SECRETARIA
DE

| POS-GRADUAGAD

L.B.

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

INSTITUTO DE BIOLOGIA

VIVIANE APARECIDA QUEIROZ

“AVALIACAO DAS ATIVIDADES CITOTOXICA E ANESTESICA
E DA FARMACOCINETICA DA BUPIVACAINA COMPLEXADA
COM HIDROXIPROPIL-BETA-CICLODEXTRINA, EM
ASSOCIACAO COM SUFENTANIL”

Este exemplar ccrrzsponde & re2aco final |

da tese defendida pelo(a) candidato (a)
S 5 i

Dissertagdo apresentada ao Instituto de
Biologia para obtengdo do Titulo de
Mestre em Biologia Funcional e
Molecular, na area de Bioquimica

‘\\,‘t

e apr Ma pela Comis&éo Julgadora.

Orientadora: Profa Dra Eneida de Paula

Co-orientadora: Dra Cintia Maria Saia Cereda

Campinas, 2012



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA POR
ROBERTA CRISTINA DAL’ EVEDOVE TARTAROTTI — CRB8/7430
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA - UNICAMP

Queiroz, Viviane Aparecida, 1988-

Q32a Avaliacao das atividades citotoxica e anestésica e da
farmacocinética da bupivacaina complexada com
hidroxipropil-beta-ciclodextrina, em associagdo com
sufentanil / Viviane Aparecida Queiroz. — Campinas, SP:
[s.n.], 2012.

Orientador: Eneida de Paula.

Coorientador: Cintia Maria Saia Cereda.

Dissertagéo (mestrado) — Universidade Estadual de
Campinas, Instituto de Biologia.

1. Analgesia. 2. Bupivacaina. 3. Hidroxipropil-beta-
ciclodextrina. 4. Sufentanil. |. Paula, Eneida de, 1963-.
Il. Cereda, Cintia Maria Saia. lll. Universidade Estadual
de Campinas. Instituto de Biologia. V. Titulo.

Informacoes para Biblioteca Digital

Titulo em Inglés: Evaluation of the analgesic and cytotoxic activites and
pharmacokinetic of bupivacaine-hydroxypropyl-beta-cyclodextrin inclusion complex
associated with sufentanil

Palavras-chave em Inglés:

Analgesia

Bupivacaine

Hydroxypropyl-beta-cyclodextrin

Sufentanil

Area de concentragao: Bioquimica

Titulagao: Mestre em Biologia Funcional e Molecular

Banca examinadora:

Eneida de Paula

Angélica de Fatima de Assungio Braga

Michelle Franz-Montan Braga Leite

Data da defesa: 07-03-2012

Programa de Pés Graduagao: Biologia Funcional e Molecular



Campinas, 07 de margo de 2012

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Fneida de Paula (Orientadora) (—(J( i : /

) ,\xsmamu

Profa. Dra. Angélica de Fiatima de Assunciio Braga " }f / 8 i _/)) r2 f‘

Assinatura

Profa. Dra. Michelle Franz Montan Braga Leite &\W

Assinatura

Prof. Dr. Hiroshi Aoyama

Assinatura

Profa. Dra. Milene Heloisa Martins

Assinatura



-

Jardim em Giverny (Monet)

“Pedras no caminho? Guardo todas, um dia vou construir um castelo...”

(Fernando Pessoa)

Dedicado aos meus pais, Antonio e Sirlei

...pelo amor incondicional e por todos os

ensinamentos proporcionados, que sempre levarei

comigo. Amo muito vocés!



“Cada dia que amanhece assemelha-se a uma pdgina em branco, na
qual gravamos os nossos pensamentos, agoes e atitudes. Na esséncia,

cada dia é a preparagdo de nosso proprio amanha”

(Chico Xavier)



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, por conceder-me conhecimento e capacidade para o
desenvolvimento e concretizacdo desta dissertacdo. Agradeco também, por ter colocado
em meu caminho pessoas excepcionais, com as quais eu compartilho esta conquista, sdo
elas:

Profa Dra Eneida de Paula, a qual sou imensamente grata, por ter me concedido a
oportunidade de fazer parte da historia do biomembranas. Agradeco pela orientacdo,
pelos conhecimentos diddticos, adquiridos durante o PED e também pelos puxoes de
orelha, porque foram eles que me indicaram onde era preciso melhorar, e é esse o papel
de um orientador comprometido. Assim, é por esse e outros motivos, que tenho muito
orgulho de té-la como ORIENTADORA. Muito Obrigada!!!

Profa Dra Cintia Maria Saia Cereda, por ter se tornado ao longo dos anos uma pessoa muito
especial para mim. Agradeco a vocé mde Cintia, ndo apenas pela brilhante
coorientagdo, mas também por ter sido, acima de tudo, uma grande amiga, disposta a
me auxiliar como seus conhecimentos e aconselhamentos, sempre muito sensatos. Té-la
como coorientadora foi uma constante aprendizagem, além de aprender a fazer os
experimentos, tratar e discutir resultados, vocé me proporcionou conhecimentos que
levarei para a vida. Muito Obrigada!!!

Meus pais, Antonio e Sirlei e irmdos, Ana Paula e Paulo César, por sempre acreditarem e
torcerem por mim!!! Q?

Profa Dra Daniele Ribeiro de Araijo, por ter acompanhado de perto minha jornada no
Biomenbranas, sempre a disposi¢do para esclarecer qualquer diivida. Sua ajuda foi de
Sfundamental importdncia para a realizagdo deste trabalho. Muito Obrigada!!!

Profa Dra Giovana Téfoli, pela importante colaboragdo nos ensaios farmacocinéticos, os
quais, certamente, auxiliaram no enriquecimento do conjunto de resultados. Agradeco
também, pelo incentivo, apoio e amizade!!!

Profa(s) Dra(s) Patricia Melo ¢ Maristella Anazetti, por terem me proporcionado a primeira
oportunidade no meio cientifico. Sou muito grata!!

Prof Dr Marcelo Lancellotti, pelo fornecimento de células da linhagem NG97, bem como,
pelo auxilio e explicagcoes sobre o cultivo.

Prof Dr Cleyton Crepaldi Domingues, por todas as conversas e risadas ,sempre
contagiando a todos com seu carisma!!

Vi



Equipe Biomembranas, Encida, Cintia Cereda, Michelle, Cleyton, Maribel, Mdrcio, Camila,
Bruna, Sheila, Allan, Renato Grillo, Nathalie, Diego, Anderson, Mdrio, Raquel, Vivi
Guilherme, Vivi Vieira, Ana Lais, Jaqueline, Marina, Taciani, Cintia Matsumoto, Livia e os
que ndo fazem mais parte da equipe: Tati, Vivi Tseng, Clovis e Thais. Agradeco a todos pela
convivéncia ao longo desses anos.

As amigas Sheila Stoco, Simone Lima (Billy) e Bruna Casadei, pela amizade sincera, apoio,
confianga, conselhos e risada, e olha que foram muitas. Obrigada por serem parte da
minha historia. Amo vocés!!! @

A amiga Jucilene, que desde sempre acreditou e torceu por mim!!

Os primos, Amanda, por ensaiar comigo a aula de qualificacdo incansavelmente e sem
reclamar KKK, Elaine, pela confianca e aprendizagem, Aléx e André, pela torcida na
conquista dos meus objetivos!!!

Os avos Sérgio e José (in memoriam) por todos os momentos felizes e inesqueciveis!!!
As vovos Ana e Elvira, pelo amor e carinho!!!

Andréia Vigilato, por todos os esclarecimentos com a papelada.

Mae Marina , pela amizade, confianca e torcida.

Daniel, Fabiano e Juliana, da universidade Sdo Francisco, pela colaboracdo durante os
ensaios farmacocinéticos.

A Universidade Estadual de Campinas.

Ao CNPq, pelo suporte financeiro.

vii



INDICE

Pagina
INDICE DE FIGURAS X
INDICE DE TABELAS xiii
LISTA DE ABREVIACOES xiv
RESUMO XV
ABSTRACT Xvi
L INTRODUCAO 1
1- Dor em Obstetricia 1
2- Anestésicos Locais 2
2.1- Bupivacaina 9
3- Farmacologia dos Analgésicos Opidides 10
3. 1- Sufentanil 18
4- Associacio entre Bupivacaina e Sufentanil para a Analgesia Obstétrica 18
5- Ciclodextrina 20
II. OBJETIVOS 26
III. MATERIAL E METODO 27
1- Farmacos, Sais e Solventes 27
2- Equipamentos 27
3- Animais 27
4- Preparo do Complexo de Inclusao de Bupivacaina em Hidroxipropil- 28

beta-ciclodextrina

5- Ensaio de Viabilidade Celular 29

viii



6- Avaliacao da Atividade Analgésica e Bloqueio Motor em Modelo
Animal

6. 1- Grupos
6. 2- Injecao intratecal em Ratus novergicus

6. 3- Avaliacao do Bloqueio Motor em Ratus novergicus

6. 4- Avaliacao do Bloqueio Sensorial em Ratus novergicus

7- Avaliacao da Farmacocinética em Coelhos Nova Zelandia

7. 1- Determinacao da Concentracao Plasmatica da Bupivacaina
nas Diferentes Formulacoes Estudadas

7. 2- Preparo e Analise das Amostras por Espectrometria de Massas
7. 3- Validacao da Metodologia
8- Analise Estatistica

IV- RESULTADOS E DISCUSSAO

1- Ensaios de Cultura de Células: Viabilidade Celular

2- Avaliaciao do Bloqueio Motor por Via Intratecal em Ratos
3- Avaliacdo do Bloqueio Sensorial em Ratos

4- Avaliacao da Farmacocinética em Coelhos

4. 1- Validacao da Metodologia

4. 2- Analise da Concentracao Plasmatica e do Perfil Farmacocinético da
Bupivacaina e Sufentanil por Espectrometria de Massas

V- CONCLUSOES

VI- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

VII- ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

31

31

31

32

33

34

34

36

37

39

40

40

44

45

53

53

58

66

67

76



Figura 1

Figura 2

Figura 3
Figura 4

Figura S

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

INDICE DE FIGURAS

Conducio do estimulo nervoso.

Interacdo dos AL com a fase lipidica membranar, exemplificando possiveis
vias de acesso ao(s) sitio(s) de ac@o na proteina canal de sédio voltagem-
dependente.

Anestésicos locais da familia amida (A) e ésteres (B) — Estruturas quimicas.
Estrutura quimica da BVC.

Analgésicos opidides naturais (A), semissintéticos (B) e sintéticos (C).

(http://opioids.com/chemical/index.html). Acessado em 19 de setembro de
2011.

Representacdo esquemdtica da organizacdo estrutural dos receptores para
opidides apresentando dominios transmembranares e algcas intra e
extracelulares.

Representacdo esquemadtica da regulacdo da adenilato ciclase e de canais
ionicos, induzida por opidides agonistas. A) Situacdo prévia a ligacdo do
opidide ao receptor: proteina G com as trés subunidades (a-p-y) associadas e
GDP ligado a subunidade a. B) A formagdo do complexo opidide-receptor,
causando sua unido a proteina G que, entdo, troca GDP por GTP. C) A
ligagio de GTP a subunidade o da proteina G promove dissociacdo das
subunidades B-y; o complexo o-GTP liga-se a adenilato ciclase inibindo-a e o
complexo B-y determina a ativagdo da condutancia ao potassio ¢ inibigdo de
canais de célcio voltagem-dependente.

Estrutura quimica do SUF.

Representacdo estrutural do anel macrociclico (A) e caracteristicas estéricas
(B) das CD natuais a, B e y.

Disposi¢ao das hidroxilas de cada unidade glicopiranose (A) e representacao
das porgdes hidrofébica (cavidade) e hidrofilica (superficie externa) da
ciclodextrina (B).

Formacdo de complexos de inclusdo entre firmaco e CD, nas propor¢des de
I:1e1:2.

Representacido esquemadtica da formacdo de complexos de inclusdo entre a
BVC e a molécula de CD, em solucdo aquosa.

Representacdo esquematica do preparo do complexo de inclusdo da BVC em
HP-B-CD.

Fluxograma com os grupos e as respectivas concentracdes para o ensaio de
viabilidade celular.

10

12

14

16

18

21

22

23

25

28

30


http://opioids.com/chemical/index.html

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

Figura 21

Figura 22

Figura 23

Figura 24

Representacdo esquemdtica do ensaio de viabilidade celular (teste do MTT).

Fluxograma com os grupos e as respectivas concentracdes para os testes de
bloqueio motor e sensorial.

Insercdo da agulha no espaco intervertebral (L5-L6) para injecdo intratecal
em ratos.

Visualizacdo do bloqueio motor induzido por AL em Ratus novergicus.

Foto (A) e representacdo esquemdtica (B) do procedimento realizado durante
o teste PWTP para avaliacao do bloqueio sensorial em Ratus novergicus.

Local da injecao intratecal em coelhos (A). Cateter intravascular como via de
acesso venoso na orelha (B).

Representacdo esquematica do ensaio farmacocinético em coelhos. (A)
inje¢do intramuscular de a-cloralose e uretano para indugdo de anestesia
geral; (B) coleta de sangue antes da injecdo intratecal (tempo zero); (C)
injecdo intratecal dos ativos; (D) coleta de sangue nos intervalos
estabelecidos; (E) centrifugacdo das amostras e (F) andlise das amostras por
espectrometria de massas.

Microscopia 6ptica de culturas permanentes de neuroglioma (NG97) em teste
de viabilidade celular apds tratamento com: BVC:HP-B-CD+SUF 0,2 mM
(A) e BVC:HP-B-CD+SUF 4 mM (B). Notar as células viaveis, coradas com
MTT em A e células ndo coradas em B (ver texto).

Efeito citotéxico induzido pelas formulacdes BVC; BVC+SUF; BVC:HP-B3-
CD e BVC:HP-B-CD+SUF, contendo 0,2, 1, 2, 3 e 4 mM de BVC, em células
3T3 (A) e NG97 (B), incubadas por 24 h (a 37 °C, 5% de CO, e pH 7,4) e
avaliadas pela reducdo do corante MTT. Dados expressos em % de células
vidveis em relacdo ao controle com MTT (Médias + D.P. n=3). Andlise
estatistica: (ANOVA - Tukey-Kramer). *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05.
(a) BVC vs BVC+SUF; (b) BVC vs BVC:HP-$-CD; (c) BVC vs BVC:HP-f-
CD+SUF; (d) BVC+SUF vs BVC:HP-p-CD; (e) BVC+SUF vs BVC:HP-f-
CD+SUF; (f) BVC:HP-$-CD vs BVC:HP-B-CD+SUF.

Avaliagdo do bloqueio sensorial do nervo caudal em ratos: curvas de efeito x
tempo no teste PWTP para os grupos tratados com os farmacos BVC,
BVC+SUF, BVC:HP-3-CD e BVC:HP-B-CD+SUF nas concentragdes de
0,125% (A), 0,25% (B) e 0,5% de BVC (C). A concentragio de SUF
utilizada foi de 0,0015%. Valores expressos em média + D.P. (n=7). Andlise
estatistica: (ANOVA - Tukey-Kramer). *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05.
(a) BVC vs BVC+SUF; (b) BVC vs BVC:HP-$-CD; (c) BVC vs BVC:HP-f-
CD+SUF; (d) BVC+SUF vs BVC:HP-$-CD; (e) BVC+SUF vs BVC:HP-f-
CD+SUF; (f) BVC:HP-$-CD vs BVC:HP-$-CD+SUF.

30

31

32

32

33

35

35

41

43

48

Xi



Figura 25

Figura 26

Figura 27

Figura 28

Figura 29

Figura 30

Figura 31

Avaliagdo do bloqueio sensorial em ratos: Curva de efeito x tempo no teste
PWTP para o grupo tratado com o opidide SUF a 38,8 uM. Valores expressos
em média + d.p. (n=7).

Avaliagdo do bloqueio sensorial do nervo caudal em ratos: curvas de efeito x
tempo no teste PWTP para os grupos tratados com os firmacos BVC (A);
BVC+SUF (B); BVC:HP-B-CD (C) e BVC: HP-B-CD+SUF (D), nas
concentracoes de 0,125, 0,25 e 0,5%. A concentracido de SUF utilizada foi de
0,0015%. Valores expressos em média + D.P. (n=7). Andlise estatistica:
(ANOVA - Tukey-Kramer). *** p<0,001; ** p<0,0l. A- (a) BVC-0,5% vs
BVC-0,25%; (b) BVC-0,5% vs BVC-0,125% e (c) BVC-0,25% vs BVC-
0,125%. B- (a) BVC+SUF-0,5% vs BVC+SUF-0,25%; (b) BVC+SUF-0,5%
vs BVC+SUF-0,125% e (c) BVC+SUF-0,25% vs BVC+SUF-0,125%. C- (a)
BVC:HP-§-CD-0,5% vs BVC:HP-$-CD-0,25%; (b) BVC:HP-$-CD-0,5% vs
BVC:HP--CD-0,125% e (c) BVC:HP-B-CD-0,25% vs BVC:HP-B-CD-
0,125%. D: (a) BVC:HP-$-CD+SUF-0,5% vs BVC:HP-f-CD+SUF-0,25%;
(b) BVC:HP-p-CD+SUF-0,5% vs BVC:HP-f-CD+SUF-0,125% ¢ (c)
BVC:HP--CD+SUF-0,25% vs BVC:HP--CD+SUF-0,125%.

Curvas do efeito x tempo no teste PWTP para os grupos tratados com BVC
(0,5%) e BVC:HP-B-CD (0,25%) associadas ao SUF a 38,8 uM.

(A) Espectro de massa sequencial da BVC, fon produto de m/z 140,16.
Energia de colisdao 20 eV. B) Espectro de massa sequencial do sufentanil, fon
produto de m/z 238,1. Energia de colisdo 20 eV.

Concentragdo plasmdtica média de BVC (+ erro padrdo) x tempo apds a
injecdo intratecal dos grupos: BVC; BVC+SUF; BVC:HP-B-CD e BVC:HP-
B-CD+SUF a 0,5% (n = 5/grupo).

Concentragdo plasmatica média de SUF (£ erro padrdo) x tempo apds a
injecdo intratecal dos grupos: SUF; BVC+SUF e BVC:HP-B-CD+SUF a
0,5% (n = 5/grupo).

