complexada (MVCg.cp).

As concentragbes e doses das formulacbes livres, lipossomais e
complexadas foram:

- 0,125, 0,25 e 0,5% para BVC e 0,5, 1 e 2% para MVC durante a
avaliagao dos bloqueios motor e sensorial,

- 5, 10 e 20 mg/kg para BVC e 10, 20 e 30 mg/kg para MVC durante a
avaliag@o da atividade antinociceptiva sistémica.

A avaliacao dos blogueios motor e sensorial (teste PWTP) foram realizadas
simultaneamente e todas as medidas foram executadas pelo mesmo investigador.

6.1. AVALIACAO DO BLOQUEIO MOTOR

A avaliagdo do blogueio motor foi realizada de acordo com o método
descrito por Leszczynska & Kau (1992) usando a técnica do bloqueio do nervo
ciatico induzido por AL.

Inicialmente, foi medida a habilidade de cada animal em caminhar
normaimente, com os guatro membros, por uma tela metélica de 5 mm de
diametro. Somente os animais que preencheram tal requisito, foram submetidos a
experimentacao.

As formulacdes, inclusive os veiculos, foram administrados por infiltracéo

intramuscular (0,1mL) na pata posterior direita, na regido préxima ao nervo ciatico.

A presenca de bloqueio motor foi definida como a perda do controle motor
da pata injetada sendo evidenciada pelo “arrastamento” do membro posterior e/fou




MATERIAIS & METODOS - 36

fechamento dos dedos (Feldman & Covino, 1988). Além disso, observou-se
também a capacidade do animal em caminhar sobre uma teila metalica na posicéo

normal e invertida, como mostrado na Figura S.

A intensidade do blogueio motor foi avaliada de acordo com valores de
score: O (uso normal da pata injetada) até 2 (impossibilidade do uso da pata
injetada); (Gantenbein ef al., 1996, 1897).

A avaliagdo foi feita a cada minuto durante os 5 primeiros min. apés a
administrac@o e, posteriormente, em intervalos de 5 min. até que fosse verificada

a total recuperacdo dos movimentos do animal (pelo menos 1 h de observacio).

Relacionou-se graficamente a intensidade e a duragé@o da atividade dos AL
testados. O efeito total foi estimado para cada animal utilizando-se a area sobre a
curva efeito vs. tempo (AUC).

Figura 9. Visualizagdo do bloqueio motor induzido pelos AL.
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6.2. AVALIACAO DO BLOQUEIO SENSORIAL

O bloqueio sensorial foi medido pelo limiar de remog¢ado da pata dos animais
frente a um estimulo mecanico, como descrito por Randall & Selitto (1957). Para a
execucdo do teste utilizou-se um equipamento apropriado, chamado
analgesimetro, que gera um aumento gradual da forga (em gramas) exercida por
uma extremidade plastica sobre a superficie dorsal da pata do animal (Fletcher et
al., 1997), como observado na Figura 10.

Quinze minutos apds a injecdo das formulacbes, a pata injetada foi
colocada sob a extremidade plastica do aparelho onde a presséo foi sendo
aplicada e aumentada a um ritmo constante até que o animal retirasse a pata

como sinal indicativo de nocicepgcao (Pain Withdrawal Threshold to Pressure —
PWTP).

A analgesia foi definida como um aumento, no limiar de pressgo dos
animais, pelo menos 50% maior que aqueles observados nos grupos controles. O

ponto final da analgesia foi estabelecido quando n&o houvesse diferenca
estatistica entre os grupos teste e controles.

Estabeleceu-se um valor maximo (cut-off) de 150 g para evitar lesbes nas
patas e estimulagdo excessiva dos nociceptores. As medidas foram realizadas
durante 5 h., com intervalos de 15 min. durante a primeira hora, 30 min. durante a
segunda e terceira horas e, finalmente, 60 min. nas ultimas duas horas de teste.

Relacionou-se graficamente as medidas de pressédo exercida para cada
grupo experimental em fungéo tempo.
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6.3. ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA SISTEMICA

6.3.1. CONTORCOES ABDOMINAIS INDUZIDAS POR ACIDO
ACETICO

O modelo das contorcdes abdominais baseia-se na contagem das
contracdes da parede abdominal seguidas de torc@o do tronco e extens@o dos
membros posteriores (writhings, Figura 11), produzidas como respostas reflexas a
irritacdo peritoneal e a peritonite induzida por 4cidos fracos (como o acido acético)
(Collier et al., 1968; Mogil et a/.,1999a).

Os animais foram tratados, por via subcutanea, com as formulactes
de anestésicos livres, lipossomais ou complexados com 3-CD ou com os veiculos

(utilizando-se 0 mesmo volume), 15 min. antes da administracdo intraperitoneal de
uma solucdo de &cido acético 0,6% (0,1mL/10g).

Posteriormente, contou-se o nimero de contorgées abdominais durante um
periodo de 20 min. (em intervalos de 5 min.) e relacionou-se graficamente as
médias do numero de contor¢des em funcgéo das doses utilizadas para cada grupo
experimental.

