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RESUMO

A dor crlnica ou aguda pode ser controlada utilizando-se anestésicos locais (AL},
substancias que agem ac longo dos axénios impedindo a transmissdo do estimulo
nervoso. Os AL s8o moléculas anfifilicas e por isso seu mecanismo de agéo é
modulado por interagbes com a bicamada lipidica, além de com a proteina canal de
s¢dio voltagem-dependente dos axdnios,

Muitos AL utilizados clinicamente apresentam toxicidade que é proporcional a
poténcia, sendo um grande desafio o desenvoivimento de medicamentos mais potentes
e menos toxicos. A modificacdo da molécula anestésica por sintese quimica & uma
alternativa interessante, mas hoje em dia muitos trabalhos estdo voltados para o
desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada de drogas. A adicdo em veiculos
viscosos, encapsulacdo em lipossomas ou microesferas e a complexacdo em
ciclodexirinas s@c exemplos promissores da tecnologia desenvolvida stualmente no
sentido de minimizar fatores de risco para os pacientes, além de aumentar a poténcia
medicamentosa, diminuindo a freqliéncia de aplicacéo do medicamento.

Este trabalho teve como objetivo principal o desenvolvimento de formulaces
anestésicas locais de longa duragdo, com Benzocaina (BZC) encapsulada em
lipossomas ou complexada com B-ciclodextrina ¢ o preparo e caracterizagdo de
formulagbes similares de Bupivacaina (BVC) ¢ Lidocaina (LDC) visando a reducso da
toxicidade dos AlLs e prolongamento da duragfio da anestesia através da liberagdo
controlada dos farmacos.

Foram realizados testes de caracterizagao fisico-quimica quanto & estabilidade e
eficacia, alem de testes de citotoxicidade in vitro, comparando-se com formulagtes
convencionais. Os anestésicos também foram comparados entre si e em relag3o aos
veiculos utilizados.

No caso da Benzocaina, a formulagdo em ciclodexirina mostrou-se menos téxica
em ensaios in vitro além de levar a um aumento significativo da solubilidade aquosa do
AL, permitinde sua utllizagdo por via infiltrativa, como os demais AL.Testes de
toxicidade in vitro demonstraram que houve uma diminuicdo geral da toxicidade das
formulagdes contendo LDC e BVC. Com isto, a formulacdo de LDC em lipossomas e a
de BVC em ciclodexirina também s&o promissoras quanto a diminuicdo da toxicidade e
aumento do tempo de aclo de anesisesia.
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ABSTRACTY

Chronic and acute pain can be treated with local anesthetics (LA), drugs that act
along the axon fiber blocking the nervous impulse propagation. Since LA are amphiphilic
molecules their mechanism of action is modulated by interactions with the lipid
membrane phase, besides specific binding to the voltage-gated Na* channels in the
axons.

Many clinically used LA are foxic and a great chalienge nowadays consists in the
development of new drugs with increased potency and decreased toxicity.

The development of new systems for the controlied release of LA is a strategy to
increase the anesthetic potency without increasing its toxicity, minimizing risk-factors
and decreasing the drugs’ frequency of use. Chemical synihesis is an interesting
alternative to discover new potential LA drugs, but nowadays the approach towards this
aim is the encapsulation of LA into liposomes or either the complexation with
Cyclodextrins (CD).

Here we report results on the encapsulation in liposomes and complexation in B-
CD of Benzocaine (BZC), Bupivacaine (BVC) and Lidocaine (LDC), three clinically used
LA, in order to reduce their toxicity and increase the potency.

The formulations were characterized using different physico-chemical techniques
in relation to the stability and efficacy. in vitro tests were used to access the citotoxicity
of the formulations in comparison to the commercial LA formulation.

Benzocaine's formulation in cyclodexirin was less toxic to in vitro assays and
increased the agueous solubility of the LA, leading to an infiltrative solution as well as
the other LA.

Toxicity tests in vitro demonstrated that a general decrease of the toxicity in the
formulations containing LDC and BVC was achieved. The liposomal LDC formulation

and the cyclodextrin BVC formulation are promising in relation to the decrease in the

foxicity and to proiong the anesthesia.
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1) INTRODUCAO

1) TENTANDO DEFINIR A DOR — DOR AGUDA X DOR CRONICA

Todo habitante deste planeta ja sentiu, em algum momento da vida, sensaces
fisicas ou emocionals que foram relatadas como Dor. Mas afinal, como poderiamos
definir a dor? Diz o poeta que Toda dor vem do desejo de ndo sentirmos dor...”.