Concentragdo plasmatica média de bupivacaina medida em coelhos (£ erro
padrdo) x tempo, ap6s a injecdo intratecal das formulacdes: (A) BVC; (B)
BVC+SUF; (C) BVC:HP-B-CD e (D) BVC:HP-B-CD+SUF em 0,5% e
bloqueio sensorial do nervo caudal em ratos: curvas de efeito x tempo no
teste PWTP para as mesmas formulagdes em igual concentragdo (£ erro
padrdo).

50

51

52

53

60

62

64

xii



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

Tabela 9

Tabela 10

Tabela 11

Tabela 12

Tabela 13

Tabela 14

Tabela 15

Tabela 16

Tabela 17

INDICE DE TABELAS

Classificagdo das fibras nervosas.
Caracteristicas fisico-quimicas dos AL.
Caracteristicas fisico-quimicas dos opidides.

Caracteristicas das CD naturais e de alguns de seus derivados (adaptado de
Brewster & Loftsson, 2007).

Valores de ICsy para as linhagens 3T3 e NG97, apds tratamento com as
formulagdes: BVC livre; BVC+SUF; BVC:HP-B-CD; BVC:HP-B-CD+SUF e
SUF (BVC e BVC:HP-B-CD -0,2; 1; 2; 3e 4 mM / SUF — 9,7 uM).

Tempo de recuperacdo e efeito total do bloqueio motor (ASC) induzido pelos
farmacos BVC; BVC+SUF; BVC:HP-B-CD ¢ BVC:HP B-CD +SUF a 0,125, 0,25
e 0,5%. Dados expressos em mediana (limite minimo — limite mdximo) (n =

7/grupo). Andlise estatistica: teste de Kruskal-Wallis (ANOV A nao paramétrico).

Duracdo média de analgesia (min.) induzida pelos fairmacos BVC; BVC+SUF;
BVC:HP-B-CD e BVC:HP B-CD +SUF a 0,125, 0,25 € 0,5%.

Curva de Calibracao (Linearidade) do SUF.

Curva de Calibracio (Linearidade) da BVC.

Resultados das andlises intra-lote do controle de qualidade LQ do SUF.

Resultados inter-lotes do controle de qualidade LQ do SUF.

Resultados das andlises intra-lote do controle de qualidade LQ da BVC.
Resultados inter-lotes do controle de qualidade LQ da BVC.

Concentragdo (média + desvio padrio) de BVC (ng/mL) medida no plasma de
coelhos, ap6s a injegao intratecal dos grupos: BVC; BVC+SUF; BVC:HP--CD e
BVC:HP-B-CD+SUF a 0,5% (n = 5/grupo).

Concentragdo (média + desvio padrdo) de SUF (ng/mL) medida no plasma de
coelhos apds a injecdo intratecal dos grupos: SUF; BVC+SUF e BVC:HP-B-
CD+SUF (n = 5/grupo).

Parametros farmacocinéticos (média + D.P.) da BVC (ng/L) medida no plasma de
coelhos, apdés a injecdo intratecal de BVC; BVC+SUF; BVC:HP-B-CD e
BVC:HP-B-CD+SUF

Parametros farmacocinéticos (média + D.P.) do SUF (ng/L) medida no plasma de
coelhos, ap6s a injegdo intratecal de SUF; BVC+SUF; BVC:HP-B-CD+SUF.

17

24

41

45

49

54

55

56

56

57

57

59

61

65

65

xiii



AL
ANVISA
ASC
BVC

CD
Cmax
CM
CSVD
DP
HP-g-CD
LC-MS-MS
LQ
MRM
MTT

PI
PWTP
Q1

Q2

Q3

SUF
Tmax

t V2 beta

LISTA DE ABREVIACOES

Anestésico(s) Local(is)

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria

Area Sob a Curva

Bupivacaina

Ciclodextrina(s)

Concentracdo Plasmatica Maxima

Concentragao Média

Canais de Sédio Voltagem-Dependente

Desvio Padrao

2-hidroxipropil-B-ciclodextrina

Liquid Chromatography-Mass Spectrometry-Mass Spectrometry
Limite de Quantifica¢ao

Monitoramento de Rea¢des Multiplas
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-brometo de difeniltetrazélio
Padrao Interno

Pain Withdrawal Threshold to Pressure
Primeiro Analisador

Segundo Analisador

Terceiro Analisador

Sufentanil

Tempo para Obtengdo da Concentragdo Maxima

Tempo de Meia Vida de Eliminacao

Xiv



RESUMO

Dentre os farmacos usados para prevenir e aliviar a dor encontram-se os anestésicos locais (AL). A
bupivacaina (BVC) € um dos AL do tipo amino-amida mais utilizado na terapia da dor aguda e cronica.
Sua combinacdo com opidides lipofilicos tornou-se uma pratica comum para analgesia em
procedimentos cirtirgicos, com o objetivo de reduzir a dose necessdria de AL sem comprometer a
qualidade de analgesia. Contudo, a BVC € conhecida por apresentar uma acentuada toxicidade para o
sistema nervoso central e sistema cardiovascular. Uma alternativa para diminuir os efeitos toxicos, bem
como aumentar o efeito terapéutico € a utilizagdo de sistemas de liberagdo modificada de fairmacos, que
empregam carreadores como as ciclodextrinas. Neste trabalho avaliamos a eficdcia anestésica e o perfil
farmacocinético da BVC (na forma do complexo BVC hidroxipropil-beta-ciclodextrina - BVC:HP-3-
CD, na razdo molar de 1:1) em associagdo com o opidide sufentanil (SUF), em modelos animais.
Foram realizados também ensaios de citotoxicidade in vitro, em cultura de células de fibroblastos 3T3
e de neurogliomas NG97, sendo a viabilidade celular determinada através do teste de reducdo do MTT.
Para avaliacdo da atividade analgésica, realizou-se o teste pressao na pata em ratos da linhagem Unib:
Wistar; os animais foram tratados com injecdo intratecal de: BVC e BVC:HP-B-CD nas concentragdes
de 4, 8 e 16 mM (0,125; 0,25 e 0,5%, respectivamente), associadas ou nao com 38,8 uM de SUF; o
bloqueio motor induzido por essas formulagdes foi também avaliado. Para determinacdo da
concentracdo plasmitica e do perfil farmacocinético das formulagdes descritas, foram utilizados
coelhos albinos da raga Nova Zelandia, que receberam tratamento por via intratecal, com BVC livre ou
complexada (16 mM), associada ou nao com SUF (38,8 uM); as amostras foram analisadas por
espectrometria de massas. Nos testes de avaliagdo de toxicidade in vitro, células 3T3 e NG97 foram
tratadas com as formula¢des acima, mas em concentragdes que variaram de 0,2 a 4 mM, para a BVC
livre ou complexada, em associagio ou ndo com SUF em concentracio proporcionalmente
correspondentes a dos testes in vivo (9,5 uM). Nos resultados de atividade analgésica, o tratamento
com BVC:HP-B-CD+SUF prolongou o efeito analgésico, em compara¢do com BVC+SUF, em 1,9 e
1,8 vezes nas concentragdes de BVC de 4 e 8 mM, respectivamente. Além disso, nao foram verificadas
diferencas estatisticas entre os grupos quanto a fun¢do motora dos animais. Em relacdo ao perfil
farmacocinético da BVC, o grupo BVC:HP-B-CD apresentou caracteristicas de lenta liberagdo, com
baixos niveis plasmdticos, que ndo foram alteradas apds a associacdo ao coadjuvante SUF. Esses
resultados evidenciam uma potencial aplicacio clinica da associagdo medicamentosa BVC:HP-B-CD e
SUF, para reduzir a frequéncia de administracdo e também a concentragdo necessaria de BVC para

promover analgesia em procedimentos cirirgicos.
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ABSTRACT

Local anesthetics (LA) are among the most important medicines used to prevent and alleviate pain.
Bupivacaine (BVC) is the drug of choice in the treatment of acute and cronic pain, worldwide. It has
been used in association with lipophilic opioids in surgical procedures, reducing the required amount of
anesthetic without loss of the analgesic level achieved. Bupivacaine is also known to be toxic for the
Central Nervous and Cardiovascular systems. The development of drug delivery systems, with carriers
such as cyclodextrins, is an interesting approach to reduce toxic side effects and to enhance the
therapeutic index of biological active compounds. Here we evaluated the anesthetic activity as well as
the pharmacokinetic profile of BVC (free and complexed with hydroxypropyl-beta-cyclodextrins -
BVC:HP-B-CD in al:1 molar ratio) in association with the opioid sufentanil (SUF) in animal models.
The cytotoxicity of such formulations against 3T3 fibroblasts and NG97 neuroglioma cells in culture
were also investigated by the use of MTT reduction tests. Sensorial (paw pressure test) and motor
blockage was evaluated after intrathecal administration of BVC and BVC:HP-B-CD at concentrations =
4, 8 and 16mM (0.125; 0.25 and 0,5%, respectively), associated or not with 38.8 uM SUF, to Unib WH
rats. BVC plasma levels and pharmacokinetic profile were evaluated through mass spectroscopy in
New Zealand rabbits, intrathecally administrated with 16 mM BVC (free or complexed with HP-f3-
CD), associated of not with 38.8 uM SUF. For the in vitro tests 3T3 and NG97 cells were treated with
the formulations at concentrations that ranged from 0.2 to 4 mM BVC (free or complexed) plus 9.5 uM
SUF, i.e. proportionally equivalent to the concentration used at the in vivo tests. Treatment with
BVC:HP-B-CD+SUF was able to improve the antinonciceptive effect of bupivacaine 1.8-1.9 times (4
and 8 mM, respectively), in comparison to BVC+SUF. No statistical differences were observed for the
motor blockade among the groups. Regarding the pharmacokinetic profile of BVC, the BVC:HP-f-CD
group showed slow release characteristics with low plasma levels, with no changes after the
association to the SUF supporting. Altogether these results point toward a potential application for the
pharmaceutical association of BVC:HP-B-CD with SUF, reducing the concentrations and the

administration  frequency  required for  analgesia  effect in  surgical = procedure
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I. INTRODUCAO

1. Dor em Obstetricia

Nos ultimos anos, avancos significativos foram observados na compreensdo dos
mecanismos que sdo subjacentes a dor e seu tratamento. Segundo Ossipov e col., (2010) a
experiéncia da dor € altamente varidvel entre os individuos, por estar associada ao estado
emocional, grau de ansiedade, atencdo e distracdo, experi€éncias passadas, entre outros fatores.
De fato, o comité de taxionomia da Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP)
conceitua a dor como uma experiéncia emocional e sensorial desagradavel associada a lesdao
tecidual real ou potencial (Cavalcanti et al., 2004).

Na classificagdo da dor por uma perspectiva neurobiolégica (Woolf, 2010), a mesma
pode ser dividida em trés classes: i) dor nociceptiva, resultante da ativacdo mecanica, térmica
ou quimica de receptores aferentes nociceptivos, que atuam como um sistema de alerta para
detectar e minimizar o contato com estimulos nocivos, ii) dor inflamatéria, causada pela
ativacdo do sistema imunolégico por lesdo tecidual ou infeccdo e iii) dor patoldgica,
caracterizada por um estado doentil, decorrente de danos ao sistema nervoso (dor neuropética)
ou pela sua fun¢c@o anormal (dor disfuncional). Quanto a caracteristica de resolu¢do, a dor
pode ser classificada em aguda - a qual apresenta fisiopatologia bem compreendida e
desaparece com o processo de cura - ou dor cronica, caracterizada por maior tempo de duracao
e cujo diagndstico e tratamento sdo mais dificeis (Menezes, 2005; Ferreira & Perla, 2007).

A experiéncia da dor no trabalho de parto, embora subjetiva, € considerada a mais
severa sentida pelas mulheres em funcido de possuir uma pelve adaptada gradativamente ao
andar bipede, inadequada para o parto vaginal. A introducio da analgesia no parto comecou
em 1847 quando o obstetra escoc€s James Y. Simpson usou éter e, posteriormente
cloroférmio, para alivio da dor (Vale, 1998; Wong, 2009).

Posteriormente, com a descoberta dos anestésicos locais e da anestesia espinhal, foi
desenvolvida a analgesia de parto por meio de bloqueios regionais. Em 1943 Hingson e
Edwards publicaram o primeiro relatdrio de analgesia caudal continua, método mais utilizado
para o parto na década de quarenta, devido a possibilidade em administrar doses adicionais de

anestésicos locais (Hingson & Edwards 1943; Wong, 2009).



Atualmente, o grande desafio dos estudos que buscam o controle da dor ou sua
eliminacdo, caracteriza-se pelo desenvolvimento de novos ativos, ou de formulagdes
anestésicas capazes de aliar o aumento do efeito analgésico, melhora na qualidade do bloqueio

sensorial e reducdo dos efeitos toxicos dos compostos utilizados.

2. Anestésicos Locais

Anestésicos locais (AL) sdo substancias capazes de bloquear de modo reversivel a
geracdo e conducdo do impulso nervoso ligando-se a receptores especificos nos canais de
s6dio voltagem-dependente (CSVD) (Yagiela et al., 2000; Lagan & McLure, 2004; Becker &
Reed, 2006; Golembiewski, 2007).

O primeiro AL descrito foi a cocaina, extraido das folhas de Erythroxylon coca pelo
quimico alemdo Albert Nieman, em 1860. Posteriormente, em 1884 o neurologista austriaco
Sigmund Freud publicou o livro intitulado “Uber coca” (sobre a cocaina), no qual descreveu as
diversas aplicagdes deste alcaldide, incluindo o uso como AL, afrodisiaco, estimulante e no
tratamento de enfermidades como exaustao nervosa, desordens digestivas, histeria, asma, entre
outras (Moriarty et al., 1984; Haas, 1995). Naquele mesmo ano, Carl Koller, na Austria,
introduziu a cocaina como AL para anestesia oftdlmica (Carvalho, 1994; Ferreira & Martini,
2001). O uso da cocaina espalhou-se rapidamente pela Europa e América para uso em
anestesia local e regional (Ruetsch et al., 2001).

Experiéncias posteriores, realizadas por Freud e outros, demonstraram o grande
potencial da cocaina no desenvolvimento de dependéncia quimica, o que resultou na proibi¢do
de seu uso em 1914 (Araujo et al., 2008a). Neste contexto, houve a necessidade de realizar
novas pesquisas a procura de AL mais seguros, o que levou a descoberta de vérios outros
compostos sintéticos com atividade antinociceptiva como: benzocaina, procaina, prilocaina,
lidocaina, mepivacaina, bupivacaina, ropivacaina, levobupivacaina entre outros (Strichartz,
1987; de Paula & Schreier, 1995; 1996; Malamed, 2001).

Para a compreensio do mecanismo pelo qual os AL exercem seus efeitos
farmacoldgicos, faz-se necessario o entendimento da condugdo nervosa, iniciada em funcao de
um estimulo, que pode ser quimico, fisico ou elétrico (Carvalho, 1994). Esse estimulo resulta

no aumento gradativo da permeabilidade da membrana aos ions de sédio, de modo a tornar o



potencial de membrana positivo e desencadear o potencial de acdo ao longo das fibras
nervosas (Figura 1) (McLure & Rubin, 2005). Essas fibras sao classificadas de acordo com o

tamanho, velocidade de conducio e funcdo (Barash & Stok, 2009).

meio canal idnico aberto **,Na
extracelular e

meio
intracelular

S— —
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e B

corpo celular

axonio mielinizado

potencial de acao

Figura 1. Conduc¢ao do estimulo nervoso.

Fibras mielinizadas e de maiores diametros (A: a - B - y - d) estdo tipicamente
envolvidas em funcdes sensoriais € motoras em que a velocidade de transmissdo nervosa €
critica. Em contraste, fibras nao mielinizadas e de menores diametros (fibras C), apresentam
menores velocidades de conducdes e transmitem informagdes sensoriais como dor,
temperatura e funcdes autondmicas (Tabela 1) (Barash & Stok, 2009).

Os mecanismos de a¢do dos AL descritos na literatura envolvem tanto a interagdo com
regides especificas no CSVD, localizados ao longo das membranas excitdveis das fibras
nervosas, quanto com a fase lipidica membranar (Figura 2).

A acdo dos AL nas fibras nervosas resulta na interrup¢do do estimulo nervoso por
bloquear reversivelmente uma ou mais regides diferentes do CSVD, impedindo a condutancia
do ion sddio e consequentemente, a deflagracdo do potencial de acdo (Ragsdale et al., 1994,
1996; Ragsdale & Avoli, 1998; Li et al., 1999; Fraceto et al., 2006). A afinidade do AL varia
de acordo com o estado do canal, em geral, a afinidade é maior quando o CSVD est4 aberto, e

menor quando estd fechado (McLure & Rubin, 2005).



Quanto a interacdo com a fase lipidica membranar, os AL quando em grandes
quantidades, interrompem a condutancia idnica por inserir-se nesta regido, de modo a
desorganizd-la e modificar o estado dos CSVD. Essa teoria indica a relagdo existente entre a
hidrofobicidade do AL e sua poténcia anestésica (Butterworth e Strichartz, 1990; de Paula &
Schreier, 1996). Ainda, a insercdo dos AL no interior da bicamada lipidica levaria a formacao
de um sitio transiente, facilitando o acesso da molécula ao(s) sitio(s) de ligacio nos CSVD

(Fraceto et al., 2006; de Paula et al., 2008).

Tabela 1. Classificacdo das fibras nervosas (adaptado de Barash et al., 2009).

Fibra Diametro (u) Presenca Velocidade de Funcio

de mielina conducao (m/sec)

Aa-AP 6-22 + 30-120 motor e propriocepgao
Ay 3-6 + 15-35 toénus muscular

Ad 1-4 + 5-25 dor, toque e temperatura
B <3 + 3-15 fun¢do autondmica

C 0,3-1,3 - 0,7-1,3 dor e temperatura

canal de sé6dio voltagem-dependente

meio extracelular

meio intracelular
- anestésico local ionizado

anestésico local ndo ionizado

Figura 2. Interacdo dos AL com a fase lipidica membranar, exemplificando possiveis vias de
acesso ao(s) sitio(s) de agdo na proteina canal de sédio voltagem-dependente.