Figura 11. Comportamento observado durante o feste das confor¢gbes abdominais
induzidas por &cido acéfico.
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7. ANALISE ESTATISTICA

O diametro médio dos lipossomas foi comparado por andlise de variancia
de uma via (One-way ANOVA). Para avaliagdo do bloqueio motor, os valores de
jaténcia, Tmax, tempo de recuperacio e AUC foram expressos em mediana (limites
minimo e maximo) e comparados utilizando-se o teste de Kruskail-Wallis. A
andlise de variancia (ANOVA) também foi utilizada para comparag&o dos grupos
experimentais no teste PWTP. A analise de varidncia de duas vias (Two-way
ANOVA) permitiu a comparacdo entre os grupos em todos os tempos de
observacao; ja One-way ANOVA foi utilizada para comparacgo entre valores de
tempos individuais, com teste posterior de Tukey-Kramer.

Os grupos experimentais submetidos ao teste das contorgbes abdominais
foram comparados também por One-way ANOVA e, posteriormente, pelo teste de
Tukey-Kramer. Foi considerado significante um valor de p < 0,05.

Os softwares utilizados foram: Graph Pad Instat e Graph Pad Prism (Graph
Pad Software Inc., vers&o 3.0, 1992 — 1998).
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IV. RESULTADOS & DISCUSSAO
1. CARACTERIZACAO DAS FORMULACOES

1.1. LIPOSSOMAS

1.1.1. DIAMETRO MEDIO DOS LIPOSSOMAS E EFICIENCIA DE
ENCAPSULACAO

As medidas do raio hidrodinamico das vesiculas por espalhamento de iuz
mostraram a presenca de duas populagdes distintas: uma maior com cerca de 400
nm e uma fracgdo menor de aproximadamente 150 nm (Tabelas 2 e 3),
apresentando disperséo entre 0,14 e 0,20.

Observou-se também que a encapsuiacdo ativa de AL nao modificou o
diametro médio das vesiculas, de forma significante, quando comparadas as
vesiculas vazias (Tabela 2).

Um outro fato importante € que o armazenamento dos lipossomas em
diferentes temperaturas (4°, 25° e 37°C) também nao alterou o tamanho dos
mesmos sendo que todas as amostras foram analisadas até duas semanas apods a

preparacéo, 0 que permitiu avaliar a estabilidade de estocagem das formulacdes
(Tabela 3).

Alguns dos perfis obtidos durante as medidas de espalhamento de luz estio
apresentados no item Anexos.
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Tabela 2. Diametro médio e proporgio das LUV apés encapsulagdo com AL duas semanas ap6s
preparagdo (n= 9 - 10).

LIPOSSOMAS DIAMETRO MEDIO (nm) PROPORCAO (%)

390+ 425 72,6

LUV
1648 + 22 274
BVC.uv 4132 + 49,2 745
150,3 + 22 255
MVC, v 357 42 77,1
150 £ 25 229

Tabela 3. Didmefro médio e proporgdo das LUV duas semanas apés estocagem a diferentes
temperaturas (n=9 - 10).

TEMPERATURA (°C)  DIAMETRO MEDIO (nm)  PROPORCAO (%)

3452 +10.4 72,6

4
158 £ 23 27,4
25 385,50 £24.5 74,5
163,4 + 106 255
37 341,326 771

153 + 26 22,9
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Com relagdo a eficiéncia de encapsulaggo em lipossomas, a analise
espectroscopica revelou valores de 24,8 + 42 % e 18,4 * 3,9 % (média + erro do
processo de encapsulagdo) para BVC e MVC, respectivamente (n = 9 - 10). Esses
testes permitiram a avaliagdo da reprodutibilidade e da eficiéncia do processo de
preparacéo das formulagbes lipossomais.

Apesar de pertencerem & classe dos AL amino-amidas ciclicas, a BVC e a
MVC apreseniam propriedades fisico-quimicas distintas como coeficiente de
particdo e solubilidade aquosa (de Paula & Schreier, 1995; 1996), conferidas pelos
substituintes do anel piperidinico ver Figura 3). Essas caracteristicas refletem os
diferentes valores obtidos no processo de encapsulacdo. A alta particdo em
membranas da BVC (ver item Introducgao, Tabela 1) permitiu a encapsulagdo de
maiores concentracdes. Ja para a MVC, a menor particdo em membranas e a boa
solubilidade aquosa justificam a percentagem de encapsulacio mais baixa. Devido
ao seu carater anfifilico, ambos anesiésicos enconfram-se distribuidos parte na
bicamada lipidica e parte no core aquoso dos lipossomas.

Os resultados podem ser visualizados de uma outra forma considerando-se
a equacdo do coeficiente de particdo (P) de um soluto (s) entre duas fases
imisciveis, como a razao das concentracdes desse, entre a fase membranar (m) e

aguosa (a).

nm(s)/Vm
na(s)/Va (2)

P(s) =

onde n € o numero de moles do soluto e V & o volume da fase; como nm +

na = nt (nimero de moles total do soluto). Assim, pode-se determinar os valores
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de P para 2 BVC e MVC entre os lipossomas e 4gua em pH 7,4, sendo 136 e 93,
respectivamente.

