ANA LAIS NASCIMENTO VIEIRA

COMPLEXO DE INCLUSAO DO ANESTESICO LOCAL ROPIVACAINA EM
CICLODEXTRINA, ENCAPSULADO EM LIPOSSOMAS

CAMPINAS
2012



UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

% IB

INSTITUTO DE BIOLOGIA
ANA LAIS NASCIMENTO VIEIRA

COMPLEXO DE INCLUSAO DO ANESTESICO LOCAL ROPIVACAINA
EM CICLODEXTRINA,
ENCAPSULADO EM LIPOSSOMAS

Este exemplar csirasponde & redagio tina! a
da tese defendida pelo(a) candid:’n (3}! Dissertagdo apresentada ao Instituto de
Ava LALS Npsamerr?y VieiR A ; Biologia da Universidade Estadual de

| i Campinas, para obtengdo do Titulo de
i Mestre em Biologia Funcional e

Molecular, drea de Bioquimica.

e aprovada pela Comi Igador
o,

Orientadora: Prof®. Dr®. ENEIDA DE PAULA

CAMPINAS



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

Vieira, Ana Lais Nascimento, 1981-

V673c Complexo de incluséo do anestésico local ropivacaina
com ciclodextrina, encapsulado em lipossomas / Ana Lais
Nascimento Vieira. — Campinas, SP: [s.n.], 2012.

Orientador: Eneida de Paula.

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

1. Anestésicos locais. 2. Ropivacaina. 3. Sistema
ternario. 4. Lipossomos. 5. Ciclodextrinas. |. Paula,
Eneida de, 1963-. Il. Universidade Estadual de
Campinas. Instituto de Biologia. Ill. Titulo.

Informacdes para Biblioteca Digital

Titulo em Inglés: Cyclodextrin inclusion complex of ropivacaine encapsulated in
liposomes

Palavras-chave em Inglés:

Local anesthetics

Ropivacaine

Double-loading

Liposomes

Cyclodextrins

Area de concentracao: Bioguimica

Titulacao: Mestre em Biologia Funcional € Molecular

Banca examinadora:

Eneida de Paula [Orientador]

Silvia Staniscuaski Guterres

Leonardo Fernandes Fraceto

Data da defesa: 24-07-2012

Programa de Pos Graduacao: Biologia Funcional € Molecular



Campinas, 24 de julho de 2012

BANCA EXAMINADORA

Prof®. Dr*. Eneida de Paula
(Orientadora)

Prof. Dr. Leonardo Femandes Fraceto

Prof®, Dr. Silvia Stanisguaski Guterres

Prof. Dr. Cleyton Crepaldi Domingues

Prof®. Dr*. Milene Heloisa Martins

Vi~

inatura /I

m/f;wb ﬁwfmlﬂfwﬁ)

| ABsinat

[
N

|
;I Assinatura

Assinatura

Assinatura



“Na Vida, ndo vale tanto o que temos,
Nem tanto importa o que somos.

O que fazemos de nos"

-
&

Francisco Candide Xavier

"Educacao nao transforma o mundo.
Educacao muda pessoas.
Pessoas transformam o mundo."

(Paulo Freire)




DEDICATORIA

A minha familia, em especial, meus pais, José Lauro e
Claudete, meus irmdos, Saulo e Laura, por acreditarem no
meu sonho e serem a base da minha vida;

Ao V6 Pedro (in memorian) que sempre apoiou os estudos;

Ao Du, pela confianga, carinho e apoio.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiro a Deus, sem Ele eu nada seria;
Aos meus pais, José Lauro e Claudete, aos quais tenho a maior admiracdo do mundo. Eu amo muito
vocés e sou grata por todo o amor que me dedicaram a vida toda. Obrigada por tudo o que eu sou e por

me apoiarem e confiarem em mim SEMPRE!

Aos meus irmaos Saulo e Laura, aos meus cunhados Alexandre e a Valéria, pelo carinho, confianga e

apoio!!

Ao meu esposo e amigo Du, pela paciéncia, companheirismo e por me dar forca quando as vezes eu

achava que nao ia dar conta!!

Ao Vovb Pedro (in memorian) pelo incentivo de SEMPRE!

A Vo6 Ana (in memorian), que mesmo nao tendo convivido com ela, me trazia paz nos momentos de

ansiedade, sempre que eu tocava ou ouvia “Ave Maria”;

Aos meus tios, primos, avis e agregados por acreditarem em mim sempre.

A UNICAMP pelas oportunidades e experiéncias;

A UNIFAL onde me formei em Farmécia e me incentivou aos estudos e & pesquisa;

A Fundagdo de Amparo & Pesquisa do Estado de Sdo Paulo e CAPES pelo apoio financeiro;

A Cristéalia Industria Quimica e Farmacéutica, pelo fornecimento dos anestésicos locais para a realizagao

deste trabalho;

Vi



AGRADECIMENTOS

A Medley S/A Indistria Farmacéutica, onde aprendi muito do que sou profissionalmente hoje e me

possibilitou a continuidades aos estudos;

A Althaia S/A Industria Farmacéutica, onde trabalho atualmente pelo apoio no mestrado a aos meus
superiores pela compreensdo nos momentos em que precisei me ausentar para dar andamento ao

projeto;

A Profa. Dra. Eneida de Paula, pela oportunidade, orientacdo, discussdes, atengdo. Obrigada por ajudar

a concretizar meu sonho;

Ao Prof. Dr. Nelson Duran e sua equipe, por ceder o Laboratorio de Nanotecnologia para utilizagdo do

Light Scattering para medidas de tamanho de particulas e potencial zeta;

Ao Dr. Luis Fernando Cabega, que muito me ajudou com os estudos de RMN, MUITO OBRIGADA,;

Ao Prof. Dr. Leonardo Fernandes Fraceto (Unesp/Sorocaba), Prof. Dr. Marcelo Lancellotti
(Bioquimica/Unicamp), Profa. Dr”. Lucimara Gaziola de La Torre (Engenharia de Materiais e
Bioprocessos, FEQ/Unicamp), a Dr®. Milene Heloisa Martins (Instituto de Quimica / Unicamp) e & Prof®.
Dr?. Silvia Staniscuaski Guterres (UFRGS) pelas importantes contribuicdes feitas na qualificagéo e defesa

e que permitiram melhorar a qualidade da minha dissertagao;

Ao Dr. Francisco Carlos Groppo (FOP/Unicamp) e Dra. Maria Cristina Volpato (FOP/Unicamp), pelas

importantes discussoes e orientagdes no Workshop tematico;

A Dra Daniele Ribeiro Aratjo (UFABC), por sempre tirar minhas dividas e me ajudar na realizagao deste

trabalho;
A Dra. Michelle Franz-Montan, muito obrigada por me ajudar com os estudos de liberacéo;
A Maribel, sem ela eu néo teria conduzido tdo bem os estudos de citotoxicidade — cultura de células:

Ao Marcio, sempre muito organizado ajudando a todos no laboratério de Biomembranas, principalmente

no preparo de formulagdes lipossomais, muito obrigada;

Vi



AGRADECIMENTOS

A amiga Cintia Cereda, sempre ouvindo e aguentando pacientemente a minha légica sistematica, de
querer encontrar uma razdo para todos os experimentos, milhdes de questionamentos e afligdes.

Obrigada pela ajuda de sempre, pelo sorriso, exemplo e alegria!!

Vivi Guilherme, ainda bem que existe vocé para fazer os estudos com os camundongos!! Tudo pela
ciéncial!! Coitadinhos!!! Sobrou pra eles!!!

A Vivi Vieira, essa que Deus colocou no mundo para nos alegrar € no meu caso, para ouvir minhas

lamentacdes!! Mesmo que ela ndo queira, vai ser minha amiga pra SEMPRE!!!
Vivi Queiroz — detalhista, organizada e muito inteligente — “quando eu crescer quero ser como vocé”

Sheila - tantos sabados prolongados, la estavamos nos, no pouco tempo que tinhamos para nos entregar
a pesquisal!! Obrigada pela companhia!!

Allan, esse me ensinou muito sobre as medidas de tamanho de particulas e potencial zeta! Obrigadal!

Cleyton, com sua graga deixava meus dias mais leves!! Obrigada por toda ajuda em meus momentos de

desespero!!

Camila, super dedicada e que faz com amor o seu trabalho pela ciéncia!l Obrigada pelas imagens em

microscopia eletrénica;

Mario, igualzinho a mim, ansioso pra fazer tudo acontecer e ver o resultado CERTO no final... agora rumo
ao doutorado... JUNTOS!!!

Aos amigos e colegas do Biomembranas: Eneida, Cintia, Dani, Giovana Téfoli, Raquel, Bruna, Sheila,
Vivi Tseng, Vivi Vieira, Vivi Queiroz, Vivi Guilherme, Mario, Camila, Natalie, Grilo, Allan, Marcio, Maribel...
agradeco a todos pela amizade, risadas, troca de experiéncias, aprendizado... foram muitos momentos
inesqueciceis!!!

A todos, que de uma forma ou de outra, fizeram parte desta minha trajetéria...

MUITO OBRIGADAI!!

viii



SUMARIO

LISTA DE ABREVIAGOES ..o eeeeeseeeeesesseeess s ssssssssssssssnsssssssssassasssnnns 1
INDICE DE FIGURAS ... sesssa s sssessssssssssssssssssessssss s sassnons 2
INDICE DE TABELAS. ....coorreeeetinereeeessssssesssssssssse st ssssssssssssssssssssssesssssssnssssssssnns 5
RESUMO ...ttt ettt se e st esesene e s esesenan 7
ABSTRACT ...ttt ettt sttt sttt s ettt b e nens 8
1. INTRODUGAO.......oooocveeeeeeeeeeeee e sessss s s s ssss s ssssssssssesssnssesassssnssnnes 9
1.0 D 0T bbbttt s b n et n e re e 10
1.2 ANESIESICOS IOCAUS ...ttt ettt 10
1.3 ROPIVACAING ..ottt sttt sttt s st s st esesae e 12
1.4 CICIOUEXIINAS ...ttt st sttt be e 14
1.5 LIPOSSOMAS ...ttt ettt b e st b e st b bbbt be s b e 17
1.6 Sistema binario: RVC em HP-BCD ..o 20
1.7 Sistema binario: RVC em lIpOSSOMAS .....ccoveiriiriiiiiriecereeeeee e 21

1.8 Sistema de duplo carreamento: anestésico em ciclodextrinas em lipossomas.... 22

2. OBUETIVOS ...ttt ettt ettt s e a s s 24
2.1 JUSTHIFICATIVA. ...t 25
2.2 ODJELIVOS GBIAIS. .....eivieeieeieteieiestee ettt sttt b et b e b ebe e 25
2.3 ODbjetivOs ESPECITICOS ..ouvviriiieiirieieertee et es 26
3. MATERIAIS E METODOS......ooiieeeeereeeeeeeeeeeseesseesiessseessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssnees 27
3.1 FArmacos, SAIS € SOIVENTES.......couiieeeceee ettt s et sree e 28
3.2 EQUIPAMENTOS. ...ttt st st st b sttt e sbesae b 28
3.3 Quantificago da ropPIVACAING ........cceeruiirerieie e 29
3.3.1 Validacao da metodologia analitiCa..........ccccecveereirinienniieeee e 29
3.3.1.1 Seletividade/Especificidade e Pureza de PiCO ........cccocevvvivevceeieieieieee, 29
3.3.1.2 LIN@ANAAAE. .....ceeiieeeeteeeeeee e e 30
3.3 1.8 EXALAAO ...ttt et 31
3.3.1.4 PrECISAOD ...ttt e 31



BT .5 ROBUSIEZ. ..o e et e e e e e e e et e e e e s e s e s e aeeeeeeeeaaaan 32

3.3.1.6 Estabilidade das solu¢des contendo RVC (padrdo e amostra) ...........ccceueee. 33
3.4 Preparo das fOrmuUIAGOES..........coiviriiiiieieeesee e 33
3.4.1 Complexos de inclusdo de RVC em HP- 3 ciclodextrina (1:1)....cccccceoevenrenenene 33
3.4.2 LIPOSSOMIAS.....ciuieuieuiiuieierienie st sttt st st ettt ettt sse ettt et et e besbesbesbesbesbesbesaeeneesbesaeeseens 33
3.5 Caracterizagdo das fOrmulagOESs.........ccuvveiririeireneeee e 34
3.5.1 Medida da concentracao total de fosfolipidios.........cocevevirereinineiieeeeee, 34
3.5.2 Distribuicao de tamanho e Potencial Zeta — lipossomas .........cccecevevenienenennenn 35

3.5.3 Eficiéncia de encapsulacao e coeficiente de particao da RVC em lipossomas 36
3.5.4 Avaliagao da associagao da RVC com ciclodextrina e lipossomas, por RMN .. 38
3.5.5 Morfologia das formulacdes: Microscopia Eletrdnica de Transmisséo............... 40

3.6 Medidas da estabilidade fisico-quimica dos componentes estruturais em lipossomas

.................................................................................................................................................. 40
3.6.1 Estimativa da oxidacao de fosfolipidios.........cccvvereireneiinirecee e 40
3.6.2 Medidas de tamanho e potencial Zeta.........cccooveeniniininiee e 43
3.7 Teste de [IDEraGa0 N VIIO ........ccueeeeeiiieieiesesees e e 43
3.8 Avaliagao da toXiCidade N VILIO ........ccooeeeiriieieeeee e 44
3.8.1 Cultivo e tratamento das CAIUIAS ..........cevirieirieicee e 44
3.9 Ensaios in vivo: avaliagao farmacoldgiCa .........ccveieereniriieneeeee e 46
3.9.1 Avaliacao do bloqueio motor do Nervo CIAtICO .......ccccvevveveveciceceeeceeeee e, 47
3.9.2 Avaliacao do bloqueio sensorial do Nervo CIatiCo ........ccccevevevenenenenececeeeeee 47
3.10 ANAliSe EStatiStICa ....cveoveuerieiierieeee e 48
4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ........oeeeeeeteeeeeeeseeeveseeesess s 49
4.1 Quantificag&o da ropivacaina por absor¢do no UV com CLAE ...........cccoeeenene. 50
4.1.1 Validacao da metodologia analitiCa..........ccccecveereieinieneiieecee e 50
4.1.1.1 SeletiVIAAAE ... 51
4.1.1.2 LIN@ANAAAE. .....ceeeieeeeeeeee e e 53
4118 EXQUAAO ...ttt et 54
4114 PrECISAOD ..ottt et e 54



A 1.5 ROBUSIEZ. ..o e e e e e e e e e et e e e e s e e e s e eneeeeeeeaaaan 54

4.1.1.6 Estabilidade do método de quantificacao de ropivacaina........c..cccoceeeveeenenee 56
4.2 Caracterizacao da nova formulacado de RVC para liberagédo sustentada.............. 57
4.2.1 Distribuicdo de tamanho e potencial Zeta dos lipossomas .........ccccceevereeenieneee 57

4.2.2 Eficiéncia de encapsulacao e coeficiente de particao da RVC nos lipossomas61

4.2.3 Avaliacao da interacao de RVC com ciclodextrina e com lipossomas, analisada

POF BIMN L.ttt ettt et e et et e tesbesbesaeeaes 63
4.2.4 Morfologia das formulagdes: analise por microscopia eletrénica de transmiss&o65
4.3 Estabilidade fisico-quimica dos lipossomas na formulagao ...........c.ccccecvveveeninee. 68
4.3.1 Medidas de peroxXidagao lPIdiCa........ccecuririeirerieireieeee e 68
4.3.2 Medidas de tamanho e potencial Zeta.........cccocvveieiiiieniinienineneeeeee 70
4.4 Ensaio de lIDEraGa0 /N VIIFO .......c.coeeieieieieesese ettt 72
4.5 Avaliagao da toXiCidade N VILIO ........ccooueveeiriieieeeee e 75
4.6 Ensaios in vivo: Avaliagao farmacoldgiCa.........ccceveveerenieiniinieceeee e 77
4.6.1 Avaliacao do bloqueio motor do Nervo CIALICO ......ccceveveveveniseceeececeee e, 77
4.6.2 Avaliacao do bloqueio sensorial do nervo CiatiCo .........ccceeeveveeeveceeeceeeeeee 78
5. CONCLUSOES ..ot seess e sss s ssss s s ssssnssnnes 83
B. PERSPECTIVAS.....cooee ettt ettt 86
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........conirrieeieereenneeeeesssssessssseessssssssssssssssssssss 88
8. ANEXOD ... bbb 97

Xi



LISTA DE ABREVIACOES

AL: anestésico (s) local (is)

A ou Abs: absorbancia

CLAE: Cromatografia liquida de alta eficiéncia

a-toc: alfa tocoferol

CHOL.: colesterol

EPC: Fosfatidilcolina de ovo

HEPES: Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfonico

RVC: ropivacaina

BVC: Bupivacaina

RVC:HP-BCD : complexo de inclusao de ropivacaina com hidroxipropil B-ciclodextrina
CD: ciclodextrina (s)

HP-BCD: hidroxipropil B-ciclodextrina (s)

LUV: lipossomas unilamelares de EPC

MLV: lipossomas multilamelares de EPC

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-brometo de difeniltetrazdlio

LUV:RVC: ropivacaina lipossomal de EPC

LUV:RVC:HP-BCD: complexo inclusao de ropivacaina com hidroxipropil B-ciclodextrina
encapsulado em lipossomas de EPC (sistema de duplo carreamento ou ternario)
RMN: Ressonancia Magnética Nuclear

TBA: Acido Tiobarbitarico

TEP: Tetraetoxipropano

CEMIB: Centro de Bioterismo da UNICAMP

CEUA: Comissao de Etica no Uso de Animais

ASC: Area sob a curva

Tmax: Tempo para o efeito maximo

SBCAL: Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio
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RESUMO
Os anestésicos locais (AL) sdo farmacos utilizados para o tratamento, alivio ou eliminagédo da dor crénica ou

aguda. Muitas pesquisas tém sido desenvolvidas com a finalidade de prolongar sua duragdo de acéo e reduzir sua
toxicidade sistémica, através do uso de diferentes carreadores, como lipossomas e ciclodexirinas. Essas novas
formulagdes possibilitam a liberagdo sustentada do ativo no local de agéo, prolongando o efeito anestésico, além de
evitar picos de concentragdo plasmatica, reduzindo sua toxicidade. A ropivacaina (RVC) é um AL de longa duragéao
de acao, que é sintetizado na forma do estereoisbmero S, de menor toxicidade para o sistema nervoso central e
cardiaco. Estudos anteriores de nosso laboratério demonstraram a complexagcdo da RVC em hidroxipropil-beta-
ciclodextrina (HP-BCD) (de Araujo et al., 2008b). Neste trabalho objetivamos: i) desenvolver uma formulagédo
contendo complexo de inclusdo de RVC em HP-BCD na razdo molar de 1:1 e posteriormente, encapsulado em
lipossomas de fosfatidilcolina de ovo (EPC) contendo 1 mol%de a-tocoferol, ii) caracterizar esta nova formulagao
anestésica, comparando-a com as preparagdes comerciais deste farmaco, quanto a estabilidade e liberagéo
sustentada do anestésico. Os lipossomas unilamelares grandes (LUV) compostos por fosfatidilcolina de ovo e a-
tocoferol (1,0:0,01 — razdo molar) foram preparados por extrusdo, em pH 7,0. A formulagdo lipossomal foi
caracterizada quanto a eficiéncia de encapsulagdo com a obtengao de valores de porcentagem de encapsulagdo da
RVC de 33,0+2,4 % e coeficiente de particao de 102,1. Ensaios de Ressonancia Magnética Nuclear com variagédo de
campo magnético (diffusion ordered spectroscopy, DOSY) demonstraram a interagdo molecular da RVC tanto com a
ciclodextrina (constante de associagdo, Ka RVC:HP-BCD = 128 M'1) quanto com os lipossomas (Ka LUV:RVC = 22
M'1). No sistema de duplo carreamento (LUV:RVC:HP-BCD) a constante de associagédo foi maior que nos sistemas
binarios RVC:HP-BCD e LUV:RVC (2,6 e 1,7 vezes, respectivamente) indicando que este novo sistema de liberagao
sustentada & capaz de aumentar ainda mais a quantidade de ropivacaina carreada. O tamanho dos lipossomas
(220,2+20,3 nm) e o potencial zeta (-31,7x1,4 Mv) ndo se alteraram com a adicdo do anestésico. As formulagdes
foram acompanhadas por 60 dias, em termos de peroxidagédo lipidica e tamanho das vesiculas: os niveis de
peroxidagdo mostraram-se baixos (menor que 1% do total de lipidios da formulagdo) e as vesiculas tiveram um
comportamento estavel em relacdo ao tamanho por até 30 dias de armazenamento a 4°C. Ensaios de liberacéo in
vitro, demonstraram menor velocidade de liberacdo da RVC quando na forma de complexo de inclusdo em
ciclodextrinas e encapsulada nos lipossomas, em relagcao a RVC livre. Testes de toxicicidade in vitro, em culturas de
células de fibroblastos 3T3 revelaram que a RVC livre induz morte celular de maneira concentragdo dependente;
efeito este que foi parcialmente revertido com incubacdo das células com o sistema de duplo carreamento
LUV:RVC:HP-BCD, indicando menor potencial téxico para a formulagdo proposta. Ensaios de bloqueio sensorial in
vivo (teste de pressado na pata, em camundongo) mostraram uma agéo analgésica prolongada da RVC encapsulada
no sistema de duplo carreamento (até 300 min para 0,25% LUV:RVC:HP-BCD), quando comparado ao farmaco livre
(180 min) e sistema binario LUV:RVC (240 min). Em geral, o efeito da analgesia para o sistema de duplo
carreamento proposto foi cerca de 1,6 vezes maior em relagdo ao farmaco livre e 1,3 vezes maior em relagdo ao
sistema lipossomal binario. Os resultados obtidos contribuem com a investigagdo, pesquisa e caracterizagdo de
formas farmacéuticas de liberagédo sustentada e demonstram regulagédo da cinética de liberagdo da RVC quando do
uso conjugado desses dois carreadores (lipossoma de EPC e HP-BCD) em sistema de liberagdo sustentada de
anestésico local, abrindo perspectivas para justificar o uso clinico.