O desempenho clinico dos AL depende, sobretudo, de suas propriedades fisico-
quimicas, que sdo decorrentes de sua estrutura quimica (Carvalho, 1994; McLure & Rubin,
2005). Uma molécula tipica de AL € composta por um anel benzénico, responsdvel pela
penetracdo do firmaco no nervo em funcdo da lipossolubilidade e também por um grupo
amina, ionizdvel sob influéncia do pH do meio. Estas duas regides ligam-se por meio de uma
cadeia intermedidria, em geral formada por um éster (-COO-) ou uma amida (-CONH-).

Desse modo, de acordo com a natureza quimica da ligac@o entre o anel benzénico e o
grupamento amina, os AL de uso comercial classificam-se em dois grandes grupos,
denominados amino-amidas e amino-ésteres (Figura 3) (Carvalho, 1994; Friedman et al.,
1999; Golembieswski, 2007). O grupo amino-amida € o mais utilizado na clinica e tem como
representantes a lidocaina, prilocaina, levobupivacaina, bupivacaina, mepivacaina e
ropivacaina (Koehler et al., 2005; Weiniger, et al., 2010). Os AL do grupo amino-amida sao
biotransformados pelos microssomos hepdticos, enquanto que os do grupo amino-ésteres
sofrem biotransformagdo no plasma, pelas colinesterases plasmaticas (Malamed, 2001; Becker
et al., 20006).

A maioria dos AL de uso clinico apresentam um pKa maior que o do pH fisiolégico
(entre 7 e 8), o que determina uma maior porcdo do anestésico injetado na forma idnica
(protonada, -NH'-), no pH fisiologico. Por serem bases fracas e pouco soliveis em meio
aquoso, os AL s@o usados sob a forma de cloridrato (pH = 5-5,5), onde 100% das moléculas
estd ionizada. No entanto, € a por¢do ndo ionizada (-N:) que apresenta maior particdo nas
membranas, onde encontram-se os CSVD (Lagan & McLure, 2004). Sendo assim, para que
ocorra 0 bloqueio do impulso nervoso, esses compostos, ao serem administrados, sofrem
tamponamento pelos sistemas tampdes teciduais, tal que em pH 7,4 o equilibrio desloca-se no
sentido de formacdo de uma fracdo ndo ionizada, que ultrapassa as barreiras biologicas com
facilidade e se redistribui no lado citoplasmético dos axodnios, reequilibrando-se, em parte, na
forma ionizada (Carvalho, 1994). Segundo Frazier et al., (1970), existem evidéncias de que a
forma ionizada, pelo lado interno da membrana axonal, interage com o portdo de inativacdo do
CSVD, inativando-o (Frazier et al., 1970).

AL com menor pKa t€ém maior propor¢do de base neutra (ndo ionizada) que pode

penetrar na célula e acelerar o inicio da acdo (Lagan & McLure, 2004).



A lipossolubilidade € também um importante fator na determinac¢do do inicio de acdo
dos AL. Esses compostos sdao capazes de se difundir pelas membranas neuronais com
diferentes velocidades, e acessar seus sitios de acdo no CSVD. O coeficiente de particao € um
parametro hidrofébico bastante usado e sua determinacdo consiste na quantificacdo da
distribuicdo do AL entre as fases organica e aquosa de modo, que quanto maior seu valor,
maior serd a lipossolubilidade e poténcia do anestésico (McLure & Rubin, 2005).

A ligacdo dos AL com as proteinas plasmaticas (albumina e al-glicoproteina dcida) e
teciduais também se correlaciona com a duracdo de acdo da atividade anestésica, poténcia,
dose administrada, vascularizagio do tecido e taxa de metabolismo (McLure & Rubin, 2005).
A afinidade dos AL por proteinas plasmaticas € proporcional a hidrofobicidade dos mesmos e,
segundo Becker e col. (2006), corresponde a afinidade de ligacdo desses compostos a pontos
especificos nos CSVD, de modo a prolongar a presenca do AL no local de acdo e
consequentemente, a duracdo do efeito anestésico. Na Tabela 2, sdo apresentadas
caracteristicas fisico-quimicas e farmacoldgicas de alguns AL das familias amino-éster e

amino-amida.
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Figura 3. Anestésicos locais da familia amino-amida (A) e amino-éster (B) — Estruturas quimicas.



Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas dos AL.

% de

Agentes Massa pKa Velocidade de  Coeficiente .~ _ Ao
ligacioa  Poténcia

molecular (25°C)  inicio de acdo de particio* proteinas

Amino-ésteres

Cocaina 303 8,7 lento - 98 alta
Procaina 236 9 lento 1,7 6 baixa
Tetracaina 264 8,2 lento 221 76 intermediaria

Amino-amidas

Lidocaina 234 7,7 rapido 43 64 intermedidria
Bupivacaina 288 8,1 lento 346 95 alta
Levobupivacaina 288 8,1 lento 346 96 alta
Ropivacaina 274 8,1 lento 115 94 intermedidria
Prilocaina 220 7,9 répido 25 55 intermediaria
Articaina 321 7,8 répido - 95 intermediaria

* Coeficiente de Parti¢do octanol/agua (McLure e Rubin, 2005).

No entanto, o uso desses firmacos nao exclui a possibilidade da manifestagdo de
efeitos como cardiotoxicidade e/ou neurotoxicidade, decorrentes de sua absorcdo sistémica,
apds administracdo regional (Rang et al., 2004).

Na cardiotoxicidade evidencia-se, a principio, hipertensao e taquicardia, resultantes da
ativacdo central do sistema nervoso simpatico, de modo a mascarar os efeitos
cardiodepressores dos AL. Porém, a contratilidade deprimida das fibras miocdrdicas em um
segundo momento, induz a hipotensdo progressiva (Mercado & Weinberg, 2011).

No que diz respeito a neurotoxicidade, as vias inibitOrias sdo as primeiras a serem
suprimidas. Essas vias sdo, em grande parte, dependentes de receptores do acido 7v-
aminobutirico (GABA), o principal neurotransmissor inibitorio do sistema nervoso central
(SNC) de vertebrados (Sugimoto et al., 2000). Desse modo, manifesta-se inicialmente uma
fase excitatoria, caracterizada pela ocorréncia de tremores, aparecimento de agitacdo e

convulsdes. A medida que a dose € aumentada, as vias excitatorias sdo suprimidas, instalando-



se uma fase inibitdria, descrita pela manifestacdo de um estado generalizado de depressdo do
SNC (Groban, 2003; Rang et al., 2004).

Uma variedade de fatores influenciam a possibilidade de ocorréncia ou severidade da
toxicidade sistémica dos AL, incluindo a localizagdo e técnica de bloqueio, fatores de riscos
individuais do paciente, dose administrada, adequagdo do tratamento e AL especifico (Neal et
al., 2010). Uma técnica frequentemente utilizada para limitar as concentracdes sist€micas do
farmaco € a coadministracdo de um agente vasoconstritor, que tem como exemplo mais
comumente utilizado, a epinefrina. Em uma concentracdo de 5 pg/mL (1:200.000), a
epinefrina reduz acentuadamente as concentracdes maximas sistémicas dos AL medidas apds a
infiltracdo subcutanea ou inje¢dao do plexo cervical superficial (Rosenberg et al., 2004).

A bupivacaina e etidocaina sdo os AL mais propensos a provocarem arritmias letais,
por apresentarem uma elevada poténcia anestésica (Mercado & Weinberg, 2011), relacionada
diretamente a toxicidade (Knudsen et al., 1997). Esses efeitos sdo proporcionais a
lipossolubilidade dos AL, uma vez que a associacdo desses compostos com a regiao
hidrofébica das bicamadas lipidicas resulta em sua maior distribui¢do para os locais de acdo

(Liet al., 2002).

2.1 Bupivacaina

A bupivacaina (BVC) (Figura 4) é o AL da classe amino-amida mais utilizado na
terapia da dor aguda e cronica (Aradjo et al., 2005). Este sucesso € atribuido a sua elevada
poténcia e capacidade de produzir anestesia prolongada. No entanto, a maior incidéncia de
alteracoes e paradas cardiacas, além do nimero elevado de mortes apds a injecao intravascular
acidental de BVC, torna este AL diferente dos demais (Cuvillon et al., 2009). De acordo com
Clarkson & Hondeghem (1985), a cardiotoxicidade deste AL esta associada a sua lenta

dissocia¢do dos CSVD, durante a didstole ventricular.



Figura 4. Estrutura quimica da BVC.

A presenca de um carbono assimétrico em sua molécula permite a existéncia de dois
estereoisomeros: a dextrobupivacaina e a levobupivacaina (Moraes et al., 2007b). Esta dltima
juntamente com a ropivacaina, sdo os AL amino-amidas mais recentemente introduzidos na
clinica médica por possuirem um menor risco de cardiotoxicidade em relacdo a mistura
racémica da BVC (Van de Velde et al., 2007; Mercado & Weinberg, 2011), sendo utilizados
inclusive em combinagdes com opidides por via intratecal para analgesia de parto
(Vercauteren et al., 2001).

Contudo, apesar da vantagem no que diz respeito a cardiotoxicidade, a levobupivacaina
e a ropivacaina, quando administrados via intratecal, apresentam poténcia inferior a verificada

para a BVC racémica (Van de Velde et al., 2007).

3. Farmacologia dos Analgésicos Opiodides

O ¢6pio, produto natural extraido da planta Papaver somniferum (papoula), tem sido
empregado desde a antiguidade para obtencdo de analgesia e sedagdo. No entanto, apenas em
1806, foi relatado o isolamento de uma substancia pura de seu extrato, pelo quimico alemao
Friedrich Setiirner, a qual recebeu a denominagdo de morfina em alusdo a Morfeu, o deus do
sono (Pugsley, 2002; Duarte, 2005). Rapidamente apds a morfina, outros alcaldéides foram
purificados da papoula (tebaina, codeina, papaverina, noscapina,...) € estes, juntamente com a
morfina constituem a classe dos alcaldides naturais (Pugsley, 2002).

Contudo, a partir da sintese de novos firmacos com estrutura similar a da morfina,
houve a necessidade em adequar a nomenclatura dos componentes deste grupo farmacolégico.
Assim, o termo opidceo, utilizado inicialmente para designar compostos derivados naturais do
Opio e varios congéneres semissintéticos, foi substituido pelo termo opidide, que representa

todos os farmacos naturais, semissintéticos ou sintéticos (Figura 5) que atuam por meio da
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interacdo com receptores e desempenham acdo farmacoldgica semelhante a morfina (Gutstein
& Akil, 2003).

A classe dos opidides semissintéticos € representada pelos derivados da hidromorfona,
diacetilmorfina (heroina), tebaina-burprenorfina e oxicodona (Sakata & Issy, 2008), sendo que
a obten¢do de muitos desses compostos, ocorre a partir de modificagdes relativamente simples
na estrutura quimica da morfina ou da tebaina (Gutstein & Akil, 2003; Duarte, 2005). Em
relacdo aos opidides sintéticos, incluem-se como representantes a meperidina, naloxona,
naltrexona, propoxifeno, fentanil, sufentanil entre outros (Sakata & Issy, 2008). Os efeitos
farmacoldgicos dos integrantes desse grupo mimetizam a acdo dos peptideos opidides
enddgenos (encefalinas, dinorfinas e endorfinas) (Eguchi, 2004; Vallejo et al., 2011).

A meta-encefalina e a leu-encefalina foram os primeiros opidides enddgenos a serem
isolados a partir do cérebro de suinos, por Hughes e Kosterlitz (1975). Esses autores
verificaram a competicao desses opidides endégenos com opidides semelhantes a morfina,
pela interacdo com receptores do SNC, fornecendo novas dimensdes ao estudo das relagdes
estrutura-atividade dos mesmos (McDonald & Lambert, 2011).

Desse modo, estudos foram realizados a fim de definir os tipos de receptores nervosos
através da caracterizacdo do mecanismo de acdo e de perfis farmacoldgicos dos opidides.
Atualmente, esses receptores sao classificados em p (mi, subtipos 1, 2 e 3), 6 (delta, subtipos 1
e 2), « (kappa, subtipos 1, 2 e 3) e ORL-1 (Opioid Receptor Like), este ultimo sendo
considerado historicamente relacionado a familia dos recetores opidides por apresentar
distribuicdo semelhante, além do grau de homologia (Dietis et al., 2011; McDonald &
Lambert, 2011).

Estruturalmente, os receptores opidides apresentam-se dispostos em sete dominios
transmembranares conectados por trés alcas ou loops intracelulares e trés extracelulares, com
um dominio C-terminal intracelular e um dominio N-terminal extracelular (Figura 6) (Pugsley,
2002; Medzihradszky, 2003). Na comparacdo dos mesmos, evidencia-se similaridade entre os
dominios transmembranares e alcas intracelulares, sendo que essas estruturas se apresentam
até mesmo idénticas em algumas regides. No entanto, existem divergéncias significativas na
estrutura dos segmentos C e N-terminal, bem como na estrutura dos dominios 4 e 5

(Medzihradszky, 2003).
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Figura 5. Analgésicos opidides naturais (A), semi-sintéticos (B) e sintéticos (C).
(http://opioids.com/chemical/index.html). Acessado em 19 de setembro de 2011
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Quanto a localizagdo, os receptores difundem-se em todo SNC e SNP, bem como, em
todos os tecidos periféricos. Entretanto, pode-se verificar que a maior concentracdo desses
receptores estd em dreas como tdlamo medial, nicleo magno da rafe e substdncia cinzenta
periaquedutal, por estarem associados com a transmissao da dor (Sakata & Issy, 2008; Trescot
et al., 2008). Segundo Satoh & Minami, (1995) a presenca de receptores em diversas dreas do
SNC (medula espinhal, nicleo caudado e amigdala) resulta na modulacdo das atividades
sensitivas, motoras e psiquicas. Além disso, os opidides modulam a liberagdo de dopamina nos
ndcleos da base e tronco encefilico; ativam o sistema inibitério rostrocaudal (que modula a
aferéncia nociceptiva na medula espinhal); exercem analgesia no corno posterior da medula
espinhal; e modificam as reagdes emocionais € 0s processos cognitivos relacionados a dor no
sistema limbico e no cortex cerebral (Eguchi, 2004).

A interacdo de analgésicos opidides com receptores p pode desencadear uma série de
efeitos como analgesia, euforia, tolerancia, dependéncia, imunossupressdo, doengas
respiratdrias, nduseas, vomitos e depressao (Vallejo et al., 2011). A ocorréncia de depressao
respiratdria € mediada por receptores p localizados nos centros respiratorios da medula, com a
diminuicdo da sensibilidade dos quimiorreceptores ao didéxido de carbono. Efeitos como
nduseas e vOmitos sdo prevalentes em pacientes que receberam morfina, sendo causados pela
estimulacdo na zona de gatilho quimiorreceptora da medula (McDonald & Lambert, 2011).

Em relagdo a ativacdo de receptores 9o, evidenciam-se efeitos como analgesia,
imunoestimulacdo e depressdo respiratdria. A ativagdo de receptores Kk promove a indugdo de
analgesia, sedagdo, diurese, disforia e miose, sendo esta ultima resultante da interacao opidide-
receptor K no niicleo de Edinger-Westphal e em segmentos autondmicos do nervo oculomotor
(Sakata & Issy, 2008; Vallejo et al., 2011).

Desse modo, a ocorréncia e potencialidade dos efeitos farmacoldgicos dependem, entre
outros fatores, das caracteristicas dos receptores com o0s quais 0s opidides interagem.
Considerando esta interacdo, os opidides podem ser classificados em: 1) agonistas, quando a
atividade farmacoldgica € aparente, ii) antagonistas, que ao interagirem niao desencadeiam
resposta farmacoldgica, ii1) agonista-antagonista, quando apresentam efeito agonista em
alguns receptores e antagonista em outros e iiil) agonistas parciais, quando se produz menos

do que a resposta mdxima. Opidides antagonistas como a naloxona sdo capazes de interferir
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na atividade de um opidide agonista se ambos interagirem com o mesmo receptor sendo,
portanto, capazes de reduzir ou reverter efeitos proporcionados por intoxicagdes opidceas.
Estes compostos podem ser competitivos, se ligarem no mesmo receptor do agonista, ou nao

competitivos, se bloquearem os efeitos de maneira diferente (Vallejo et al., 2011).

alcas extracelulares

9000000 90000060

dominios transmembranares © COOH

gt

algas intracelulares

Figura 6. Representacio esquematica da organizagdo estrutural dos receptores para opidides,
apresentando dominios transmembranares e alcas intra e extracelulares.

Por serem anidnicos, os receptores opidides localizados na membrana celular,
acoplam-se a proteina G em sua forma ionizada, para que ocorra uma ligacdo eficiente. Apds a
interacdo com um agonista, o receptor sofre mudanca conformacional que resulta na
substituicdo de uma guanosina difosfato (GDP) por uma guanosina trifosfato (GTP) na
subunidade o da proteina G inibitoria, estimulando-a. Esse evento resulta na dissociacdo da
subunidade a das demais subunidades da proteina G (B-y), que podem se associar com outros

compostos intracelulares, a fim de modular as func¢des biolégicas.
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A inibicdo da adenilato ciclase mediada pela interacio com o complexo a-GTP
promove a redu¢do na producdo de AMP ciclico (AMPc) de modo a influir negativamente na
atividade da proteina quinase A (PKA). A diminuicdo na atividade da PKA resulta na
diminui¢do da liberagdo de neurotransmissores, entre eles o neurotransmissor excitatdrio
substincia P, que facilita a transmissdo do estimulo doloroso. Outros mecanismos para a
reducdo da excitabilidade celular por opidides ocorrem por meio da hiperpolarizacdao da
membrana causada pela ativacdo da condutancia ao potdssio e inibicdo de canais de célcio
voltagem-dependente, ambos mediados pelo complexo B-y da proteina G inibitoria (Figura 7)
(Pugsley, 2002; Eguchi, 2004; McDonald & Lambert, 2011).

A escolha do opidide pelos anestesiologistas baseia-se geralmente em principios
farmacocinéticos. Opidides que apresentam rdpida meia-vida de eliminagdo sdo utilizados em
procedimentos curtos ao passo que opidides com longa meia-vida de eliminagcdo sdo
selecionados para procedimentos mais prolongados. O que os torna entdo, compostos
amplamente utilizados no controle da dor, com acentuada importancia na dor intensa (Adam et
al., 2001; Lang & Stein, 2009).