Neste caso a dor seria um sinal de que algo no organismo néo esta funcionando
como deveria...

Segundo a literatura especializada, a dor pode ser definida como “uma
experiéncia sensorial ou emocional desagradével, provenienie de leséo tecidual,
contusdo ou estado orgénico anémaio” (Ferreira, 1993). Os eventos eletrofisiolégicos
que aconfecem no sistema nervoso sensorial, apbs o comprometimento tecidusl, sdo
referidos como nociceptivos, somente tomando-se dor quando ocorre =z nogéoc de
consciéncia. Um paciente sem lesdo tecidual periférica pode descrever sintomas devido
a esta lesdo. Na maioria dos casos de dor aguda, existe um sitic muito ébvio de
comprometimento tecidual, mas em muitos pacientes com dor crénica, a origem da dor
pode estar obscura, e com freqiiéncia fatores fisiologicos apresentam uma contribuicdo
significativa para a condigdo de dor como um todo (Adams & Cashman, 1994).

A dor aguda ou nociceptiva € causada por dano ao tecido; uma martelada no
dedo, um osso guebrado, uma queimadura ou uma incisdo cirdrgica. A dor aguda
responde bem aos analgeésicos, opidides ou bloqueio nervoso; ela pode ser intensa mas
normalmente meihora ao longo dos dias. J4 a dor crinica difere da aguda pois persiste
por longe tempo apos ¢ dano inicial ter sido curado (de Jong, 1994).

2) ALIVio DA DOR

Apesar de incomoda, a dor desempenha uma fungdo bicldgica essencial. £ a
resposta do organismo a um trauma existente ou potencial. Porém, algumas vezes o
sofrimento dolorosc perde sua fungdo bioldgica e comega a representar uma
conseqliéncia insuportavel aos estados patologicos que a originaram. Por isso, a
necessidade de desenvolver novos métodos de tratamento com o objetivo de aliviar ou
gliminar a dor tem sido um desafio atual (Stevens, 1992). Entdo como controlar a dor?
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O uso de anestésicos e analgésicos ¢ relatado como eficaz no combate 2 dor. Mas qual

a diferenga entre anestesia e analgesia?

Numna definicio para a anestesia, podemos dizer que ela é a arte ou ciéncia de
refirar a sensag8o a um procedimento cirlirgico ou ndo. Anestesia significa a perda de
todas as modalidades de sensac&o, quer seja o sentido da dor, tato, ternperatura ou
posigao. Ja o termo analgesia caracteriza apenas a auséncia da sensacao dolorosa,
embora outras modalidades de sensagdo possam estar preservadas (Adams &
Cashman, 1994}

H& duas classes de anestésicos descritas: os anestésicos locais (objetos dessa
tese) e 0s anesliésicos gerais, usados de acordo com o tipo de intervencgo cirtrgica,

Us anestésicos gerais sao drogas que agem nas transmissdes sinaplicas. Eles
podem ser administrados por diversas vias, porém a administracg8o por via intravenosa
ou por inalacdo & preferida, porque 2 dose eficaz & o tempo de acdo sd8o mais
previsiveis quando tais técnicas sdo utilizadas. Eles também possuem propriedade
analgesica, mas a esta & adicionada a inconsciéncia, amnésia e 2 perda da
motricidade, mantendo-se apenas as fungbes vitais como circulagdo sanguinea e
respiragao (Catteral & Mackie, 1996).

No casoc dos anestésicos locais (AL) uma das caracteristicas é a perda de
sensagéo numa area circunscrita do corpo, sem perda de consciéncia (de Jong, 1994),
devido a depressdo da excitabilidade das terminagbes nervosas ou & inibicdo da
condug&o nos tecidos nervosos periféricos (Covino & Vassalo, 1985). Sua acéo se da
na inibi¢do da condugéo do estimulo nervoso, quando aplicados localmente sobre este
tecido, em concentragdes elevadas. Agem sobre os axdnios em qualquer parte do
sistema nervosc e em todo tipo de fibra nervosa. Suas principais vias de administraggo
sao: anestesia epidural, bloqueios de plexos nervosos, além da administragdo local
topica, em odontologia, em dermatologia e em peguenas incisdes.