ABSTRACT

Local anesthetics (LA) are medicines used for the treatment, alleviation or elimination of acute or
chronic pain. Many studies have been carried out aiming to prolong LA duration of action and to reduce their
systemic toxicity by the use of carrier systems such as liposomes and cyclodextrins. Such formulations allow
the sustained release of the LA at the site of action, prolonging the anesthetic effect and avoiding peak plasma
concentrations, thus reducing LA toxicity. Ropivacaine (RVC) is a long acting LA, synthesized in the S
enantiomer form which is less toxic to the Central nervous and Cardiac systems. Previous work from our lab
has shown the complexation of RVC in hydroxipropyl-beta-cyclodextrin (HP-BCD) (de Araujo et al., 2008b). The
present work aimed: i) the development of a formulation containing RVC in HP-BCD inclusion complex in a 1:1
mole % ratio and subsequently encapsulated into egg phosphatidylcholine plus 1 mol% a-tocopherol
liposomes; ii) the characterization of that formulation, comparing it with commercial preparations of RVC,
regarding the stability and sustained release of the anesthetic. Large unilamellar liposomes (LUV) composed of
egg phosphatidylcholine and a-tocopherol (1,0:0,01 mol %) were prepared by extrusion, at pH 7.0. The
liposomal formulation was characterized with respect to encapsulation efficiency (33.0+2.4%) corresponding to
partition coefficient of 102.1. Nuclear magnetic resonance (diffusion ordered spectroscopy, DOSY) experiments
clearly demonstrated the molecular interaction between RVC and the HP-BCD (association constant, Ka
RVC:HP-BCD = 128 M) and liposomes (Ka LUV:RVC = 22 M). In the ternary system LUV:RVC:HP-BCD) a
stronger association was detected (Ka = 2.6 and 1.7 x higher than in the binary RVC:HP-BCD e LUV:RVC
systems, respectively), pointing out the increased RVC loading capacity of the new drug-delivery system. The
size of the vesicles (220.2+ 20.3 nm), and zeta potential of the liposomes (-31.7+1.4 Mv) were not changed by
the incorporation of the anesthetic. The formulations were followed by 60 days in terms of lipid peroxidation and
size of vesicles: peroxidation were shown to be low (less than 1% of total lipids in the formulation) and the
vesicles remained stable in relation to their size up to 30 days of storage at 4°C. Release kinetics experiments
revealed a decrease in the release of RVC when in the inclusion complex with HP-BCD and when encapsulated
into the liposomes, relatively to free RVC, Citotoxicity assays in vitro, over cultures of 3T3 fibroblast cells
showed that RVC was able to induce cell death in a concentration dependent manner and that this effect was
partially reverted if cells were incubated with double-loading LUV:RVC:HP-BCD system. In vivo sensory block
experiments (paw withdraw threshold to pressure in rats) showed a prolonged anesthetic effect for RVC in the
ternary system (300 min) in comparison to free RVC (180min) and binary system LUV:RVC (240min). In
general, pain relief effect of the double-loading system was longed about 1.6 times than that of free RVC and
1.3 times when compared to the liposomal binary system. The results obtained were important in the research,
study and characterization of controlled release dosage forms and show changes on the release kinetics of
RVC following the combined use of two carriers (EPC liposomes and HP-BCD) in a delivery system among its

future use in clinical practice.
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1.1 Dor

7

O estudo da dor é, possivelmente, uma das maiores e mais importantes areas da
medicina, sendo que a dor pode ter como causas, desordens organicas ou até psicoldgicas
(Carpenter & Dickenson, 2002). De acordo com a Associacao Internacional para o Estudo da
Dor (IASP), esta € uma experiéncia sensitiva e emocional desagradavel associada ou
relacionada a lesao real ou potencial dos tecidos (SBED, 2012).

Apesar de incbmoda, a dor desempenha uma fungao biolégica essencial, pois é a
resposta do organismo a um trauma real ou potencial. Poréem, em algumas situagdes, o
sofrimento doloroso perde sua fungao biolégica e comega a representar uma consequéncia
insuportavel de desordens refratarias aos tratamentos (Stevens, 1992). A dor pode ser
classificada em fungéo da duragdo da lesdo tecidual, em aguda ou de curta duragéo - que
persiste apenas enquanto durar o dano - e cronica ou lenta - relacionada a lesées mais
profundas (Siddall & Cousins, 1995).

Anestésicos locais sdo o0s agentes mais utilizados para controle da dor em
procedimentos invasivos, porém 0s avangos nas pesquisas, basica e clinica tém expandido as
opcdes na farmacoterapia da dor. Para pacientes com cancer ou dor neuropatica, por exemplo,
a farmacoterapia é a principal, sendo a Unica saida para manté-la sob controle. Além disso, a
busca por novos agentes terapéuticos € uma abordagem interessante, além daquela de
desenvolver outras formas farmacéuticas para compostos com atividade antinociceptiva ja
consagrada. Sistemas de liberacdo sustentada de farmacos podem melhorar a resposta
terapéutica proporcionando niveis sanguineos mais consistentes em relagdo aos medicamentos
de liberacao imediata ou de uso parenteral (Stevenson et al., 2012).

Pesquisas envolvendo liberagdo sustentada de anestésicos locais vém mostrando o
avancgo na terapia da dor, bem como as vantagens (por exemplo, redugao da toxicidade) do uso
desses novos sistemas (Kuzma et al.,, 1997; Torchilin, 2005; de Paula et al., 2010; Wiles &
Nathanson, 2010).

1.2 Anestésicos locais

O primeiro anestésico local descrito foi a cocaina, extraida das folhas de Erythroxylon
coca em 1860 por Nieman, na Alemanha, que verificou que a mesma causava entorpecimento
da lingua (Catterall & Mackie, 1996). Em 1884 Koller a utilizou pela primeira vez para anestesia
tépica do olho, familiarizando-se com os efeitos fisiolégicos da cocaina, descritos
posteriormente por Freud, ainda no final do século XIX (De Jong, 1994; Cox et al., 2003).
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Em 1892, as reacbes adversas do uso da cocaina, como a toxicidade e a inducao do
paciente ao vicio, tornaram-se evidentes e iniciou-se a pesquisa quimica a procura de
anestésicos locais mais seguros, que nao causassem dependéncia, foi entdo, que em 1905,
Einhorn e Braun sintetizaram a procaina, derivada do acido para-aminobenzéico, mais
hidrossoluvel e menos tdxica que a benzocaina, compativel com o uso sistémico. (De Jong,
1994; Cox et al., 2003).

Em 1943, Lofgren sintetizou a lidocaina, derivada do &cido dietil-aminoacético, iniciando-
se a era dos anestésicos locais tipo amida, que embora menos potentes que 0s amino-ésteres
(Covino & Vassalo, 1985) sao praticamente isentos das reacdes alérgicas tdo comuns aqueles
compostos (Collins, 1993). A partir de entdo, a pesquisa voltada para a farmacologia dos
anestésicos locais tomou um grande impulso e, como resultado, tem-se hoje um grande arsenal
desses compostos para uso na pratica clinica.

Os anestésicos locais (AL) sdo uma classe de farmacos capazes de induzir alivio da dor
em virtude da sua capacidade de se ligar ao canal de sédio de membranas excitaveis,
bloqueando assim, o influxo de ions sodio e a propagagao do impulso nervoso (Covino &
Vassalo, 1985); (Collins, 1993; HARVEY et al., 1998; MALAMED, 2001; Mura et al., 2007).

O bloqueio da condugdo nervosa é reversivel, sendo que essa propriedade é uma
consequéncia da inibicdo do processo de excitagdo-condugdo em nervos periféricos, apos
aplicagao local e em concentragdes adequadas. Um AL exerce sua acao reversivel em qualquer
tecido nervoso, podendo bloquear a passagem de impulsos tanto em fibras sensoriais quanto
motoras, aliviando ou evitando a dor, o que contribui para a grande utilizagao desses farmacos
na pratica médica (Covino, 1986).

As caracteristicas desejaveis para uma molécula anestésica sado: a longa duragéao de
acao, diminuicdo da toxicidade local e/ou sistémica e aumento da seletividade para o bloqueio
motor (de Araujo et al., 2003). Os anestésicos locais apresentam grande aplicagédo clinica em
Medicina e Odontologia, sendo utilizados em bloqueios regionais, na inducdo de analgesia
operatoria e/ou pds-operatoria, no tratamento da dor aguda e crbnica e, até para tratar arritmias
ventriculares (Carpenter & Dickenson, 2002).

Alguns anestésicos locais como lidocaina, bupivacaina, levobupivacaina e ropivacaina,
foram introduzidos na terapia da dor aguda e crbénica na tentativa de melhorar a acdo dos
farmacos ja utilizados (Whiteside & Wildsmith, 2001). Uma alternativa, que vem promovendo os
efeitos desejaveis é a liberagdo sustentada desses farmacos através da encapsulagdo em
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lipossomas e/ou outros veiculos (Kuzma et al., 1997);(de Aradjo et al., 2003); (de Paula et al.,
2010) como por exemplo, as ciclodextrinas.

Os ALs mais comumente usados em clinica sdo pertencentes a familia das amino-
amidas: bupivacaina, ropivacaina, lidocaina, mepivacaina e prilocaina (Koehler et al., 2005). A
Figura 1 (Strichartz & RITCHIE, 1987) ilustra alguns destes compostos.

CH, ?NHzC*bCHzCHs

CH
CH, i 3
Chmed) e
0O O

Ch Bupivacaina CHl, Mepivacaina
CH, JCHCH, CH, (I.“,Hzc H,CH,
NH-C—CH,—N N
0 “CH,CH, NH-C
Lidocaina CHB Ropivacaina

Figura 1 — Estrutura quimica de alguns ALs do tipo amino-amida de uso clinico (adaptado de (Strichartz
& RITCHIE, 1987).

1.3 Ropivacaina

A ropivacaina (RVC) é um anestésico local do tipo amino-amida com estrutura quimica
relacionada a da mepivacaina e bupivacaina (compostos amino-amidas ciclicos — Figura 1).
Apresenta como caracteristica, uma larga duragdo de acdo, com menor toxicidade
cardiovascular e sobre o sistema nervoso central (SNC) que a bupivacaina (Zuo et al., 2004),
este ultimo sendo o AL de escolha no Brasil e no mundo para procedimentos cirlrgicos de
longa duracao. Além disso, estudos realizados com animais e humanos, sugerem que a RVC
produz menor bloqueio motor em relagéo a bupivacaina (BVC), dada sua maior seletividade
sobre as fibras nervosas sensitivas (Canovas Martinez et al., 2004), uma vez que ¢é sintetizada
e comercializada na forma do isémero S (McClure, 1996).

Pesquisas mostraram que a dose cumulativa de ropivacaina capaz de produzir parada
cardiaca em ratos é de 108 = 27 mg/kg, enquanto para levobupivacaina esta dose é de 57 +8
mg/kg e para a bupivacaina racémica € de 39 = 9 mg/kg. Além disso, apds injecdes
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intravasculares de ropivacaina em voluntérios saudaveis nao foram relatados acidentes
vasculares cerebrais ou alteragdes na duragao dos intervalos e da frequéncia cardiaca (Leone
et al., 2008).

Estudos indicam ainda que a RVC apresenta menor capacidade arritmogénica que a
bupivacaina (potencial cardiotéxico 1:2, RVC:BVC) (Aguilar et al., 1999; Dony et al., 2000;
Wang et al., 2001). Comparando-se os efeitos neuro e cardiotoxicos, as convulsdes induzidas
por RVC tendem a se manifestar mais lentamente que aquelas por BVC, e sao anteriores as
arritmias cardiovasculares; fato este nao observado apds o tratamento com BVC, onde a
toxicidade cardiovascular manifesta-se antes de qualquer sinal de neurotoxicidade (Dony et al.,
2000; Heavner, 2002). Estudos realizados em suinos mostraram que a ropivacaina causou
menos repercussoes hemodinamicas do que a bupivacaina quando doses equivalentes foram
injetadas por via venosa (Melo et al., 2009).

Com relagéo as propriedades fisico-quimicas, a ropivacaina tem pka de 8,1, sua ligacao
as proteinas plasmaticas € de aproximadamente 94%, e apresenta menor solubilidade lipidica
que a bupivacaina (Cederholm, 1997). Estas e outras caracteristicas fisico-quimicas e
farmacocinéticas da ropivacaina podem ser visualizadas na Tabela 1. A RVC ¢ biotransformada
no figado por diferentes isoenzimas do citocromo P-450, originando como metabdlitos,
encontrados em analises de urina humana: 3-hidroxi-ropivacaina, 4-hidroxi-ropivacaina, e 2-
hidroximetilropivacaina, entre outros (Reif et al., 1998).

Estudos apontam a RVC como uma alternativa ao uso de BVC, justamente por induzir
menor toxicidade sistémica e promover maior grau de dissociagdo entre o bloqueio motor e
sensorial, sendo Util na administragdo epidural, infiltracdo e alivio da dor pds-operatéria
(Whiteside & Wildsmith, 2001).

No presente estudo, ropivacaina foi escolhida devido as suas caracteristicas, isto €,
anestésico local de longa duragéo, disponivel na forma do isémero-S puro, que apresenta
menor toxicidade para o sistema nervoso central e sistema cardiaco (Kennedy et al., 2001) que
0 “anestésico de escolha”, bupivacaina. A RVC é o monoidrato do sal cloridrico de 1-propil-2,6-
pipecoloxilidida e € sintetizada na forma enantiomérica S (100%), diferentemente dos outros
anestésicos amino-amidas ciclicos, como bupivacaina e mepivacaina (Figura 1), que séao
comercializados como misturas racémicas (McClure, 1996).
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Tabela 1 — Caracteristicas fisico-quimicas e farmacocinéticas da ropivacaina.

pka (em solugao de KCI 0,1M)? 8,07

Log P (n-octanol/ 4gua)® 2,9

Volume de distribuicéo (L)° 59

Tempo de meia vida (min)° 111
Clearance (L/min)° 0,72

Ligagdo com as proteinas plasmaticas (%)*° 94
Massa Molar da Base (g/mol)° 2744
Massa Molar do cloridrato de RVC (g/mol)? 328,9
Solubilidade do cloridrato em agua, a 25°C (mg/mL)? 53,8

Férmula molecular do cloridrato de RVC? C47H56N>O*HCI*H,O

De acordo com: (a) http://www.rxlist.com/naropin-drug.htm, consultado em 06 de abril de 2012; (b)
http://www.syrres.com/what-we-do/databaseforms.aspx?id=386, consultado em 15 de abril de 2012; (c)
(Leone et al., 2008).

1.4 Ciclodextrinas

Ciclodextrinas (CD) séo oligossacarideos ciclicos de seis ou mais unidades de
glicopiranose unidas por ligagées a-1,4 e correspondem a um dos carreadores de farmacos
mais utilizados. CDs sao capazes de formar complexos de inclusdo com uma ampla variedade
de moléculas organicas, chamadas moléculas héspedes (Loftsson & Duchéne, 2007).

As ciclodextrinas sdo produzidas a partir da degradacdao do amido pelas enzimas
ciclodextrinas glicosiltransferases, presentes em diferentes microorganismos e plantas (Loftsson
& Masson, 2001). As trés ciclodextrinas naturais sdo a alfa (a-ciclodextrina), beta (B-
ciclodextrina) e gama (y-ciclodextrina) compostas de seis, sete e oito unidades de D-(+)-
glicopiranose, respectivamente (Figura 2). Esses agentes tém em sua estrutura grupos hidroxil
primarios e secundarios, orientados para o exterior do anel macrociclico, o que lhes confere um
exterior hidrofilico, enquanto sua cavidade interna é relativamente hidrofobica, que Ihes permite
a complexacdo com moléculas que apresentam dimensdes e carater hidrofébico compativeis
com esta cavidade. A complexacao altera propriedades fisico-quimicas, como a solubilidade em
agua, a estabilidade quimica e a biodisponibilidade dos compostos na forma de complexo de
inclusao (McCormack & Gregoriadis, 1998; Pinto et al., 2005).
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Em solugdo aquosa as CDs sdo capazes de solubilizar em agua compostos lipofilicos
através da insercao da parte lipofilica dos mesmos na sua cavidade central (por¢cao apolar da
CD), formando complexos de inclusdo mais hidrofilicos que a molécula héspede livre (Messner
et al., 2010).
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Figura 2 — Representagao esquemética de a-CD (a), B-CD (b) e y-CD (c) — (adaptado de (Davis
& Brewster, 2004).

Entretanto, as ciclodextrinas naturais, em particular a B-ciclodextrina, tém solubilidade
aquosa limitada (16,4 mM ou 18,6 mg/mL) e a formacdo de complexos com compostos
lipofilicos geralmente resulta em precipitacao dos complexos sélidos, se o limite de solubilidade
for atingido. Assim, numerosas modificacées na estrutura quimica das B-ciclodextrinas ja foram
feitas (Figura 3), originando derivados mais solUveis como 2,6-dimetil-B-ciclodextrina (DM-B-
ciclodextrina), 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-ciclodextrina) e ciclodextrinas sulfatadas
como sulfobutiléter-p-ciclodextrina (SBE-B-ciclodextrina) (Rajewski & Stella, 1996).

Esses derivados alquilados como a 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-BCD), tém atraido
crescente interesse devido a melhora na sua capacidade complexante, melhor solubilidade
aquosa e menor toxicidade (Dollo et al., 1998; Moraes et al., 2007).
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Figura 3 — Estrutura geral das principais ciclodextrinas modificadas, derivadas da (3-CD — (adaptado de
(Rajewski & Stella, 1996).

* O grau de substituicdo pode ser variavel.

Além da estabilizagdo, a modificagdo da farmacocinética e das propriedades
biofarmacéuticas dos compostos carreados sao efeitos significativos da complexagdo com
ciclodextrinas. Esses efeitos sao observados especialmente na solubilidade aquosa e na
cinética de liberagdo da molécula héspede sob a forma de um complexo de inclusdo molecular.
Como consequéncia disso, a administracdo de fa&rmacos na forma de complexo de inclusao
com [B-ciclodextrina altera a intensidade e a duracao de seus efeitos, através da baixa absor¢éao
sistémica dos farmacos aplicados localmente (de Araujo et al., 2003). Essas propriedades
tornam o uso da complexagao em ciclodextrinas, bastante promissor. Existem hoje, uma série
de produtos na forma de complexo de inclusdo com diferentes tipos de ciclodextrinas, tais
como: albendazol, cloranfenicol, fluoxetina, indometacina, cetoprofeno, miconazol, nifedipino,
piroxican, tacrolimus, dentre outras que sugerem a alteragcao da farmacocinética de liberagéo do
farmaco (Loftsson & Brewster, 2011).

Em estudos anteriores, o laboratério de Biomembranas avaliou formulagcbes de
anestésicos locais na forma de complexos de inclusdo com ciclodextrinas obtendo bons
resultados em termos de analgesia (Pinto et al., 2005; Fraceto et al., 2007; Moraes et al., 2007).
No laboratério também foi realizado um estudo bem caracterizado de complexo de incluséo de
RVC com HP-BCD (de Araujo et al., 2008b), em que a constante de associacao entre RVC e
HP-BCD foi de 9,5M", determinou-se a estequiometria de formacdo do complexo (1:1), com
aumento da solubilidade do AL apds obtencdo do complexo de inclusdo. O mesmo estudo
revelou diminuicdo na taxa de liberacdo da RVC in vitro, reducao dos efeitos hemoliticos do AL
na forma de complexo de inclusdo e maior efeito de bloqueio sensorial em animais. Esses
resultados identificaram o complexo de inclusdo de RVC com HP-BCD como eficaz para
melhorar os efeitos farmacolégicos da RVC (de Araujo et al., 2008b).
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1.5 Lipossomas

Os lipossomas, descritos em 1963 por A. Bagham consistem de vesiculas microscépicas
de tamanhos variados (em escalas de nm a ym) que contem uma ou mais bicamadas lipidicas
concéntricas separadas por compartimentos aquosos, em que as caudas hidrofébicas dos
lipidios estao voltadas para o interior e as cabecgas polares para o exterior da bicamada (Figura
4), mantendo contato com a fase aquosa (Ranade, 1989).
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| ‘Cabega’ hidrofilica e Moléculas hidrossoluveis
‘Cauda’ hidrofobica |

. Moleculas lipossoluveis
T Moléculas anfipaticas
| Lipidio
Figura 4 - Representagdo esquematica da organizagdo de um lipossoma unilamelar (A) e multilamelar

(B), remetendo as possiveis formas de insercdo de compostos hidro, lipo e anfifilicos (de Arauljo et al.,
20083).

Os lipossomas séo classificados em relagdo ao tamanho e de acordo com o numero de
camadas lipidicas concéntricas que contém, dentre os quais, podemos citar (EIDELMAN et

al., 2005; Torchilin, 2005):

» Vesiculas multilamelares grandes (MLV): consistem de varias biamadas
concéntricas e tém tamanho de 500 a 5000 nm;
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» Vesiculas unilamelares pequenas (SUV): formadas por uma simples bicamda e
com tamanho em torno de 100 nm;

» Vesiculas unilamelares grandes (LUV): tém unibicamadas e variagdo no tamanho
de 200 a 800 nm.

No presente trabalho, foram preparadas vesiculas lipossomais multilamelares grandes
(MLV) e unilamelares grandes (LUV) contendo fosfatidilcolina de ovo e a-tocoferol, cujo preparo
esta descrito em “Materiais e Métodos” - item 3.4.2.

As moléculas de farmacos podem ser encapsuladas no espago aquoso interno do
lipossoma ou ainda podem se intercalar entre os lipidios que compbéem a bicamada,
dependendo de suas caracteristicas fisico-quimicas ou da composicao dos lipidios que
constituem o lipossoma (Figura 4).

A funcgao dos lipossomas como veiculos é liberar os farmacos nele encapsulados em
alvos especificos, evitando a toxicidade sistémica das substancias que ficam disponiveis no
local de acdo (Grant & Bansinath, 2001). Tem sido relatado que os lipossomas podem regular
0s niveis sistémicos de farmacos e serem enderegados para tecidos alvo (Malinovsky et al.,
1997a). Além disso, lipossomas tém sido utilizados em imunoensaios (Rongen et al., 1997) e
como sistemas de liberagdo sustentada para varios farmacos incluindo antivirais (Law et al.,
2000), antifungicos (Kotwani et al., 2002), medicamentos antineoplasicos (Stuart et al., 2000) e
outros.