A habilidade dos opidides em atravessar a barreira hematoencefdlica depende do
tamanho molecular, lipossolubilidade, grau de ligacdo proteica e grau de ionizacdo (Tabela 3).
Um fator determinante na velocidade e extensdo de acesso dos opidides aos receptores € a
lipossolubilidade. Opidides lipossoliveis difundem-se rapidamente através das membranas e
medula espinhal, o que leva a um rdpido inicio de analgesia. No entanto, quanto maior a
lipossolubilidade maior sera a probabilidade de estes opidides serem absorvidos pelos vasos,
gorduras ou sitios de receptores inespecificos. Por outro lado, opidides hidrossoliveis como a
morfina atravessam as membranas mais lentamente, o que determina um lento inicio de agdo

(Rocha et al., 2002; Sakata & Issy, 2008).
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Figura 7. Representagdo esquematica da regulacdo da adenilato ciclase e de canais i0nicos, induzida
por opidides agonistas. A) Situagdo prévia a ligacdo do opidide ao receptor: proteina G com as trés
subunidades (o-f-y) associadas e GDP ligado a subunidade a. B) A formagdo do complexo opidide-
receptor, causando sua unido a proteina G que, entdo, troca GDP por GTP. C) A ligacdo de GTP a
subunidade a da proteina G promove dissocia¢do das subunidades B-y; o complexo a-GTP liga-se a
adenilato ciclase inibindo-a e o complexo B-y determina a ativagdo da condutdncia ao potdssio e

inibicao de canais de célcio voltagem-dependente.

De modo geral, os opidides podem ser totalmente absorvidos apds a injecao subcutanea
ou intramuscular e também no trato gastrointestinal. Quanto a absorcido espinhal, podem
penetrar adequadamente na medula, apds a administracdo epidural ou intratecal (Gutstein &

Akil, 2003).
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A administrac@o espinhal de opidides tem sido empregada principalmente para o alivio
da dor aguda de diversas causas: traumatismo (fratura de membro inferior ou de costelas),
queimaduras, analgesia intraoperatdria (em associagdo com AL ou complementar a anestesia
geral) e analgesia pds-operatéria. Ela também € indicada para dor cronica quando o efeito
analgésico ndo for sulficiente com opidide oral ou quando houver contraindicagdo de uso oral
(Sakata & Issy, 2008).

A infusdo intratecal de analgésicos surgiu como uma opg¢ao terapéutica para o alivio da
dor em pacientes que ndo obtiveram sucesso com outras vias de tratamento, e também para
pacientes com analgesia adequada em alta dose enteral ou terapia parenteral, mas com efeitos
colaterais inaceitdveis (Smith et al., 2008). Além do ficil manejo, estd técnica reduz a
permanéncia hospitalar ao garantir recuperacdo rdpida, apresenta excelente analgesia pos-
operatdria, atenuacdo do estresse cirurgico e diminuicdo de fendmenos tromboéticos, entre
outras vantagens (Vale, 1998).

A administracdo de opidides por via intratecal ocorre rotineiramente e, quando
comparada ao uso sistémico, estd associada a menor incidéncia de efeitos colaterais, maior
duragdo de acdo e necessidade de menores doses, uma vez que a administragdo intratecal
permite o acesso maior e direto ao receptor. A maioria dos opidides pode ser administrada por
via intratecal, mas caracteristicas como peso molecular, lipossolubilidade, farmacocinética,
afinidade intrinseca pelos receptores e propriedades fisico-quimicas, determinardo a eficécia

analgésica, a incidéncia e a intensidade dos efeitos indesejdveis (Rocha et al., 2002).

Tabela 3. Caracteristicas fisico-quimicas dos opidides (adaptado de Gozzani, 1994).

Morfina Fentanil Sufentanil

Tamanho da molécula 285u 336u 386u
Solubilidade lipidica 1,4 813 1778
% ligada a proteinas 30 84 93
% ndo ionizada 23 10 20
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3.1 Sufentanil

O sufentanil (SUF) (Figura 8), opidide sintético derivado do grupo das fenilpiperidinas,
€ considerado um dos principais adjuvantes (associados ao uso de AL) por via intratecal. Sua
interacdo com receptores u (Cavalcanti & Gozzani et al.; 2004), resulta em rdpido inicio de
acdo - em fungdo da sua alta lipossolubilidade, prolonga a analgesia pds-operatoria e reduz a

incidéncia de efeitos colaterais (Motiani et al., 2011).

Figura 8. Estrutura quimica do SUF.

Este opidide apresenta uma acentuada importancia no que diz respeito a poténcia,
sendo aproximadamente 1000 vezes mais potente que a morfina e 10 vezes mais potente que o
fentanil. Entretanto, em relagdo aos parametros farmacocinéticos, apresenta um volume de
distribuicdo e meia-vida de eliminagdo (164 min.) menor que a do fentanil (219 min.)
(Cavalcanti et al.; 2004). Sua metabolizagdo ocorre no figado, por atividade enzimatica

microssomal e os metabdlitos sdo eliminados por via renal (Gozzani, 1994).

4. Associacio entre Bupivacaina e Sufentanil para a Analgesia Obstétrica

Nos ultimos anos, estudos na literatura tém buscado verificar o efeito de associagdes
entre diferentes farmacos e AL a fim de melhorar a qualidade do bloqueio sensorial, prolongar
a duracdo da analgesia em procedimentos pré e pds-operatérios e diminuir os efeitos
indesejaveis ocasionados apds administracio dos AL (Wong et al., 2000; Yamaguchi et al.,

2004).
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Em analgesia obstétrica, é frequente o uso de AL, principalmente a BVC, associados a
opidides lipossoliveis. O efeito aditivo e sinérgico desses compostos permite que se obtenha
melhora na qualidade da analgesia e prolongamento do efeito analgésico (Lilker et al., 2009).

Segundo Lee et al., (2011), a infusdo intratecal de 20 pg de fentanil ou 2,5 ng de SUF
associados a BVC hiperbdrica a 0,5%, promove analgesia intraoperatéria adequada, sem
efeitos adversos significativos para a mae e neonato. Esses resultados corroboram com os
apresentados por Yamaguchi et al. (2004), em que a adi¢do de SUF intratecal nas doses de 2,5
pug e 5 pg associados a 2,5 mg de BVC hiperbarica, melhorou a qualidade e prolongou a
duragdo da analgesia de parto. Outro estudo, comparando a BVC (0,125%) coadministrada
com SUF (7,5 pg) por via epidural durante o trabalho de parto, indicou ocorréncia de analgesia
rapida e completa (Gautier, et al., 1999).

Contudo, apesar do sucesso da associacdo entre a BVC e o SUF, quanto a qualidade e
prolongamento do efeito analgésico, deve ser considerada a acentuada toxicidade intrinseca
deste AL, como descrito anteriormente. Sendo assim, uma alternativa para reduzir os efeitos
indesejaveis dos AL, mantendo, sobretudo, uma acentuada poténcia anestésica, pode ser
alcancada através da complexacdo do AL com carreadores para liberacdo sustentada, e
posterior associa¢do ao coadjuvante de interesse.

A utilizacdo de sistemas de liberagao modificada de fairmacos, deve-se a facilidade de
sua passagem através de barreiras bioldgicas; a modulacdo da velocidade com que esses
farmacos atravessam as barreiras € penetram na circulacio em direcdo ao tecido alvo; ao
direcionamento do fiarmaco no organismo, de modo a evitar seu acimulo em tecidos nao
especificos e ao aumento da estabilidade do farmaco (Alonso, 2004; Duran et al., 2006). Em
relacdo aos AL, os sistemas de liberacio modificada t€ém como objetivo promover uma
liberagdao lenta e continuada, reduzindo a toxicidade sistémica destes firmacos de acdo
regional (Simonetti & Andrade, 1996; Kuzma et al., 1997; Aradjo et al., 2003; de Paula et al.,
2010). Neste contexto, existem na literatura relatos de diferentes sistemas de liberagdao
modificada para AL, dentre os quais se destacam os lipossomais, sistemas nanoestruturados
poliméricos e complexos com ciclodextrinas (Gorner et al., 1999; Govender et al.,, 1999;

Polakovic et al., 1999; Blanco et al. 2003).
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O preparo e caracterizacdo de sistemas de liberacdo sustentada de AL tem sido objeto
de intensa pesquisa no Laboratério de Biomembranas (Departamento de Bioquimica -
UNICAMP). Diante dos resultados favordveis obtidos em testes in vivo de avaliacdo da
atividade farmacoldgica com formulagdes anestésicas de liberacdo modificada (Aratjo et al.,
2004, 2005, 2006; Cereda et al., 2004, 2006; Franz-Montan, 2007; Téfoli et al., 2010), impde-
se o desafio de estudar novas associagdes medicamentosas com essas formulacdes anestésicas
de acdo prolongada, com vistas na diminuicdo dos efeitos indesejaveis, além do

prolongamento do efeito anestésico, e futuros ensaios em clinica.

5. Ciclodextrinas

As ciclodextrinas (CD) sao conhecidas desde o final do século XIX, tendo sido
primeiramente identificadas por Villiers em 1891 e caracterizadas no século XX como uma
mistura de oligossacarideos ciclicos por Frank Schardinger, que também descreveu processos
para a sua obtencdo e purificacdo (Duchéne, et al., 1999).

As ciclodrextrinas naturais sdo formadas a partir da degradacdo enzimédtica do amido
pelas enzimas glicosiltransferases, sintetizadas por alguns microrganismos. As trés CD mais
comuns sao a alfa (a-CD), beta (B-CD) e gama (y-CD), compostas respectivamente por seis,
sete e oito unidades de D-(+)-glicopiranose unidas através de ligagdes glicosidicas a-1,4
(Figura 9-A) (Welliver & McDnough, 2007; Loftsson & Brewster, 2011).  Estas
macromoléculas ciclicas possuem forma assemelhada a de um cone, com uma cavidade de 7,9
A de profundidade e didmetro superior e inferior da cavidade de 4,7 ¢ 5,3 A para a a-CD, 6,0 e
6,5 Aparaap-CDe7,5¢8,3 Aparaa v-CD (Figura 9-B) (Rekharsk & Inoue, 1998).
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Figura 9. Representacdo estrutural do anel macrociclico (A) e caracteristicas estéricas (B) das CD
natuais o, B e y.

Quanto a organizacao estrutural, seus grupos hidroxilicos secundérios orientam-se para
a borda mais larga, estando ligados aos dtomos de carbono C2 e C3, enquanto que 0s
primdrios orientam-se para a borda mais estreita, ligados ao carbono C6 (Figura 10-A)
(Ribeiro, 2004). A existéncia de bordas com diferentes didmetros deve-se, sobretudo, a
movimentacdo dos grupos hidroxilicos. A redugdo efetiva do didmetro na borda mais estreita
ocorre em fungdo da livre rotagdo dos grupos hidroxila primdrios, caracteristica que os diferem
dos grupos hidroxila secundérios, relativamente mais rigidos, resultando em bordas de maior
diametro (Bekers et al., 1991).

Esta organizacdo resulta em uma molécula com superficie externa hidrofilica e uma
cavidade central com cardter relativamente hidrofébico (Figura 10-B), capaz de formar
complexos de inclusdo com farmacos “convidados” de dimensdes compativeis com a cavidade

(Loftsson & Brewster, 2011).
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Figura 10. Disposicido das hidroxilas de cada unidade glicopiranose (A) e representacido das
porcdes hidrofébica (cavidade) e hidrofilica (superficie externa) da ciclodextrina (B).

A inclusdo de um farmaco no interior hidrofébico da CD resulta em um equilibrio
dindmico, quando o fairmaco apresenta propriedades adequadas para a formagao de complexos
de inclusao, como a polaridade, tamanho e geometria (Oliveira et al., 2009) além da estrutura e
propriedades fisico-quimicas da CD. A Figura 11 ilustra o equilibrio dinamico de complexos
farmaco:CD nas estequiometrias 1:1 e 1:2.

As forcas que contribuem para a formacdo e estabilizacao dos complexos tém sido
atribuidas a interacoes de Van der Waals, ligacdes de hidrogénio, interacdes hidrofébicas e
também a alta energia de repulsdo das moléculas de dgua da cavidade das CD (Bibby et al,,
2000).

A o-CD € a mais utilizada para complexac¢do de moléculas menores ou cadeias laterais
alifaticas por apresentar uma cavidade reduzida, insuficiente para acomodar farmacos de
maiores medidas. Em contraste, a y-CD € capaz de alojar moléculas maiores, uma vez que
apresenta a maior cavidade em relagdo as CD naturais (Loftsson & Brewster, 1997), entretanto
o custo elevado conferido a esta CD torna seu uso desfavoravel (Rajewsky & Stella, 1996;
Davis & Brewster, 2004). J4 a B-CD apresenta grande utilidade para a complexacdo de
moléculas que contém anéis aromdticos em sua estrutura (Loftsson & Brewster, 1997;

Loftsson & Brewster, 2011).
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Figura 11. Formacdo de complexos de inclusdo entre farmaco e CD, nas proporg¢des de 1:1 e 1:2.

Atualmente as CD sdo utilizadas em inimeras dreas como a indudstria agroquimica,
farmacéutica, cosmética, alimenticia, entre outras (Davis & Brewster, 2004). A utilizacao das
CD na industria farmacéutica deve-se, sobretudo as suas propriedades de complexacao,
permitindo aumentar a solubilidade e estabilidade de farmacos “convidados”, melhorar a
biodisponibilidade, mascarar odores e sabores, reduzir a evaporagdo de substancias muito
volateis, entre outras aplicacdes (Davis & Brewster, 2004).

Contudo, apesar das vantagens mencionadas a utilizacdo destas moléculas em
complexos de inclusdo restringe-se a limitacdo da solubilidade, principalmente da B-CD (16,6
mM (18,8 g/L), resultando na precipitacdo dos complexos s6lidos em dgua ou outros sistemas
aquosos quando o limite de solubilidade € atingido (Brewster & Loftsson, 2007). A limitada
solubilidade aquosa da B-CD se deve, em grande parte, as ligacdes intramoleculares de
hidrogénio entre os grupos hidroxil secunddrios, o que desfavorece a interacdo desta
ciclodextrina com as moléculas de dgua (Irie & Uekama, 1997; Matioli, 2000).

Neste contexto, varios derivados de ciclodextrinas tém sido desenvolvidos com o
objetivo de melhorar essa propriedade (Tabela 4). As modificacdes introduzidas incluem
substituicdo dos grupos hidroxilicos primarios e/ou secundérios por diversos grupos
funcionais, classificados como hidrofilicos (grupos metil e hidroxipropil), hidrofébicos
(grupos acetil e etil), anfifilicos (estruturas de micelas) e derivados i0nicos (sulfobutil-éter)

(Veiga et al., 2006). Um dos derivados que tem sido bastante estudado é a 2-hidroxipropil-f3-
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ciclodextrina (HP-B-CD), por apresentar maior solubilidade e menor toxicidade (Moraes et al.,
2007a,b).

De maneira geral, a formacdo de complexos de inclusdo entre CD e farmacos, resulta
no aumento da solubilidade e biodisponibilidade dos mesmos, o que modula a eficicia e a
poténcia da atividade terapéutica, possibilitando a reducdo da dose administrada e

consequentemente a reducdo de efeitos adversos locais e sist€émicos (Rajewski & Stella, 1996).

Tabela 4. Caracteristicas das CD naturais e de alguns de seus derivados (adaptado de Brewster &
Loftsson, 2007).

Peso solubilidade
Ciclodextrina (CD) grupo R Molecular em agua
(Da) (mg/mL)
a-ciclodextrina
H 2 14
(0-CD) 97 5
B -ciclodextrina (p -CD) H 1135 18,5
2-hidroxipropil-B-ciclodextrina
>
(HP-B-CD) CH,CHOHCH; 1400 600
sulfobutiléter-p-ciclodextrina (CH2),S05
2163 >500
(SBE-B-CD Na*
metil-B-ciclodextrina
>
(RM-p-CD) CH; 1312 500
v-ciclodextrina
H 1297 232
(v-CD)
2-hidroxipropil-y-ciclodextrina
>
(HP-y-CD) CH,CHOHCH; 1576 500

A complexacdo de AL com ciclodextrinas tem sido objeto de intensa pesquisa em
nosso laboratdrio, tanto na caracterizacdo fisico-quimica, como também na avaliacio
nociceptiva dos complexos formados, em experimentos com animais (Pinto et al., 2004, 2005;
Aratjo et al., 2005, 2006, 2008b; Carvalho, 2007). A complexacdo da levobupivacaina
(Moraes et al, 2007a,b), da BVC racémica (levobupivacaina- 50:dextrobupivacaina-50) e da
mistura com excesso enantiomérica de bupivacaina (levobupivacaina 75:dextrobupivacaina
25) com HP-B-CD (de Aradjo et al, 2005, 2006) foi descrita e, em todos os casos, a

estequiometria da complexacdo foi determinada em 1:1 (Figura 12) e houve aumento da
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solubilidade aquosa do anestésico complexado. No caso das misturas racémicas de BVC, a
complexagdo promoveu aumento significativo do bloqueio sensorial em camundongos e ratos
(Aradjo et al, 2005, 2006), sem alterar o bloqueio motor apds aplicacdo intratecal, em ratos

(Aradgjo et al, 2006).

CH, O

bupivacaina

f %)
0 0 O
0

O bupivacaina : ciclodextrinaé O

o

moléculas de agua

Figura 12. Representacdo esquemdtica da formacdo de complexos de inclusdo entre a
BVC e a molécula de CD, em solu¢do aquosa.
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II. OBJETIVOS

Este trabalho teve por objetivo avaliar as atividades citotdxica e anestésica e a

farmacocinética da BVC racémica complexada com HP-B-CD, em associacdo com SUF. Para

isso, foram realizadas as seguintes etapas:

Realizacdo de ensaios de citotoxicidade in vitro em culturas permanentes de
neuroglioma (NG97) e fibroblastos de camundongos Balb/c (3T3) nas
concentracdes de 0,2; 1; 2; 3 e 4 mM (0,006; 0,031; 0,062; 0,093 e 0,125%) para a
BVC livre e complexada com HP-B-CD e 9,5 uM para o SUF, utilizado em

associacgao.