Analisando os dados da Tabela 1 poderia ser esperada uma diferenca
maior entre os valores de P para esses dois anestésicos, de acordo com suas
caracteristicas quimicas citadas anteriormente (ver item 3.1, Introducgdo). Mas,
deve-se considerar que o pH do sistema lipossomal (7 4) encontra-se mais
proximo do pKa da MVC (7,8) do que da BVC (8,1) (Covino, 1986} e, portanto, ha
contribuicdo de uma fragdo maior de MVC desprotonada para o coeficiente de
particgo medido em pH 7,4, do que no caso da BVC. Assim, embora haja maior

incorporacé@o de BVC nos lipossomas, a incorporacdo de MVC foi considerada
satisfatdria.

Aparentemente esses resultados indicariam que os lipossomas, podendo
transportar mais BVC que MVC, deveriam ser bons veiculos para aumentar a
concentracéo total (e a poténcia) de BVC disponivel nos sitios de acéo dos AL. No
caso da BVC, foi demonstrado anteriormente ndo haver particio ideal com
membranas devido & baixa solubilidade aquosa da mesma (de Paula & Schreier,
1995, 1996). Porém, também € necessario ressaltar que muitas variaveis podem
interferir na acdo desses farmacos, tais como: ligacdo as proteinas plasmaticas,

distribuicao e clearance, podendo ser diferentemente afetadas pela apresentagéo
do AL encapsulado.

1.2. COMPLEXOS DE INCLUSAO COM B-CD

1.2.1. CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA (DSC)

A analise de DSC mostrou fortes evidéncias da complexa¢do entre BVC e
MVC com B-CD. A Figura 12 apresenta os termogramas da BVC (1A}, MVC (1E),
B-CD (1B), misturas fisicas BVC/B-CD (1C) e MVC/B-CD (1F) e complexos sdlidos
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BVC: B-CD (1D) e MVC: B-CD (1G). A Tabela 4 resume os resultados, listando as

temperaturas e a variacdo de entalpia (AH) dos picos endotérmicos relativos a

transicéo de fases dos compostos.

A BVC e a B-CD apresentaram picos endotérmicos caracteristicos
correspondendo aos seus pontos de fusdo (1335 °C e 1395 °C,
respectivamente). No caso da MVC, foi observado um pico alargado, com
temperatura de transicdo em torno de 74,7 °C. Jé as misturas fisicas, BVC/B-CD e
MVC/B-CD, mostraram picos endotérmicos a 1357 °C e 1113 °C,
respectivamente; essas temperaturas de transi¢cdo sdo intermediarias, em relagao
aquelas observadas para os AL e -CD isoladamente.

Ja os termogramas dos complexos solidos de BVC: B-CD e MVC: $-CD (na
razao molar 1:1, AL: 8-CD), mostraram pontos de fus@o a 107,2 °C e 121,05 °C,
respectivamente. Essas transigbes de menor entalpia, com picos alargados e
“ombros” (mais evidente para MVC: B-CD) s@o bastante diferentes daquelas

observadas para os AL e B-CD, isoladamente ou para a mistura fisica dos
mesmos, evidenciando a complexagio molecular.
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Figura 12. Termogramas de DSC para os sistemas de BVC e MVC com -CD. (A) BVC, (B) p-CD,
(C) mistura fisica BVC/p-CD, (D) complexo solido BVC: -CD, (E) MVC, (F) mistura fisica MVC/f-
CD e (G) complexo sélido MVC: 8-CD. Os complexos sélidos foram preparados na razéo molar de
1:1 (AL : BCD).
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Tabela 4. Temperatura de fransigdo de fases e AH dos AL, -CD, misturas fisicas e complexos
sélidos deterrinados através de DSC.

TEMPERATURA DE
AMOSTRA TRANSICAO DE FASES (°C) AH (J/g)
BVC 1335 140,3
MVC 74,7 29,93
pCcD 139,5 331,3
Mistura fisica
BVC/p-CD 135,7 269.2
Mistura fisica
MVC/p-CD 11,3 327.6
Complexo BVCgcp
107,2 *Nd
Complexo MVCgcp
121,05 276.0

* Nd - Nao determinado
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1.2.2. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (SEM)

A analise por SEM permitiu observar a morfologia dos cristais dos AL ¢ g-CD
antes e ap6s a complexacéo. As micrografias ilustram a morfologia da BVC, MVC,
p-CD, misturas fisicas e complexos sélidos desses compostos.

A Figura 13 mostra os cristais de B-CD (13A), BVC (13B) e MVC (13C) em
resolucdo de 1500 vezes. Essas moléculas organizam-se em estruturas
caracteristicas: onde os cristais de -CD s&o mais volumosos (com cerca de 50 a
70 um de diametro médio) e tém formato clbico com contornos bem definidos; ja a
BVC forma estruturas menores, cubico — retangulares de até 30 um de
comprimento por cerca de 10 um de largura; os cristais de MVC s&o alongados e
ponteagudos, com dimensdes médias de 50 um por 8 pm.