3) HISTORIA DA ANESTESIA LOCAL

O primeiro anestésico de agfo local a ser clinicamente utilizado foi 3 Cocaina,
um alcaldide contido em grandes quantidades (0,6 a 1,8 %) nas folhas da Erythroxylon
coca, um arbusto que cresce em grandes altitudes nas montanhas dos Andes. O

alcaloide puro foi isolado pela primeira vez em 1860 por Niemann, porém seu uso
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clinico fol iniciado realmente por Sigmund Freud e Karl Koller, em 1884 {Covino &

Vassalo, 1985; Vandam, 1887). A neurotoxicidade, a toxicidade sistémica e o potencial
para o vicio da Cocaina foram logo reconhecidos, tendo sido iniciada uma pesquisa
nara a busca de novos AL, menos toxicos. Disto resultou a sintese da Procaina (um
derivado do acido benzdico) por Einhorn, em 1805, Como ela exibia uma curta duracio
de acdo, provocava toxicidade sistémica e reacles alergicas ocasionais, novos
anestésicos locais foram sendo sintetizados e testados (Vandam, 1887). Assim,
surgiram no mercado outros analogos da Procaina, como a Clorprocaing e a Tetracaina
(Tabela 1) esta Uitima com acgdo mais duradoura (meia-vida de 2,5 h} e 16 vezes mais
potente gue a Procaina (Covino & Vassalo, 1985). Alem destes a Benzocaina, que tem
como caracteristica ser um éster ndo ionizavel em pH fisioldgico teve seu usc
infroduzido na anesiesia iopica. A rapida metabolizacio dos AL do tipo éster por
esterases sanguineas era um fator limitante & sua aplicacio, o que impuisionou a busca
de novos compostos com atividade anestésica, levando a sintese dos AL tipo amino-
amidas. O primeiro composio comercial desta familia, a Lidocaina, foi sintetizado em
1943 por Lofgren (Covino & Vassalo, 1985; Vandam, 1987). As amino-amidas s&o
menos potentes que os amino-esteres (Covino & Vassalo, 1985) porém seu grau de
foxicidade - em geral associado & interag@o ndo especifica com outros canais idnicos
membranares, ailem do de sodio - € relativamente menor.

A Tabela 1 revela AL de uso clinico, mostrando composios da familia dos
ésteres (Benzocaina), amino-ésteres {Procaina, Clorprocaina e Tetracaina), amino-
amidas ciclicas (Mepivacaina, Ropivacaina e Bupivacaina) e néo ciclicas (Lidocaina,
Prilocaina, Etidocaina e Dibucaina). A procura por anestésicos do tipo amino-amida
mais potenies, e com um grau de toxicidade mais baixo direcionou, nos anos 80, a
sintese de estereoisdmeros, como a Ropivacaina, uma amino-amida (de Jong, 1994)
sintetizada e comercializada na forma do seu isdmero S (-). Estudos usando diferentes
isdmeros de anestésicos locais mostram que a forma (S) & menos toxica e causa maior

durag&o no bloqueio nervoso, particularmente nas infiltragdes anestésicas (Arvidsson et
al., 1994).
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Tabela 1 Estrutura quimica de alguns anestésicos locais.

Anestésico  Abrey R, R X Estrutura guimica base
Benrocaina BZC - H - CH3 - H
PR - H - CH-N{CsH - H
C 2-N{CoHs), Rz“Ng‘©ij
CLP  -H  -CHzN(CHs) -Cl [ o—cH,—x,
X
TIC - CuHg - CHz-N{CH3), -H
/CQHS
LDC -CH, —WCHz—N\
Czﬁs
(EHE H
£
PLC -H WCH—N\
CaHy
{EZHS Gl A OQ‘C—-RE
EDC  -CH; —CH-N] @ NH
C;H;
CH;
s
MVC - CHs ‘O
?:-H?
RVC -CHs __(\NJ
|
CHy
i
BVC -CH; ‘_(N)
0
N /C3H5
——C 3 =N
DBC MRTERETN
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4) MECANISMO DE ACAO DOS AL

Os anestesicos locais t8m como seu local de agdo a membrana celular onde
biogueiamn a condug¢do nervosa. Fisiologicamente a excitacdc da membrana nervosa
causa ativacdo da proteina canal de sodio voitagem-dependente, uma glicoproteina
integral de membrana presenie em altas concentragles nas membranas dos axénios
(Fig. 1). Em geral ela consiste de uma subunidade o central e duzss subunidades
auxiliares menores, denominadas de 1 e B2. A subunidade o & o componente
estrutural mais importante do canal de sodio e forma o porc por onde havera a
conduc8o idnica, 08 "portdes” de ativac8o e inativacfo; as subunidades 81 e P2 ndo
estdo presentes em algumas espécies como em enguias e no coracglio de galinha
(Caterall, 1992). Tambeém & onde se encontram os sitios de ligagdo de varias
neurctoxinas & drogas ferapéuiicas. A subunidade « é formada por quatro dominios
homaologos (I-1V), cada um composto por seis segmentos hidrofdbicos {S1-88) que
atravessam a membrana como a-hélices (Li ef af,, 19998).