Avaliacdo da atividade anestésica in vivo dos grupos contendo BVC a 4, 8 e 16
mM (0,125; 0,25 e 0,5%) na forma livre (pH 5,5) e complexada com HP-B-CD (pH
6,5) (razdo molar 1:1) em associacdo com SUF 38,8 uM (15ug/mL — pH 4,2) pelo
teste de bloqueio motor por via intratecal em ratos, comparando os bloqueios

sensorial e motor induzidos pela BVC.

Realizagdo de ensaios in vivo em coelhos, apds amnistracdo intratecal, para
determinar as concentragcdes plasmaticas e o perfil farmacocinético da BVC, livre
(pH 5,5) e complexada com HP-B-CD (pH 6,5) 16 mM (0,5%) associadas ou ndo a
38,8 uM (15pg/mL — pH 4,2) de SUF através de espectrometria de massas.

26



III. MATERIAL E METODOS

1. Farmacos, Sais e Solventes

e Cloridrato de bupivacaina (racémica)- Cristdlia Ind. Quim. Farm. Ltda.

e Hidroxipropil-B-CD - Roquette Serv. Tech. Lab.

° (Sufenta®) - Janssen-Cilag Farmacéutica Ltda.

e Meio RPMI 1640- Nutricel Nutrientes Celulares.

e Meio DMEM (Dubelcco's Modified Eagle Medium, Nutricell).

e Outros: etanol, xilol, acetato de etila, acetonitrila; acido férmico, soro fetal
bovino, penicilina, MTT (Sigma-Aldrich, USA), solu¢do de tripsina (Cultilab),
heparina (Liquemine® Roche), halotano - Cristdlia Ind. Quim. Farm. Ltda,
tetraborato de sédio - (Sigma-Aldrich, USA), a-cloralose - (Sigma-Aldrich,
USA), uterano - (Sigma-Aldrich, USA), solucdo fisioldgica, nitrogénio liquido.

2. Equipamentos

e Analgesimetro (Ugo Basile-Itélia).

e Espectrometro de massas triplo-quadrupolar (Micromass Quattro LC®) com
fonte de irradiacdo por eletrospray — pertencente a Unidade de
Gastroenterologia e Farmacologia clinica da Universidade Sao Francisco.

e  Espectrofotdmetro Bio-Tek®ELx800 — Laboratério de Bioensaios e Transducio
de Sinal, IB — Unicamp.

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

e Agitador magnético Tecnal® TE 0851.

e Agitador de tubos Phoenix® AP56.

e Centrifuga Quimis®.

3. Animais

Para avaliacdo do bloqueio motor e sensorial, foram utilizados Ratus novergicus da

linhagem Unib: WH (peso 250-300g), machos, adultos, submetidos a ciclo claro/escuro de 12
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h com 4gua e alimentacdo ad libitum, temperatura controlada (224+3°C), alojados
coletivamente (5 por gaiola) e aclimatados ao local da experimenta¢do por no minimo 7 dias.
Os animais foram adquiridos do CEMIB/UNICAMP e o protocolo dos experimentos foi
aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal (CEEA) (Protocolo 1957-1 —
anexo I), do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas.

Em relacdo aos ensaios farmacocinéticos, foram utilizados coelhos albinos da raga
Nova Zelandia, machos, com peso entre 2 e 3 kg, submetidos as mesmas condicdes descritas
para os Ratus novergicus. A utilizacdo de coelhos se deve ao fato da maior facilidade na
obtencdo das amostras, além do maior volume das mesmas, de modo a facilitar a validacao da
metodologia e consequentemente a dosagem adequada dos ativos. Os animais foram
adquiridos do criadouro S. B. Cunha e o protocolo aprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisa da Universidade Sao Francisco (Protocolo 001.11.11 — Anexo II)

4. Preparo do Complexo de Inclusio de Bupivacaina em Hidroxipropil-beta-

ciclodextrina

Em solugdo, os complexos foram preparados pela adicdo de quantidades apropriadas de
BVC e de HP-B-CD (razao molar 1:1), em meio aquoso. A suspensdo formada foi equilibrada
por agitacdo em temperatura ambiente, por 24 h, resultando, assim, em uma solucdo limpida
do complexo BVC:HP-B-CD (Aradjo et al., 2006). Para a preparagdo de complexos sélidos, a
solucdo foi liofilizada (Figura 13) e guardada a -20°C para uso posterior (Dollo et al., 1998;
Loftsson & Masson, 2001).

BVC + HP--CD D
(razao molar 1:1)

=

& congelamento com N, liquido
agitacao por 24 horas liofilizagao da solugao

Figura 13. Representacio esquemadtica do preparo do complexo de inclusdo da BVC em HP-B-CD.
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5. Ensaio de Viabilidade Celular

A viabilidade celular foi determinada através do teste de reducdao do MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-brometo de difeniltetrazélio). O principio do teste consiste na captagcao
do MTT pelas células e reducdo a formazan (composto purpura) pelas desidrogenases
mitocondriais, resultando em actimulo desse composto em células vidveis. A solubilizacdo das
células possibilita a liberacdo do formazan, que pode ser facilmente detectado por fotometria,
em 570 nm (Denizot & Lang, 1986; Welder, 1992).

Os ensaios de viabilidade celular foram realizados com células provenientes de
culturas permanentes de fibroblastos de camundongos Balb/c do tipo 3T3 e de neuroglioma
humano, tipo NG97. As células da linhagem 3T3 foram mantidas em cultura continua (meio
de cultura DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100UI/mL de penicilina e 100
pg/mL de sulfato de estreptomicina, pH 7,2-7,4, 37°C, sob atmosfera imida com 5% de CO;
através de repiques periodicos.

As culturas permanentes de neuroglioma da linhagem NG97 obedeceram ao mesmo
protocolo descrito anteriormente, excetuando-se apenas o meio de cultivo. Para estas culturas,
o meio de cultivo utilizado foi o RPMI 1640, também suplementado com 10% de soro fetal
bovino, 100UI/mL de penicilina e 100 pg/mL de sulfato de estreptomicina.

Para ambas as linhagens o plaqueamento foi realizado com a inoculagdo de 2 x 10*
células vidveis em placas de 96 cavidades, com semi-confluéncia atingida ap6s uma incubagao
por 48h. As células foram incubadas por 24h com o veiculo (HP-B -CD), com a BVC livre ou
complexada (BVC:H-B-CD), associada ou ndao com o SUF, nas concentra¢des apresentadas na
Figura 14.

Em seguida, fez-se a substitui¢do do meio de cultura e incubagdo com MTT (1mg/mL)
por 3h. Ao final desse periodo, o meio contendo MTT ndo reduzido foi removido
cuidadosamente e a cada placa foi adicionado 0,1mL de HCI isopropanol, a fim de dissolver os
cristais de formazan produzidos pela reducdo do corante. As placas foram agitadas por cerca
de 20 min. para garantir a solubilizagdo do formazan e transferidas para um leitor de
microplacas. A absorbincia da solucio em cada cavidade foi medida em 570nm e os

resultados expressos em porcentagem de células vidveis em relacio ao controle (células
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tratadas apenas com meio de cultura DMEM ou RPMI 1640) (Babich et al., 1991; Lee et al.,
2000). A representacdo esquemdtica do procedimento experimental pode ser visualizada na

Figura 15.
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Figura 14. Fluxograma com os grupos e as respectivas concentracdes de BVC para o ensaio de
viabilidade celular.
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Figura 15. Representacio esquemadtica do ensaio de viabilidade celular (teste do MTT).
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6. Avaliacdo de Atividade Analgésica e Bloqueio Motor em Modelo Animal

6.1 Grupos

Os grupos experimentais (n=7 Ratus novergicus por grupo) estabelecidos para a
realizacdo da atividade analgésica sdo apresentados na Figura 16. A concentracdo de SUF foi
de 38,8uM ou 15|,Lg.mL‘1 (Vercauteren et al., 1992) administrado nas formas livre, associado a

BVC e ao complexo BVC:H-B-CD.

16 mM 4 mM 4 mM 4 mM 4 mM 38,8 uM
8 mM 8 mM 8 mM 8 mM
16 mM 16 mM 16 mM 16 mM

Figura 16. Fluxograma com os grupos e as respectivas concentragdes para os testes de bloqueio motor e
sensorial.

6.2 Injecao intratecal em Ratus novergicus

Para injecdo intratecal, os animais foram contidos firmemente enquanto uma agulha
conectada a uma seringa de Hamilton foi inserida perpendicularmente no espago entre as
vértebras L5 e L6. O sitio de injecdo selecionado estava restrito a regido onde a medula
espinhal termina e a cauda equina comeca, de forma a reduzir a possibilidade de dano espinhal
e facilitar a acessibilidade intervertebral (Figura 17).

No momento em que a agulha foi inserida no espaco subaracndideo, observou-se um
stbito movimento da cauda, reflexo este que foi utilizado como indicativo de puncdo correta.

As formulac¢des foram injetadas em um volume maximo de 20 uL (Mestre et. al., 1994).
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Figura 17. Insercdo da agulha no espago intervertebral (L5-L6) para injeco intratecal em ratos.

6.3 Avaliacao do Bloqueio motor em Ratus novergicus

A presenca da anestesia apds a administrag@o intratecal foi definida como a perda do
controle motor de ambos os membros posteriores, apds injecdo intratecal, sendo evidenciada
pelo “arrastamento” do membro posterior e/ou fechamento do< dedos (Feldman & Covino,
1988) (Figura 18).

A intensidade do bloqueio motor foi avaliada de acordo com valores de escore: 0 (uso
normal dos membros posteriores), 1 (incapacidade de flexionar completamente os membros
posteriores) e 2 (impossibilidade do uso dos membros posteriores) (Gantenbein et al., 1996,
1997). A avaliacdo foi feita a cada minuto durante os 5 primeiros min. apds a administracio e,
posteriormente, em intervalos de 5 a 10 min. até que fosse verificada a total recuperacido dos
movimentos do animal (pelo menos 1 hora de observagdo). O efeito total foi estimado, para

cada animal, utilizando-se a 4rea sob a curva efeito (ASC).

Figura 18. Visualizacdo do bloqueio motor induzido por AL em Ratus novergicus.
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6.4 Avaliacao do Blogueio Sensorial em Ratus novergicus

O bloqueio sensorial foi determinado pelo limiar de remocdo da pata dos animais
frente a um estimulo mecanico. Para a execucdo dos testes utilizou-se um equipamento
apropriado, chamado analgesimetro (Ugo Basile-Itdlia), que gera um aumento gradual da forca
(em gramas) exercida por uma extremidade pldstica sobre a superficie dorsal da pata do
animal (Fletcher et al., 1997) (Figura 19).

Trinta min. apds a injecdo das formulacdes, a pata do animal foi colocada sobre a
extremidade pléstica do aparelho analgesimetro, onde a pressdo foi aplicada e aumentada em
ritmo constante até que o animal retirasse a pata como sinal indicativo da nocicep¢do (Pain
Withdrawal Theshold to Pressure - PWTP). A analgesia foi definida como um aumento no
limiar de pressdo suportado pelos animais, pelo menos 50 % maior que aquele observado nos
grupos controle. O ponto final da analgesia foi estabelecido quando nido houvesse diferenca
estatistica entre os grupos testes e controle.

Foi estabelecido um valor mdximo (cut off) de 350 gramas, para evitar lesdes nas patas
e estimulacio excessiva dos nociceptores (Aratjo et al, 2006). As medidas foram realizadas a

cada h até o limite de 12 h, com uma medida complementar em 24 h.

Figura 19. Foto (A) e representacdo esquemadtica (B) do procedimento realizado durante o teste
PWTP para avaliacdo do bloqueio sensorial em ratos.
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7. Avaliacao da Farmacocinética em Coelhos Nova Zelandia

7.1 Determinacao da Concentracao Plasmatica da Bupivacaina nas Diferentes

Formulacoes Estudadas

Para determinar a concentracao plasmaética dos ativos, coelhos da raca Nova Zelandia
foram inicialmente divididos nos mesmos grupos descritos na avaliacdo de atividade
analgésica e bloqueio motor em modelos animais (secdo 6.1), com 5 animais por grupo. A
concentracdao da BVC livre e complexada em HP-B-CD utilizada foi de 16mM e a de SUF =
38,8uM.

Previamente a administracdo intratecal das soluc¢des (Figura 20-A), foi realizada
indu¢do da anestesia geral com a-cloralose (SOmg.kg'l) e uretano (1 g.kg'l) por via
intramuscular. Em seguida, os animais foram colocados em um contensor para coelhos e um
cateter intravascular foi instalado na orelha, como via de acesso venoso (Figura 20-B). Foram
coletadas amostras de 5 mL de sangue nos seguintes tempos: 0 - antes da inje¢do (“baseline”™),
15, 30, 45, 60, 90, 120, 180, 240, 300, 360, 420, 480 e 540min. apds a administracdo dos
tratamentos. O volume da injecao intratecal para cada farmaco utilizado em associagdao (BVC
e SUF) foi de 75uL, de modo a obter um volume final de 150 uL. O tempo de coleta de cada
amostra foi definido e ajustado de modo que fossem obtidas doze amostras entre o tempo Zero
(antes da administracdo) e 4 vezes o tempo de meia-vida da BVC (t%2 = 136 min.) (Ratajczak-
Enselme et al., 2008) e do SUF (a t%2 = 120min.). Este esquema de progressao geométrica é
comumente utilizado e fornece informacdes sobre a disposicdo do farmaco (Bourne, 1995).
Logo ap6s a colheita, a canula foi lavada com uma mistura de anticoagulante (heparina sddica)
e soro fisiologico, para evitar coagulacao do sangue e obstru¢do da via de acesso. As amostras
foram centrifugadas e o plasma separado foi armazenado a -70'C até a andlise. Ao fim do
experimento, os animais foram sacrificados por aprofundamento da anestesia com SUF
(50pg/mL). Na Figura 21 pode ser visualizada a representacdo esquemdtica do procedimento

experimental.
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Figura 20. Local da inje¢ao intratecal em coelhos (A). Cateter intravascular como via de acesso
venoso na orelha (B).

Analise das amostras por

espectrometria de massas

Figura 21. Representacdo esquemdtica do ensaio farmacocinético em coelhos. (A) injecdo
intramuscular de a-cloralose e uretano para induc@o de anestesia geral; (B) coleta de sangue antes da
injecdo intratecal (tempo zero); (C) injecdo intratecal dos ativos; (D) coleta de sangue nos intervalos

estabelecidos; (E) centrifugacdo das amostras e (F) andlise das amostras por espectrometria de massas.
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7.2 Preparo e Analise das Amostras por Espectrometria de Massas

A espectrometria de massas € uma técnica que envolve a fragmentacdo de moléculas
alvo, seguida da separacido e da medida de massa dos fragmentos individuais (Ullman et al.,
1998). O resultado final de todas as andlises feitas por espectrometro de massa,
independentemente do tipo de ionizagdo ou de caracteristicas de desempenho dos sistemas, € o
fornecimento de um espectro que fornece a relacdo massa-carga no eixo x versus o fluxo de
ions detectados no eixo y (Gillette et al., 2005).

O equipamento utilizado para a obtencdo das concentragdes plasmdticas de SUF e
BVC foi um espectrometro de massas triplo-quadrupolar em sequéncia com fonte de ionizagcao
por eletrospray, acoplado a um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia Shimadzu LC 20 AD.

Para deteccdo do SUF as amostras de plasma (200uL) foram descongeladas em
temperatura ambiente e misturadas com o padrio interno (PI) de lamivudina (3000 ng/mL),
previamente a extracdo. As amostras misturadas com o PI foram agitadas por 2 min. para
garantir solubilizacdo do PI no plasma. Em seguida foram adicionados ImL de hexano e
acetato de etila (1:1 v:v) e a mistura foi agitada por 5 min. e centrifugada a 14000 rpm por 5
min. a - 4°C. Foram transferidos 800 uL da fase organica para um microtubo de 2 mL e em
seguida a amostra foi seca em fluxo de nitrogénio. Cada amostra foi ressuspendida em 200 uL.
da fase movel, agitada por 1 min. e esta solucdo foi transferida para o insert (150 uL), para
posterior inje¢do no sistema liquid chromatography-mass spectrometry-mass spectrometry
(LC-MS-MS).

Foram injetados 5 pL desta mistura no LC- MS- MS. Foi utilizada uma coluna
Phenomenex C18 de Spum (100 x 4,6 mm) e a fase movel utilizada era composta de

acetonitrila e dgua (80:20 v:v) com adicdo de 0,2% de 4cido férmico. O tempo de corrida foi
de 2,5 min., sendo o tempo de retencdo do SUF 0,67 min.

A deteccao foi feita pelo modo de monitoramento de reacdes multiplas (MRM), que
consiste na separacdo no primeiro analisador (Q1) da molécula-alvo ionizada e fragmentagao
no segundo analisador (Q2), seguida da andlise do fragmento especifico no terceiro
analisador (Q3). A amostra de SUF foi monitorada em MRM 387,1>238,1, e o Pl em MRM
229.9>111,9.
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Para deteccio da BVC as amostras de plasma (50uL) foram descongeladas em
temperatura ambiente e misturadas com o PI de ropivacaina (50ng/mL), previamente a
extragdo. As amostras misturadas com o PI foram agitadas por 2 min. para garantir
solubilizacdo do PI no plasma. Em seguida foram adicionados 50uL. de NaOH (1M) e
1000uL de hexano e acetato de etila (1:1 v:v), a mistura foi agitada por 5Smin., centrifugada a
14000 por 5 min. a - 4°C. Foram transferidos 800uL da fase orgénica para um microtubo de
2mL e em seguida a amostra foi seca em fluxo de nitrogénio. Cada amostra foi ressuspendida
em 50uL da fase mével, agitada por Imin. e esta solug@o foi transferida para o insert (150uL)
para posterior inje¢do no sistema LC-MS-MS.

Foram injetados SuL. desta mistura no LC- MS- MS. Foi utilizada uma coluna Polaris
C18 de Spm (50 x 2mm) e a fase movel utilizada era composta de acetonitrila e dgua (80:20
v:v) com adicdo de 0,1% de 4cido férmico. O tempo de corrida foi de 2,5 min., sendo o
tempo de retengao da BVC = 0,72min.