A Figura 14 apresenta as micrografias das misturas fisicas de BVC/B-CD (14A)
e MVC/B-CD (14B), onde as caracteristicas dos cristais de B-CD e AL,
isoladamente, podem ser observadas (tanto para BVC como para MVC), indicando
que ndo houve complexac&o. Quando os complexos sélidos de BVC: B-CD e
MVC: B-CD sé&o formados (Figuras 14C e 14D, respectivamente) observa-se uma
alteracdio bastante evidente nas micrografias: a morfologia original dos cristais de

B-CD e AL é perdida, dando lugar a agiomerados de menor tamanho e estrutura
pouco definida.
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Figura 14. Andlise por SEM das misturas fisicas de BVC/F-CD (A), MVC/B-CD (B) e dos
complexos s6lidos BVCpcp (C) e MVCpep (D). Aumento de 1500X.
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2. TESTES FARMACOLOGICOS

2.1. AVALIACAO DO BLOQUEIO MOTOR

A funcéo motora foi afetada pela injec@o de BVC e MVC na regido do nervo
cidtico havendo a perda dos reflexos motores da pata injetada, que foi reversivel
em todos os animais testados.

A laténcia, o tempo para o efeito maximo (Tma), tempo de recuperacéo e 0
efeito total das formulacdes AL (AUC) foram os parametros medidos e
comparados para todos os grupos experimentais (Tabela 5).

A inje¢do dos veiculos na regido do nervo cidtico ndo induziu blogueio
motor. Com relacéo aos AL, embora a BVC seja mais potente que a MVC (como
verificado pelas concentragbes utilizadas) ndo foram observadas diferencas
significantes entre as formulagbes lipossomais ou complexadas e as drogas livres
em relagdo aos parametros avaliados.

Comparacgdes entre as concentracbes de BVC mostraram diferencas
estatisticas em relacdo ao Tmax, tempo de recuperacdo do bloqueio motor e AUC
entre as formulacgdes livres (BVC 0,5 % e 0,125 %) com p < 0,001 e lipossomais
(BVCruv 0,5 % e BVCiuv 0,125 %) apresentando p < 0,01, p < 0,05 e p < 0,001,
respectivamente. Os mesmos parametros também revelaram diferencas
estatisticas entre os complexos (BVCpco 0,5 % e BVCycp 0,125 %) sendo p <

0,05, p < 0,001 e p < 0,01 para Tmax, tempo de recuperagéo do bloqueio motor e
AUC, respectivamente.

Com relacdo & MVC, as diferengas significantes foram observadas nas
concentracdes de 2 e 0,5 % tanto para os anestésicos livres quanto encapsulados
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em lipossomas comparando-se os tempos de recuperagio do blogueio motor

AUC (p < 0,05 e p < 0,01, respectivamente).

Tabela 5. Laténcia, Tméax, tempo de recuperagdo e efeito total do bloqueio motor (AUC} induzido
pelas formulagdes de AL livres, lippssomais e complexadas. Dados expressos em mediana (limite
minimo ~ limite méximo) (n = 8 /grupo). a BVC 0,5 % e BVC 0,125 %; b BVC w05 % € BVC, v
0,125 %; ¢ BVCpcp 0,5% e BVCjscp 0,125%; dMVC 0,5 % e MVC 2 %; e MVC v 0,5 % e MVC,yy

2%. *p<0,05 “p<00ie

** n < 0,001 (Teste de Kruskall -~ Waliis).

Concentragdo Grupos  Laténcia Tonaix Tempo de AUC
{%) {min.) {min.) recuperacdo {score/h)
{min,)
0.125 BVC 1(1-2) 3(2-3) 20,0 () 22,5 (19,0-28,0)
: BVCy v 101=-2) 4 (2-5) 20,0 (20,0 - 30,0 21,5(17,0-38,0)
BVCecp 1(1-2) 3(2-5) 20,0 (20,0 -30,0) 25,0 (17,0 - 37,0)
0.25 BvVC 1(1-2) 2(2-3) 40,0 (30,0 - 40,0) 41,0 (37,0-48,0)
d BVC v 1() 25(1-3) 40,0 (30,0 - 50,0} 57,0 (19,0~ 78,0)
BVCpen 1(1-2) 2(2-3) 40,0 (30,0-40.0) 56,0 (29.0-68,0)
0.5 BvVC 1 1% 50,0 (30,0 -60,0)*" 58,0 (50,0 — 880)
' BVCiyy 1¢) 1(1-2% 40,0 (40,050 0} 68,0 (568,098 0)
BVCge 1() 15(1-2% 50,0 (50,0 -60,0) 68,0 (58,0-98,0) ¢
0,5 MvC 1(1-2) 2(2-3) 25,0 (20,0 - 40,0) 28,5 (20,0 - 58,0)
MVC,yy 1(1-2) 25(1-3) 20,0 (20,0 — 40,0) 27.0(19,0-33,0)
MVCeer 1(1-2) 25(1~4) 20,0 (20,0 - 40,0 28 (18,0 - 58,0)
1 MvC 1¢) 2(1-4) 30,0 (20,0 ~ 40,0) 37.5 (27,0-48,0)
MVC v 10 25(1-3) 40,0 (30,0 - 40,0) 475 (37,0 - 58,0)
MVCsep 1¢) 2012 30,0 (20,0 - 40,0) 38,0 (20,0 - 48,0)
2 MvC 106 1.5(1-3) 40,0 (40,0 - 50 0) 68,0 (33,078 0)
MVC, sy 1¢) 1(1-3) 40,0 (40,0-50,00°" 58,0 (47,0-78 o