O comportamento lipossomal in vivo e as caracteristicas de liberagdo do farmaco
encapsulado sao determinadas pelo tamanho, estrutura e composicdo dos lipossomas
(Malinovsky et al., 1999). Por exemplo, apos injegdo subcutanea, lipossomas menores do que
120nm de didametro facilmente ganham acesso aos capilares e sao rapidamente retirados do
local de injecdo; por outro lado, lipossomas relativamente grandes tendem a permanecer no
local de acao por mais tempo (Grant & Bansinath, 2001).

O laboratério de Biomembranas tem desenvolvido formulagdes lipossomais, formadas
vesiculas unilamelares grandes contendo fosfatidilcolina de ovo, colesterol e a-tocoferol,
encapsulando anestésicos locais, com bons resultados em termos de prolongamento da
anestesia, em animais: Lidocaina (Cereda et al., 2006), Mepivacaina (de Araujo et al., 2004;
Cereda et al., 2006), Ropivacaina (de Araujo et al., 2008a), Prilocaina (Cereda et al., 2004) e
humanos: (Mepivacaina (Tofoli et al., 2011; Tofoli et al., 2012), Ropivacaina (Franz-Montan et
al., 2010a), Prilocaina (Wiziack Zago et al., 2011), entre outros.
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A Tabela 2 reune, a titulo de exemplo, uma relacdo de formulagées lipossomais que ja

foram aprovadas para uso clinico.

Tabela 2: Formulagdes lipossomais aprovadas para uso clinico.

Farmaco em lipossomas Produto Indicacoes
Daunorubicina DaunoXome Sarcoma de Kaposi
o Terapia combinada de cancer
Doxorubicina Mycet
de mama recorrente
o . Sarcoma de Kaposi refratério;
Doxorubicina em lipossomas . ) . )
) Doxil/Caelyx cancer ovariano; cancer de
peguilados
mama recorrente
Anfotericina B AmBisome Infec¢des fungicas
Citarabina Depocyt Meningite linfomatosa
Vincristina Onco TCS Linfoma nao-Hodgkins
Lurtotecan NX211 Céncer ovariano
Nistatina Nyotran Agente antifungico tépico
Leucemia promielocitica aguda;
. L. limfoma nao-Hodgkins;
Acido retindico todo-trans Altragen .
carcinoma renal; sarcoma
Kaposi
Citarabina / Daunorubicina CPX - 351 Leucemia
Compostos de Platina Aroplatin Tumores sélidos
Células germinativas de cancer,
Cisplatina - pequenas células de carcinoma
pulmonar
o Terapia fotodindmica para
Fotossensibilizadores - .
cancer de pele
Codificacao de DNA de
plasmideo e HLA-B7 Allovectin-7 Melanoma metastético
microglobulina 2
. o Maxilene o
Complexo Lidocaina/lipossoma Anestesia topica
ELA-Max
Bupivacaina Exparel Analgesia pés cirurgica
Bupivacaina Bupisome Analgésico local

Fonte: (EIDELMAN et al., 2005; Torchilin, 2005, 2012; Gorfine et al., 2011; Cohen et al., 2012)
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Estudos anteriores do laboratério avaliaram a atividade farmacol6gica, a citotoxicidade e
a toxicidade local de uma formulagao lipossomal (vesiculas unilamelares grandes, preparadas
por extrusao e compostas de EPC:colesterol:a-tocoferol na razdo molar 4:3:0,07, em pH 7,4) de
ropivacaina (0,125 a 0,5%) comparando-a com solucao da RVC livre, de iguais concentracoes
(de Araujo et al., 2008a). Naquele estudo, ensaios de liberagao in vitro revelaram diminuicao da
taxa de liberacdo in vitro da RVC, dos lipossomas. Além disso, a RVC encapsulada em
lipossomas apresentou citotoxicidade reduzida quando comparada com a RVC livre, bem como
melhorou a intensidade do efeito analgésico em relagédo a RVC livre, em testes de bloqueio do
nervo ciatico e nervo infraorbital, em animais.

Em analises histolégicas, ndo foram detectadas alteragdes teciduais na area de injecao
nos nervos, ciatico e infraorbital e poucas células inflamatérias foram observadas em apenas
um dos animais tratados com RVC livre ou lipossomal a 0,5%. Em humanos, demonstrou-se
que RVC encapsulada naquele tipo de lipossomas, na forma de gel contendo 1% do ativo
induziu anestesia mais longa quando comparada com a RVC em solugao 1%, mostrando que
esse tipo de formulagao pode ser eficaz e viavel, promovendo liberagao sustentada do farmaco
(Franz-Montan et al., 2007).

De maneira geral, pode-se dizer que o uso de anestésicos locais encapsulados em
lipossomas unilamelares grandes (contendo fosfatidilcolina de ovo, colesterol e a-tocoferol) tem
como vantagens a liberagao lenta do farmaco, prolongando a duragao da anestesia e a redugao
da toxicidade para os sistemas cardiovascular e nervoso central (Langerman et al., 1992;
Mowat et al., 1996). Grandes avancos tém sido alcancados em pesquisas envolvendo
lipossomas e anestésicos locais, que demonstram suas vantagens em relacdo ao uso do
farmaco livre (de Paula et al., 2010; Weiniger et al., 2010; Franz-Montan et al., 2011; Mercado &
Weinberg, 2011; Richard et al., 2011).

1.6 Sistema binario: RVC em HP-BCD

Estudo anterior do laboratério de Biomembranas demonstrou a formagéo e
caracterizacao de um complexo de inclusdao entre RVC e HP-BCD na estequiometria de 1:1
(AL:CD) razdao molar (de Araujo et al, 2008b) e tempo de equilibrio de complexacao de 6h.
Naquele trabalho, medidas de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) forneceram
evidéncias da formacao do complexo de inclusédo, pelo deslocamento de moléculas de agua da
cavidade central da ciclodextrina, quando na presenga de RVC.
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De forma semelhante, medidas de Difracdo de Raios X e MET forneceram outras
evidéncias da complexagao, pela perda da estrutura cristalina dos componentes puros (AL,
CD). Além disso, medidas de 'H-RMN confirmaram definitivamente a formagéo do complexo,
pela proximidade espacial entre hidrogénios do anel piperidinico da RVC e hidrogénios (H3,
H5), do interior da cavidade da HP-BCD. Como resultado da complexagdo houve um aumento
linear na solubilidade da RVC, em funcéo das concentragdes crescentes de HP-BCD utilizadas
(pH 7,4), e a constante de associacdo RVC:HP-BCD (Ka) foi determinada em 9,5 M (de Araujo
et al., 2008b).

Como resultado da complexacgéo, a cinética de liberagao in vitro da RVC foi mais lenta
que a do anestésico livre, o efeito hemolitico do AL foi reduzido e estudos in vivo, de bloqueio
do nervo ciatico de ratos mostraram que o complexo formado foi capaz de reduzir o periodo de
laténcia, sem aumentar a duragao do bloqueio motor, e de prolongar a duracéo e a intensidade
do bloqueio sensorial (de Araujo et al., 2008b).

1.7 Sistema binario: RVC em lipossomas

Em estudos anteriores do laboratério de Biomembranas, utilizando RVC em lipossomas
de EPC:colesterol o tamanho médio das vesiculas foi de 356£83nm, correspondendo em
proporgao a 85% das vesiculas, sem alteragdes apds encapsulagao do anestésico (de Araujo et
al., 2008a).

O coeficiente de particdo dessa formulacdo lipossomal foi de 132126 e estudos de
liberacao in vitro, mostraram uma reducao na taxa de liberagcao do farmaco quando comparada
a formulagdo contendo RVC livre (de Araujo et al., 2008a). Além disso, a avaliagcao
farmacologica da formulagao indicou aumento da duragao e intensidade do efeito analgésico
em relagdo a RVC livre (de Araujo et al., 2008a). Esses resultados sugerem o sistema binario,
composto por RVC em lipossomas de EPC:colesterol, como uma formulagao de AL de liberagao
sustentada.
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1.8 Sistema de duplo carreamento: anestésico em ciclodextrinas em lipossomas

Como discutido anteriormente, o uso de formulagdes de liberagdo sustentada tém sido
proposto para melhorar a solubilidade e biodisponibilidade de anestésicos poucos soluveis,
incluindo-se sistemas baseados em ciclodextrinas (Dollo et al., 1998) e formulagdes lipossomais
(Grant & Bansinath, 2001). De fato, entre as formas farmacéuticas comerciais disponiveis e
patentes depositadas para carreamento de AL, ha uma grande fracdo de formulagdes
envolvendo esses dois carreadores (de Paula et al., 2010).

Uma abordagem inovadora, proposta por (Loukas, 1998), levando em conta os avangos
na tecnologia de producdo de complexos de inclusdo molecular com ciclodextrinas e de
vesiculas lipossomais como carreadores de farmacos, € o uso combinado desses dois
carreadores no preparo de sistemas de carreamento ternarios, isto é: farmaco sob a forma de
complexo de inclusdo com ciclodextrina encapsulado em lipossomas (Loukas, 1998).

Fatouros e colaboradores mostraram que o principal requisito para eficacia do sistema
de duplo carreamento: farmaco (prednisolona) em ciclodextrinas em lipossomas € a habilidade
do farmaco em complexar-se, em altas quantidades, com as moléculas de ciclodextrinas
(Fatouros et al., 2001).

Piel e col. (2006) prepararam sistemas de duplo carreamento, de betametasona em
varios derivados de ciclodextrinas (dentre eles, HP-BCD) em lipossomas de fosfatidilcolina de
soja e colesterol e mostraram preocupagao com a possivel desestabilizagdo dos lipossomas,
pelo sequestro de lipidios daqueles, uma vez que as ciclodextrinas, e em particular seus
derivados metilados, sdo capazes de remover componentes lipidicos das membranas,
especialmente o colesterol (Piel et al., 2006). No entanto, ensaios de liberacdo in vitro
mostraram liberagdo mais prolongada para o sistema de duplo carreamento (betametasona-
ciclodextrina-lipossomas) que a betametasona encapsulada em lipossomas, comprovando que
os lipossomas mantiveram sua propriedade de “reservatério”, mesmo quando encapsularam
complexos com ciclodextrinas.

Maestrelli e colaboradores, estudando um sistema de duplo carreamento para
ketoprofeno (em ciclodextrina e lipossomas) relataram que a presenga de complexos de
ciclodextrinas afetou as dimensdes de lipossomas, mas nao sua estrutura lamelar. O complexo
ketoprofeno- HP-BCD em virtude da sua alta estabilidade, permitiu altas porcentagens de
encapsulagao e proporcionou maior estabilidade ao sistema (Maestrelli et al., 2005).

Recente estudo de Bragagni e colaboradores mostrou que suspensdes lipossomais do

anestésico prilocaina a 1% apresentaram maior eficacia em termos de ocorréncia e duragao de
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acao anestésica, comparada a preparagbes nao lipossomais de prilocaina, na mesma
concentracdo. Além disso, a encapsulagao do anestésico em lipossomas na forma de complexo
de inclusdo com ciclodextrina (HP-BCD) mostrou ser capaz para aumentar a duragdo de agao
anestésica e reduzir o tempo de laténcia, em relagdo a prilocaina lipossomal. Estes resultados
mostraram que o sistema farmaco em ciclodextrinas em lipossomas aumentou a eficacia
terapéutica de prilocaina, evitando o uso de vasoconstritores para prolongar o efeito anestésico
Prilocaina em odontologia (Bragagni et al., 2010).

Tendo em vista o exposto e na tentativa de se obter formulagées lipossomais quimica e
fisicamente estaveis, capazes de modificar a cinética de liberacao da RVC e que apresentem
menor toxicidade sistémica, o presente estudo propde o desenvolvimento e caracterizagdo de
um sistema de duplo carreamento contendo complexos de inclusdo de RVC com ciclodextrinas
encapsulados em lipossomas, como uma alternativa para melhorar as propriedades

farmacoldgicas deste anestésico local.
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2.1 Justificativa

O laboratério de Biomembranas do Departamento de Bioquimica, UNICAMP, tem realizado
estudos relacionados a interagdo de anestésicos locais com lipossomas (de Paula & Schreier,
1995; de-Paula & Schreier, 1996; de Paula et al., 2010); (Pinto et al., 2000; Cereda et al., 2004;
Cereda et al., 2006; Cereda et al., 2008) nos quais se demonstrou a insercao diferencial dos
anestésicos em diferentes profundidades da bicamada lipidica e também com um peptideo do
canal de sédio voltagem-dependente (Fraceto et al., 2006).

Esses estudos foram estendidos para o desenvolvimento de formulacées de liberacao
sustentada de AL baseados em lipossomas (Cereda et al., 2004; Cereda et al., 2006; Franz-
Montan et al., 2007; Cereda et al., 2008; de Araujo et al., 2008a; Franz-Montan et al., 2010a;
Franz-Montan et al., 2010b; Franz-Montan et al., 2011; Tofoli et al., 2011; Franz-Montan et al.,
2012; Tofoli et al., 2012) ou ciclodextrinas (Pinto et al., 2005; Fraceto et al., 2007; Moraes et al.,
2007).

Mais recentes estudos do grupo de pesquisa Biomembranas, permitram a
caracterizacdo molecular de sistemas de duplo carreamento AL:ciclodextrinas:lipossomas
(Cabeca et al., 2008; Cabeca et al., 2011), pela técnica de RMN.

Em relagdo ao anestésico local Ropivacaina, em estudo prévio do laboratério foi relatado
o desenvolvimento e a avaliagdo farmacoldgica de formulagdo contendo ropivacaina em HP-
BCD (de Araujo et al.,, 2008b) ou em lipossomas compostos de EPC:colesterol:a-tocoferol
4:3:0,07 mol% (Franz-Montan et al., 2007; de Araujo et al., 2008a), com resultados
encorajadores, com o aumento do tempo de anestesia e diminuigcdo da toxicidade na RVC em

ambas formulagdes, em comparagado com o anestésico local em solugao.

2.2 Objetivos Gerais

O objetivo deste projeto foi desenvolver uma formulagao de duplo carreamento contendo
complexo de inclusdo do farmaco RVC com HP-BCD (na estequiometria de 1:1) encapsulado
em lipossomas de EPC:a-tocoferol 1:0,01 mol%, buscando com isso, aumentar a solubilidade
do farmaco em questao, prolongar a duracado de acao e reduzir sua toxicidade. Pretende-se
também caracterizar o sistema de duplo carreamento: RVC:HP-BCD:lipossomas e comparar

seu efeito in vitro (toxicicidade) e in vivo (testes de analgesia, em animais) com o efeito de
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formulacdes comerciais de RVC disponiveis, verificando se a formulagdo tem potencial para

posterior uso clinico.

2.3 Objetivos especificos

- Preparar formulagdo do anestésico ropivacaina (8 mM) na forma de complexo de inclusao
molecular com HP-BCD (1:1) e encapsulado em lipossomas de EPC (8 mM)

- Desenvolver e validar uma metodologia para quantificagdo da RVC por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE).

- Caracterizar a nova formulagéo lipossomal de RVC preparada (sistema binario), em termos de
tamanho, potencial zeta e porcentagem de encapsulacao da RVC.

- Caracterizar o sistema de duplo carreamento: RVC: HP-BCD:lipossomas através da técnica de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), para avaliar a constante de associagcdo com cada um

dos carreadores (HP-BCD e lipossomas).

- Avaliar o sistema de duplo carreamento quanto a estabilidade fisica: tamanho, potencial zeta e
indice de polidispersao, em fungéo do tempo de armazenamento.

- Avaliar o sistema de duplo carreamento quanto a estabilidade quimica: peroxidacéao lipidica;

em funcao do tempo de armazenamento.

- Avaliar o perfil de liberagcao do farmaco RVC (no sistema de duplo carreamento) in vitro.

- Avaliar a toxicidade in vitro da formulagao de RVC: HP-BCD:lipossomas em testes de cultura

de células, em comparagao com a RVC livre.
- Avaliar a atividade farmacoldgica da formulagdo RVC: HP-BCD:lipossomas (contendo RVC

0,125 a 0,25%) em comparacao com a RVC livre, através de testes de atividade antinociceptiva
(teste PWPT), em animais.
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3.1 Farmacos, sais e solventes

- Anestésico Local: Cloridrato de Ropivacaina (doagao da Cristalia Ind. Quimica e Farmacéutica
Ltda)

Lipidios: fosfatidilcolina de ovo (Sigma Chem. Co.) — grau de pureza > 99%

- Ciclodextrinas: Hidroxipropil 3-CD (Roquette Serv.Tech. Lab., Franca)

- Solugdes: HEPES 20 mM com NaCl 0,9% ou tampao fosfato de sédio 20mM, pH 7,0

- Outros: acetato de a-tocoferol, tetraetoxipropano, acido tiobarbitdrico, glicina, butil-hidroxi-
tolueno, dodecilsulfato de so6dio, agua deuterada (Sigma Chem. Co.), acido acético glacial,

cloroférmio, cloreto férrico, dimetilsulféxido, formaldeido, (Labsynth Ltda.), etanol, xilol, (Ecibra
Reag. Anal.).

3.2 Equipamentos

- Espectrofotémetro Varian Cary 50

- Extrusora (Lipex Biomembranes Inc.)

- Analisador de Tamanho de particulas e potencial zeta por espalhamento de luz (Zeta Sizer
NanoZS — Malvern Instruments Corp.)

- Ultracentrifuga (Beckman® L8-80M)

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

- Cromatégrafo liquido com detector de DAD (Merck Hitach®)

- Cromatégrafo liquido com detector de UV (Varian ProStar)

- Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) Varian 600 MHz (14,1 T),
pertencente ao Laboratério Nacional de luz Sincrotron (LNLS, Campinas-SP).
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- Microscopio eletronico de transmissao Zeiss — LEO 906, Laboratério de Microscopia eletronica
do Instituto de Biologia/Unicamp

- Analgesimetro (Ugo Basile-ltalia)

3.3 Quantificacao da ropivacaina

- Analises cromatograficas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) -

A concentracdo de ropivacaina total da formulagdo, sob a forma de complexo de
inclusdo e encapsulada, foi determinada por CLAE. O equipamento utilizado consistia de uma
bomba com injetor automatico (auto sampler), um detector de arranjo de diodo (Diodo array
detector), Merck Hitachi e foi utilizada uma coluna Purospher Star RP 18e (Octadecilsilano) (150
x 4,6 mm) com tamanho de particula de 5 um, da Merck. A temperatura do forno foi de 30°C e a
fase movel empregada foi uma mistura de acetonitrila e tampéao fosfato pH 8,0 numa razéo de
60:40 (v/v), sob fluxo de 1,2 mL/min. O comprimento de onda para detec¢do UV foi de 240 nm,
de acordo com adaptacdes do método descrito por (Jonsson et al., 2000) e pela USP 32 (Zuo et
al., 2004).

A validagdo da metodologia analitica foi conduzida segundo paréametros estabelecidos
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), conforme Resolucao RE n° 899, de 29
de maio de 2003 e pela International Conference on Harmonization of Technical Requirements
for Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH). Foram avaliados os seguintes
parametros: seletividade, linearidade, precisao, exatidao, robustez e estabilidade de solugdes.

3.3.1 Validacao da metodologia analitica

3.3.1.1 Seletividade/Especificidade e Pureza de Pico

A seletividade é avaliada demonstrando que o método analitico separa duas ou mais
substancias, sendo elas ativas ou ndo, de qualquer outro componente presente na
formulacdo (excipientes, compostos de degradacdo e impurezas). A especificidade é
avaliada quando o método é capaz de fornecer resposta para um Unico analito. As solugdes

utilizadas neste ensaio foram preparadas conforme segue abaixo:
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- solugéo padrao de ropivacaina: Pesou-se quantidade suficiente de RVC de forma que a
concentracao final teérica do farmaco fosse de 0,76mM, diluindo-se em tampao HEPES pH
7,0 (20mM).

- solugao contendo placebo da formulagao: Foi preparada a suspensao lipossomal (EPC) a
8mM contendo 8 mM de HP-BCD encapsulada por ressuspensao do filme lipidico em tampao
HEPES 20 mM pH 7,0 cotendo a ciclodextrina. Desta solugao, pipetou-se 2,375 mL para um
baldo volumétrico de 25 mL. O volume foi completado com tampao HEPES 20 mM pH 7,0
obtendo uma concentragao final de 0,76 mM de HP-BCD e LUV.

- solugao contendo o sistema de duplo carreamento proposto neste trabalho: Foi preparada a
suspensao lipossomal (EPC) a 8 mM contendo RVC:HP-BCD 8 mM encapsulada por
ressuspensao do filme lipidico em tampao HEPES 20 mM pH 7,0 contendo o complexo de
inclusdo. Desta solucao, pipetou-se 2,4 mL para um baldo volumétrico de 25 mL. O volume
foi completado com tampao HEPES 20 mM pH 7,0, de forma a se obter uma concentragéo
final de 0,76 mM de RVC, HP-BCD e LUV.

As trés solucoes foram injetadas em triplicata no cromatégrafo liquido com detector de

DAD (Merck Hitach®), conforme método analitico descrito no item 3.3. Foi avaliado

(0]

cromatograma do placebo, padrédo e amostra a fim de verificar se havia interferentes do placebo

coeluindo com o pico da RVC, bem como a pureza dos picos do padrdao e amostra. Além disso,

foi calculada a recuperagdo da solugdo amostra frente a solugdo padrdao para confirmar a

especificidade do método empregado na quantificagdo de RVC. Os resultados foram expressos

em porcentagem de recuperacao.