A deteccdo foi feita pelo modo de monitoramento de reacdes multiplas (MRM), a
amostra de BVC foi monitorada em MRM 289,3>140,1, e o PI-ropivacaina em MRM
275,00>125,96.

O software P.K. Solutions 2.0 (Summit Research Services) foi utilizado para calcular
os parametros farmacocinéticos: concentracdo plasmdtica maxima (Cmax), tempo para
obten¢do da concentracdo maxima (Tmax), drea sob a curva (ASC) do tempo 0 até 540min. e

de 0 a infinito e tempo de meia vida de eliminacdo (t ¥2 beta).

7.3 Validacio da Metodologia

Foi utilizado um “pool” de plasma de coelhos, coletado com um cateter intravascular
instalado na orelha de 3 animais. O plasma foi congelado a -70°C até a utilizagdo na validagio
da metodologia. Durante a validagdo da metodologia analitica foram avaliados os parametros
descritos a seguir:

Especificidade: capacidade do método de medir um composto em presenga de outros
componentes tais como impurezas, produtos de degradacdo e componentes da matriz. Para

confirmar a especificidade do método, foram analisadas amostras (n=5) de um pool de plasma
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dos animais, sendo que quatro amostras nao apresentavam hemolise. Foi observada a presenca
de interferentes e de supressdo de fons no tempo de retenciao do farmaco e do PI.

Linearidade: E a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que o0s
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro
de um intervalo especificado. A andlise da linearidade foi feita com, no minimo, 6
concentragdes diferentes. Foram construidas 3 curvas de calibracdo, para cada farmaco, que
incluiram a andalise da amostra branco, amostra branco +PI e mais seis amostras com valores
na faixa de 0,02 a 10ng/mL, para o SUF e 0,3 a 120ng/mL para a BVC, em plasma de coelhos.
O desvio deve ser menor ou igual a 20%, em relacdo a concentracdo nominal para o limite de
quantificacdo (LQ) e deve ser menor ou igual a 15% da concentracdo nominal para as outras
concentragdes da curva de calibracdo. O coeficiente de correlagdo linear deve ser de, no
minimo, r=0,98.

Precisdo: E a avaliacio da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Esta é considerada como
repetibilidade ou precisdo intracorrida e precisdo intermedidria ou intercorridas. A precisao
intra-corrida € a concordancia entre os resultados dentro de um curto periodo de tempo com o
mesmo instrumentador € a mesma instrumentacdo. Esta andlise foi feita com trés
concentragdes: alta (CA 8ng/mL-SUF e 90ng/mL-BVC), média (CM 4 ng/mL-SUF e 45
ng/mL-BVC) e baixa (CB 0,06ng/mL-SUF e 0,9ng/mL-BVC), em trés replicatas, perfazendo
9 determinacdes para cada farmaco. A precisd@o intermedidria (ou inter-corridas) € a
concordancia entre os resultados do mesmo laboratorio, mas obtidos em dias diferentes, com
instrumentador e/ou equipamentos diferentes. Esta andlise também foi feita com trés
concentragdes e trés replicatas, em dois dias diferentes, num total de 18 determinacdes. A
precisdo ndo deve apresentar valores de desvio superiores a 15%, exceto para o LQ, para o
qual se admite valores menores ou iguais a 20%.

Exatidio: E expressa pela relacio entre a concentracio média determinada
experimentalmente e a concentracdo tedrica correspondente. A exatidio do método foi
determinada com o uso de 3 concentragdes (CA, CB e CM) com cinco determinagdes por
concentracdo. A exatiddo foi determinada em uma mesma corrida analitica (exatiddo intra-

corrida) e em corridas diferentes (exatidao inter-corridas), como a precisdo. O desvio ndo deve
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exceder 15%, exceto para o limite de quantificacdo, para o qual se admite desvios menores ou
iguais a 20%.

Limite de quantificacio (LQ): E a menor quantidade do analito em uma amostra que
pode ser determinada com precisdo e exatiddao aceitdveis, sob as condicdes experimentais
estabelecidas. A resposta de pico para o LQ deve ser, no minimo, 5 vezes maior que qualquer
interferéncia na amostra branco, no tempo de retencdo do farmaco. O pico de resposta do
farmaco no LQ foi identificdvel e reprodutivel com precisao de 20% e exatidao entre 80-120%
em relacdo a concentracdo nominal do padrdo, através da andlise de cinco amostras de
padrdes.

Estes parametros foram determinados e avaliados de acordo com os preceitos da
resolucdo 899 de 2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA). Para a

conducio e validagao dos ensaios analiticos, foi utilizado o padrio analitico de citrato de SUF

(Cerilliant-Certified Reference Materials/Analytical Reference Standards, Texas, EUA).

8. Analise estatistica

Os grupos experimentais para os ensaios de viabilidade celular; teste PWTP e ensaios
farmacocinético (concentragdes plasmdticas e parametros farmacocinéticos), foram
comparados por andlise de varidncia de uma via (One-way ANOVA) com teste posterior de
Tukey-Kramer. Os dados foram expressos em porcentagem de células vidveis em relacdo ao
controle e desvio padrdao (DP); médias do bloqueio sensorial e DP e médias das concentracdes
plasmaticas e dos parametros farmacocinéticos e DP, respectivamente.

No bloqueio motor (tempo de recuperacdo e ASC), os dados foram expressos em
mediana (limites minimo e maximo) e comparados pelo teste de Kruskall-Wallis.

As andlises estatisticas foram realizadas com o uso do programa Graph Pad - versdo

3.0 (Graph Pad Software Inc.).
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Ensaios em Culturas de Células: Viabilidade Celular

A avaliagdo do efeito citotoxico das formulagdes estudadas (BVC; BVC+SUF;
BVC:HP-B-CD; BVC:HP-B-CD+SUF; SUF e HP-B-CD) foi realizada através da medida de
viabilidade celular, pelo teste de redu¢do do corante MTT em culturas de fibroblastos de
camundongo (3T3) e de neuroglioma (NG97). A adicdo de MTT permitiu visualizar as células
vidveis, nos pocinhos que exibissem coloracdo purpura, em funcio da redugdo deste corante a
formazan, pelas desidrogenases mitocondriais ativas.

De uma forma geral, o tratamento das células com as formula¢des farmacéuticas
testadas alterou a porcentagem de células vidveis em relacdo ao controle, de maneira
concentracao-dependente para a BVC. A titulo de ilustracdo, a Figura 22 mostra resultados da
microscopia Optica da cultura da linhagem NG97, tratada com o grupo BVC:HP-B-CD+SUF a
0,2 mM (100% de células viaveis) e 4,0 mM (células mortas).

A concentragdo maxima de BVC utilizada foi correspondente ao seu limite de
solubilidade aquosa (4 mM), que equivale a um quarto da concentracao clinica (16 mM). As
demais concentracdes foram obtidas a partir das seguintes dilui¢des: 0,2, 1, 2 e 3 mM. A fim
de manter a propor¢do entre as concentragdes dos ativos testados, utilizou-se um quarto (9,5
uM) da concentragao do SUF estabelecida para os testes de bloqueio motor e sensorial (38,8

uM).
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Figura 22. Microscopia 6ptica de culturas permanentes de neuroglioma (NG97) em teste de
viabilidade celular ap6s tratamento com: BVC:HP-B-CD+SUF 0,2 mM (A) e BVC:HP-3-CD+SUF 4

mM (B). Notar as células viaveis, coradas com MTT em A e células ndo coradas em B (ver texto).

A Figura 23 mostra as curvas de viabilidade celular registradas para as células 3T3 e

NG97, apds tratamentos com as diferentes formulagdes anestésicas. A partir delas

determinamos os valores de ICsy, apresentados na Tabela 5. Estes valores indicam a

concentragdo em que 50% das células ndo se apresentam mais vidveis. Nas concentracdes de

0,2 e 1 mM, ambas as linhagens apresentaram viabilidade acima do ICsy (Tabela 5), e ndo

houve diferenca estatistica entre os tratamentos.

Tabela 5. Valores de ICs, para as linhagens 3T3 e NG97, ap6s tratamento com as formulagdes: BVC

livre; BVC+SUF; BVC:HP-B-CD e BVC:HP-B-CD+SUF (BVC e BVC:HP-3-CD.

s IC(SI(;II\Z’)’IB ICSE) 1;111:14?97
BVC 1,67 1,67
BVC+SUF 1,58 1,57
BVC:HP-B-CD 1,75 1,73
BVC:HP-B-CD+SUF 1,64 1,67
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Nas demais concentragdes, tais diferencas foram verificadas entre o veiculo HP-B-CD e
as demais formulacdes estudadas (p<0,001), que apresentaram viabilidade abaixo do 1Csy. O
perfil citotéxico dos tratamentos realizados nas linhagens avaliadas mostrou-se bastante
semelhante, como descrito a seguir.

Na Figura 23-A (linhagem 3T3) foi possivel verificar que, na concentragdo de 3 mM, o
tratamento com BVC diferiu estatisticamente (p<0,01) daquele com BVC+SUF, que induziu
maior efeito téxico (< viabilidade celular). O grupo BVC+SUF, também diferiu
estatisticamente dos grupos BVC:HP-B-CD (p<0,01 em 3 mM e p<0,05 em 4 mM) e
BVC:HP-B-CD+SUF (p<0,01, em 3 mM). Desse modo, apesar da melhora na qualidade da
analgesia e prolongamento do efeito analgésico (Lilker et al., 2009), o efeito aditivo e
sinérgico, resultante desta associacdo induz também, um aumento na intensidade de efeitos
citotoxicos.

Na Figura 23-B (linhagem NG97), o tratamento com BVC:HP-B-CD+SUF induziu
maior porcentagem de viabilidade celular em relagao a formulacio BVC+SUF (p<0,01 - 2
mM; p<0,05 - 3 e 4 mM) e menor viabilidade que o tratamento com BVC:HP-B-CD (p<0,05 —
2 mM; p<0,01 - 3 e 4mM). Assim como verificado no tratamento das células da linhagem
3T3, o tratamento com BVC:HP-B-CD foi o menos citotoxico para as c€lulas.

De maneira geral, nota-se menor viabilidade celular apds tratamento com BVC livre,
efeito toxico esse que é potencializado com a associag¢do ao sufentanil (BVC+SUF). Contudo,
apés a complexacdo da BVC com HP-B-CD hd redugdo da citotoxicidade do anestésico,
indicando a vantagem da utilizacdo do AL neste sistema de liberagdo modificada.

O tratamento com SUF a 9,5uM ndo interferiu significativamente na viabilidade

celular (dados nao mostrados).
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Figura 23. Efeito citotéxico induzido pelas formulagdes BVC; BVC+SUF; BVC:HP-B-CD e

BVC:HP-B-CD+SUF, contendo 0,2, 1, 2, 3 e 4 mM de BVC, em células 3T3 (A) e NG97 (B),

incubadas por 24 h (a 37 °C, 5% de CO, e pH 7,4) e avaliadas pela redugdo do corante MTT. Dados
expressos em % de células vidveis em relacdo ao controle com MTT (Médias + D.P. n=3). Andlise
estatistica: (ANOVA - Tukey-Kramer). *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05. (a) BVC vs BVC+SUF;
(b) BVC vs BVC:HP-B-CD; (c) BVC vs BVC:HP-f-CD+SUF; (d) BVC+SUF vs BVC:HP-$-CD;
(e) BVC+SUF vs BVC:HP-§-CD+SUF; (f) BVC:HP-S-CD vs BVC:HP-f-CD+SUF.
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Segundo Tsuchiya e col. (2010), o efeito téxico dos AL deve-se a alteracdes das
propriedades fisico-quimicas da membrana, levando a um menor ordenamento lipidico ou
aumento da fluidez da membrana. Segundo esses autores, a fluidizacdo da membrana
influenciaria a atividade de receptores e canais e, consequentemente a fun¢do da membrana.
De fato, em trabalhos anteriores de nosso grupo, foi demonstrado que a interacdo de diferentes
AL com membranas modelo (de Paula & Schreier, 1995) e biologica (Aradjo, et al., 2008a)
diminui a organizagdo lipidica da fase membranar, podendo levar a hemolise, no caso de
membranas biolégicas (Malheiros et al, 2004). A fluidizacdo de sistemas membranares
contendo fosfolipideos anidnicos, apds a interacdo de AL como a BVC, poderia estar

relacionada a cardiotoxicidade sistémica dos AL, segundo Tsuchiya et al. (2010).

2. Avaliacao do Bloqueio Motor por Via Intratecal em Ratos

Na avaliacao do bloqueio motor, a administracdo das formula¢cdes BVC; BVC+SUF;
BVC:HP-B-CD; BVC:HP-B-CD+SUF alterou, de maneira concentragdo-dependente em
relacdo a BVC, a funcdo motora dos animais apds o bloqueio caudal (injecdo intratecal),
havendo a perda reversivel dos reflexos motores em todos os animais tratados. Para
comparacao entre 0s grupos experimentais, avaliou-se o tempo de recuperacdo e efeito
anestésico total - ASC (Tabela 6).

Os resultados apresentados indicaram que a complexacdo da BVC com HP-B-CD, bem
como a associacdo ao SUF, ndo modificaram de maneira significativa os parimetros de
bloqueio motor avaliados, o que € bastante desejavel na pratica clinica. De fato, Aratjo e col.
(2006), encontraram resultados semelhantes ao avaliar esses mesmos parametros, apds injecao
subaracnéidea em ratos de mistura enantiomérica de BVC (S75-R25) e BVC racémica (S50-
R50), a 0,5%, livres ou complexadas (com HP-B-CD).

Embora nao significativo, foi possivel observar a ocorréncia de um efeito sinérgico do
SUF associado a BVC, levando a um maior tempo de recuperacdo e bloqueio motor total em

todas as concentragdes estudadas (BVC+SUF vs. BVC).
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Tabela 6. Tempo de recuperacdo e efeito total do bloqueio motor (ASC) induzido pelos farmacos
BVC; BVC+SUF; BVC:HP--CD e BVC:HP-B-CD +SUF a 0,125, 0,25 e 0,5%. Dados expressos em
mediana (limite minimo — limite mdximo) (n = 7/grupo). Andlise estatistica: teste de Kruskal-Wallis
(ndo paramétrico).

Concentracao Grupos Tempo de ASC
(%) recuperacao (min.) (escore/h)
BVC 15,0 (10,0-15,0) 8,5 (6,0-9,5)
0,125 BVC+SUF 20,0 (15,0-20,0) 18,0 (13,0-18,0)
BVC:HP-B-CD 15,0 (10,0-15,0) 9,5(7,0 13,0)
BVC:HP-B-CD+SUF 15 (10,0-15,0) 13,0 (8,0-13,0)
BVC 20,0 (20,0-25,0) 18,0 (16-22)
0,25 BVC+SUF 25,0 (20,0-25,0) 23,0 (21-26)
BVC:HP-B-CD 20,0 (20,0-25,0) 21 (18-23)
BVC:HP-B-CD+SUF 20,0 (20,0-25,0) 18 (17-23)
BVC 30,0 (29,0-30,0) 28,0 (28,0-31,0)
0,5 BVC+SUF 35,0 (35,0-40,0) 36,0 (33,0-46,0)
BVC:HP-B-CD 29,5 (29,0-30,0) 29,5 (28,0-31,0)
BVC:HP-B-CD+SUF 34,0 (30,0-35,0) 33,0 (31,0-36,0)

3. Avaliacao do Bloqueio Sensorial em Ratos

A avaliacdo do efeito antinociceptivo, através do teste PWTP, mostrou as relagcdes dose
- efeito para os grupos: BVC; BVC+SUF; BVC:HP-B-CD; BVC:HP-3-CD+SUF; SUF e HP-
B-CD (controle). Os efeitos da injecdo intratecal das formulacdes foram avaliados ao longo do
tempo, para trés diferentes concentracoes de BVC (0,125, 0,25 e 0,5%).

A infiltracdo do veiculo HP-B-CD no espago intratecal, ndo modificou os valores de
linha basal (180 — 280 g) para o limiar da dor em ratos. Porém, todas as outras formulacoes
elevaram significativamente o limiar de dor dos animais tratados em relagdo ao grupo controle

(p<0,001). A administracdo do complexo BVC:HP-B-CD e da associacdo BVC+SUF levou a
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um aumento na duracdo e na intensidade do bloqueio sensorial, quando comparados ao
anestésico livre (Figura 24).

A injecdo de BVC+SUF na concentraciao de 0,125% (Figura 24-A, Tabela 7) levou a
um aumento da duracdo (147 min. em média) e da intensidade do efeito analgésico, quando
comparada com a BVC livre (3,1 vezes, p<0,001 a 60 e 120 min.). Maior duragdo e
intensidade da atividade analgésica foram também alcangadas para a BVC complexada com
HP-B-CD, aumentando para 137 min. a duracdo do efeito analgésico (2,9 vezes p<0,001 em
relacdo a BVC livre). Além disso, o grupo tratado com BVC complexada e associada ao SUF
(BVC:HP-B-CD+SUF), mostrou-se ainda mais potente, com um acentuado aumento na
duragdo (197 min.) em média e na intensidade do efeito analgésico (4,2 vezes, p<0,001) em
relacdo a BVC livre.

Na concentracdo de 0,25% (Figura 24-B, Tabela 7), a comparacao com a BVC livre
também revelou maior intensidade e duragdo do efeito analgésico (206, 249 e 386 min.,
respectivamente) para os grupos: BVC+SUF (2,0 vezes, p<0,001 em 120 e 180 min. e p < 0,05
a 240 min.); BVC:HP-B-CD (2,4 vezes, p<0,001 a 120,180 e 240 minutos) e BVC:HP-§-
CD+SUF (3,7 vezes, p<0,001 a 120, 180 e 240 min.).

Observou-se também que o grupo tratado com BVC+SUF desenvolveu bloqueio
sensorial de menor duracdo e intensidade analgésica que os grupos tratados com BVC
complexada, ndo associada (BVC:HP-B-CD - 1,2 vezes, p<0,05 a 240 min.) e associada
(BVC:HP-B-CD+SUF - 1,9 vezes, p<0,01 a 240 min. e p < 0,001 a 300 e 360 min.)
Finalmente, os grupos tratados com BVC:HP-B-CD e e BVC:HP-B-CD+SUF diferiram
estatisticamente entre si (p < 0,001), nos tempos de 300 e 360 min., com maior bloqueio
sensorial induzido pelo dltimo.