A transmissdc dos impulsos nervosos € detectada por variagBes no potencial de
membrana neuronal. Quando essa membrana é ativada por um estimulc que alcanca
um certo limiar esse canal se abre, fazendo com gue haja influxc de sbdic e, por
conseguinte levando a despolarizagac da membrana.

Entre a regido despolarizada e a adjacente havera a formac&c de um dipoio e a
corrente de sodio percorrera foda a extensdo do axbnio. Logo apds, onde houve a
despolarizagdo, a membrana inicia a repolarizacdo com a saida de ions potassio por
seus canais especificos. A agdo da bomba de sdédio e poigssic ATP-ase promove o
restabelecimento das concentrages iénicas de repouso (Carvalho, 1994; Anger af al.,
2001), completando o processo.

Assim, ocorre 0 impulso nervoso e o sinal eléfrico € transmitido ao longo do

axbnio, unidirecionalments.
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2000).
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Por serem moleculas anfifilicas, os AL tem grande afinidade pele membrana

celular. Eies produzem seus efeitos por impedirem o rapido influxc de jons sédio para ¢
interior do axonio. Essa acdo interrompe a formagdo e deflagragéo do potencial de
agdo. Acredita-se que a diminuicBo da permeabilidade da membrana aos ions sodio
ocorra por dois mecanismos: alteragbes gerais na fluidez da membrana (levando 2
modificagbes conformacionais na proteina-canal de sodic voltagem-dependente) efou a
interacao especifica dos composios anesiésicos locais com os canais de sédio (Covino
& Vassalo, 1985).

Ate o presente ndo esto completamente slucidados o mecanismo de acéo dos
AL nem as exatas caracteristicas da ligagdo dos mesmos ao canal de sodio voltagem-
dependente dos axfnios. AL ligam-se a diferentes proteinas membranares como:
calmodulina, canais de potassio, receptores de acetilcolina, ATP-ases, citocromo
oxidase, proteina G, enfre outras. Uma boa revisdo sobre a interagdo desses
composios com proteinas e com a fase lipidica membranar foi publicada por de Paula &
Schreier (1996).

Na tentativa de interpretar 0 mecanismo de anestesia, destacamos a hipotese do
lipidio que considera a importéncia da hidrofobicidade dos compostos anestésicos
como sendo responsavel pela interagdo de grandes guantidades de AL com os
fosfolipidios das membranas - dos neurénios e das céluias da glia (bainha de mielina) -
criando um “reservatorio” local de moléculas de anestésico, disponiveis para ligagcdo ao
canal de sodio, enquanto ocorre o clearance sanguineo do anestésico. Esta teoria
também propbe que o anestésico local, por sua atividade na superficie da membrana,
produza uma alteragdo no empacotamento da bicamada fosfolipidica causando uma
modificagéo conformacional nos canais de sodio, levando a inativagédo temporaria.

Quanto a interacdo com o canal de s6dio voltagem-dependente, acredita-se
haver mais de um sitio de ligag&o (Butterworth & Strichartz, 1990). Ressaltamos o efeito
anestésico da aplicagdo de AL protonados na face interna de axdénios (Narahashi &

Yamada, 1969) como indicativo de um sitio especifico para o anestésico carregado e 08
trabalhos do grupo de Catteral (Ragsdale et al, 1994 e 1996) que detectaram por
mutacéo sitio dirigida um sitio hidrofébico no canal de sédio, que seria ocupado pela
forma neutra (desprotonada) dos AL (Li ef a/., 1999).
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Seja gual for 0 mecanismo de acdo, os AL parecem estabilizar o canal de sédio

no estado inativado (Butterworth & Strichartz, 1980} justificando seu efeito de impedir a
propagac&o do potencial de ag8o ao longo do axdnio.