3.3.1.2 Linearidade

A linearidade foi avaliada para demonstrar que os resultados obtidos com o método
de analise eram diretamente proporcionais a concentragdo de RVC na amostra, dentro de
um intervalo especificado, sendo adotado como critério minimo aceitavel um coeficiente de
correlacao (r) de 0,99 (RE n° 899, de 29 de maio de 2003). Neste sentido, foi preparada uma
curva de calibragdo com um padrao de RVC na faixa de concentracdo de 0,08 a 1,16 mM de
RVC, diluido em tampao HEPES 20 mM pH 7,0. Esta faixa foi adotada para contemplar a
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faixa de concentragdo das amostras no ensaio de liberagédo in vitro, descrito mais adiante
neste trabalho. Cada concentracao foi injetada em triplicata no cromatégrafo liquido com
detector de DAD (Merck Hitach®), conforme método analitico descrito no item 3.3 e os

resultados obtidos foram apresentados num grafico de area vs concentragcao de RVC.

3.3.1.3 Exatidao

A exatiddao de um método representa a proximidade entre o valor da concentracao
analisada de uma amostra conhecida e o valor de concentracao calculado, através da curva
de calibracao (linearidade). O estudo foi conduzido em 3 niveis de concentra¢des da amostra
(80%, 100% e 120%). Para isso, a formulacdo lipossomal proposta (LUV:RVC:HP-BCD)
contendo RVC na concentracdo de 8mM foi diluida em tampao HEPES 20 mM pH 7,0 de
forma a se obter as concentragdes do estudo (0,66 mM = 80%; 0,83 mM = 100% e 0,99 mM
= 120%). As solugdes foram injetadas em ftriplicata no cromatégrafo liquido com detector de
DAD (Merck Hitach®), conforme método analitico descrito no item 3.3. O conjunto de dados
obtidos foi transformado em um conjunto de “recuperagdes”, onde a concentragao calculada
foi dividida pela concentracdo real e os dados foram multiplicados por 100 para que o
resultado fosse dado em porcentagem. Segundo a ANVISA, a média de recuperagao das
amostras deve estar compreendida entre 98,0 e 102,0% para que o método seja
considerado exato (RE n° 899, de 29 de maio de 2003).

3.3.1.4 Precisao

A precisdo é a avaliagdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de amostragem multipla da mesma amostra. A repetibilidade (precisao intracorrida) € a
concordancia entre os resultados dentro de um curto periodo de tempo, obtidos pelo mesmo
analista e mesma instrumentagdo. A precisdo intermediaria (precisao intercorridas) revela a
concordancia entre os resultados do mesmo laboratério, mas obtidos em dias diferentes. A
precisao de um método analitico pode ser expressa como o desvio padrdao ou desvio padrao
relativo (coeficiente de variagao) de uma série de medidas. Foram realizados 6 preparos de
solugdo amostra a partir da formulagdo proposta (LUV:RVC:HP-BCD) contendo RVC na
concentracdo de 8 mM, a qual foi diluida em tampao HEPES 20 mM pH 7,0 para obter uma
solucdo a 100% (0,83 mM). As solugdes foram injetadas em triplicata no cromatégrafo liquido
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com detector de DAD (Merck Hitach®), conforme método analitico descrito no item 3.3. No dia
seguinte foi realizado o0 mesmo procedimento para se obter a precisédo intermediaria. Segundo a
ANVISA, o coeficiente de variagdo da repetitividade deve ser no maximo 2,0% e o coeficiente
de variagao da precisao intermediaria, no maximo 4,0% (RE n° 899, de 29 de maio de 2003).

3.3.1.5 Robustez

A robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade em resistir a
pequenas e deliberadas variagdes dos parametros analiticos, indicando sua confianga durante o
uso normal. Durante o desenvolvimento da metodologia, deve-se considerar a avaliagdo da
robustez, sendo que, se for constatada susceptibilidade do método as variacées nas condigdes
analiticas, estas devem ser controladas e precaucdes devem ser incluidas no procedimento
experimental, para evitar erros. As amostras foram preparadas em triplicata seguindo 0 mesmo
procedimento descrito no item 3.3.1.4 (Precisdo). As alteragbes propostas para avaliar o

método foram:

a) Variagao de fluxo: 1,0 mL/min; 1,2 mL/min (condi¢&o original) e 1,4mL/min
b) Variagao de temperatura: 25 °C e 30 °C (condic¢ao original)
¢) Variagdo na composicao da fase movel (acetonitrila / tampé&o): 70:30 (v/v); 60:40 (v/v)

(condigao original) e 50:50 (v/v).

Apbs o preparo das amostras o sistema de cromatografia liquida foi acondicionado nas
condicdes a serem testadas e as solugdes foram injetadas (cada uma) em triplicata no
cromatégrafo liquido com detector de DAD (Merck Hitach®). O conjunto de dados obtidos foi
transformado em um conjunto de ‘“recuperagdes” para cada condicdo testada, onde a
concentracao calculada foi dividida pela concentragédo real e os dados foram multiplicados por
100 para que o resultado fosse dado em porcentagem. Os resultados foram expressos num
grafico da recuperagdo vs condicao alterada. Segundo a ANVISA, a variagdo maxima da
recuperacdao das amostras deve ser de no maximo + 5% em relagdo a condi¢ao original do
método (RE n° 899, de 29 de maio de 2003).
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3.3.1.6 Estabilidade das solucdes contendo RVC (padrao e amostra)

O estudo da estabilidade de solugao visa determinar o tempo durante o qual o principio
ativo presente tanto na solugéo padrao como na solugdo amostra mantém, dentro dos limites
especificados, as mesmas propriedades e caracteristicas que possuia no momento do seu
preparo, de forma que a variacao pode estar entre 98,0 e 102,0% (RE n° 899, de 29 de maio de
2003). As amostras foram preparadas em triplicata seguindo o0 mesmo procedimento descrito no
item 3.3.1.4 (Precisao). Duas solu¢des padrdao de RVC foram preparadas na concentracao final
tedrica de 0,76mM, diluidas em tampao HEPES 20 mM pH 7,0. As solugdes foram injetadas em
triplicata no cromatégrafo liquido com detector de DAD (Merck Hitachi®), conforme método
analitico descrito no item 3.3, nos tempos 0, 6, 12, 24, 42 e 48 horas apds o preparo. Os dados
obtidos foram transformados em um conjunto de “recuperagdes”, em relacdo a resposta inicial

(tempo 0Oh).

3.4 Preparo das formulacoes

3.4.1 Complexos de inclusao de RVC em HP- B ciclodextrina (1:1)

Seguindo metodologia ja estabelecida em nosso laboratério, complexos de incluséo
sélidos foram obtidos misturando-se quantidades apropriadas de HP-BCD e RVC em agua, para
uma razao molar de 1:1, respeitando a estequiometria do complexo, previamente determinada
(de Araujo et al., 2008b). As amostras foram submetidas a agitacao por 24 horas a temperatura
ambiente. Em seguida, a solucao foi liofilizada e armazenada a -20 °C para posterior uso (Dollo
et al., 1998; Loftsson & Masson, 2001).

Foi preparada uma solugao contendo o complexo acima, em tampao adequado (HEPES
20 mM pH 7,0 com NaCl 150mM), de forma que a concentragéo final de RVC fosse de 8 mM
(0,25%), a qual foi utilizada para ressuspender o filme lipidico preparado em seguida.

3.4.2 Lipossomas

Vesiculas lipossomais multilamelares (MLV) foram preparadas pelo método de
hidratacdo de filme seco, retirando-se aliquotas de fosfatidilcolina de ovo e a-tocoferol (na
proporcao molar de 1,0:0,01) de solugdes estoque em cloroférmio (grau de purza - > 99%). Em
seguida as aliquotas foram evaporadas sob fluxo de N, e mantidas sob vacuo (350 mmHg) (2 h)
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a temperatura ambiente, para retirada do cloroférmio residual (Boogaerts et al., 1993a;
Boogaerts et al., 1993b; Boogaerts et al., 1994).

Apo6s secagem, o filme lipidico aderido a parede do tubo foi ressuspenso em tampao
HEPES 20 mM pH 7,0 contendo ou n&o, RVC livre ou na forma de complexo de inclusdo com
HP-BCD de forma que a concentracao total do AL fosse a mesma encontrada nas preparagoes
de uso clinico (0,25% ou 8 mM), e agitado em vortex por 5 minutos. Essa metodologia de
preparo foi adaptada de (Cereda et al., 2004; de Araujo et al., 2004).

Com isso, houve formacdo de vesiculas multilamelares concéntricas - separadas por
cavidades aquosas, que foram utilizadas para preparo dos lipossomas unilamelares (LUV), por
extrusdo (Boogaerts et al., 1993a; Boogaerts et al., 1993b; Boogaerts et al., 1994; Malinovsky
et al., 1997a; Malinovsky et al., 1997b). Sucintamente, as vesiculas lipossomais unilamelares
grandes (LUV) foram obtidas por extrusdo das MLV, sob pressao de N, (3,0 kgf/lcm?®ou 40 psi) &
temperatura ambiente, isto é acima da temperatura de transicdo de fases da EPC (-5 °C
segundo (Huang & Mason, 1978); passando-se a amostra de MLV por um disco de drenagem e
duas membranas de policarbonato (Poretics) com poros de tamanho controlado (0,4 um).
Foram realizadas 12 passagens da amostra com o intuito de que houvesse homogeneidade no
tamanho das vesiculas obtidas. Os lipossomas obtidos (LUV) foram deixados em repouso, por
pelo menos 2h para equilibrio das vesiculas. A concentracao final de lipidio na formulagéo foi de
8mM e foi quantificada como descrito no item 3.5.1 desta dissertacao, através do ensaio de
fosfato inorganico (Rouser et al., 1970; Brito et al., 1996).

3.5 Caracterizacao das formulacoes

3.5.1 Medida da concentracao total de fosfolipidios

A concentragao total de fosfolipidios foi medida através do ensaio de fosfato, segundo o
método descrito por (Rouser et al., 1970), com modificagbes introduzidas por (Brito et al., 1996).
Este método baseia-se na degradagéao total dos lipidios pela digestdo com acido perclérico e
aquecimento a 180°C, com liberacdo do fésforo inorgéanico (Pi). O ortofosfato formado reage
com molibdato de aménio na presenga de &cido ascoérbico, que o reduz, levando ao
aparecimento de coloragao azul (fosfomolibdato de aménio), cuja intensidade é proporcional a
concentracdo de fosforo na amostra, quantificado em 795 nm, através de uma curva de
calibragéo.

O procedimento utilizado neste ensaio seguiu os passos descritos a seguir:
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Foi preparada uma solucdo de fosfato de sodio dibasico heptahidratado
(Na;HPO,4.7H,0O) 1 mM. Foram pipetados para tubos falcon 10, 30, 60 e 90 pL desta solucéo.
As solucbes acima foram utilizadas como curva padréao de calibracdo. Em paralelo, pipetou-se
50 pL dos lipossomas e 450 uL de tampao HEPES 20 mM pH 7,0 para outros tubos falcon.
Todas as solugdes foram mantidas em estufa durante uma noite (overnight) para secagem do
material.

Apds secagem, adicionou-se aos tubos, 50 pL de acido perclérico (HCIO,). Os tubos
foram entéo, colocados no bloco digestor a 180 °C durante 1 hora. Em seguida, adicionou-se
900 pL de reagente de trabalho, agitou-se e os tubos foram levados ao aquecimento em banho-
maria a 45 °C durante 15 a 20 minutos.

Para o reagente de trabalho foram utilizados:

Molibdato de Aménio (Mo(NH,)O24.4H,0) 0,1757 g
Agua 38 mL
Acido Ascérbico 3,89
Acido Sulfurico 1,1 mL

Apéds aquecimento em banho-maria, foram medidas as absorbancias das amostras e
padrdo da curva de calibracdo a 795 nm, utilizando reagente de trabalho e acido perclérico
como branco (para zerar o equipamento).

Foi calculada a quantidade de fosfolipidio presente na formulagdo através da
comparagao das leituras das amostras com as leituras do padrao.

3.5.2 Distribuicao de tamanho e Potencial Zeta - lipossomas

As medidas de espalhamento de luz (light scattering) sao muito importantes na
estimativa do tamanho, forma e interacao de particulas lipossomais, além de ser esta uma
técnica que oferece vantagens como rapidez das medidas, nao interferir no sistema e promover
andlise representativa das amostras, uma vez que o numero de particulas é relativamente
grande.

O principio da técnica considera que quando um feixe de luz é direcionado a uma
suspensao coloidal ou dispersdo, parte dessa luz pode ser absorvida, parte é dispersa e a
restante é transmitida através da amostra. A luz dispersa ou “espalhada” (scattered) resulta de
um campo elétrico associado a luz incidente, induzindo oscilagbes periddicas na nuvem
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eletrbnica dos atomos do material analisado, que sao detectadas pelo aparelho ao longo de um
intervalo de tempo; a dinamica das oscilagdes permite calcular o raio hidrodindmico e a
distribuicao das particulas (SHAW, 1991).

O equipamento utilizado para determinar o tamanho dos lipossomas (Zeta Sizer)
também mede o potencial zeta das particulas. Quase todos os materiais macroscépicos ou
particulados adquirem uma carga elétrica superficial quando estdo em contato com um liquido.
O potencial zeta é um indicador dessa carga e € importante nos estudos de quimica de
superficie, visto que pode ser usado para prever e controlar a estabilidade de suspensdes ou
emulsdes coloidais. Sua medida é obtida a partir de fenbmenos decorrentes da movimentagao
das particulas em relagcao ao meio em que estédo dispersas, provocando o rompimento da dupla
camada elétrica, no plano de cisalhamento (Carafa et al., 2009; Katsamenis et al., 2009;
Uskokovic et al., 2010).

Foram realizadas medidas continuas do raio hidrodindmico das vesiculas, na presenca e
auséncia de AL (livre e na forma de complexo de inclusdo com ciclodextrinas), com o objetivo
de verificar o tamanho médio, potencial zeta e a homogeneidade das suspensdes lipossomais
antes e apdés a encapsulacao. As formulagdes foram diluidas em agua Milli-Q na proporcao de 5
uL da formulagéao para 955 uL de agua. Foram preparadas amostras em triplicata e realizadas
16 varreduras de cada amostra e as medidas de tamanho (em intensidade de luz espalhada) e
potencial zeta foram obtidas a 25°C com um angulo de deteccao de 173°.

Foi utilizada agua Milli-Q para diluicdo das amostras ao invés de cloreto de potassio
(KCI), pois quando utilizou-se KCI o potencial zeta medido estava sempre em torno de zero. De
qualquer forma, a suspensao lipossomal foi preparada num sistema tamponado, onde héa ions
presentes, 0 que permitiu a leitura de carga de superficie.

3.5.3 Eficiéncia de encapsulacao e coeficiente de particao da RVC em lipossomas

A porcentagem de AL (livre e na forma de complexo de inclusdo) encapsulado foi
determinada em suspensdes lipossomais (MLV), na concentragdo de 8 mM, sendo adicionadas
solugdes de RVC para ressuspender o filme lipidico, tal que se obtivesse uma concentracao
final de 0,25% de AL (livre ou na forma de complexo de inclusdo). Todas as amostras foram
preparadas em tampdo HEPES 20 mM pH 7,0 contendo NaCl 150 mM e deixadas em repouso
por pelo menos duas horas, para que ocorresse a restauragao do equilibrio.
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Em seguida, as suspensdes foram submetidas a ultracentrifugagéo (120.000 x g) por
duas horas a temperatura de 10°C, obtendo-se o pellet lipossomal e o sobrenadante, onde se
encontrava a fragdo do anestésico (livre ou na forma de complexo de inclusdo) que nao foi
encapsulada. Apéds separagdo, aliquotas do sobrenadante foram analisadas por
espectrofotometria UV em 260nm, onde o coeficiente de absortividade molar da RVC é cerca de
500 M cm™ (de Araujo et al., 2008a; de Araujo et al., 2008b).

A percentagem de AL (livre ou na forma de complexo de inclusdo), encapsulado nas
MLV, foi calculada a partir da medida da % do AL n&o encapsulado no sobrenadante. O célculo
foi feito da seguinte maneira: absorbancia do sobrenadante do teste (RVC:MLV ou RVC:HP-
BCD:MLV), subtraida daquela do sobrenadante de uma amostra-controle contendo somente
lipossomas (MLV) ressuspensos em tampao (sem RVC), dividida pela absorbancia da solucao
inicial do anestésico ( RVC total), como mostrado na equacéao 1:

% Nao Encapsulada = Absorbancia (RVC:MLV) - Absorbancia (MLV) x 100 (1)
Absorbancia (RVC total)

Os valores de porcentagem de encapsulagéao podem também ser expressos em termos
de coeficiente de particdo (P) do anestésico entre duas fases imisciveis, pela razdo das
concentracdes desse entre a fase membranar (m) e a aquosa (a):

Onde:

n: nUumero de moles do AL

Vm: volume da fase membranar

Va: volume da fase aquosa

n». NUMero de moles do AL em membrana

n,; numero de moles do AL em agua

nn + n,; NUMero total de moles do AL na solugao inicial

As transformacdes para os dados de P consideram a concentracdo de membrana no
sistema (8 mM ou 4,6 mg/mL), tomando-se o valor da densidade lipidica igual a 1 (de-Paula &
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Schreier, 1996). Os valores de % encapsulacao foram usados, em fracao, para compor o valor

de np,, enquanto ng,=1-n,.

3.5.4 Avaliacao da associacao da RVC com ciclodextrina e lipossomas, por RMN

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) tem sido utilizada como uma técnica
experimental para investigar interagdes intermoleculares, gerando evidéncias sobre a topologia
e formacdo de complexos de inclusdo, através de variagbes na absorgédo do nucleo do
hidrogénio (Kapur et al., 2000) o qual tem alta sensibilidade e permite extrair um grande volume
de informacdes a partir da andlise de seus espectros. Muitos métodos de RMN de 'H foram
desenvolvidos e aplicados na triagem e caracterizacdo de complexos supramoleculares tais
como: rotational frame nuclear Overhauser effect spectroscopy, ROESY (Mo & Pochapsky,
1997), e diffusion-ordered spectroscopy, DOSY (Morris & Johnson, 1992).

Diffusion-Ordered Spectroscopy (DOSY): esta sequéncia de pulsos, descrita por
(Morris & Johnson, 1992) permite processar e apresentar dados de difusao obtidos a partir de
uma série de experimentos de RMN coletados com gradiente de campo magnético pulsado
(PFGSE), possibilitando a discriminagao e caracterizagdo dos diversos componentes de uma
mistura (Dehner & Kessler, 2005; Nakakoshi et al., 2006). A técnica de DOSY separa o0s sinais
de uma mistura de componentes de acordo com os seus coeficientes de difusdo. Como o
coeficiente de difusdo’ de uma determinada molécula, sob condicées fixas, depende da sua
massa molecular, tamanho e forma (raio hidrodinamico), fica evidente que a difusdo pode ser
usada para estudo das interagcbes moleculares ou eventos de complexagdes. De fato séo
muitas as aplicacoes desta técnica em diferentes areas, mostrando a importancia dos
experimentos de difusdo como uma ferramenta para o estudo de associacbes e movimentos
(Diaz & Berger, 2000; Cabrita & Berger, 2001; Morris, 2002).

Neste sentido, o coeficiente de difusao pode fornecer informagdes importantes sobre a
organizacao molecular. Valores tipicos de coeficiente de difusdo em liquidos, a temperaturas
moderadas (25-30°C), vdo desde 10" m?s™ (polimeros de alta massa molar), 10" em
lipossomas, até 10° m?s™ (4gua e moléculas pequenas, em solugdes pouco viscosas) (Stilbs,

! Coeficiente de difusdo é um valor que representa a facilidade com que cada soluto em
particular se move em um solvente determinado. Depende de trés fatores: tamanho e forma
do soluto, viscosidade do solvente e temperatura.
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1987). O coeficiente de difusdo observado (D,s) para os ligantes livres e associados a sistemas
macromoleculares (ciclodextrinas, lipossomas) submetidos a troca rapida em relagéo ao tempo
que permite ocorrer difusdo, reflete a média ponderada dos coeficientes das populacdes das
espécies em troca (sistema macromolecular e seu ligante), de acordo com a equagao 3
(Laverde et al., 2002):

Dops = fcompl Dcompl + fivre Diivre (3)

Pressupondo que a troca ocorre entre um estado livre e ligado (ligante na forma de
complexo de inclusdo ou encapsulado a macromolécula) a fragcdo do ligante em quaisquer dos
estados, livre ou ligado, é representada por five € flgado, tal que Digago © Dive S€riam os valores
de coeficiente de difusdo do complexo macromolecular do ligante livre, respectivamente. A
fracdo do ligante ligado (figado) € @ constante de associagéo (K;) podem ser calculadas, através

das equacgodes 4 e 5, respectivamente.

) - (Dlivre _Dobservado) 4

f‘hgado (Dlivre - Dligado) ( )
_ fligado

Ka= ((1 = Sligado )([macromolécula] = flia do[ligant4 )) ©

Aplicando os valores de difusdo medidos experimentalmente (Dgpservado) NA €quacgao 4,
calcula-se os valores aproximados da percentagem das populagdes de moléculas receptoras
complexadas com os ligantes e, com esse valor (figas0), Obtem-se Ka (equacdo 5). As
formulagdes contendo RVC foram avaliadas por Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio
('"H-RMN) em espectrometro Varian 600 MHz (LNLS, Campinas) com auxilio do Dr. Luis
Fernando Cabeca, a 25°C. Foram utilizadas as seguintes amostras para o estudo:

- RVC:HP-BCD, 8mM cada.

- LUV: HP-BCD: RVC contendo 8 mM do AL, CD e lipossomas.

As formulagGes foram liofilizadas e entdo, ressuspendidas em tampao fosfato 20 mM pH
7,0 preparado em agua deuterada (D,O), no momento do uso. Os espectros de DOSY foram
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obtidos utilizando uma sequéncia de pulsos DgcteSL (gradient compensated stimulated echo
spin lock) (Arantes et al., 2009), com uma diminuicdo na intensidade de ressonéancia de
aproximadamente 80 a 90%. O tempo de difusdo usado foi de 0,06 segundos. O programa de
processamento (macro DOSY no espectrédmetro Varian) usou fn = 32 K.

3.5.5 Morfologia das formulag¢6es: Microscopia Eletronica de Transmissao

A microscopia eletrdnica de transmissdao (MET) € uma técnica de microscopia na qual
um feixe de elétrons é emitido em direcdo a uma amostra ultra fina, interagindo com a mesma
enquanto a atravessa. A interacao dos elétrons transmitidos através da amostra forma uma
imagem que é ampliada e focada em um dispositivo de imagem que permite resolucao
significativamente maior que as obtidas com microscopios Opticos, devido ao pequeno
comprimento de onda dos elétrons.