Ap6s a infiltragdo de BVC a 0,5%, (Figura 24-C, Tabela 7) observou-se um perfil
semelhante ao encontrado com tratamento nas concentracoes de 0,125% e 0,25%, verificando-
se aumento da intensidade e duragdo do efeito analgésico (para 385, 454 e 694 min.) em
relacdo ao grupo da BVC livre, comparando-se o tratamento com: BVC+SUF (1,8 vezes,
p<0,001 a 240, 300 e 360 min.); BVC:HP-B-CD (2,1 vezes, p<0,001 a 240, 300 e 360 min.) e
BVC:HP-B-CD+SUF (3,2 vezes, p<0,001 a 240, 300 e 360 min.), respectivamente.
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Novamente, o grupo BVC+SUF apresentou menor duracdo e intensidade do efeito
analgésico, em relacdo aos grupos BVC:HP-B-CD (1,2 vezes, p < 0,01 a 420 e 540 min.) e
BVC:HP-B-CD+SUF (1,8 vezes, p<0,01 a 420 min. e p<0,001 a 480, 540 e 600 min.),
enquanto o grupo do complexado associado ao SUF (BVC:HP-B-CD+SUF) aumentou a
duragdo do efeito analgésico em 1,5 vezes (p<0,001 a 480 e 600 min. e p<0,01 a 540 min.),

quando comparado com a BVC complexada com HP-B-CD.
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Figura 24. Avaliacdo do bloqueio sensorial do nervo caudal em ratos: curvas de efeito x tempo no
teste PWTP para os grupos tratados com os farmacos BVC, BVC+SUF, BVC:HP-B-CD e BVC:HP-f3-
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CD+SUF nas concentracgdes de 0,125% (A) , 0,25% (B) e 0,5% de BVC (C). A concentracdo de SUF
utilizada foi de 0,0015%. Valores expressos em média + D.P. (n=7). Andlise estatistica: (ANOVA -
Tukey-Kramer). *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05. (a) BVC vs BVC+SUF; (b) BVC vs BVC:HP-p-
CD; (¢) BVC vs BVC:HP-S-CD+SUF; (d) BVC+SUF vs BVC:HP-$-CD; (e) BVC+SUF vs BVC:HP-p-
CD+SUF; (f) BVC:HP-$-CD vs BVC:HP-p-CD+SUF.

Tabela 7. Duragdo média de analgesia (min.) induzida pelos farmacos BVC; BVC+SUF; BVC:HP-§3-
CD ¢ BVC:HP B-CD +SUF a 0,125, 0,25 ¢ 0,5%.

Concentracao Grupos Duracao média

(%) de analgesia (min.)
BVC 47
0,125 BVC+SUF 147
BVC:HP-B-CD 137
BVC:HP-B-CD+SUF 197
BVC 103
0,25 BVC+SUF 206
BVC:HP-B-CD 249
BVC:HP-B-CD+SUF 386
BVC 214
0,5 BVC+SUF 385
BVC:HP-B-CD 454
BVC:HP-B-CD+SUF 694

De maneira geral, os resultados mostraram um aumento na poténcia e na duragdo da
analgesia para todas as formulagdes estudadas, em relagdo a BVC livre. A potencializacdo do
efeito analgésico promovido pela associagdo do SUF a BVC em todas as concentragdes
testadas, explica-se pela ocorréncia de um efeito aditivo do potencial analgésico dos fairmacos
(AL e opidide). Neste sentido, e para efeito de controle, a Figura 25 mostra a duragdo do
bloqueio sensorial para o grupo tratado somente com SUF, onde pode-se verificar uma
duracdo média de 2:25 h do bloqueio induzido por 38,8 uM de SUF. De acordo com Boersma e

col. (1992), farmacos lipofilicos, quando injetados intratecalmente apresentam uma rapida
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distribuicdo e alto clearance no fluido cerebroespinhal. Sendo assim, o SUF caracteriza-se por
um inicio de acdo mais rdpido, mas com reduzida duracdo de acdo, em relacdo a opidides
hidrofilicos, o que justifica a importancia de sua associacdo com AL.

Para fins de melhor visualizacdo a Figura 26 apresenta a comparagdo entre as mesmas

formulacdes, porém, nas diferentes concentracdes estudadas.

360

SUF

NI

Tempo (min)

Figura 25. Avaliacdo do bloqueio sensorial em ratos: Curva de efeito x tempo no teste PWTP para o
grupo tratado com o opidide SUF a 38,8uM. Valores expressos em média + d.p. (n=7).
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Figura 26. Avaliacdo do bloqueio sensorial do nervo caudal em ratos: curvas de efeito x tempo no
teste PWTP para os grupos tratados com os farmacos BVC (A); BVC+SUF (B); BVC:HP-B-CD (C) e
BVC: HP-B-CD+SUF (D), nas concentracdes de 0,125, 0,25 € 0,5%. A concentra¢do de SUF utilizada
foi de 0,0015%. Valores expressos em média + D.P. (n=7). Anadlise estatistica: (ANOVA - Tukey-
Kramer). *** p<0,001; ** p<0,01. A- (a)BVC-0,5% vs BVC-0,25%; (b) BVC-0,5% vs BVC-0,125% e
(c) BVC-0,25% vs BVC-0,125%. B- (a) BVC+SUF-0,5% vs BVC+SUF-0,25%;(b) BVC+SUF-0,5% vs
BVC+SUF-0,125% e (c) BVC+SUF-0,25% vs BVC+SUF-0,125%. C- (a) BVC:HP-5-CD-0,5% vs
BVC:HP-$-CD-0,25%;(b) BVC:HP-p-CD-0,5% vs BVC:HP-p-CD-0,125% e (c) BVC:HP-$-CD-
0,25% vs BVC:HP-p-CD-0,125%. D: (a) BVC:HP-p-CD+SUF-0,5% vs BVC:HP-$-CD+SUF-
0,25%;(b) BVC:HP--CD+SUF-0,5% vs BVC:HP-f-CD+SUF-0,125% e (c) BVC:HP-$-CD+SUF-
0,25% vs BVC:HP-$-CD+SUF-0,125%.

A complexacdo de BVC com HP-B-CD levou a uma potencializagdo do efeito
analgésico para todos os grupos estudados. Este resultado estd de acordo com observacdes

anteriores, de aumento do bloqueio sensorial apds administracdo por vias intramuscular
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(Aradjo et. al.,, 2005) e intratecal (Aradjo et al., 2006) de BVC rac€mica, nas mesmas
concentragdes. Este efeito pode ser explicado pela protecdo oferecida pela complexacdo na
cavidade hidrofébica da CD, o que impediria/diminuiria a ligacdo do AL com as proteinas do
liquor e sua captagdo pela circulagdo, ja que a BVC livre apresenta grande capacidade de
ligacdo as proteinas do liquor (Aratjo et al., 2006).

Como esperado, o maior efeito analgésico foi conseguido apds associacdo da BVC
complexada associada ao SUF (BVC:HP-B-CD+SUF), o que resultou em maior eficicia
analgésica em todas as concentragdes estudadas. Esta associagdo apresenta uma potencial
aplicacdo clinica, uma vez que, com ela, é possivel reduzir a frequéncia de administragcdo e
também a dose necessdria de BVC para promover analgesia em procedimentos cirdrgicos,
como evidenciado pela comparacdo do efeito analgésico entre os grupos BVC (0,5%) e

BVC:HP-B-CD (0,25%) em associa¢do com 38,8uM de SUF (Figura 27).
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Figura 27. Curvas do efeito x tempo no teste PWTP para os grupos tratados com BVC (0,5%) e
BVC:HP-B-CD (0,25%) associadas ao SUF a 38,8 uM.
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4. Avaliacio da Farmacocinética em Coelhos

4.1 Validacao da Metodologia

A Figura 28 (A) mostra o espectro de massas da BVC no modo sequencial de m/z
289,3; gerando ion fragmento de m/z 140,16 e do SUF (B) no modo sequencial de m/z 387,1;
gerando ion fragmento de m/z 238,1.
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Figura 28. (A) Espectro de massa sequencial da bupivacaina, fon produto de m/z 140,16. Energia de
colisdo 20 eV. B) Espectro de massa sequencial do sufentanil, fon produto de m/z 238,1. Energia de
colisdo 20 eV.

Especificidade: As amostras de branco foram testadas utilizando as condi¢Oes

cromotogrificas e os procedimentos de extracdo descritos anteriormente, € ndo foram
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observadas interferéncias no tempo de retencdo do SUF e do PI. O mesmo foi observado para
aBVC.

Linearidade: A curva de calibracio do SUF foi gerada através da andlise de
quantidades crescentes de firmaco. As concentragdes foram definidas em testes preliminares,
incluindo a primeira quantificagdo de amostras, levando-se em consideracdo a sensibilidade do
método e a faixa prevista das concentracdes das amostras a serem determinadas. Para definir a
relacdo entre a resposta do instrumento e a concentragdo conhecida do analito, foram geradas
trés curvas de calibracdao com seis concentragdes do farmaco (SUF) e PI. Foi observada uma
resposta adequada na faixa de 0,02 a 10 ng/mL. A curva de calibracdo apresentou excelente
linearidade com coeficiente de correlacdo r=0,99. Os desvios observados foram menores que
20% em relacdo a concentragdo nominal para o limite de quantificagdo (0,02 ng/mL) e
menores que 15% em relagdo a concentra¢do nominal para as outras concentra¢des da curva
de calibracdo. A Tabela 8 apresenta as concentracdes obtidas com a curva de calibragdo do

SUF, nestes experimentos.

Tabela 8. Curva de Calibracdo (Linearidade) do SUF.

Férmaco Concentracao Concentracao média Cv Exatidao
nominal (ng/mL) | experimental (ng/mL) (%) (%)
SUF 0,02 0,02 0,00 100,00
SUF 0,20 0,19 4,80 96,83
SUF 1,00 1,02 2,32 102,03
SUF 2,00 2,04 2,52 102,05
SUF 5,00 5,09 4,34 101,71
SUF 10,00 9,70 4,64 97,04

Equagdo da curva de calibragado 1: y = 0,663819x + 0,000378214 (0,998702)
Equacdo da curva de calibragdo 2: y = 0,714337x + 0,00254461 (0,999551)
Equacdo da curva de calibragdo 3: y = 0,718538x + 0,00304766 (0,999242)

Para BVC também foram geradas trés curvas de calibracdo com seis padroes contendo

BVC e o PI (ropivacaina). Foi observada uma resposta adequada na faixa de 0,3 a 120 ng/mL.
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A curva de calibrac@o apresentou excelente linearidade com coeficiente de correlacao r=0,99.
Os desvios observados foram menores que 20% em relacdo a concentragdo nominal para o
limite de quantificacdo (0,3 ng/mL) e menores que 15% em relacdo a concentragdo nominal
para as outras concentracdes da curva de calibracdo. A Tabela 9 apresenta as concentragdes

obtidas com a curva de calibracdo da BVC, nestes experimentos.

Tabela 9. Curva de Calibracdo (Linearidade) da BVC.

Concentracao Concentracao média Cv Exatidao
Farmaco nominal (ng/mL) experimental (ng/mL) (%) (%)
BVC 0,30 0,30 0,33 100,00
BVC 3,00 2,98 3,11 99,31
BVC 10,00 9,86 0,26 98,56
BVC 30,00 29,96 0,57 99,87
BVC 60,00 60,89 0,85 101,48
BVC 120,00 120,80 1,17 100,67

Equagido da curva de calibragado 1: y = 0,0240853x + 0,00320462 (r=0,999925)
Equagido da curva de calibragdo 2: y = 0,0243906x + 0,00171228 (r = 0,999768)
Equagido da curva de calibragdo 3: y = 0,0247751x + 0,00130424 (r = 0,999881)

Exatidao e Precisao: A precisdo e exatidio do método de deteccao foram calculados
pelas variagOes intra e inter-lote, em trés concentracdes distintas, alta (CA 8ng/mL), média
(CM 4ng/mL) e baixa (CB 0,06ng/mL), utilizando-se vérias determinagdes por concentracao.
A precisdo e a exatidio foram determinadas em um mesmo lote (intra-lote) e em lotes
diferentes (inter-lotes). A precisdo intra-lotes apresentou valores na faixa de 1,22 a 12,31% e a
inter-lotes de 2,83 a 5,99%. A exatidao apresentou valores de 93,33 a 106,67% (intra-lotes) e
95,59 a 103,00% (inter-lotes).

Para BVC foram calculadas as variagdes intra e inter-lote de trés concentracdes
distintas, alta (CA 90ng/mL), média (CM 45ng/mL) e baixa (CB 0,9ng/mL), utilizando-se
vdrias determinagdes por concentracdo. A precisdo e a exatiddo foram determinadas em um

mesmo lote (intralote) e em lotes diferentes (interlotes). A precisdo intra-lotes apresentou
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valores na faixa de 0,93 a 5,77 % e a inter-lotes de 1,29 a 4,46%. A exatiddo apresentou

valores de 95,74 a 106,00% (intra-lotes) e 99,52 a 102,16% (inter-lotes).

Limite de quantificacdo (LQ): O LQ do SUF foi determinado como o menor valor

mensurdvel de SUF com um DP de 20% e exatiddo entre 80-120% em rela¢do a concentracao

nominal do padrdo, através da andlise de, no minimo, cinco amostras de padrdes. O LQ

determinado foi de 0,02ng/mL. As Tabelas 10 e 11 mostram os resultados da precisdo e

exatidao intra e inter-lote do LQ de SUF.

Tabela 10. Resultados das andlises intra-lote do controle de qualidade LQ do SUF.

LQ M) ng/mL | LQ 2)ng/mL | LQ (3) ng/mL
Média 0,019 0,019 0,018
DP 0,001 0,001 0,002
CV (%) 6,935 6,099 13,608
Exatiddo (%) 95,833 95,833 90,000

Concentragdo nominal: LQ=0,02ng/mL, DP= desvio padrdo e CV= coeficiente de

variacao.

Tabela 11. Resultados inter-lotes do controle de qualidade LQ do SUF.

LQ M) ng/mL  LQ (2) ng/mL LQ (3) ng/mL
Réplicas 0,019 0,019 0,018
Média 0,019
DP 0,001
CV (%) 3,587
Exatidao (%) 93,889

Concentragdo nominal: LQ=0,02 ng/mL, DP= desvio padrdo e CV= coeficiente de

variacdo média das réplicas inter-lotes de LQ (1), LQ (2) e LQ (3).
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O LQ da BVC também apresentou o menor valor mensurdvel com um DP de 20% e
exatiddo entre 80-120% em relagc@o a concentracdo nominal do padrdao. O LQ determinado foi

de 0,3 ng/mL. As Tabelas 12 e 13 mostram os resultados da precisdo e exatidao intra e inter-
lote do LQ da BVC.

Tabela 12. Resultados das andlises intra-lote do controle de qualidade LQ da BVC.

LQ M ng/mL | LQ (2)ng/mL | LQ (3) ng/mL
Média 0,308 0,301 0,308
DP 0,036 0,027 0,016
CV (%) 11,614 8,809 5,214
Exatidao(%) 102,667 100,389 102,5

Concentragao nominal: LQ= 0,3 ng/mL, DP= desvio padrdo, CV= coeficiente de variacao.

Tabela 13. Resultados inter-lotes do controle de qualidade LQ da BVC.

LQ(MHng/mL LQ@2)ng/mL LQ (3)ng/mL
Réplicas 0,308 0,301 0,308
Média 0,306
DP 0,004
CV (%) 1,247
Exatiddo (%) 101,852

Concentragdo nominal: LQ=0,3ng/mL, DP= desvio padrio e CV= coeficiente de
variacdo média das réplicas inter-lotes de LQ (1), LQ (2) e LQ (3).

Os resultados obtidos na validagdo dos métodos estdo de acordo com os preceitos da
resolucdo 899 de 2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e indicam que
os métodos sdo altamente especificos e seletivos nas faixas analiticas avaliadas. Além disso,
os métodos descritos sdo rdpidos (tempo de corrida analitica de 2.5 min. para ambos os

farmacos) e adequados para dosagens de SUF e BVC.

57



4.2 Analise da Concentracao Plasmatica e do Perfil Farmacocinético de Bupivacaina
e Sufentanil por Espectrometria de Massas

Diversos estudos que avaliaram a farmacocinética de farmacos complexados com CD
encontraram que estes carreadores sdo capazes de alterar os padrdes farmacocinéticos dos
farmacos (Chen & Wang, 2001; Fernandes et al., 2003; Rasheed et al., 2008). A Tabela 14
apresenta as concentracdes médias de BVC (ng/mL), obtidas apds a administracdo intratecal
em coelhos das formulag¢des: BVC; BVC+SUF; BVC:HP-B-CD e BVC:HP-B-CD+SUF.

De maneira geral, observou-se que os grupos BVC:HP-B-CD e BVC:HP-B-CD+SUF
apresentaram as menores concentracdes plasmdticas de BVC, o que pode ser claramente
visualizado na Figura 29. Na comparacio entre os grupos BVC e BVC:HP-B-CD a ocorréncia
de diferenca estatistica (p<0,01 para os tempo 15 e 360 min. e p<0,001 para os demais
tempos) demonstra que a complexacdo da BVC com HP-B-CD reduz a concentragio
plasmatica disponivel com a ocorréncia de um menor pico plasméitico e valores mais
constantes. Este resultado se deve, provavelmente, a incapacidade de estruturas de maiores
didmetros (ciclodextrina) atravessarem as barreiras bioldgicas, o que resulta em maior tempo
de permanéncia do complexo, préximo ao local de aplicacdo (Stella & He, 2008).

Resultado semelhante foi verificado na comparacado entre os grupos BVC e BVC:HP-
B-CD+SUF (p<0,01 para os tempos 15 e 360 min. e p<0,01 para os demais tempos),
demonstrando que a presenca de SUF ndo alterou de maneira significativa os niveis
plasmdticos da BVC complexada, provavelmente em funcdo da baixa concentragdo de SUF
(1,125 pg) em relagdo a concentracdo de BVC (375 pg).