A andlise estatistica ndo mostrou diferencas entre as concentragbes dos

complexos que foram utilizadas. Isso pode ser explicado pelo fato de que nao

foram realizados testes com MVC complexada a 2 % pois, nessa concentragao
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mais alta o complexo mostrou-se insoldvel. Seriam necessarios 70,4 mM de B-CD
para formar uma solucdo equimolar de MVC 2 % ultrapassando a solubilidade
aquosa da B-CD, que é em torno de 164 mM (Rajewski & Stella, 1996). Na
verdade, o limite de solubilizacdo da B-CD jé& havia sido ultrapassado quando foi
utilizada a formulagdo MVCacp 0,5 % (17,6 mM de B-CD) mas, alteragdes na
solubilidade (turbidez) s6 foram observadas com MVCpcp 1 % (35,2 mM), o que
poderia ser um indicio da complexagéo e, provavelmente, de uma vantagem

adicional da mesma: uma possivel alteracéo na solubilidade aquosa da B-CD.

22 AVALIACAO DO BLOQUEIO SENSORIAL

Utilizando-se o teste PWTP, foram determinadas as relagbes dose — efeito
para as formulagdes livres, lipossomais e complexadas de BVC e MVC.

Observou-se, ao longo do tempo, os efeitos da infiltracdo intramuscular
tanto dos veiculos (LUV e 8-CD) quanto das formulages de BVC e MVC livres,

lipossomais e complexadas (BVC, BVCiyv € BVCg.co ou MVC, MVCruv € MVCp.cn)
em trés diferentes concentragbes de AL (Figuras 15 e 16).

A avaliacdo do bloqueic sensorial mostrou que a infiltrag&e dos veiculos na
regido do nervo ciético ndo modificou os valores de linha basal para o limiar da dor
em camundongos. Porém, todas as formulacbes elevaram o limiar de dor dos
animais tratados sendo estatisticamente diferentes dos grupos controle (p <
0,001). Por outro lado, os sistemas BVCg.co @ MVCyy aumentaram a duracao e a

intensidade do blogueio sensorial quando comparados as drogas livres.

A infiltracdo de BVCs.cp aumentou a poténcia anestésica (avaliada como a
média de resposta ao estimulo mecanico no PWTP) e a duragdo do efeito

antinociceptivo em até 5 h. apds a administragéo (Figura 15). A analise estatistica
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mostrou diferencas, em relacdo a poténcia, comparando-se BVCgcp, BVCiyv €
BVC 20,125, 0,25 0,5 % (p < 0,001).

Analisando os valores de limiar nociceptivo em tempos individuais, ©
tratamento dos animais com BVCpcp 0,125 % (Figura 15A) foi diferente daquele
com BVC e BVCiuv & 90 e 120 min. (p < 0,001) e a analgesia foi prolongada por
até 180 min. apés a injecdo. Observou-se também um aumento na poténcia

anestésica de cerca de 1,7 vezes em relacdo a BVC livre e encapsulada em
lipossomas.

A infiltraggdo de BVCscp 0,25 % (Figura 15B) mostrou resuitados
semelhantes aos da concentragdo de 0,125 %. Diferencas estatisticas foram
observadas de 90 a 150 min. (p < 0,001); durante esse intervaio a poténcia
anestésica foi 1,8 vezes maior que a da BVC ou BVC,yv e o ponto final da
analgesia ocorreu somente 240 min. apds o tratamento.

O grupo que recebeu BVCpco 0,5 % (Figura 15C) diferenciou-se daqueles
tratados com BVC e BVCyy em relag&o a poténcia (p < 0,001) durante o intervalo
de 90 a 300 min. apés a inje¢do, sendo cerca de 2 vezes maior que a apresentada

por aquelas formulagbes nas mesmas concentrages de anestésico.

De um modo geral, o tratamento com BVCyyy apresentou perfil semelhante
aquele observado com BVC nas concentracdes de 0,125 % e 0,25 %. Diferencas
estatisticas na poténcia anestésica foram observadas somente a 90 e 120 min.
ap6s o tratamento com BVCyyy 0,5 % (p < 0,001 e p < 0,05, respectivamente) em
contrapartida, o efeito analgésico apresentou a mesma duragdo.

Por outro lado, MVC, yv mostrou-se ser o sistema de liberagéo controlada

mais eficiente para a MVC, aumentando a poténcia e o tempo de duracdo da
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analgesia até 240 min. (MVCyuv 0,5 %) e 300 min. (MVCruv 1 € 2 %) (p < 0,001)
ap6s o tratamento.

As formulacdes MVC e MVCiyuv 0,5 % (Figura 16A) apresentaram efeitos
semelhantes durante os primeiros 120 min. apés a infiltracéo, mas a administracao
de MVC.uv prolongou a analgesia por até 300 min. A analise estatistica mostrou
diferenca somente no tempo de 150 min. (p < 0,001).

Embora a administracdo de MVCpcp 0,5 % tenha induzido menor poténcia
anestésica que MVCiyv € MVC 0,5 % (de 45 a 120 min. apos a injec@o, p <
0,001), o ponto final da analgesia ocorreu a0 mesmo tempo (150 min.).