A técnica de MET foi utilizada para analisar diretamente a morfologia das amostras
contendo RVC encapsulada em lipossomas (LUV:RVC) e do complexo de RVC encapsulado
em lipossomas (LUV:RVC:HP-BCD).

A fim de preparar o material para a microscopia, uma gota de cada formulagao foi
adicionada a uma grade de ouro. Apds 10 segundos, 0 excesso da amostra foi retirado com
papel filtro, e em seguida, uma gota de solu¢gao aquosa de uranila a 2% (p/p) foi adicionada
sobre a mesma, no intuito de melhorar o contraste das imagens. Apds 8 segundos, 0 excesso
foi novamente retirado com papel filtro e, na sequéncia, uma gota de agua MilliQ foi adicionada
a grade, seguindo-se 0 mesmo procedimento para a retirada do excesso, apos 5 segundos. A
grade permaneceu em repouso, em temperatura ambiente, até a secagem das amostras. O

preparo das amostras e a microscopia foram realizados no mesmo dia.

3.6 Medidas da estabilidade fisico-quimica dos componentes estruturais em lipossomas

3.6.1 Estimativa da oxidacao de fosfolipidios

Por apresentarem constituicdo semelhante as membranas celulares, os lipossomas
também sao suscetiveis aos efeitos da peroxidagao lipidica (Estepa et al., 2001). Os lipossomas
usados neste trabalho foram constituidos de EPC, cujos acidos graxos apresentam grau variado
de saturacao (Grobas et al, 2001). A retirada de um atomo de hidrogénio da cadeia acila, etapa
inicial da oxidacdo, pode ser o resultado de exposicdo a radiacdo eletromagnética ou a
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contaminacdo por metais de transicdo. Os produtos da peroxidacdo lipidica apresentam
natureza instavel, portanto a avaliacdo dos niveis desse dano é realizada através da
determinacao de metabdlitos dos lipoperoxidos, sendo necessario considerar alguns fatores no
processo de oxidagdo como: conjugacao de duplas ligagbes; formacao de perdxidos e producao
de aldeidos de alta reatividade, especialmente o malondialdeido MDA (NEW, 1990).

Existe uma variedade de métodos analiticos desenvolvidos para determinar o dano
oxidativo dos lipidios (quantificagdo de hidroperoxidos, dienos conjugados e endoperéxidos ou
peréxidos ciclicos), dentre eles, o mais comumente utilizado baseia-se na reacdo, em altas
temperaturas, do MDA com o &cido 2-tiobarbitdrico (TBA), formando um croméforo vermelho
que pode ser detectado por espectrofotometria de absorgao VIS (532 nm) ou por fluorescéncia,
sendo o0 método especifico para determinagao de endoperoxidos (Ohkawa et al., 1979).

A estabilidade quimica e fisica dos lipossomas é um importante fator a ser considerado
para sua utilizagdo eficaz como veiculos de formulagcdes farmacéuticas. Quaisquer alteracées
na natureza de seus componentes refletem mudancas de propriedades como a permeabilidade
da bicamada e interagfes entre as vesiculas (agregagao e/ou fusao, Figura 5).

Algumas medidas preventivas devem ser utilizadas para evitar a peroxidacao lipidica
dos lipossomas como: estocagem ao abrigo da luz (protecdo contra fotoperoxidacao) e em
baixas temperaturas (preferencialmente a 4 °C), reducao dos niveis de oxigenacao na amostra
(utilizacdo de vacuo ou substituicdo do ar por nitrogénio), além de evitar a exposicao a
irradiacao (Lichtenberg & Barenholz, 1988) e uso de agentes redutores como a-tocoferol.

Para a realizacdo do teste, foi determinada uma curva de calibragdo com o padrao
tetraetoxipropano (TEP) em concentragdes que variaram de 0,01 a 0,12mM (Figura 6). Em
seguida, foram retiradas aliquotas das amostras a serem analisadas (MLV), adicionando-se os
seguintes reagentes:

- cloreto férrico (0,3%, reagente catalizador)

- solucao etandlica de butilidroxi-tolueno (BHT 0,2%, reativo antioxidante)

- tampao glicina (0,2 M, pH 3,6)

- 4cido tiobarbiturico (TBA 0,5%, reativo cromogénico) em solucdo de dodecilsulfato de sodio

(SDS 0,3%)
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As amostras foram colocadas em banho a 100 °C por 15 minutos e, posteriormente,
foram resfriadas em banho de gelo. Em seguida, adicionou-se &cido acético glacial e
cloroféormio (1:2 v/v) e entado, foram centrifugadas até separacdo das duas fases (500xg, 20
minutos a 4 °C). A absorbancia do sobrenadante foi medida (532 nm) e comparada com a curva
padrao de TEP.

A andlise de endoperoxidos, expressos em concentragao de MDA (nM), foi realizada
para avaliar a estabilidade dos lipossomas preparados, sob diversas condigbes como tempo e
temperatura de armazenamento.

Alteracdo quimica dos fosfolipidios Alteracdo da permeabilidade
Efluxo de farmacos

|_ Membrana
lipossomal

Farmaco encapsulado Farmaco encapsulado

Figura 5 - Representacdo esquematica das alteragbes quimicas em fosfolipidios com consequente
alteragcao na permeabilidade dos lipossomas — (adaptado de (Torchilin, 2005).

As amostras foram avaliadas logo apds o preparo e apés 15, 30 e 60 dias, sendo
mantidas a 4 °C, 25 °C e 37 °C.
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Curva de Calibragdo para Peroxidagao Lipidica
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Figura 6 — Curva de calibracdo de TEP utilizada para o célculo de peroxidagao lipidica das formulacdes

avaliadas.

3.6.2 Medidas de tamanho e potencial Zeta

As medidas de tamanho e potencial zeta foram usadas para acompanhar a estabilidade
fisica das formulagdes durante armazenamento. Esse experimento foi realizado conforme item
3.5.2 deste trabalho e as amostras foram estudadas desde o tempo inicial e apés 15, 30 e 60

dias de preparo, sendo mantidas a 4 °C.

3.7 Teste de liberacao in vitro

Foi realizado ensaio para avaliar a liberacao in vitro da RVC livre, na forma de complexo
de inclusdao com ciclodextrinas ou encapsulada em lipossomas através do teste de didlise
descrito por (Paavola et al., 1995). O sistema consistiu de dois compartimentos: o doador
(contendo 400 pL da amostra) e o receptor (com 4 mL de tampao HEPES 20 mM em NaCl 150
mM, pH 7,0, volume suficiente para permitir as condi¢gdes “sink”, ou seja, ndo saturar o meio),
mantido sob agitacao leve e a temperatura de 37 °C (Figura 7). Uma membrana de celulose
(Spectrapore®, com poros para exclusdo molecular de 1000 Da) foi usada para separar esses
dois compartimentos.
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Amostras foram retiradas do compartimento receptor (com subsequente reposicdo do
volume retirado — 300 pL) nos seguintes tempos: 15 e 30 minutos; 1; 2; 3; 4; 6 € 8 horas e
analisadas por CLAE conforme método descrito na validagdo da metodologia analitica (item
3.3).

Foram testados e comparados quatro sistemas: RVC livre, RVC:HP-BCD , LUV:RVC,
LUV:RVC:HP-BCD, para poder avaliar o comportamento da liberagédo do ativo nas condigdes
citadas.

R - >
Figura 7 - Representacéo do sistema usado nos ensaios para determinacdo da cinética de liberagéao de

farmacos. A= Compartimento doador (amostra), B= compartimento receptor , C= barra magnética para
agitacao, D= local de retirada das aliquotas e reposi¢cao de meio, E = membrana.

3.8 Avaliacao da toxicidade in vitro

3.8.1 Cultivo e tratamento das células

A cultura de células é um teste Util para avaliar os potenciais efeitos toxicos que os
compostos quimicos podem apresentar in vitro, isto €, sem expor um organismo Vvivo aos
possiveis efeitos toxicos. Sendo assim, para estimar a citotoxicidade foram realizados testes in
vitro a partir de cultura de células de fibroblastos de camundongos, da linhagem 3T3. A
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viabilidade celular foi determinada através do teste de redugéo do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-brometo de difeniltetrazdlio) (Figura 8). O principio do teste consiste na captacdo do MTT
pelas células e sua reducdao a formazan (composto purpura) pelas desidrogenases
mitocondriais, resultando em acumulo desse composto colorido, somente em células viaveis. A
solubilizacdo das células possibilita a liberagdo do formazan, que pode ser facilmente detectado
por espectrofotometria VIS em 570 nm (Denizot & Lang, 1986; Welder, 1992).

N-N

4+ \
_N_S._CH
N {[\\I/Z 3

CH

Figura 8 — Estrutura quimica do MTT.

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados em células da linhagem 3T3 (fibroblastos
de camundongos Balb/c) mantidas em cultura continua (meio de cultura DMEM suplementado
com 10% de soro fetal bovino, 100UlI/mL de penicilina e 100 pg/mL de sulfato de
estreptomicina, pH 7,2-7,4, 37°C, sob atmosfera umida com 5% de CO,) através de repiques
periodicos.

O plaqueamento foi realizado inoculando-se 2 x 10* células vidveis em placas de 48
cavidades, incubadas por 48 horas, até atingirem a semiconfluéncia. As células foram
incubadas por 2 horas com:

- veiculos: LUV ou HP-BCD

- anestésico local: RVC (0,4 a 7,2mM)
- complexo de inclusao: RVC:HP-BCD (0,4 a 7,2mM)

- formulagdes lipossomais: LUV:RVC (0,4 a 7,2mM) e LUV:RVC:HP-BCD (0,4 a 7,2mM).
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Em seguida, o meio de cultura foi substituido e as células foram incubadas com MTT
(1Img/mL) por 1 hora. Ao final desse periodo, o meio contendo MTT reduzido foi removido
cuidadosamente e a cada placa foi adicionado 0,1 mL de HCl:isopropanol (1:24 v/v), a fim de
dissolver os cristais de formazan produzidos pela reducdo do MTT. As placas foram agitadas
vigorosamente por cerca de 20 minutos para garantir a solubilizagdo do formazan. A
absorbancia da solugdo em cada cavidade foi medida por espectrofotometria na regidao do
visivel (570 nm).

3.9 Ensaios in vivo: avaliacao farmacoldgica

Para o desenvolvimento desta etapa do projeto, foram utilizados camundongos albinos
Swiss, machos e com peso médio de 25 g. Os animais provenientes do CEMIB (Centro de
Bioterismo da Unicamp), foram submetidos a ciclos claro/escuro de 12 horas, com agua e
alimentagao ad libitum, temperatura ambiente monitorada a 22 + 3°C, alojados coletivamente (7
animais por gaiola) e aclimatados ao local de experimentagéo por pelo menos 7 dias.

Todos os experimentos encontravam-se de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagcdo Animal, adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratorio (SBCAL) e com a Legislacdo vigente, lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, que
estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais, e o Decreto n° 6.899, de 15 de
julho de 2009, tendo sido aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/Unicamp, conforme ANEXO | (protocolo n® 2596-
1). Para a realizacdo dos testes farmacolégicos (bloqueio motor e sensorial) foram
estabelecidos os seguintes grupos experimentais, com 7 animais por grupo:

- Grupos controle

- veiculos: LUV, HP-BCD e LUV:HP-BCD
- Formulacoes e concentracoes

- RVC 0,125%

- LUV:RVC 0,125%

- RVC:HP-BCD 0,125%

- LUV:RVC:HP-BCD 0,125%
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- RVC 0,25%

- LUV:RVC 0,25%

- RVC:HP-BCD 0,25%

- LUV:RVC:HP-BCD 0,25%

Os animais foram imobilizados em um contensor de acrilico, para que fosse possivel a

aplicacao das formulacbes na pata direita.

3.9.1 Avaliacao do bloqueio motor do nervo ciatico

A presenca da anestesia foi definida como a perda do controle motor da pata injetada
apéds injecao da formulagdo, sendo evidenciada pelo “arrastamento” do membro posterior e/ou
fechamento dos dedos da pata (Feldman & Covino, 1988).

A intensidade do bloqueio motor foi avaliada de acordo com valores de escore: 0 (uso
normal da pata injetada), 1 (incapacidade de flexionar completamente o0 membro injetado) e 2
(impossibilidade do uso da pata injetada) (Gantenbein et al., 1996; Gantenbein et al., 1997). A
avaliagédo foi feita a cada minuto durante os 5 primeiros minutos apds a administracao e,
posteriormente, em intervalos de 5-10 minutos até que fosse verificada a total recuperacao dos

movimentos do animal (pelo menos 1 h de observacao).

3.9.2 Avaliacao do bloqueio sensorial do nervo ciatico

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

Vinte minutos apos a inje¢do das formulagdes, a pata do animal tratado foi colocada sob
a extremidade plastica do analgesimetro onde a pressao foi sendo aplicada e aumentada a um
ritmo constante até que o animal retirasse a pata como sinal indicativo de nocicepcao (Pain
Withdrawal Threshold to Pressure — PWTP).
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A analgesia foi definida como um aumento no limiar de pressao dos animais, pelo menos
50% maior que o0 observado nos grupos controle. O ponto final da analgesia foi estabelecido
guando nao houvesse diferenca estatistica entre os grupos teste e controle.

Estabeleceu-se um valor maximo de pressao (cut-off)y de 150 g (camundongos) para
evitar lesbes nas patas e estimulagédo excessiva dos nociceptores. As medidas foram realizadas
durante 5 horas, com intervalos de 20, 30, 40, 60, 90, 120, 150, 180, 240 e 300 minutos. As
medidas de pressao exercida para cada grupo experimental foram relacionadas graficamente
em funcao do tempo.

3.10 Analise Estatistica

Nos testes in vitro, os valores de porcentagem para o ensaio de viabilidade celular foram
transformados em proporgdes e analisados por andlise de variancia, teste de Tukey-Kramer.
Para avaliagdo dos niveis de endoperoxidos os valores foram comparados por ANOVA (teste de
Tukey). No ensaio de liberagao in vitro e nos testes de presséo na pata (PWTP, analises entre
valores de tempos individuais) os dados foram comparados por analise de variancia de uma via
(One-way ANOVA) com teste posterior de Tukey-Kramer.

Os dados foram apresentados como médias e desvio padrdo (DP) dos experimentos
realizados. Para a avaliagcdo do bloqueio motor (laténcia, tempo maximo, tempo de
recuperacao, ASC) os valores foram expressos em mediana (limites minimo e maximo) e
comparados através do teste de Kruskall-Wallis. Os softwares utilizados foram: Graph Pad
Instat e Graph Pad Prism (Graph Pad Software Inc., versédo 3.0, 1997 — 1998).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

49



RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Quantificacao da ropivacaina por absorcao no UV com CLAE

4.1.1 Validacao da metodologia analitica
O método analitico foi validado de acordo com as recomendacdes do 6rgao regulatério

brasileiro (ANVISA).
As condi¢des cromatograficas utilizadas foram consideradas adequadas, pois foi obtido
um pico simétrico da Ropivacaina (Figura 09), com os demais parametros experimentais do

sistema estando de acordo com as normas requeridas pela ANVISA, conforme Tabela 3.
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Figura 9 — Cromatograma representativo de uma injecdo de solugdo padrdo de ropivacaina (coluna
Purospher Star RP 18e, Fase Movel composta por acetonitrila e tampéao fosfato pH 8,0 numa razéo de
60:40 (v/v) e comprimento de onda de 240 nm, no equipamento Merck Hitach®, conforme detalhado em

“Materiais e métodos” — item 3.3).

Tabela 3 — Parametros de adequabilidade obtidos na corrida cromatografica de ropivacaina usando uma

11146

coluna Purospher Star RP 18e.

Numero de pratos tedricos
Fator de capacidade 2,37
Assimetria 1,13
1,0

Pureza de pico
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4.1.1.1 Seletividade
O método também se mostrou especifico, uma vez que no cromatograma do placebo

(Figura 10A) nao foi detectada nenhuma interferéncia no tempo de retengéo correspondente ao
pico cromatografico da ropivacaina obtido com a solugdo padrao (Figura 10B) e amostra

(Figura 10C).
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Figura 10 — Cromatograma referente a uma injegéo de solugéo placebo (A), padrdo de ropivacaina (B) e
amostra (C) (coluna Purospher Star RP 18e, Fase Mdvel composta por acetonitrila e tampé&o fosfato pH
8,0 numa razdo de 60:40 (v/v) e comprimento de onda de 240 nm, no equipamento Merck Hitach®,

conforme detalhado em “Materiais € métodos” — item 3.3).
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Foi avaliada a recuperacao da solugdo amostra para confirmar a seletividade e especificidade
do método empregado (Figura 11), bem como a pureza de pico da solugdo padrao (Figura 12)
e amostra (Figura 13). ApOs esses experimentos, pode-se dizer que os picos de amostras e
padrdes de Ropivacaina apresentaram-se puros na condigdo testada e que o parametro
“Seletividade/Especificidade e Pureza de Pico” do método analitico esta validado (RE n° 899,

de 29 de maio de 2003).
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Figura 11 — Recuperacao da solugdo amostra frente a solugéo padrao (n=3).
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Figura 12 — Pureza cromatografica referente a solugéo padrao de ropivacaina (coluna Purospher Star RP
18e, Fase Movel composta por acetonitrila e tampéo fosfato pH 8,0 numa razdo de 60:40 (v/v) e
comprimento de onda de 240 nm, no equipamento Merck Hitach®, conforme detalhado em “Materiais e

métodos” — item 3.3).
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Figura 13 — Pureza cromatogréfica referente a solugdo amostra (coluna Purospher Star RP 18e, Fase
Movel composta por acetonitrila e tampao fosfato pH 8,0 numa razdo de 60:40 (v/v) e comprimento de
onda de 240 nm, no equipamento Merck Hitach®, conforme detalhado em “Materiais e métodos” — item
3.3).

4.1.1.2 Linearidade
A curva de calibracdo contendo RVC com concentracao variando de 0,08 a 1,16mM
(Figura 14) apresentou coeficiente de correlagao linear de 0,99996, estando, portanto, de

acordo com os limites requeridos pela RE n° 899, de 29 de maio de 2003.
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Figura 14 — Curva de calibragéo para ropivacaina (r = 0,99996), medida por absor¢cdo em UV em

240nm, por CLAE, conforme descrito no item 3.3.1.2 de “Materiais e Métodos”.
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4.1.1.3 Exatidao

Um intervalo de confianga estd associado a recuperagdo média desse conjunto. O
método é declarado exato se a recuperagao teodrica de 100% estiver inclusa dentro do intervalo
de confianga. Conforme pode ser observado na Tabela 4, o método de quantificagcdo da RVC
foi considerado exato.

Tabela 4 — Recuperacao média para o teste de exatiddo de quantificagdo da RVC por CLAE.

Nivel de confianca 99,00
Recuperacao media (%) 101,37
Variacao (+-) 0,30

4.1.1.4 Precisao

Conforme Tabela 5, o parametro precisao do método analitico de quantificagdo da RVC
esta de acordo com a RE n° 899, de 29 de maio de 2003.

Tabela 5 — Coeficiente de variagcdo para o parametro Precisdo, no teste de quantificagcdo da RVC por
CLAE.

Coeficiente de variagao da repetibilidade 0,24
Especificagdo maxima: 2,00
Coeficiente de variacao de Precisdo Intermediaria 0,65

Especificagdo maxima: 4,00

4.1.1.5 Robustez

Conforme descrito em “Materiais e Métodos” (item 3.3.1.5) foram avaliados os seguintes
parametros de robustez: temperatura (Figura 15A), fluxo (Figura 15B) e composicao de fase
movel (Figura 15C), de tal forma que o método mostrou-se robusto frente a essas pequenas
variagdes, uma vez que a recuperagao da ropivacaina permaneceu entre 95,0 a 105,0%.
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Figura 15 — Avaliagdo de Robustez do método analitico: (A) alteragdo de temperatura; (B)
alteracao de fluxo de fase mével e (C) alteragdo de proporgao da fase movel (n=3).
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4.1.1.6 Estabilidade do método de quantificacao de ropivacaina

No estudo de estabilidade, as solugbes padrao de ropivacaina mostraram-se estaveis
por pelo menos 48 h apds o seu preparo (Figura 16), enquanto as amostras contendo RVC
mostraram-se estaveis por até 24 horas apos preparo (Figura 17), sendo que a partir dai
comeca a haver queda no teor do farmaco, o que pode ter ocorrido devido ao fato de as
amostras conterem a matriz da formulacao (placebo), ou seja, lipossomas e/ou ciclodextrinas
ou talvez por uma sedimentacao no vial contendo as solugdes, que podem influenciar no tempo
de estabilidade da solugao de trabalho.
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Figura 16 — Estabilidade — porcentagem de recuperacgao da solu¢do padrdo de ropivacaina, medida por
até 48 h apos preparo (n=3).
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Figura 17 - Estabilidade — porcentagem de recuperacdo da solugdo amostra de ropivacaina,
acompanhada por até 48h apos preparo (n=3).
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Além dos resultados apresentados neste trabalho para a validacdo da metodologia
analitica de quantificacdo da ropivacaina, envolvendo os parametros exigidos pelo 6rgao
regulador brasileiro para registro de medicamentos no Brasil (ANVISA), dados adicionais foram
tratados de acordo com um software de validagdo de métodos (Valition Manager, Versao
2.20E), também reconhecido pela ANVISA, apenas a titulo de complemento para cofirmar a
validade do método, de forma que os dados estdo em acordo com a legislacdo. O arquivo
completo contendo o relatério de validagdo da metodologia em questao pode ser visualizado no
seguinte link: https://www.dropbox.com/home/Public?select=VALIDA%C3%87%C3%830.pdf.