O maior pico plasmatico de BVC foi visualizado para o grupo tratado com BVC+SUF,
15 min. apds a administragdo. Em contraste, o grupo BVC:HP-B-CD+SUF apresentou o menor
pico plasmético, no mesmo intervalo de medida, evidenciando a diferenca estatistica entre os
grupos (p<0,05 - 300 min.; p<0,01 - 120, 240 e 360 e p<0,001 para os demais tempos). A
comparacao entre BVC+SUF vs BVC:HP-B-CD apresentou um perfil semelhante (p<0,05 -
300 e 420 min.; p<0,01 —90, 120 e 240 e p<0,001 para os demais).

Assim, os grupos que receberam administracdo do complexo BVC:HP-B-CD associado
ou ndo ao SUF tiveram picos plasmaticos menores e mais uniformes, o que ¢ um perfil

farmacocinético desejavel e que contribui para reducio de efeitos adversos da BVC. Esses
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resultados evidenciam que o complexo BVC:HP-B-CD realmente consiste num sistema de

liberagdo modificada do farmaco.

Tabela 14. Concentra¢do (média + desvio padrido) de BVC (ng/mL) medida no plasma de coelhos, apds a
inje¢do intratecal dos grupos: BVC; BVC+SUF; BVC:HP-f-CD e BVC:HP-B-CD+SUF a 0,5%. (n =
5/grupo).

Tempo BVC BVC+SUF BVC:HP-B-CD BVC:HP-p-CD+SUF

0 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00

15 32,81 + 10,63 39,55 +17,65 6.27 £2,60" ¢ 5.15+3,08"¢
30 25,73 + 4,64 20,57 +4,96 4,59 £2,89" 4,34 £329¢7
45 21,83 2,55 17,58 +7,06 3,80 2,744 345+281
60 19,07 £2,32 13,68 +3,70“ 3,04 £2,61 "7 1,81 £0,679<"¢
90 14,81 +2,69 9,07 +3,05*" 2,38 £2,24" ¢ 1,50 £0,55¢"
120 12,43 +3,66 7,70 £2,44" 1,69 £0,93" 1,09 £0,617"
180 7,99 + 1,01 4,82 +2,14™ 0,74 0,494 0,75 +£0,24 <<
240 6,59 + 1,12 3,47 £2,25%" 0,37 £0,30" 4" 0,40 £0,31¢7"¢"
300 527 +1,25 2,31 +1,42%" 0,27 £0,26" ¢ 0,30 £0,32¢""¢
360 4,63 0,92 2,64 +2,89 0,06 0,13 0,12 +0,26¢"
420 3,08 £0,59 1,36 £0,96 ™" 0,08 0,18 0,00 0,00
480 2,79 0,54 1,28 0,91 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
540 2.40 +0.63 1.28 £1.00“ 0,00 0,00 0,00 0,00

Andlise estatistica: (ANOVA - Tukey-Kramer). *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05. (a)BVC vs
BVC+SUF; (b) BVC vs BVC:HP-B-CD; (c¢) BVC vs BVC:HP-$-CD+SUF; (d) BVC+SUF vs BVC:HP-
p-CD e (¢) BVC+SUF vs BVC:HP-B-CD+SUF.

E interessante registrar que, ao planejarmos trabalhar com a formulagio BVC:HP-B-
CD+SUF consideramos a possibilidade de o SUF deslocar a BVC do complexo, uma vez que a

formacdo de complexos de inclusdo é um processo dindmico e mantido por interacdes fracas
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(Loftsson & Duchéne, 2007). Se isso acontecesse o SUF poderia formar complexos com a
CD, competindo com a BVC pela cavidade hidrofébica daquela. Em trabalho anterior do
nosso grupo de pesquisa, determinamos a constante de associagdo da BVC:HP-B-CD (15 M,
Aratjo et al, 2005) enquanto que para o complexo SUF:HP-B-CD essa constante é de 515 M
(Volobuef et al., 2009), ambos em pH 7,4. Assim, apesar da maior afinidade do SUF pela HP-
B-CD, os perfis farmacocinéticos similares, observados para BVC:HP-B-CD e BVC:HP-B-
CD+SUF indicam que nao houve competicao significativa do SUF com a BVC pela cavidade

da HP-B-CD, nas condi¢des de ensaio.
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Figura 29. Concentracdo plasmitica média de BVC (£ D.P.) x tempo ap6s a injecdo intratecal dos
grupos: BVC; BVC+SUF; BVC:HP-B-CD e BVC:HP-B-CD+SUF a 0,5% (n = 5/grupo).

Concentracao (ng/mL)

— i 6N — g —
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As concentracdes médias de SUF (ng/mL) dos grupos: SUF; BVC+SUF e BVC:HP-p-
CD+SUF sao apresentadas na Tabela 15. O maior pico plasmético foi visualizado para o SUF

livre (0,17 ng/mL) 15 min. apds a administracdo intratecal (Figura 30).
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Nota-se uma grande variacdo na curva de concentracdo plasmatica do SUF,
provavelmente causada pelas baixissimas concentracdes plasmdticas medidas (infra nM) e de

3-4 ordens de grandeza menores do que as de BVC.

Tabela 15. Concentracdo (média + desvio padrao) de SUF (ng/mL) medida no plasma de coelhos ap6s a
injecdo intratecal dos grupos: SUF; BVC+SUF e BVC:HP-3-CD+SUF a 38,8uM (n = 5/grupo).

Tempo SUF BVC+SUF BVC:HP--CD+SUF
0 0,00 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
15 0,17 £0,07 0,10 £0,06 0,09 +0,05
30 0,12 +0,04 0,08 £0,08 0,12 £0,08
45 0,09 £0,04 0,03 £0,02 0,04 £0,03
60 0,06 0,03 0,03 £0,02 0,04 +£0,02
90 0,06 0,07 0,02 £0,01 0,03 £0,02

120 0,04 0,01 0,01 £0,01 0,01 £0,01
180 0,02 £0,01 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
240 0.01 £0.01 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
300 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
360 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
420 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
480 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
540 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00

Andlise estatistica: (ANOVA - Tukey-Kramer).
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Figura 30. Concentracdo plasmitica média de SUF (+D.P) x tempo apds a injecdo intratecal dos
grupos: SUF; BVC+SUF e BVC:HP-B-CD+SUF a 0,5% (n = 5/grupo).

Os parametros farmacocinéticos da BVC (Cmax; Tmax; ASCy.s40; ASCo- € tV2 beta),
estdo listados na Tabela 16. E possivel visualizar a ocorréncia de um maior valor médio da
concentra¢do plasmdtica maxima (Cmax) para o grupo BVC+SUF, quando comparado aos
grupos BVC:HP-B-CD e BVC:HP-B-CD+SUF (p<0,001). Perfil semelhante (> concentragdo
plasmatica) € verificado também para a BVC livre, em comparacdo com 0os mesmos grupos
(p<0,01). Os picos plasmaticos dos farmacos BVC e BVC+SUF podem ser visualizados na
Figura 30; no entanto, apesar dos maiores valores de Cmax para os farmacos livres, em relagdo
aos complexados, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) no tempo para atingir a
concentragdo plasmdtica maxima (Tmax) entre os grupos.

Os farmacos livres (BVC e BVC+SUF) apresentaram tempo médio de meia vida (t%2
beta) de 1,8 e 3,1h, enquanto que para os fairmacos complexados (BVC:HP-B-CD e BVC:HP-

B-CD+SUF) esse tempo foi de aproximadamente 4,7 e 4,8h, respectivamente. A ocorréncia do
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menor tY2 para os firmacos livres mostram seu desaparecimento mais réapido da circulagdo,
quando comparados aos farmacos complexados.

A drea sob a curva (ASC) de 0 a 540min. dos grupos BVC:HP-B-CD e BVC:HP-p-
CD+SUF foi cerca de 9 e 11 vezes menor, respectivamente (p<0,001), em comparagcdo com a
BVC livre. Do mesmo modo, o grupo BVC+SUF apresentou maior ASC, sendo cerca de 6
vezes maior, em relacio a BVC:HP-B-CD e cerca de 7 vezes maior em relagcdo ao grupo
BVC:HP-B-CD+SUF (p<0,01). A maior ASC obtida para a BVC livre e associada ao SUF
pode ser explicada pela grande diferenca de concentragdo plasmadtica, principalmente no inicio
da curva. Na analise da ASC de 0 ao infinito, a BVC livre e associada ao SUF, também
apresentaram os maiores valores médios de ASC em relagdo aos grupos complexados (BVC
vs BVC:HP-B-CD e BVC vs BVC:HP-B-CD+SUF - p<0,001 / BVC+SUF vs BVC:HP-B-CD e
BVC+SUF vs BVC:HP-B-CD+SUF - p<0,01). De modo geral, o grupo BVC:HP-3-CD
apresentou caracteristicas de lenta liberacao, as quais ndo foram alteradas apds a associa¢ido do
complexo ao coadjuvante SUF.

A Figura 31 mostra a correlacdo entre as concentracdes plasmdticas de BVC das
formula¢des BVC; BVC+SUF; BVC:HP-B-CD e BVC:HP-B-CD+SUF e o bloqueio sensorial
das mesmas formulacdes, ambos em 0,5%. E importante ressaltar que mesmo sendo utilizados
diferentes modelos animais para realizacdo dos experimentos (Ratus novergicus - bloqueio
sensorial e coelhos albinos da raca Nova Zelandia — determinacao da concentra¢ao plasmatica
e perfil farmacocinético), foi possivel verificar a ocorréncia de maiores picos plasmaticos com
os menores tempos de bloqueio sensorial para os fairmacos livres (Figura 32 - A: BVC e B:
BVC+SUF). Em oposi¢do, as formulacdes complexadas associadas ou nao ao SUF (Figura 32
— C: BVC:HP-B-CD e D: BVC:HP-B-CD+SUF), apresentaram os menores picos plasmaticos
com a ocorréncia de um aumento no bloqueio sensorial, o que caracteriza liberacdo sustentada

do AL.
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Figura 31. Concentracdo plasmdtica média de bupivacaina medida em coelhos (erro padrio) x
tempo, apds a injegdo intratecal das formulacgdes: (A) BVC; (B) BVC+SUF; (C) BVC:HP-B-CD e (D)
BVC:HP-B-CD+SUF em 0,5% e bloqueio sensorial do nervo caudal em ratos: curvas de efeito x tempo
no teste PWTP para as mesmas formulagdes em igual concentragdo (erro padrdo).

Na Tabela 17 sdo apresentados os parametros farmacocinéticos (Cmax; Tmax; ASC.
s40; ASCo € tVabeta) do SUF dos grupos SUF; BVC+SUF; BVC:HP-B-CD+SUF, ndo tendo

sido detectadas diferencas estatisticas entre eles (p>0,05).
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Tabela 16. Parametros farmacocinéticos (média + D.P.) da BVC (ng/L) medida no plasma de coelhos,
apos a injecdo intratecal de BVC; BVC+SUF; BVC:HP-B-CD e BVC:HP-B-CD+SUF.

Parametro
BVC BVC+SUF BVC:HP-p-CD BVC:HP-p-CD+SUF
(média = D.P.)
Cmix (ng/L) 33,06 + 10,52 (39,55 + 17,65 6,27 £2,61 7 5,17 £3,06 7
Tméx (h) 0,30 £0,112  [0,25+0,00 0,25 + 0,00 0,35 +0,22
ASCy.sq(ng-h/L) |75,55+9,59  [51,37 15,66 8,63 £5,90 " 6,87 4,09 <
ASCo..(ng-h/L) |86,52 +10,47 [65,37 £37,99 12,33 £7,99 ¢ 8,065,137
t V2 beta (h) 1,83 + 1,08 3,10 0,95 4,68 + 6,54 4,85 + 8,62

Andlise estatistica: (ANOVA - Tukey-Kramer). *** p<0,001; ** p<0,0l; * p<0,05. (a) BVC vs
BVC+SUF; (b) BVC vs BVC:HP--CD; (c) BVC vs BVC:HP-f-CD+SUF; (d) BVC+SUF vs BVC:HP-f3-
CD e (e) BVC+SUF vs BVC:HP--CD+SUF.

Tabela 17. Parametros farmacocinéticos (média + D.P.) do SUF (ng/L) medida no plasma de
coelhos, ap6s a injecao intratecal de SUF; BVC+SUF; BVC:HP-3-CD+SUF..

Parametro
SUF BVC+SUF BVC:HP-$-CD+SUF
(média £ D.P.)
Cmaéx (ng/L) 0,09 0,06 0,14 £ 0,07 0,19 £ 0,08
Tmax (h) 0,31 £0,12 0,30 £0,12 0,35+0,14
ASC 540 (ng-h/L) 0,08 +£0,05 0,11 £0,06 0,18 +0,13
ASCy.»(ng-h/L) 0,08 +£0,05 0,11 £0,06 0,18 +0,13
t ¥2 beta (h) 2,72 £ 1,95 2,13+£2.90 1,66 £ 0,70

Andlise estatistica: (ANOVA - Tukey-Kramer).



V. CONCLUSOES

Nos ensaios in vitro, a complexacdo da BVC com HP-B-CD, associada ou nao ao SUF
(BVC: HP-B-CD+SUF), levou a uma menor citotoxicidade, quando comparada a
associacdo entre BVC+SUF, na concentragdo de 3 mM para a linhagem 3T3 e nas

concentragdes de 2-4 mM para a linhagem NG97.

Nos ensaios in vivo (bloqueio sensorial), observou-se que a inje¢do intratecal de
BVC:HP-B-CD associada ao SUF, aumentou o limiar de anti-nocicep¢do dos animais
em relacdo a BVC livre, SUF livre, BVC+SUF e BVC:HP-B-CD, mostrando um

aumento na intensidade do bloqueio e duracdo da analgesia.

A administra¢do, por via intratecal, das formula¢des estudadas alterou de maneira
concentragdo-dependente, a fun¢do motora dos animais, com perda reversivel dos
reflexos motores em todos os animais tratados. Os parametros avaliados (tempo de
recuperacdo e efeito anestésico total) ndo diferiram estatisticamente entre 0s grupos
analisados, mostrando que nem a complexacdo, nem a associacdo com SUF

prolongaram o bloqueio motor, o que € bastante desejdvel na pratica clinica.

No perfil farmacocinético da BVC, o grupo BVC:HP-B-CD apresentou caracteristicas
de lenta liberagdo, com baixos niveis plasmdticos, que nao foram alterados apds a
associacdo ao coadjuvante SUF. Portanto, a BVC:HP-B-CD, associada ou ndo ao SUF
tem liberacdo modificada, compativel com os resultados de bloqueio sensorial,
indicando a potencialidade dessa nova formulacio para uso clinico, em procedimentos

como anestesia obstétrica.
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3. Atividades didaticas

Programa de estdgio docente — PED, (grupo C), no segundo periodo letivo de 2010, com
dedicacdo de 08 horas semanais, nas atividades da disciplina BS210-A — Morfofisiologia
Humana II, sob a supervisdo da Professora Doutora Eneida de Paula — IB -UNICAMP.

Programa de estdgio docente — PED, (grupo C), no primeiro periodo letivo de 2011, com

dedicacdo de 04 horas semanais, nas atividades da disciplina BB123-A — Bioquimica Basica,
sob a supervisao da Professora Doutora Eneida de Paula — IB -UNICAMP.
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Comissio de Etica na Experimentagio Animal
CEEA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 1957-1, sobre "Avaliacio das atividades
citotéxica e anestésica da bupivacaina complexada com hidroxipropil-beta

ciclodextrina, em associacées com sufentanil, clonidina ou cetoprofeno",

sob a responsabilidade de Profa. Dra. Eneida de Paula / Dra. Cintia Maria Saia

Cereda / Viviane Aparecida Queiroz, esta de acordo com os Principios Eticos na

Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagido

Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissdo de FEtica na
Experimentagdo Animal — CEEA/Unicamp em 05 de outubro de 2009.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 1957-1, entitled "Evaluation of the cytotoxicity
and anesthetic _activi of a bupivacaine-hydroxypropyl-B-cyclodextrin

inclusion complex in association with sufentanil, clonidine or ketoprofen", is

in agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the
Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved
by the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of
Campinas - Unicamp) on October 5, 2009.

Campinas, 05 de outubro de 2009.
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Prof. D./ Stephen Hyslop Fatima Alonso

Vice-Presidente Secretaria Exedutiva

CEEA - Unicamp Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 E-mail: comisib@unicamp.br
13083-970 Campinas, SP - Brasil http://www.ib.unicamp.br/ceea/
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; . UNIVERSIDADE
Comité de Etica em Pesquisa — CEP SAO FRANCISCO

Braganca Paulista, 24 de Novembro de 2011.
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Projeto de Pesquisa: AVALIAGAQO DA ATIVIDADE FARMACOCINETICA DA BUPIVACAINA
COMPLEXADA COM HIDROXIPROPIL-BETA-CICLODEXTRINA, EM ASSOCIACAO COM O
SUFENTANIL.

AREA DE CONHECIMENTO: Farmacologia
Autor(es): Prof(a). Dr (a). Giovana Tofoli
Instituicdo: UNIVERSIDADE SAO FRANCISCO
Protocolo: 001.11.11
Prezado(a)(s) Pesquisador(a)(s),
O Comité de Etica em Pesquisa — CEP, da Universidade S3o Francisco, analisou em
reunido extraordindria dia 24/11/2011 o projeto de pesquisa supracitado, sob a

responsabilidade de Vossa Senhoria.

Este Comité, acatando o parecer do relator indicado, apresenta-lhe o seguinte
resultado:

Parecer: APROVADO

CAMPUS DE BRAGANGA PAULISTA Av. Sio Francisco de Assis, 218 - CEP 12916-900 Fone (17) 4034-8000 - FAX (11) 40341825
CAMPUS DE CAMPINAS Rua Waldemar César da Silveira, 105 - Cura D'Ars CEP 13045-270 (12)3779-3300

CAMPUS DE ITATIBA Rua Alexandre Rodrigues Barbosa, 45 - CEP 13251900 Fone (11) 4534:8000 - FAX (11) 4524-1933
CAMPUS DO PARI - SAO PAULO Rua Hannemann, 352 - Pari - CEP 03031-040 Fone (11)3315-2000 - FAX (11) 3315-2036
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