Ja a MVCLuv 1 % aumentou a poténcia analgésica (1,6 vezes em 180 min.)
durante o intervalo de 90 a 180 min. (p < 0,05 e p < 0,001, respectivamente) e
prolongou a analgesia por mais que 300 min. ap6s a infiltragdo (Figura 16B).

Um aumento na poténcia anestésica também foi observado apbs o
tratamento com MVCruv 2 % em relaggo & MVC 2 %. Diferengas significantes
foram observadas nos tempos de 90, 180 e 240 min. (p < 0,001) e 0 aumento da
poténcia anestésica foi de aproximadamente 1,4 vezes (300 min.) em relacdo as
formulacdes livre e complexada (Figura 16C).
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Um AL ideal deve ter uma longa duragdo de acfo, baixa toxicidade
sistémica e maior seletividade para fibras sensoriais que motoras. Para atingir
esses objetivos, diversas abordagens tém sido utilizadas como: a sintese organica
de novos compostos (homologos dos AL comerciais), o controle do pH das
solucbes e o uso de associagbes com vasoconstrictores. Na Ultima decada, o
desenvolvimento de formulagbes de AL em carreadores como lipossomas e
ciclodextrinas veio oferecer a possibilidade de controlar a liberagdo de drogas em
sistemas biologicos, prolongar o efeito anestésico efou reduzir sua toxicidade
(Kuzma ef al., 1997). Além disso, a duracdo de agfo relativamente curta dos AL
disponiveis atualmente na clinica impulsiona as pesquisas com sistemnas de

iberagao controlada dessas drogas para o tratamento da dor aguda efou cronica
(Grant & Bansinath, 2001).

Alguns autores tém utilizado testes para avaliagéo dos blogueios motor e
sensorial em ratos (Feldman & Covino, 1988; Grant ef al., 1992; Simmonetti ef al.,
1997: Kohane ef al, 2000) e em camundongos (Grant ef al., 1993; 2001;
Gantenbein ef al., 1997). O bloqueio do nervo ciatico foi utilizado como modelo
experimental de dor aguda para observar a poténcia anestésica e a durac@o da
analgesia induzidas por agentes AL, mostrando-se eficiente e reprodutivel na
avaliacdo das formulacdes de liberagio controlada em camundongos.

Assim, foi possivel também mostrar as relagdes entre os blogqueios motor e
sensorial. Embora nenhuma das formulacbes tenha sido capaz de modificar a
duracéo do blogueio motor (como descrito no item 2.1.), os sistemas BVCgcp €

MVCuv prolongaram os efeitos antinociceptivos dos AL (poténcia e durago) nas
mesmas concentragdes das formulacdes livres.

Para a pesquisa e desenvolvimento de sistemas de liberagao controlada,
alguns fatores devem ser considerados: i) a droga deve ser encapsulada ou

complexada possibilitando a manuteng@o das concentracoes terapéuticas por um
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longo tempo e i) a eliminac@o do sistema carreador/Al. (clearance) deve ser
reduzida o suficiente para que concentragbes de droga sejam retidas no local da
injecéo (Langerman et &/, 1992a,b; Mowat ef al., 1996).

Nossos resultados sugerem que a baixa solubilidade aquosa da BVC e a
discreta particdo na membrana da MVC foram afetadas pela complexacdo com -
CD e encapsulagdo em LUV, respectivamente; aumentando a frac&o disponivel
das drogas (em égua e em lipidios) necesséria a penetracdo na membrana. Como
consequéncia, desse aumento na disponibilidade e na liberacdo controlada dos
anestésicos no sitio de acéo ou no focal de injegdo, as formulagdes de BVCicp €
MVC,uv melhoraram a poténcia e a duragéo da analgesia, além de potencializar o
bloqueio nervoso diferencial induzido pelos mesmos.

A liberacdo controlada de AL tem como objetivos principais manter o indice
terapéutico das drogas para os tratamentos da dor aguda ou cronica (Fletcher et
al., 1997; Garry et al., 1999), no pbs-operatorio (Boogaerts et al., 1994), reduzindo
a toxicidade sistémica e agindo mais sobre fibras sensoriais do que motoras
(Kuzma et al., 1997; Grant & Bansinath, 2001). Essa Ultima caracteristica, manter
a analgesia sem afetar excessivamente a funcdo motora, tem uma grande
relevancia clinica.

Alguns trabalhos, utilizando BVC encapsulada em MLV, mostraram um
aumento na duracdo de acdo (Boogaerts ef al., 1994; Umbrain et al., 1995; Yu et
al., 1998; Malinovsky et al., 1999) bem como uma diminuicdo da toxicidade local e
sistémica do anestésico (Boogaerts ef al., 1993 a,b; 1995; Malinovsky ef af., 1997
a,b). Neste estudo néo foi observado um melhor efeito da BVC em LUV quando
comparada @ BVC livre, apesar da maior estabilidade osmotica desse tipo de
vesiculas em relacdo as MLV (Mui et al., 1993; 1994; Mowat et al., 1996).
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Além disso, a difusdo de drogas em lipossomas que apresentam apenas
uma bicamada é mais rapida que em vesiculas multilamelares (Grant & Bansinath,
2001), o que poderia diminuir a eficiéncia de retencéo da BVC na bicamada
lipidica. Porém, nossos dados s&o bastante coerentes considerando-se que ©
coeficiente de particdo da molécula e a difusdo através da membrana s&o altos
(ver Tabela 1), de forma que as vesiculas n&o deveriam oferecer auxifio no
aumento da concentracdo total de droga disponivel no sitio de acéo, sendo mais

provavel que a solubilidade em &gua seja o fator limitante para a eficiéncia da
BVC.