4.2 Caracterizacao da nova formulacao de RVC para liberacao sustentada

4.2.1 Distribuicao de tamanho e potencial Zeta dos lipossomas

Nesta dissertacao, o didmetro médio e a distribuicdo de tamanho das vesiculas foram
analisados por espalhamento de luz dinamico. As medidas foram realizadas a 25°C, com um
angulo de deteccao de 173° em relacao ao feixe de raio laser incidente (conforme descrito em
“Materiais e Métodos — item 3.5.2), antes e apds a incorporagao da RVC (livre ou na forma de
complexo de inclusdo com HP-BCD).

Inicialmente, os lipossomas (LUV 8mM) foram preparados contendo fosfatidilcolina de
ovo, colesterol e alfa-tocoferol, na proporgao 4:3:0,07 mol%. As medidas dessa formulagéo no
tempo zero mostraram que 91,4% das vesiculas contendo o complexo RVC:HP-BCD
apresentaram diametro médio (baseado em intensidade de luz espalhada) de 498,4 + 96,0 nm,
enquanto que 97,1% das vesiculas contendo RVC livre apresentaram diametro médio de 352,7
+ 16,7 nm, coerente com resultados anteriores, LUV 4mM e RVC 2mM com tamanho médio de
356 + 83nm, para 85% da populagao avaliada (de Araujo et al., 2008a). Porém, apds 15 dias do
preparo, novas medidas revelaram desestabilizacdo das vesiculas, possivelmente com
presenca de grande quantidade de aglomerados devido ao aumento consideravel no diametro
médio das vesiculas.

Sabendo que as ciclodextrinas podem complexar-se com o colesterol, sequestrando-o
de membranas biolégicas (Piel et al., 2006) e desestabilizando assim a membrana lipidica,
consideramos a possibilidade de esta interacdo estar ocorrendo no sistema de duplo
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carreamento LUV:RVC:HP-BCD, explicando a aglomeracédo das vesiculas e instabilidade da
formulacao.

Tendo em vista esses resultados, foi decidido retirar o colesterol da formulacdo
lipossomal, utilizando-se apenas EPC e a-tocoferol nos ensaios subsequentes. Assim, todos os

dados aqui apresentados, referem-se a formulagdo sem colesterol, conforme descrito no item
3.4.2 de “materiais e métodos” deste trabalho.

As medidas do raio hidrodindmico das vesiculas unilamelares de EPC:a-tocoferol 1:0,01
mol%, medidas por intensidade de espalhamento de luz (Figura 18), mostraram a presenca de

uma populacdo majoritaria com didmetro médio em torno de 200 nm e indice de polidispersao
em torno de 0,2 (Tabela 6).

Distribuicéo de tamanho por intensidade
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Figura 18 — Distribuicdo de tamanho por intensidade de luz espalhada da vesicula lipossomal de EPC:a-
tocoferol (1:0,01 mol %) apds encapsulagao do complexo de inclusdo RVC:HP-BCD.

Observou-se ainda, que a encapsulagdo do AL (livre ou na forma de complexo de
inclusdo com CD) ndo modificou o diametro médio das vesiculas de forma significante (p>0,05),
quando comparado ao das vesiculas sem o AL ou o complexo de incluséo (Tabela 6). Valores
de polidispersdo pequenos como os valores aqui medidos (em torno de 0,2) sdo desejaveis,
pois indicam homogeneidade das particulas produzidas (Schaffazick et al., 2003; Gasco, 2007).

Vale ressaltar que o Zeta Sizer utilizado neste trabalho faz boas medidas para vesiculas

com diametro médio de até 1000 nm, portanto, os valores encontrados para o segundo pico no
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sistema de duplo carreamento (Tabela 6), podem n&o traduzir valores exatos, fornecem apenas
dados aproximados, sendo que medidas mais precisas poderdao ser futuramente obtidas por
difratometria a laser.

O tamanho médio das vesiculas preparadas sem colesterol, foi significativamente menor
gue o daquelas preparadas anteriormente, com colesterol (356+83nm) (de Araujo et al., 2008a),
0 que é compativel com uma maior fluidez dessas membranas, ja que a presenga do colesterol
aumenta a ordem e diminui a dindmica molecular de membranas no estado liquido-cristalino
(Yeagle, 2012).

Tabela 6: Diametro médio das vesiculas lipossomais de EPC:a-tocoferol (1:0,01 mol %) extrudadas

(média + DP), contendo ou ndo RVC encapsulada (n=3). T = 25°C

Diametro médio das vesiculas (nm)

(EPC:a-toc) (1:0,01) Diametro |Propor¢dao| PdI+DP
Amostra + DP %

Pico 1 221,4+6,2 100,0 0,252+0,004
— LUV 8 mM

Pico 2 0,0 0,0 0,0

Pico 1 244,3+9,2 100,0 0,242+0,011
— LUV 8 mM : HP-BCD 8 mM

Pico 2 0,0 0,0 0,0

Pico 1 224,2+19,7 100,0 0,256+0,016
— LUV8mM:RVC8 mM

Pico 2 0,0 0,0 0,0

Pico 2 g mM 1395,0+2416,0 0,4+0,6 |0,251+0,012

NOTA: analise estatistica — ANOVA: Tukey Kramer. Nao significativa p>0,05.

A maior fluidez aumenta a deformabilidade das particulas durante o processo de
extrusao, levando a vesiculas de menor tamanho. Esta observacao € importante, porque a
particdo de compostos anfifilicos como a RVC tende a aumentar em bicamadas mais fluidas, de
forma que os lipossomas aqui preparados podem apresentar maior eficiéncia de encapsulagao
do que os preparados anteriormente, com colesterol.

Também foram realizadas medidas de potencial zeta (Figura 19) dos lipossomas de

EPC:a-tocoferol (1:0,01 mol %), de forma que a adicdo de RVC nao alterou o potencial de
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cargas de superficie dos lipossomas no sistema binéario, o que indica que a RVC nao deve se
localizar preferencialmente na superficie da bicamada lipidica, o que alteraria grupamentos
polares carregados como o fosfato das EPCs, como ja foi demonstrado para a particdo da
tetracaina protonada, em vesiculas mutilamelares de EPC (Boulanger et al., 1980).

Potencial Zeta
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Figura 19 — Medida do potencial zeta da vesicula lipossomal de EPC:a-tocoferol (1:0,01 mol %) apds
encapsulacdo do complexo de inclusdo RVC:HP-BCD.

Analisando as propriedades quimicas de EPC, sabe-se que é uma estrutura quimica
zwiteridnica (a parte polar da molécula apresenta cargas positiva e negativa que se anulam),
nao possuindo, portanto carga residual, porém a formulagcédo lipossomal foi preparada em
Tampao HEPES pH 7,0 (20 mM), de forma que a maior parte dos contra ions deve ser negativa,
0 que pode ter originado a carga negativa mostrada no potencial zeta.

Conforme relatado acima, a analise estatistica dos dados nao revelou diferenca
significativa (p>0,05) para os valores obtidos de carga de superficie entre a vesicula lipossomal
sem RVC (-20,8 mV) e o sistema binario contendo RVC encapsulada em lipossomas (- 18,6
mV), como mostra a Tabela 7.

Ja em relacdo ao sistema binario contendo LUV e HP-BCD (-12,1 mV) e o sistema de
duplo carreamento (ternario) contendo LUV, HP-BCD e RVC (-31,7 mV), o valor de carga de
superficie foi significativamente diferente (p<0,05), indicando que de alguma forma, o fato da
cavidade da HP-BCD estar ocupada com a RVC influencia na carga de superficie dos
lipossomas (Tabela 7). Esse mesmo efeito de superficie causado provavelmente pelo complexo
(RVC:HP-BCD) também pbde ser observado na avaliacao das formulagbes através do ensaio

por microscopia eletrénica de transmissdo, onde ocorreu nitida alteragdo na morfologia da

60



RESULTADOS E DISCUSSAO

formulagéo ternaria proposta quando comparada ao sistema binario, o que sera discutido mais
a frente, no item 4.2.6.

Outra hip6tese que pode explicar a mudancga no potencial zeta para o sistema de duplo
carreamento que esta sendo proposto neste trabalho pode ser devido a presenga de vesiculas
muito grandes (maiores que 1000 nm) neste sistema, pois embora elas estejam em menor
proporgao (0,4%) na formulacdo, as mesmas podem influenciar na carga de superficie pela
presenca de microparticulas.

Tabela 7: Medidas de potencial zeta das vesiculas lipossomais de EPC:a-tocoferol (1:0,01 mol %)

extrudadas (média + DP), contendo ou ndo RVC encapsulada (n=3).

Potencial
Zeta
Amostra mV
Média -20,8
LUV 8 mM
DP 1,0
Média -12,1
LUV 8 mM : HP-BCD 8 mM
DP 0,7
Média -18,6°
—_——— LUV 8 mM : RVC 8 mM
DP 1,5
Média -31,7"
—_——— LUV 8 mM : (RVC:HP-BCD ) 8 mM
DP 1,1

NOTA: analise estatistica — ANOVA: Tukey Kramer.
a- LUV vs LUV:RVC (p>0,05) - ndo significativo
b- LUV:HP-BCD vs LUV:RVC:HP-BCD (p<0,05)*

4.2.2 Eficiéncia de encapsulacao e coeficiente de particao da RVC nos lipossomas

A porcentagem de RVC (livre ou na forma de complexo de inclusdo em ciclodextrina)
encapsulada foi determinada em suspensdes lipossomais de EPC:a-tocoferol 1:0,01 mol%,
preparadas na concentragdo de 8 mM de lipidios totais e 8 mM de RVC. A taxa de
encapsulagdo da RVC dentro destes lipossomas, em pH 7,0, calculada de acordo com a
equagao 1 foi de 25% para RVC no sistema binario (Tabela 8), coerente com dados de
literatura - que mostram taxa de encapsulacao de 23,0 a 23,8% para a RVC em lipossomas de
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EPC:colesterol (de Araujo et al., 2008a) - e ligeiramente superior aqueles, o que é esperado
para vesiculas preparadas sem colesterol e, por isso, mais fluidas (Warren, 1987).

A porcentagem de encapsulacao registrada € coerente também quando comparada a
encapsulagao registrada com outros anestésicos locais da série das amido-amidas ciclicas, em
vesiculas de fosfatidilcolina de ovo e colesterol em pH fisiolégico: 24,8 + 4,2% para bupivacaina
e 18,4 £ 3,9% para mepivacaina (de Araujo et al., 2004). A porcentagem de encapsulagao nao
atinge valores maiores pela limitacdo na quantidade de lipossomas que se consegue preparar
pelo método de extrusao (ca 10 mM).

Apesar disso, trabalhos ja publicados anteriormente, mostram que os sistemas
lipossomais alteram a cinética de liberagéo desses anestésicos e induzem significativa melhoria
na atividade antinociceptiva medida em animais (Cereda et al., 2004; de Araujo et al., 2004;
Cereda et al., 2006).

Tabela 8- Eficiéncia de encapsulagéo e particdo de RVC (livre e na forma de complexo de inclusdo) em
MLV (n = 3)

Formulacao *E (%) *P
LUV 8mM: RVC8 mM 25,0+0,8 69,1 +2,9
LUV 8mM: (RVC:HP-BCD) 8 mM 33,0+24 102,2 £10,9

Nota: *E: Eficiéncia de Encapsulagcao e P: Coeficiente de Particao

A Tabela 8 mostra ainda que, na presenga do complexo RVC:HP-BCD, a porcentagem
de encapsulagdo aumenta para 33%. Esse resultado indica haver sinergismo entre os dois
carreadores, 0 que € altamente desejavel para aumentar a quantidade total de RVC carreada
pelo sistema de liberagdo sustentada (RVC na forma de complexo de inclusdo + RVC
encapsulada + RVC livre).

Os valores de coeficiente de particao P (Tabela 8) puderam ser calculados a partir do
mesmo experimento de separacdo de fases por ultracentrifugacdo, usando-se os valores de
porcentagem de encapsulagao, na equagao 2 (item 3.5.3 de Materiais e Métodos). A medida do
valor de P leva em consideragéo o volume das fases membranar e aquosa, tal que valores de P
permitem a comparacao entre sistemas diferentes (de Paula & Schreier, 1995). O valor de P
determinado para a RVC no sistema lipossomal de EPC:a-tocoferol 1:0,01 (69,1) — Tabela 8,
esta de acordo com o esperado, sendo ligeiramente inferior ao valor de P da bupivacaina — seu
analogo mais hidrofobico — 96 (Malheiros et al., 2004) nos mesmos lipossomas e medido em pH
7,1. A presenca de um radical propil como substituinte no anel piperidinico da RVC confere a
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molécula uma menor hidrofobicidade em relagdo a BVC (radical butil). Por outro lado, essa
caracteristica confere diferencas em termos de anestesia como inicio e duragdo de agao e
toxicidade sistémica, colocando a RVC como um possivel substituto para a BVC, ja que a
primeira apresenta perfil de bloqueio nervoso semelhante, porém com toxicidade menor que o
da Bupivacaina (McClure, 1996; Wang et al., 2011).

4.2.3 Avaliacao da interacao de RVC com ciclodextrina e com lipossomas, analisada por
RMN

Através dos valores de coeficiente de difus&o, obtidos de experimentos de DOSY ('H-
RMN) foram obtidos dados como fragdo molar (fx) de RVC ligada aos carreadores ciclodextrina
e lipossomas (separadamente e no sistema de duplo carreamento - ternario) e a constante de
associacao (K,) do anestésico com sistemas carreadores.

Analisando os resultados de DOSY para as espécies livres: RVC, HP-BCD e lipossomas
de EPC, observa-se uma diferenga consideravelmente grande nos coeficientes de difuséao (D),
uma vez que lipossomas de EPC apresentam grande volume e, portanto, uma difusdo mais
lenta (0,80 107'° m?s™) em relacdo & HP-B-CD (2,47 10" m?s™) e RVC (5,21 10" m?s™) (Tabela
9). Estes valores estao de acordo com a literatura (Cabeca et al., 2008; Cabeca et al., 2011).

No entanto, quando se consideram os sistemas binarios de RVC em HP-BCD, bem
como RVC com lipossomas de EPC, os valores de coeficiente de difusdo da RVC diminuem
substancialmente, (para 4,5-4,6 10" m?™) em relacdo ao da RVC livre, o que sugere a
formacao do complexo RVC:HP-BCD e também a encapsulagao do anestésico nos lipossomas
(Tabela 9). Mais ainda, quando o sistema de duplo carreamento (ternario) é formado (LUV:
RVC:HP-BCD ) a difuséo é ainda mais lenta (4,2 10'° m?s™) em relagdo & RVC livre.

Os coeficientes de difusao (D) das espécies livres RVC, HP-BCD, lipossomas de EPC e
na forma de complexo de inclusdo RVC:HP-BCD , LUV: RVC:HP-BCD (Tabela 9) foram
utilizados para determinar a fragdo molar (fx) e a constante de associagcao (K,) da RVC em cada
amostra, através das Eq. 4 e 5, descritas em “Materiais e Métodos” (item 3.5.4).

Os resultados de DOSY indicam que a interacdo da RVC com os lipossomas de EPC é
mais fraca (constante de associagcao= 22 L/mol) que a interacdo entre o anestésico e a HP-BCD
(K;=128 L/mol) (Tabela 9). Resultados semelhantes (maior interagdo com o carreador
ciclodextrina do que com lipossomas) foram encontrados para os anestésicos locais

proparacaina e prilocaina (Cabeca et al., 2008; Cabeca et al., 2011).
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Para avaliar o sistema de duplo carreamento, ha 2 formas de calculo, que levam em
consideracdo a difusdo da HP-BCD ou dos lipossomas. Assim, os valores de Ka calculados
devem ser comparados com os valores obtidos com o respectivo sistema macromolecular.
Nota-se (Tabela 9) que para o sistema de duplo carreamento (ternario), a constante de
associagao da RVC aumenta (em relagdo ao sistema binario), tanto quando se leva em
consideragao a HP-BCD (Ka = 342 L/mol vs. 128 L/mol) quanto em relagéo aos lipossomas de
EPC (Ka =79 L/mol vs. 22 L/mol).

Tabela 9 — Coeficientes de Difusdao (D) da RVC, HP-BCD e lipossomas de EPC e constantes de
associagao (Ka) da RVC nos sistemas binéarios: RVC:HP-BCD, LUV:RVC e sistema de duplo carreamento
(ternario) LUV: RVC:HP-BCD medidos em experimentos de DOSY-RMN.

Complexos Compostos D (10" m’s’)  Fragcdo molar do K, (L/mol)
complexo fx100
(%)
- RVC 5,21 £ 0,044 - -
- HP-BCD 2,47 £ 0,011 - -
- LUV de EPC 0,80 = 0,023 - -
RVC em HP-BCD RVC 4,47 + 0,006 27 128
RVC em LUV de EPC RVC 4,610,018 14 22
RVC em HP-BCD em RVC 4,20 £ 0,011 36 342K,
LUV de EPC?
RVC em HP-BCD em RVC 4,20 £ 0,011 23 79K,
LUV de EPC®

& Célculo da constante de associagdo do sistema LUV: RVC:HP-BCD /evando-se em consideragdo a
difusdo da macromolécula HP-BCD.

b Célculo da constante de associacdo do complexo LUV: RVC:HP-BCD /levando-se em consideracdo a
difusdo do lipossoma de EPC.

O coeficiente de difusdo da molécula de HDO (4gua residual) em D,O a 25°C foi 21, 8 + 0,3 x10™° m?
sec’.

600MHZ, D,O, 298 K, pH 7 e sinal residual de HDO em 4,68 ppm foi usado como referéncia.

[RVC] = 8 mM [HP-BCD] =8 mM [lipossomas] = 8 mM

Além disso, medidas de RMN registraram a fragdo molar do complexo de incluséo
levando-se em consideracado a difusdo da HP-BCD (36%) e também a difusdo do lipossoma
(23%). Esses valores vao de encontro com os resultados de eficiéncia de encapsulagao (Tabela
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8), em que para o sistema binario composto por RVC e LUV a eficiéncia de encapsulacao foi de
25% e para o sistema de duplo carreamento (LUV: RVC:HP-BCD) foi de 33%.

Essas medidas de RMN confirmam o efeito sinérgico de carreamento da RVC pela
ciclodextrina e pelos lipossomas e, conforme indicava o maior valor de % de encapsulacao
(Tabela 8), confirmam a capacidade do sistema de duplo carreamento preparado, em carrear
maiores quantidades de RVC para liberagao sustentada, bem como a alta afinidade da RVC
pela CD.

4.2.4 Morfologia das formulagc6es: analise por microscopia eletronica de transmissao

As analises por MET facilitaram a observagdo da estrutura das amostras e mostraram
mais um indicio da encapsulacdo da RVC e formacdo do sistema de duplo carreamento
proposto, coerente com os resultados apresentados no estudo de caracterizagdo (encapsulacao
e RMN) e estudos previamente publicados em no laboratério de Biomembranas (de Araujo et
al., 2008b).

As Figuras 20A e 20B mostram a imagem de uma vesicula lipossomal de EPC sem a
presenca de RVC. Ja a figura 19C mostra a imagem de uma suspenséo lipossomal contendo
RVC, que apresenta em sua grande maioria, vesiculas na forma esférica. A Figura 20D mostra
a imagem de um lipossoma contendo RVC, a partir da ampliagédo da Figura 20C, onde se pode
observar tamanho compativel com as medidas de espalhamento de luz (cerca de 200nm) e
manutencgao da forma esférica, comparavel ao de uma vesicula sem RVC, conforme ilustrado
nas Figuras 20A e 20B.

Por outro lado, quando foi obtida a imagem do sistema de duplo carreamento
(LUV:RVC:HP-BCD), ocorreu modificagdo na morfologia da vesicula que passou a ter uma
forma menos esférica (Figura 20E e 20F), que pode indicar a presenca de ciclodextrina
influenciando na morfologia do composto formado. Essa morfologia nitidamente alterada apés
encapsulagdo do complexo corrobora com os dados de potencial zeta, sugestivos de que o
complexo possa estar localizado preferencialmente na superficie da vesicula lipossomal, de
forma que a presenga do complexo alterou significativamente a carga de superficie, isso ndo
ocorre quando a RVC é encapsulada na sua forma livre, sendo que nesse caso, nem a
morfologia nem o potencial zeta sdo alterados de maneira significativa. Além disso, como ja
discutido no ensaio de RMN (item 4.2.5), o equilibrio da reacdo estd mais voltado para a
formacao do complexo, ou seja, a afinidade da RVC é muito maior pela CD em relagdo ao
lipossoma, o que contribui novamente para sugerir a grande influéncia da CD na formulagao.
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. Ty e — [—200 nm—|
Figura 20 — Imagem de MET para: suspenséao lipossomal de EPC sem AL - Aumento de 60000x (A);
lipossoma de EPC sem AL - Aumento de 100000x (B); suspenséo lipossomal de EPC contendo
ropivacaina - Aumento de 60000x (C); lipossoma de EPC contendo RVC — Aumento de 100000x (D);
suspensao lipossomal de EPC contendo o complexo de inclusdo RVC:HP-BCD - Aumento de 60000x (E)
e lipossoma de EPC contendo o complexo RVC:HP-BCD - Aumento de 100000x (F) - todas as
formulagbées foram preparadas contendo 8mM do AL e dos carreadores.
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Apoés avaliagao das medidas de potencial zeta, que indicaram uma possivel influéncia da
CD na carga de superficie para o sistema de duplo carreamento, bem como da analise por
microscopia eletrénica de transmissao, onde ocorreu nitida alteracdo da morfologia no sistema
de duplo carreamento, e também com os dados obtidos no ensaio de RMN, onde foi possivel
notar que existe uma forte afinidade da RVC pela CD, pode-se sugerir, que o complexo de
inclusdo formado por RVC e HP-BCD deve-se localizar preferencialmente, na superficie do
lipossoma de EPC e que o equilibrio da reagdo deve estar mais voltado para a formagao do
complexo de inclusdo e em menor proporgdo para a encapsulagdo da RVC (livre ou na forma
de complexo de incluséo).

Os dados obtidos e relatados aqui, permitem propor a possivel relagdo entre as 3
entidades na formacao do sistema de duplo carreamento, através da Figura 21, que mostra
esquematicamente a formacao do sistema sugerido.

E——

Agitacdo

»
+ a'@*

Extruséo O |

\ J

Sistema de duplo carreamento;
LUV:RVC:HP-RCD {8 mM)

Solugédo contendo o complexo de inclusao
RVC:HP-BCD (1:1) (8 mM) preparada em
TampadoHEPES 20 mM pH 7,0

® _. Lipidio

B At R S S S

Filme lipidico contendo EPC e a- —3 HP-BCD

tocoferol (8 mM)

= —» RVC

¢ — RVC:HP-BCD

Figura 21 — Esquema da possivel formacao do sistema de duplo carreamento proposto (LUV:RVC:HP-
BCD).

De fato, medidas de STD (Cabeca et al., 2011) (Saturation Transfer Difference ou
Diferenga de Transferéncia de Saturagcdo) mostraram interagdo da CD com a superficie dos
lipossomas de EPC, sustentando o modelo proposto da Figura 21.
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4.3 Estabilidade fisico-quimica dos lipossomas na formulacao

Durante a estocagem mudancgas fisicas e quimicas nas suspensdes de lipossomas
podem ocorrer, levando a alteragdes nas vesiculas, degradagdo quimica e vazamento dao
farmaco encapsulado (Darwis & Kellaway, 2001). Por isso testes de peroxidagao lipidica foram
feitos nas formulagdes de ropivacaina lipossomal (livre ou na forma de complexo de inclusao
com ciclodextrina), armazenadas a 4°C, a 25°C ao abrigo da luz e a 37°C. Também foram
acompanhados o tamanho e o potencial zeta dessas particulas, medidas tempo 0 e apés 15,
30 e 60 dias de preparo armazenados a 4°C.

4.3.1 Medidas de peroxidacao lipidica

A estabilidade quimica dos lipossomas foi avaliada pela detec¢cdo de endoperéxidos
através da reacdo de produtos de oxidacdo lipidica em altas temperaturas, com acido
tiobarbiturico (TBA), conforme descrito em “materiais e métodos” (item 3.6.1).

Os resultados obtidos pela reagdo com o TBA mostraram mudangas significativas nos
niveis de peroxidagao lipidica ao longo dos 60 dias de estocagem, tanto para a formulagao
lipossomal binaria (LUV:RVC) (Figura 22), como para a formulacdo proposta em sistema de
duplo carreamento (LUV:RVC:HP-BCD) (Figura 23), mantidas sob diferentes condi¢cdes de
armazenamento (4, 25 e 37 °C). Embora essas mudancgas tenham sido significativas (p<0,05), o
aumento de endoperéxidos n&o atingiu valores superiores a 0,025mM (2,5x10°° M), confirmando
resultados anteriores do grupo, em que o nivel de peroxidacao foi extremamente baixo (menor
que 1%), considerando-se a concentracao total de lipidios presente na formulacao (de Araujo et
al., 2008a; de Araujo et al., 2008Db).

De uma forma geral, mesmo com o aumento significativo da peroxidacao lipidica, as
concentracdes de endoperdxidos em LUV armazenadas durante todo o periodo analisado néo
ultrapassaram 0,02mM para o sistema binario (LUV:RVC) e 0,03mM para o sistema ternario
(LUV:RVC:HP-BCD), isto é, ndo chegaram a 0,5% da quantidade total de lipidios presente nas
formulagdes, indicando estabilidade quimica dos lipossomas no periodo avaliado. Além disso,
as alteragdes de temperatura (4, 25 e 37 °C) nao influenciaram no aumento da formagao de
endoperoxidos, tanto para a formulagao lipossomal binaria (LUV:RVC) como para o sistema
ternario proposto (LUV:RVC:HP-BCD).
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Peroxidacgdo Lipidica - LUV 8mM:RVC 8mM

2,50

2,00

L)
Ln
o

Peroxidacio (10°°M)
=
E=]
=1

0,50

0,00

Tempo (Dias)

Figura 22 — Concentracdo de endoperdéxidos medida pelo teste de TBA na formulacdo LUV: RVC ao
longo de 60 dias de armazenamento a 4, 25 e 37°C.Andlise estatistica: ANOVA / Tukey_Kramer: a-
LUV:RVC_inicial vs LUV:RVC_30 dias (p<0,05)*; b- LUV:RVC_inicial vs LUV:RVC_30dias_37°C
(p<0,001)***; c¢- LUV:RVC_inicial vs LUV:RVC_30dias_4°C (p<0,01)**; d- LUV:RVC_inicial vs
LUV:RVC_60 dias (p<0,05)*; e- LUV:RVC_inicial vs LUV:RVC_60dias_37°C (p<0,001)***.

Peroxidacao Lipidica - LUV 8mM:Complexo 8mM

3,00

2,50

i
[=]
[=]

Peroxidacio (10°°M)
=
un
[=]

=
[=]
(=]

0,50

0,00

Tempo (Dias)

Figura 23 — Concentracdo de endoperdoxidos medida pelo teste de TBA na formulacdo LUV:RVC:HP-
BCD ao longo de 60 dias de armazenamento a 4, 25 e 37°C. Andlise estatistica: ANOVA / Tukey_Kramer:
a- LUV:RVC:HP-BCD_inicial vs LUV:RVC:HP-BCD_15dias_37°C (p<0,05)*; b- LUV:RVC:HP-BCD_inicial
vs LUV:RVC:HP-BCD_15dias_4°C (p<0,001)***; c¢- LUV:RVC:HP-BCD_inicial vs LUV:RVC:HP-
BCD_30dias (p<0,001)***; d- LUV:RVC:HP-BCD_inicial vs LUV:RVC:HP-BCD_30dias_37°C (p<0,001)***;
e- LUV:RVC:HP-BCD_inicial vs LUV:RVC:HP-BCD_30dias_4°C (p>0,05) - nao significante; f-
LUV:RVC:HP-BCD_inicial vs LUV:RVC:HP-BCD_60dias (p<0,001)***; g- LUV:RVC:HP-BCD_inicial vs
LUV:RVC:HP-BCD_60dias_37°C  (p<0,001)***; h- LUV:RVC:HP-BCD_inicial vs LUV:RVC:HP-
BCD_60dias_4°C (p<0,001)***.
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4.3.2 Medidas de tamanho e potencial Zeta

Medidas do didmetro e potencial zeta dos lipossomas foram realizadas em até 60 dias
apbés o preparo das formulagdes, armazenadas sob refrigeragdo (4°C). Pode-se observar
(Tabela 10) que as vesiculas sem anestésico ndo sofreram alteragao significativa de tamanho
(p>0,05) ao longo de todo o periodo avaliado. Ja para o sistema binario (LUV:RVC) as
vesiculas aumentaram significativamente de tamanho apés 60 dias (p<0,001), com possivel
fusd@o das vesiculas apés esse periodo. Igualmente a amostra controle, contendo lipossomas e
ciclodextrina (LUV:HP-BCD) mostrou aumento de tamanho das vesiculas com o tempo.

Tabela 10- Diametro médio das particulas lipossomais (EPC:a-tocoferol 1:0,01 mol %) sem e com RVC
(livre ou na forma de complexo de inclusdo com ciclodextrinas) medido por 60 dias apds preparo,

armazenadas a 4 °C e medidas por espalhamento dindmico de luz (n = 3).

Tempo 0 DIAS 15 DIAS 30 DIAS 60 DIAS
Amostra diametro proporcao diametro proporcao diametro proporcao diametro proporcao
nm % nm % nm % nm %
221,4+6,2° 100,0 220,9+18,5 98,3+1,7 202,3+x15,4 98,3+1.,6 213,4166,5 97,314,0
tls-rgl\vll 3056,0+2654,0 1,4+1,3 |3099,0+2684,0 1,7+1,6 |1311,0£2271,0 2,3%4,0
9,9+17,1 0,3+0,5
LUV 244,3+9,2 100,0 232,8+22,0 97,412 4 186,9+9,1 98,7+1,4 291,3+19,8 91,844,3
Hsl;‘_’[';"'cb 2420,0+2372,0 2,2+2,4 |3074,0+2669,0 1,3%1,4 |1640,0+2748,0 7,1+44
8mM

13,4+23,3 0,5+0,8 1543,0+2373,0 1,0+1,8

LUV 224,2+19,7 100,0 212,4+12,9  98,5+22 | 186,7+12,4  98,8+12 | 357,1+16,2°"  929+8,6

8mM :
RVC
8mM

1441,0£2574,0 1,5+1,3 |3049,0+2664,0 1,2+1,2 |1559,0+2637,0 6,3+9,0

8,08+13,99 0,8+1,3

LUV 220,2+20,3  99,6+0,6 188,9+19,3  98,5+1,3 166,7+4,3°  992+12 | 162,129,6° 98,9+1,1
8mM :
(RVC:HP- | 1395,0+2416,0  0,4+0,6 |2997,0+2599,0 1,5+1,3 |1432,0£2480,0 0,7+1,2 |3194,0+2774,0 1,1%1,1
BCD)
8mM

NOTA: Analise Estatistica: ANOVA/Tukey-Kramer:

a- LUV inicial vs LUV tempos de estabilidade. Nao significante (p >0,05);
b- LUV:RVC_inicial vs LUV:RVC_60dias (p<0,001)***;

c- LUV:RVC:HP-BCD_inicial vs LUV:RVC:HP-BCD_30dias (p<0,05)*;

d- LUV:RVC:HP-BCD_inicial vs LUV:RVC:HP-BCD_60dias (p<0,001)***.

Em relagdo ao sistema de duplo carreamento (LUV:RVC:HP-BCD ) observou-se uma
pequena diminuicdo no diametro médio das vesiculas apds 30 e 60 dias de preparo (p<0,05 e
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p< 0,001 respectivamente), o que pode se explicado talvez pela morfologia do sistema proposto
(Figura 20F), onde a vesicula mostrou uma forma mais quadrada e o equipamento (Zeta Sizer)
faz medidas de vesiculas esféricas. Entretanto esta formulacdo apresentou também a maior
proporcao de populagdo de vesiculas com tamanho médio estavel (99,2%) em relagdo as
demais, no mesmo periodo de 30 dias.

Também foram realizadas medidas de potencial zeta (Tabela 11) e os valores obtidos
mostraram uma maior estabilidade do sistema de duplo carreamento (formulagédo proposta de
complexo de RVC em ciclodextrina encapsulado em lipossomas) em relagao ao sistema binario
(RVC livre encapsulada em lipossomas), uma vez que a carga de superficie do sistema de
duplo carreamento manteve-se mais homogéneo ao longo dos 60 dias analisados.

Os resultados da Tabela 11 mostram que, em todas as formulagdes binarias, os valores
de potencial zeta aumentaram (em maodulo), indicando maior estabilidade das particulas com o
decorrer dos dias de armazenamento, que é o caso do sistema binario LUV:RVC em que o
valor de carga de superficie alterou significativamente (p<0,01) de -18,6 mV na medida inicial
para -46,9 mV ap6s 60 dias de armazenamento, resultado equiparavel ao reportado para
lipossomas de EPC:colesterol contendo RVC (de Araujo et al., 2008a; de Araujo et al., 2008b).

Embora essa alteracdo possa ser um indicio de mudanga na agregagcao entre 0s
componentes da formulagdo binaria e que poderia, inclusive, alterar o perfil de liberacao do
farmaco ao longo do tempo, os valores de tamanho médio (Tabela 10) ndo apontam para uma
desestabilizagao dos lipossomas.

Além disso, o sistema de duplo carreamento (ternario) desde a sua medida inicial ja se
apresentou mais estavel em relagdo aos demais, uma vez que suas medidas ao longo dos 60
dias avaliados nao mostraram diferencgas significativas (p>0,05) (Tabela 11).

Conforme se observa na Tabela 11, para o sistema ternario, a carga de superficie
manteve-se praticamente constante durante o periodo avaliado (de -30,7 mV inicialmente para -
32,1 mV apés 60 dias), sugerindo maior estabilidade desse sistema em relagdo aos demais
avaliados, ndo apresentando alteragdes significativas na fusdo das particulas ao longo desse
periodo. Esses dados sdo muito relevantes para a proposta inicial do projeto e contribuem para
mostrar um grande diferencial da formulagdo proposta em relagdo aos sistemas binarios
trabalhados anteriormente.
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Tabela 11- Potencial zeta das particulas lipossomais (EPC:a-tocoferol 1:0,01 mol %) sem e com RVC
(livre ou na forma de complexo de inclusédo com ciclodextrina) medido por até 60 dias de armazenamento
a4°C (n=3)

Potencial Zeta 0 DIAS 15 dias 30 dias 60 dias
Amostra mV mV mV mV
Média -20,8 -25,5 -28,3 -40,7
LUV 8SmM
DP 0,9 2,5 1,4 2,9
Média 12,1 -18,7 -35,6 -46,1
LUV 8mM : HP-BCD 8mM
DP 0,7 0,3 2,5 0,6
Média -18,6 -13,0 27,8 -46,9""
LUV 8mM : RVC 8SmM
DP 1,5 0,8 1,5 1,9
Média -30,7 -22,6 -31,7 -3»2,1b
LUV 8mM : (RVC:HP-BCD ) 8SmM
DP 1,1 10,0 2,3 3,7

NOTA: andlise estatistica — ANOVA: Tukey Kramer.? LUV:RVC _inicial vs LUV:RVC_60dias (p<0,01)**
b LUV:RVC:HP-BCD _inicial vs LUV:RVC:HP-BCD _60dias (p>0,05) - Nao significante

4.4 Ensaio de liberacao in vitro

Para os testes de liberagédo in vitro foram realizados experimentos com os sistemas
LUV:RVC; RVC:HP-BCD e LUV:RVC:HP-BCD, sendo os resultados obtidos comparados com
os perfis de liberacdo do farmaco livre, presente em formulagbes de uso clinico. Como
observado em estudos prévios com sistemas binarios de RVC encapsulada em lipossomas (de
Araujo et al., 2008a) ou em ciclodextrinas (de Araujo et al., 2008b) ocorre uma liberagdo mais
lenta do farmaco, quando o mesmo encontra-se encapsulado em lipossomas ou na forma de
complexo de inclusdo com HP-BCD (Figura 24).

Neste trabalho, em geral, foi possivel notar uma liberagdo mais lenta da formulagéo
lipossomal ternaria proposta, contendo LUV:RVC:HP-BCD em relagdo a RVC livre e ao sistema
lipossomal binario (LUV:RVC), porém nao houve diferenga significativa na liberacdo de RVC
(p>0,05), quando o sistema ternario foi comparado ao complexo de inclusdo RVC:HP-BCD
(Figura 24). O mesmo comportamento também foi evidenciado no estudo in vivo (Figuras 26 e
27), mostrando que, possivelmente, a taxa de associagao da RVC a HP-BCD (maior em relagao
aos lipossomas conforme mostrado nos ensaios de RMN apresentados anteriomente), justifique
a liberacao mais lenta da RVC.

72



RESULTADOS E DISCUSSAO

No experimento de liberacdo in vitro realizado nesta dissertacao, apés 0,5 h de ensaio
para a amostra de RVC livre, a liberacdo do farmaco para a solugao receptora havia atingido
um percentual de 50%. Apds encapsulagcédo de RVC em lipossomas de EPC ocorreu redugéo na
taxa de liberagdo de RVC, em comparagédo ao farmaco livre, mostrando um inicio de liberagao
mais lento, sendo que para atingir os mesmos 50% de RVC liberada, foi gasto o dobro do
tempo em relagdo a RVC livre, ou seja, cerca de 1 h para liberar 50% de RVC do sistema
lipossomal binario, conforme mostra a Figura 24.

Perfilde Liberacdao de RVC

120
d=

100 /—_" ¥ = s

Liberacdo de RVC (%]

a 1 2 3 4 5 & 7 B 9
Tempo (horas)

=§=RVC livre RVC:HP-BCD LUV:RVC == | \/:RVC:HP-BCD

Figura 24 — Liberacdo cumulativa para as formulagdes RVC livre; RVC:HP-BCD ; LUV:RVC e
LUV:RVC:HP-BCD a partir de sistemas em pH 7,0 e 37 °C; [RVC]=8 mM, [EPC]=8 mM e [HP-BCD]=8
mM. Dados representados como médias+PD (n=3).

Analise estatistica: One-way: ANOVA / Tukey

a- RVC vs RVC:HP-BCD (p<0,01) ** (p<0,001)***

b- RVC vs LUV:RVC (p<0,001) ***

c- RVC vs LUV:RVC:HP-BCD (p<0,05)* (p<0,01)** (p<0,001) ***

d- RVC:HP-BCD vs LUV:RVC (p<0,05)* (p<0,01)**

e- LUV:RVC vs LUV:RVC:HP-BCD (p<0,05)*

Ja o perfil de liberagdo da RVC na forma de complexo de inclusao (RVC:HP-BCD )
mostrou uma taxa mais lenta tanto em relagdo a RVC livre quanto a encapsulada em
lipossomas, de forma que foram gastos pouco menos de 4 h para liberar os mesmos 50% de
RVC da formulacao; apds 8 h de experimento ndo havia sido atingido 70% de RVC liberada na
solugdo receptora (Figura 24), valor atingido em menos de 3 h com o sistema binario
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lipossomal (50% de RVC havia sido liberada apés cerca de 1 h de experimento) (Figura 24), o
que é coerente com os resultados de RMN que mostraram uma maior afinidade (constante de
associacao) entre RVC e HP-BCD, em relagéo aos lipossomas de EPC.

Observou-se também, uma diminuigdo na liberagdo do AL na forma de complexo de
inclusdo com HP-BCD e encapsulado em lipossomas (sistema de duplo carreamento ou
ternario) em relagdo a RVC livre, sendo que, assim como observado para o complexo de
inclusao, somente apds cerca de 4 h de experimento é que foi atingido o percentual de 50% de
RVC liberada na solugéo receptora, indicando que o uso desses carreadores alterou a cinética
de liberacao do anestésico, entre 0 compartimento doador e receptor (Figura 24), além de
reforgar mais uma vez, a participagao da CD determinando o perfil de liberagdo da RVC.

A liberagdo de RVC do sistema de duplo carreamento proposto nesse projeto
(LUV:RVC:HP-BCD), também mostrou diminuigdo na taxa de liberacdo da RVC em relagao ao
sistema lipossomal LUV:RVC, sendo que o perfil de liberagdo do sistema ternario mostrou-se
muito semelhante ao medido para o sistema binario composto pelo complexo de inclusao
contendo RVC:HP-BCD (Figura 24).

Para a pesquisa e desenvolvimento de sistemas de liberacao sustentada, alguns fatores
devem ser considerados: i) o farmaco deve ser encapsulado ou na forma de complexo de
inclusao, possibilitando a manutencao das concentragdes terapéuticas por um longo tempo e ii)
a eliminacdo do sistema carreador/AL (clearance) deve ser reduzida o suficiente para que
concentracdes de farmaco sejam mantidas no local da injecdo (importante para farmacos de
acao regional, como os AL) (Langerman et al., 1992; Mowat et al., 1996).

Nesse sentido, os testes de liberagdo in vitro possibilitaram avaliar a liberacdo dos
farmacos através de membranas, sendo que as formulagdes que mantiveram os menores niveis
de liberagao possivelmente apresentam uma maior interagéo do farmaco com os carreadores.

Observou-se assim, que as formulagdes estudadas retardaram a liberagcdo de RVC
(LUV:RVC:HP-BCD = RVC:HP-BCD > LUV:RVC), quando comparados a solugao controle (RVC
livre) no mesmo tempo de experimentacao, indicando que a RVC beneficia-se da utilizagcdo de
ambos, lipossomas e ciclodextrinas, como carreadores.

Acredita-se que esta liberacdo sustentada seja efeito da complexagdo do anestésico
com CD, evidenciado pelo aumento da solubilidade aquosa do anestésico RVC (de Araujo et
al., 2008b) interferindo na cinética de transferéncia através da interface agua/membrana. Ja na
encapsulagdo em lipossomas, ha carreamento do AL incorporado na bicamada lipidica (de
Araujo et al., 2003; de Araujo et al., 2008a), que se dissocia lentamente em meio aquoso. Em
relacdo as propriedades farmacolégicas do AL, cujo sitio de acdo € a membrana do axdnio,
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ambos os sistemas proporcionariam um aumento na concentracdo de farmaco disponivel no
local de agéo.

Os perfis de liberagdo obtidos foram importantes para a comparacao entre os sistemas
de AL com HP-BCD e em lipossomas, evidenciando que a interagdo RVC com HP-BCD é mais
forte em relacdo a sua interacdo com LUV, porém nao o suficiente para limitar a liberacao do
farmaco aos tecidos-alvo, o que é altamente desejavel.

O ensaio mostrou, portanto, que aparentemente, os lipossomas nao oferecem grande
resisténcia a liberagcdo de RVC da formulagdo ternaria proposta, porém dao estabilidade
coloidal para melhorar as condigbes de estocagem, conforme observado nas medidas de
potencial zeta vistas anteriormente, além de indicar que possivelmente, € a CD quem esta
limitando/determinando o perfil de liberagéo da RVC.

Acreditamos que os lipossomas tem como limitagdo a baixa concentragdo (ha um limite
maximo de 5 - 10 mM de lipidios para preparo de suspensodes estaveis). Este seria 0 motivo de
nao haver maior encapsulacao de RVC e, consequentemente, menor liberagédo sustentada.

Os resultados de liberagdo sugerem ainda que os carreadores podem proporcionar um
beneficio adicional aos AL, sendo evidenciado (in vitro) pelo aumento no tempo para liberagéo
do farmaco e estabilidade da formulacao, determinada pela manuten¢ao da carga de superficie
conforme discutido anteriormente (item 4.3.2).

4.5 Avaliacao da toxicidade in vitro

A avaliagdo do efeito tdxico do anestésico livre (RVC), na forma de complexo de
inclusdo com ciclodextrina (HP-BCD:RVC) e encapsulado em lipossomas (LUV:RVC e
LUV:RVC:HP-BCD) foi realizada através do ensaio de viabilidade celular, por reducédo do
corante MTT sobre culturas de células (fibroblastos de camundongos, da linhagem 3T3).