Um outro fator interessante é que nosso sistema lipossomal foi preparado
em pH 7.4 de forma diferente dos trabalhos anteriores (Boogaerts ef al, 1994,
Umbrain et al., 1995; Yu et al., 1998; Malinovsky ef al., 1999), nos quais foram
utilizadas formulacées em pH 8,1, proximo ao pKa da BVC (pKa = 8,1; segundo
Covino, 1986), disponibilizando maiores quantidades de BVC na forma nao
carregada. Essa & uma importante consideracéo, pois o fato da encapsulagéo em
lipossomas néo ter potencializado os efeitos da BVC poderia ser explicado pela
quantidade reduzida da forma ndo carregada da droga, que tem mais afinidade
pela membrana que a forma protonada. Provavelmente modificagées, como um
gradiente de pH, poderiam ser alternativas eficazes para melhorar a encapsulacao
e os efeitos da BVC em LUV (Mowat, 1996).

Avaliando-se os resultados obtidos com os sistemas de liberagéo
controlada, a complexacdo com B-CD aumentou a poténcia e a duracao da
analgesia induzida por BVC (em relagéo & droga livre) em todas as concentragdes
utilizadas. Esse efeito pode ser claramente correlacionado ao aumento da
concentracdo de BVC total (em agua e complexada) disponibilizada pela
formulacédo. Portanto, acredita-se que a BVC complexada com B-CD poderia ser

urma formulacdo Utif na clinica (Dollo et al., 1998; 2000), pois mostrou efeitos
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equivalentes a BVC livre com a vantagem de poder ser utilizada em
concentragcbes menores.

Tal efeito ndo foi observado com MVCp.cp, 0 que poderia ser explicado pelo
fato de que a solubilidade em agua da MVC (1,03 M) ndo seria um fator limitante
na cinética de particionamento da droga; como para a BVC (solubilidade aquosa
de 0,07 M) (de Paula & Schreier, 1995).

Ja a administragdo de MVCLuv 0,5, 1 e 2 % induziu efeitos antinociceptivas
semelhantes aqueles obtidos com BVC 0,5 %. Dessa forma, pode-se sugerir que a
MVC.uv poderia também ser comparada & BVC livre em relag@o a poténeia e

duracéo de agdo quando utilizada em concentragdes clinicamente relevantes.

2.3. ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA SISTEMICA

2.3.1. CONTORCOES ABDOMINAIS INDUZIDAS POR ACIDO
ACETICO

A propriedade dos AL de apresentarem efeitos analgesicos sistémicos tem
sido bastante discutida. Wiesenfeld-Hallin & Lindblom (1985) observaram que a
utilizacdo de bupivacaina e lidocaina em ratos durante o teste da placa quente
(hot plate) nédo produziu efeitos antinociceptivos. Ja Rigon & Takahashi (1996)
verificaram efeitos analgésicos sistémicos em trés modeios nociceptivos (fail flick,
hot plate e contorcbes abdominais induzidas por &cido acético) apds a
administracdo intraperitoneal e subcutanea de procaina e lidocaina em
camundongos.

Neste estudo, o teste das contor¢bes abdominais induzidas por &cido
acético foi utilizado como um modelo de dor visceral com o objetivo de observar os

efeitos analgésicos sistémicos induzidos pela liberacdo controlada de AL. Foram
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investigadas as formulacdes eficazes de acordo os resultados obtidos na
avaliacio do blogueio sensorial (item 2.2): BVCp.co € MVCLuv.

A injecao subcutanea de BVCpcp apresentou diferencas significantes em
relacdo a formulagdo livre apenas na dose mais alta (30 mg/kg) (p < 0,001)
utilizada (Figura 17A). J& a MVCyy induziu efeitos analgésicos similares & MVC
(Figura 17B). Tanto as formulagdes livres guanto lipossomais ou compiexadas
foram estatisticamente diferentes dos grupos controle (salina e p-CD ou LUV) (p <
0,001).

A liberacho controlada das drogas que promovem concentracbes
terapéuticas, mas com cinética de liberacao lenta (Rajewski & Stella, 1996; Irie &
Uekama, 1997; Dollo et al, 1998) poderiam explicar esses resultados. Neste
modelo, os sistemas de liberagdo controlada para BVC e MVC produziram
antinocicepgdo de uma forma semelhante as drogas livres.
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V. CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados, pode-se concluir que.

- A determinagdo do raio hidrodindmico dos lipossomas mostrou a
presenga de duas populacdes de vesiculas distintas. com
aproximadamente 400 nm (em maior proporgéo) e 150 nm, compativeis
com o poro da membrana utilizada no processo de extrusdo.

- N3o ocomreu alteragdo do raio hidrodinamico das vesiculas apds a
encapsulacdo de AL e a variagdo da temperatura de estocagem das

formulacdes lipossomais até duas semanas apOs a preparacao.

- A eficiéncia de encapsulacéo dos anestésicos em lipossomas mostrou
percentagem de incorporag&o maior para BVC que para MVC, fato este
ja esperado devido as diferencas entre esses dois anestésicos com
relagdo a particdo na membrana.

- A caracterizagio dos sistemas com AL e B-CD por DSC mostrou
evidéncias da formacéo dos complexos sélidos na razao molar 1:1 (AL :
B-CD) através das diferencas observadas nas temperaturas de fransicao
de fases dos anesiésicos isolados, em misturas fisicas e compiexados
com B-CD. Além disso, a analise das micrografias obtidas por SEM
mostraram perda do padrdo dos cristais de AL e de B-CD puros,

compativel com a formagao do complexo AL : 3-CD.

- A avaliagdo do blogueio motor induzido pelos AL mostrou que a
encapsulacdo e a complexacgo nao induziram modificacbes
significantes na laténcia, Tmax, duracdo e intensidade ou efeito total

(AUC) do blogueio motor (nas mesmas concentracdes) em relagdo as
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drogas livres. No entanto, as formulagdes livres, lipossomais e
complexadas demonstraram um aumento dose-dependente tanto na
intensidade quanto na duragéo do bloqueio motor.

Ja em relacdo ao blogueio sensorial, a complexagéo de BVC com g-CD
aumentou a amplitude (poténcia) e a duraggo do efeito antinociceptivo
nos animais tratados ao passo que a encapsulagdo de MVC em
lipossomas promoveu uma potencializacgo do efeito analgésico em
relacdo & amplitude e ao tempo de duragdo do mesmo, apos
comparacdo com as solugBes comerciais. Este fato sugere que a
encapsulacdo em lipossomas seria mais eficaz para AL hidrofilicos,

como a MVC, enquanto a complexacdo com CD favoreceria AL
hidrofébicos, como a BVC.

Dentre as formulagbes aqui avaliadas, a encapsulacéo de MVC em
lipossomas possibilitou o transporte de uma fragéo da droga incorporada
em membranas; o que lhe conferiu maior poténcia anestésica em
relacdo as preparagbes comerciais. J& a complexacéo de BVC com B-
CD aumentou a quantidade total de droga na fase aquosa (limitante nas
formulacbes comerciais). Acredita-se que esses fatores foram
responsaveis pela potencializacdo dos efeitos terapéuticos desses
anestésicos, facilitando a infiliracdo na membrana axonal, uma vez que

a concentracdo total de AL administrado néo foi alterada nos protocolos
aqui adotados.

O bloqueio nervoso diferencial induzido pelos AL foi aumentado pelas
formulagbes, MVCiuv € BVCqcp, possivelmente através da liberagéo
controlada das drogas no sitio de acdo ou no local de injecéo (o que
provavelmente reduziria também o clearance) melhorando a poténcia e

aumentando a duracdo da analgesia em relacdo as formulagdes livres.
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No modelo de dor visceral utilizado, a administragao sistémica das
formulacBes lipossomais e complexadas apresentou efeitos similares
aqueles observados com as drogas livres. A liberac&o controlada das
drogas promovendo concentragbes terapéuticas, mas com cinética de
liberagdo lenta, poderiam explicar os resultados obtidos. Comparando-
se esses dados com a avaliagio dos blogueios motor e sensorial, pode-
se sugerir que a potencializagdo dos efeitos antinociceptivos pelas
formulaces AL encapsuladas ou complexadas € eficaz no nivel local,
sendo interessante ressaitar que a injecéo local € a via preferencial de

administracdo desses farmacos tendo em vista a grande toxicidade
sistémica dos mesmos.

Embora existam diferencgas entre a clinica e as condigdes de realizacao
desses experimentos, as formulagbes BVCgco € MVCLyy mostraram
efeitos comparaveis ou melhores (no caso de BVCg.cp), em termos de
poténcia e duragdo da analgesia, a BVC livre podendo ser Uteis na

clinica como alternativas para o tratamento da dor aguda, crénica ou
pos-operatoria.
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VI. PERSPECTIVAS FUTURAS

t

Tendo em vista os resultados obtidos com este trabalho pode-se sugerir:

A preparagdo e caracterizacdo de sistemas de liberagdo controlada com
lipossomas e ciclodexirinas utilizando outros anestésicos locais de aplicagao
clinica promissora, como a ropivacaing;

Avaliacdo in vitro, a toxicidade das formulagbes anestésicas lipossomais e/ou
complexadas tanto para os anestésicos j& estudados (bupivacaina e

mepivacaina) quanto para a ropivacaina, utilizando como testes de escolha:
hemolise e cultura de células;

Realizacdo de ensaios pré-clinicos, utilizando camundongos (via infitrativa) e
coelhos {via epidural) avaliando a intensidade e duracdo dos bloqueios motor e

sensorial induzidos pelas formulagdes e utilizando concentragdes clinicamente
relevantes;

Realizacdo de ensaios clinicos (em humanos) comparando os sistemas de
liberagdo controlada e comerciais, com o objetivo de desenvolver formulagbes

anestésicas locais de efeito prolongado mas com baixa toxicidade sistémica.
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IX. ANEXOS
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* AMOSTRA: LUV apés encapsulagio de MVC
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* AMOSTRA: LUV (25 °C)
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