Foram escolhidas as concentragdes de 0,8; 1,6; 4,8 e 6,4 mM de RVC para os
experimentos, sendo que nessas concentracdes foi detectada uma variagdo significativa no
percentual de células viaveis (de 100 a 0%). A Figura 25 mostra uma tendéncia a aumentar a
toxicidade celular a medida que aumentam as concentragcdes de RVC livre, ou seja, que o
anestésico reduz o percentual de células viaveis de maneira concentragao dependente. Nota-se
que existe diferenca significativa entre o anestésico livre e o complexo de inclusdo RVC:HP-
BCD a 0,8 mM (p<0,001), 1,6 mM (p<0,01) e 6,4 mM (p<0,05), bem como em relacdo ao
sistema binéario LUV:RVC (0,8 mM e 1,6 mM - p<0,01).
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Viabilidade Celular
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Figura 25 — Ensaio de viabilidade celular em fibroblastos 3T3 em cultura, apés tratamento com RVC livre,
ou carreada: na forma de complexo de inclusdo com HP-BCD, encapsulada em lipossomas de EPC ou
no sistema de duplo carreamento LUV:RVC:HP-BCD.

Andlise estatistica: ANOVA / Tukey_Kramer

a- RVC livre vs LUV:RVC (p<0,01)**

b- RVC livre vs LUV:RVC:HP-BCD (p<0,001)***

c- RVC livre vs RVC:HP-BCD (p<0,01)** (p<0,001)***

d- Sistema binéario (LUV:RVC) vs Sistema de duplo carreamento (LUV:RVC:HP-BCD) (p<0,05)*

e- Sistema binério (LUV:RVC) vc Complexo (RVC:HP-BCD) (p<0,01)**

O mesmo ocorre para a formulagdo proposta (sistema de duplo carreamento contendo
complexos de inclusdo de RVC encapsulados em lipossomas), onde o percentual de células
vidveis é significativamente maior quando se compara com a RVC livre em varias
concentragdes testadas (0,8 mM p<0,001; 1,6 mM p<0,01 e 6,4 mM p<0,05), indicando de
menor toxicidade do AL quando encapsulado em lipossomas e na forma de complexo de
inclusao com HP-BCD.

Desta maneira, a curva de viabilidade celular mostrou que o sistema lipossomal binario
(LUV:RVC) foi menos efetivo que o complexo de inclusdo (RVC: HP-BCD) e o sistema ternario
(LUV:RVC:HP-BCD). Além disso, a interagdao do anestésico local simultaneamente com HP-
BCD e com a vesicula lipossomal, reforga que o sistema de duplo carreamento e o complexo de
inclusdo RVC: HP-BCD sado menos toxicos que o sistema lipossomal LUV:RVC, o que se
justifica pela menor associacdo (Ka) e estdo de acordo com os resultados de cinética de
liberagao (Figura 24).
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De uma forma geral, o tratamento das células com formulagdes de RVC diminuiu a
porcentagem de células viaveis de maneira dose-dependente em relacdo ao controle, sendo
que todas as formulacdes de liberacao sustentada reduziram este efeito toxico do farmaco.

Embora ndo tenha ocorrido diferenga significativa (p>0,05) entre o complexo de inclusao
(RVC: HP-BCD) e o sistema ternario proposto neste trabalho (LUV:RVC:HP-BCD), e ainda que
este ensaio seja apenas um indicativo de citotoxicidade e nao mimetize o comportamento no
organismo, onde o farmaco estara sob influéncia de outros fatores, o sistema de duplo
carreamento apresentou efeitos citotéxicos menores em comparagdo com a RVC livre ou
encapsulada em lipossomas de EPC, indicando que a formulacdo proposta pode ser adequada
para futuras aplicagdes clinicas.

4.6 Ensaios in vivo: Avaliacao farmacoldgica

Uma consideragao importante na escolha das concentragcées de RVC testadas para o
sistema in vivo, envolveu a correlagdo com as concentracées de uso clinico do anestésico local,
4,8 a 16 mM (0,125 a 0,5%, respectivamente) (Canovas Martinez et al., 2004; de Araujo et al.,
2008a). Neste sentido, foram preparadas formulagbes contendo 0,125 e 0,25% de RVC.
Ressaltamos que nao foi possivel preparar uma formulagdo contendo 0,5% do AL, pois nesta
concentracdo a RVC nao se mostrou soluvel no pH utilizado (pH 7,0), onde a solubilidade foi de
8 mM.

4.6.1 Avaliacao do bloqueio motor do nervo ciatico

A laténcia, o tempo para o efeito maximo (Tmax), tempo de recuperacao e o efeito total
(ASC) das formulagdes de liberacdo sustentada contendo RVC foram os parédmetros medidos e
comparados para todos o0s grupos experimentais (Tabela 12).

Conforme apresentado na Tabela 12, a injegcdo das formulagdes avaliadas alterou, de
maneira dose-dependente, a fungdo motora dos animais apds os bloqueios do nervo ciatico
(infiltracdo), havendo a perda reversivel dos reflexos motores em todos os animais tratados.

Os resultados apresentados na Tabela 12 sugerem que todas as formulagdes testadas
nao modificaram significativamente o tempo de duragédo do bloqueio motor e o efeito anestésico
total (poténcia do bloqueio motor) induzido por RVC, o que é desejavel, uma vez que o

interesse maior € em relagao ao bloqueio sensorial e ndo, ao bloqueio motor.
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Tabela 12 - Laténcia, Tmax, tempo de recuperacao e efeito total do bloqueio motor (ASC) induzido pelas
formulagées de RVC livre e lipossomal (contendo RVC livre ou na forma de complexo de incluséo com
HPB-CD) durante o bloqueio do nervo ciatico em camundongos. Dados expressos em mediana (limite

minimo — limite méximo) (n = 7/grupo). Analise Estatistica: Kruskal-Wallis: ndo significativo.

Concentragéo Grupos Laténcia Tmax Trecuperagéo ASC
(%) P (seq) (min) (min) (score/min)
RVC 50,0 (20,0-60,0) 1(1-3) 34,3 (20,0-50,0) 26,9 (14,0-44,0)
LUV:RVC 40,0 (20,0-60,0) 1(1-4) 27,1 (10,0-40,0) 26,9 (14,0-44,0)
0,125
RVC:HP-BCD 25,0 (15,0-40,0) 1(-) 22,9 (10,0-30,0) 15,8 (6,5-24,0)
LUV:RVC :HP-BCD | 25,0 (15,0-45,0) 1(-) 21,4 (10,0-30,0) 12,2 (6,5-24,0)
RVC 35,0 (30,0-50,0) 1(1-4) 48,6 (40,0-60,0) 32,9 (14,5-46,5)
LUV:RVC 40,0 (25,0-60,0) 1(1-5) 50,0 (40,0-60,0) 48,8 (24,0- 108,0)
0,250
RVC:HP-BCD 20,0 (15,0-25,0) 1(1-5) 41,4 (30,0-50,0) 32,4 (14,0-45,5)
LUV:RVC :HP-BCD | 20,0 (10,0-25,0) 1(1-5) 41,4 (30,0-50,0) 29,6 (14,0-48,0)

4.6.2 Avaliacao do bloqueio sensorial do nervo ciatico

A avaliagao do efeito antinociceptivo, através do teste PWTP em camundongos albinos
Swiss, mostrou as relagdes dose — efeito para a RVC livre, lipossomal e na forma de complexo
de inclusdo com CD. Os efeitos do tratamento com os veiculos (HP-BCD e LUV) e formulacdes
de AL livre (RVC), na forma de complexo de inclusdo (RVC:HP-BCD), encapsulada em
lipossomas (LUV:RVC) ou no sistema de duplo carreamento (LUV:RVC:HP-BCD) foram
avaliados ao longo do tempo, para duas diferentes concentracées de AL (0,125% e 0,25%).

A administracdo dos veiculos na regido do nervo ciatico ndo modificou os valores de
linha basal para o limiar da dor em camundongos. Porém, todas as formula¢des de RVC, tanto
na forma de complexo de inclusdo com ciclodextrina, como encapsuladas em lipossomas de
EPC aumentaram a duragédo e a intensidade do bloqueio sensorial, quando comparados ao

farmaco livre.
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A administracdo de RVC:HP-BCD 0,25% modificou a resposta dos animais ao estimulo
mecanico no PWTP, aumentando a duragéo do efeito antinociceptivo em até 300 minutos (5 h)
apdés a administracdo (Figura 27). A injegao das formulagbes na concentracdo de 0,125%
mostrou que o complexo RVC:HP-BCD prolongou a duragdo da analgesia até 240 minutos (4 h)
e aumentou a intensidade do efeito analgésico significativamente (p<0,001) quando comparada
com o farmaco livre apdés 150 minutos de experimento e também quando comparado ao
sistema lipossomal binério em 180 minutos (p<0,05) e em 240 minutos (p<0,01) (Figura 26).
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Figura 26 — Efeito anestésico x tempo no ensaio PWTP para os grupos tratados com RVC; RVC:HP-
BCD; LUV:RVC e LUV:RVC:HP-BCD) — todas as formulagdes contendo RVC na concentracéo final de
0,125%.

Analise estatistica: One-way / ANOVA

a - RVC vs LUV:RVC:HP-BCD(p<0,001)*** (p<0,01)** (p<0,05)*

b - RVC vs LUV:RVC (p<0,01)**

¢ - RVC vs RVC:HP-BCD(p<0,001)***

d - LUV:RVC vs RVC:HP-BCD(p<0,05)* (p<0,001)***

e - LUV:RVC vs LUV:RVC:HP-BCD(p<0,001)***

O tratamento com a concentracdo de 0,25% também mostrou o sistema RVC:HP-BCD
como uma formulagdo mais eficaz em potencializar o efeito analgésico nos animais tratados,
quando comparado com a RVC livre na mesma concentragado apds 40 minutos de experimento
(p<0,05) e até 180 minutos (p<0,01) (Figura 27).
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Figura 27 — Efeito anestésico x tempo no ensaio PWTP para os grupos tratados com RVC; RVC:HP-
BCD; LUV:RVC e LUV:RVC:HP-BCD — todas as formulagées contendo RVC na concentragdo final de
0,25%.

Andlise estatistica: One-way / ANOVA

a - RVC vs LUV:RVC:HP-BCD(p<0,001)*** (p<0,01)** (p<0,05)*

b - RVC vs LUV:RVC (p<0,05)*

¢ - RVC vs RVC:HP-BCD(p<0,05)* (p<0,01)** (p<0,001)***

Com relagdo ao sistema lipossomal binario, o tratamento com LUV:RVC 0,125 %
(Figura 26) foi significativamente diferente (p<0,01) daquele com RVC livre 0,125% até 150
minutos de observagao e a analgesia foi prolongada por até 180 minutos apds a injecao. Além
disso, a formulagédo LUV:RVC induziu um aumento no efeito analgésico em relagao a RVC livre.

A infiltragcdo de LUV:RVC 0,25% (Figura 27) mostrou resultados semelhantes aos
obtidos com a concentragdo de 0,125%, tal que a formulacdo LUV:RVC aumentou o efeito
analgésico em relacao ao farmaco livre. O ponto final da analgesia induzida por RVC 0,25 %
ocorreu 240 minutos apos a injecao.

Assim como observado para RVC:HP-BCD, os grupos tratados com LUV:RVC:HP-BCD
apresentaram melhores efeitos em relagdo a duragdo de agédo e a intensidade da analgesia
induzida pelo anestésico. O tratamento dos animais com LUV:RVC:HP-BCD 0,125% (Figura
26) mostrou um efeito analgésico significativamente maior quando comparado a RVC livre, ap6s
30 minutos (p<0,01) e até 150 minutos (p<0,001) de experimentagdo. Quando comparado com
o sistema lipossomal binario, a formulagdo LUV:RVC:HP-BCD mostrou efeito analgésico
significativamente maior, até 240 minutos de experimentacéo (p<0,01) (Figura 26).
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A infiltracdo de LUV:RVC:HP-BCD 0,25% (Figura 27) mostrou resultados semelhantes
aos obtidos com a concentracdo de 0,125%. Diferencas estatisticas em relacdo a RVC livre
foram observadas durante quase todo o periodo de experimentacédo (de 40 minutos - p<0,05,
até 180 minutos - p<0,01).

Os sistemas RVC:HP-BCD e LUV:RVC:HP-BCD mostraram diferencas na intensidade do
efeito analgésico em relagdo ao farmaco livre e a formulagao lipossomal (LUV:RVC). Além
disso, o complexo de inclusdo RVC:HP-BCD e o sistema de duplo carreamento LUV:RVC:HP-
BCD induziram um aumento significativo no efeito do bloqueio sensorial em relagédo a RVC livre
e ao sistema lipossomal binario LUV:RVC.

O ponto final da analgesia induzida por RVC:HP-BCD 0,25% e LUV:RVC:HP-BCD 0,25%
ocorreu 300 minutos apés a injegdo e ambas formulagdes mostraram respostas semelhante ao
longo do experimento, sendo que ambos mostraram uma analgesia significativamente maior
(p<0,05) em relagao ao farmaco livre.

Na maior concentragao testada, a administracao de RVC:HP-BCD e LUV:RVC:HP-BCD
prolongou a analgesia, aumentando também a intensidade do efeito durante os 300 minutos (5
h) de experimentacéo (Figura 27).

Desta forma, os resultados apresentados para o sistema lipossomal de duplo
carreamento proposto (LUV:RVC:HP-BCD) evidenciaram melhorias significativas tanto em
termos de analgesia, como viabilidade celular, liberacao in vitro e estabilidade (fisica e quimica)
da formulagdo, quando comparados com o sistema lipossomal LUV:RVC, similar ao
caracterizado e publicado anteriormente pelo laboratério de Biomembranas (de Araujo et al.,
2008a), conforme avaliado ao longo desse trabalho.

Em geral, ndo ocorreu diferenga significativa entre o complexo de inclusdo RVC:HP-BCD
e o sistema de duplo carreamento proposto LUV:RVC:HP-BCD, nas duas concentragdes
testadas. Mas para ambos o efeito analgésico foi mais prolongado, quando comparado ao
farmaco livre e ao sistema lipossomal (LUV:RVC), conforme discutido, sendo que o efeito da
analgesia no sistema de duplo carreamento proposto foi cerca de 1,6 vezes maior em relagdo
ao farmaco livre e 1,3 vezes maior em relagdo ao sistema lipossomal binério.

Esse resultado é coerente com os resultados in vitro, que ndo evidenciaram diferenca
significativa entre o perfil de liberagdo de RVC nas formulagées RVC:HP-BCD e LUV:RVC:HP-
BCD, que mostraram uma liberagao significativamente mais lenta quando comparados a RVC
livre (p<0,001) e ao sistema lipossomal (LUV:RVC) (p<0,05). Esses dados também condizem
com o estudo realizado por Bragagni e colaboradores, que relataram que a encapsulagdo do
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complexo de inclusao de prilocaina com ciclodextrina (HP-BCD) em lipossomas (sistema de
duplo carreamento) aumentou a duragdo de acdo anestésica em relacdo a prilocaina

lipossomal. (Bragagni et al., 2010).
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Uma nova formulacdo lipossomal para liberagdo sustentada do anestésico local
ropivacaina, contendo complexo de inclusdo deste AL encapsulado em lipossomas de EPC foi
preparada e caracterizada nesta dissertacdo. A constituicao lipidica desses lipossomas (sem
colesterol) mostrou-se adequada para encapsulacdo da RVC nas concentracdes de até 0,25%.

Testes de estabilidade quimica ndo indicaram aumento significativo dos niveis de
endoperoxidos na formulagao lipossomal, mesmo variando a temperatura de armazenamento,
de forma que durante 60 dias de acompanhamento, ndo ultrapassaram 1% da concentragao
total de lipidios presentes na formulagdo. Andlises de espalhamento dindmico de luz indicaram
que as vesiculas permaneceram estaveis quanto ao tamanho dos lipossomas por até 30 dias de
armazenamento.

A porcentagem de encapsulacdo da RVC neste sistema de duplo carreamento
aumentou em relagao ao sistema binario (RVC em lipossomas) e medidas de RMN mostraram
que houve interacdo molecular entre RVC, ciclodextrina e lipossomas, tal que a constante de
associagao do anestésico no sistema LUV:RVC:HP-BCD foi maior que no sistema bindrio
(RVC:HP-BCD) que por sua vez foi maior que no sistema lipossomal (LUV:RVC), evidenciando
ainda que a RVC interage mais fortemente com a HP-BCD do que com os lipossomas de EPC.

Nos ensaios de liberacao in vitro, em geral, observou-se uma diminuigéo na liberacdo do
AL quando na forma de complexo de inclusdao com ciclodextrinas ou encapsulado em
lipossomas em relacdo a RVC livre, indicando que o uso de ambos carreadores retarda a
cinética de liberacao do farmaco.

Os ensaios de citotoxicidade in vitro, em cultura de fibroblastos 3T3, demonstraram que
o sistema de duplo carreamento proposto (complexo de inclusdo de ropivacaina encapsulado
em lipossomas) apresentou efeito citotéxico menor em comparacdo com a RVC livre e
LUV:RVC indicando que a formulagéao proposta pode ser adequada para futuras aplicagbes de
uso clinico.

A avaliacao dos efeitos in vivo (testes antinociceptivos em animais) da formulagéao
proposta, mostrou que o sistema de duplo carreamento proposto induz analgesia
significativamente maior que aquela induzida pelo farmaco livre e pelo sistema lipossomal
binario. No entanto, ndo foi detectada diferenga significativa entre o sistema de duplo
carreamento e o complexo de inclusdo RVC:HP-BCD nas concentragées de RVC de 0,125 e
0,25%.

Embora o complexo de inclusdo RVC:HP-BCD e o sistema de duplo carreamento
tenham se mostrado semelhantes quanto ao efeito antinociceptivo, testes in vitro realizados

mostraram que a formulacao proposta apresentou menor toxicidade e maior estabilidade fisica
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e quimica, sugerindo que o sistema de duplo carreamento Ropivacaina-Ciclodextrina-
lipossomas, pode representar uma nova alternativa de formulagdo anestésica de liberacao
sustentada. De fato, a formulagéo obtida apresenta boa taxa de encapsulacdo do complexo,
possui estabilidade fisica e quimica, reforgada principalmente nas medidas de carga de
superficie, além de mostrar citotoxicidade reduzida, alterar o perfil de liberagdo do farmaco (in
vitro) em relagao a droga livre e prolongar o efeito anestésico (in vivo).

Considerando que o sistema de duplo carreamento (ternario) mostrou melhorias
significativas em relagéo ao farmaco livre, bem como ao sistema lipossomal binario, conforme
mostrado nos experimentos de RMN, potencial zeta, liberagéo in vitro, avaliagcao do efeito
analgésico in vivo e ensaios de citotoxicidade, a formulagcdo proposta sugere uma nova
abordagem pratica para o uso de RVC em sistemas de liberacdo sustentada de farmacos.

Os experimentos relatados neste trabalho mostram que existe maior afinidade da RVC
pela HP-BCD (maior constante de associacdo) que pelos lipossomas de EPC, explicando
porque o sistema ternario e o complexo de inclusao (RVC:HP-BCD) ndo apresentaram
diferencgas significativas entre si. A RVC sofre influéncia maior da CD e com isso, no sistema de
duplo carreamento proposto, seu efeito seria ditado mais pela presenca do carreador
ciclodextrina do que pelos lipossomas.

Neste sentido, os resultados aqui apresentados e discutidos, foram muito importantes na
investigacdo, pesquisa e caracterizagcao de formas farmacéuticas de liberagdo sustentada para
AL e podem levantar perspectivas para buscar melhorias ainda mais expressivas em relacao ao
sistema lipossomal ternario proposto, levando a uma formulagao eficaz e viavel para uso clinico

da ropivacaina.
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Com o intuito de obter melhoras no sistema de duplo carreamento que esta sendo
proposto, considera-se a possibilidade de realizar ensaios futuros com aumento na
concentracdo de lipidio (maiores que 8 mM), buscando melhorar a encapsulacdo. Esse
aumento poderd trazer resultados ainda mais expressivos com a associa¢do com ciclodextrinas,
visto que ja foi possivel notar a forte interacdo da RVC com CD influenciando fortemente na
alteragao da cinética de liberagédo do AL e efeito analgésico quando comparado ao farmaco livre
e ao sistema lipossomal binario.

Para tanto sera necessario encapsular o complexo de inclusdo em vesiculas lipossomais
multilamelares, em substituicdo as unilamelares aqui utilizadas, que possivelmente, contribuira
para o aumento da particdo do AL juntamente com o aumento da concentragdo de lipidios e
talvez até o aumento na concentragdo de HP- BCD, permitindo atingir melhorias ainda mais
impactantes em relagéo ao efeito da RVC quando do uso conjugado desses dois carreadores
(lipossoma de EPC e HP-BCD) em formulacdes de liberacdo sustentada de anestésico local de
uso clinico.

Além disso, como foi mostrado neste trabalho, as formulagbes foram preparadas em
Tampao HEPES 20 mM pH 7,0. Sabe-se que neste pH a RVC encontra-se cerca de 91% em
sua forma ionizada e 9% em sua forma neutra. Uma investigacdo em termos de pH, seria o
preparo dessas formulagcdes em pH 7,4, de forma que a fragcéo ionizada da RVC neste pH deve
ser em torno de 80% e sua fracao neutra cerca de 20%, o que podera contribuir para aumentar
sua poténcia e seu efeito analgésico, em termos de duracao da analgesia.
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ANEXO | - APROVAGAO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Comissido de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO,

Certificamos que o projeto "Complexos de Anestésicos Locais em
cic as encapsul e iposso : P 0, ca riza
5 _de bilidade, ci ida libera e a

analgésica” (protocolo n® 2596-1), sob a responsabilidade de Prof. Dra. Eneida
de Paula /| Ana Lais Nascimento Vieira, estd de acordo com os Principios

Eticos na Experimentacio Animal adotados pela Sociedade Brasileira de
Cléncia em Animais de Laboratério (SBCAL) e com a legislacsio vigente, LEI
N 11.784, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o
uso cientifico de animais, e 0 DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009.

O projeto foi aprovado pela Comisséc de Etica no Uso de Animais da

Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 24 de fevereiro de
2012,

Campinq§. 24 de fevereiro de 2012.
'
/] P i y N ( 7.7 ; |"‘ I.| -
A oiey o) gl A—
F T [ 1 1
\/Profa. Dra. Ana Ma A, éuarak!u Fatima Al
Presidente ' Secretaria Executiva
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