Dessa forma, propSe-se atuaimente que o0s anestésicos locais atuam como
reguladores alostéricos da proteina-canal de sddic podendo ligar-se a diferentes
regiGes e afetar direta ou indiretamente as funcbes do mesmo (Ragsdale ef af., 1904,
1996; Lief al, 1099},

5) ESTRUTURA QUIMICA E PROPRIEDADES CLINICAS DOS ANESTESICOS LOCAIS

Os AL s#@o moléculas com diferentes estruturas quimicas que apresentam as
mesmas trés unidades funcionais essenciais: uma cadeis hidrofilica unida a uma
porgdo lipofilica por uma ligacso éster ou amida (Covino & Vassalo, 1985; Courtney &
Strichartz, 1987; Gupta, 1991).

O grupo hidrofilico & normalmente uma aming terciaria, podendo ser também
uma amina secundaria. O dominio hidrofébico é constituido de um ou mais anéis
aromaticos. A natureza da ligagéo com o grupe aromatico (do tipo éster ou amida)
determina algumas das propriedades farmacologicas desses agentes como a
metabolizagio e poténcia. Por exemplo, os ésteres sdo mais potentes que as amidas e
tem metabolizagdo predominantemente sanguinea (Courtney & Strichartz, 1987).

O aumento na hidrofobicidade da molécula anestésica geralmente esta
relacionado a uma maior poténcia anestésica. Quanto maior a hidrofobicidade, menos
AL € necessério para o completo bloqueio da atividade fisiologica e elétrica, que
também dura mais tempo (Tabela 2). Porém, seu potencial de toxicidade ira aumentar
{(Covino & Vassalo, 1985; Courtney & Strichartz, 1987). O perfil clinico dos agentes

anestésicos locais & determinado por trés caracteristicas importantes: poténcia,

velocidade de agéo e duragio da atividade anestésica.
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Tabela 2 Propriedades dos Anestésicos Locais

pKa® Solubilidade Particdo da Tempode  Meia-
AL aguosa da forma forma neutra Poténcia® anestesia vida
neutra {mM) entre {(hy° (hy
EPC/agua
Benzocaina - 4 42 253° - — -
Procaina 9,2 16,3° 84° 1 1 0,1
Clorprocaina 9.2 1,98° 250° 4 0,75 0,1
Tetracaina 8,5 0,76° 868° 16 8 2,5
Lidocaina 7.8 13,1° 144° 4 1,5 1,5
Prilocaina 7.9 23,1° 110° 3 1,5 1.5
Etidocaina 7,7 0,16° 1202° 16 8 3,0
Mepivacaina 7.6 8,82° o8° 2 1.5 1,5
Bupivacaina 8,1 0,58° 708° 16 3 2,5
Dibucaina 8,3 0,03° 2240° 16 - 11,0

a: Pinto et a/, 2000.
b: de Paula & Schreier, 1995
¢: Covino & Vassalo, 1985

Os anestésicos locais podem ser classificados de acordo com o tipo de ligacdo
entre 0 grupo aromatico e a cadeia intermediaria. Os agentes que possuem uma
ligagdo éster entre o grupe aromatico e a cadeia intermediaria s3o denominados amino-
ésteres e incluem compostos como a Procaina e a Tetracaina. A Benzocaina {um
anestésico local de uso tOpico) néio tem o grupamento aminc presente nos demais
anesteésicos do tipo amino-ésteres, tornando-a uma excecdo entre os compaostos
utilizados na clinica.

Ja os anestesicos locais com uma ligagéic amida entre a cadeia intermediaria e o
grupamento aromatico s&o conhecidos como amino-amidas tendo como exemplos, a
Lidocaina, Mepivacaina, Bupivacaina e Ropivacaina (Tabela 1).

A diferenga marcante entre ésteres e amidas esta relacionada 3 estabilidade
guimica. Os ésteres s&o facilmente hidrolisadas pela colinesterase plasmatica enguanio

as amidas sofrem degradacgdio enzimdtica hepatica, sendo muitc mais estaveis. Além



INTRODUCAG - 10
disso, ha relatos de que o 4cido para-aminobenzéico, um produte de biotransformacéo

dos amino-ésteres, pode induzir reagSes alérgicas em pacientes, o que em relacdo as
amino-amidas e raroc {Covino, 1986).

6) ANESTESICOS LOCAIs UTILIZADOS Na CLINICA: BENZOCAINA, BUPIVACAINA E
LipocaiNa

Dentre a enorme variedade de moléculas com atividade anestésics local,
destacaremos algumas substincias bastante empregadas, ou pofenciaimenie
interessantes na pratica clinica e que serdo objeto dessa tese.

6.1) BENZOCAINA

A Benzocaina (Tabela 1 e Fig. 2) possui propriedades bastante especificas que
aparentemente desestimulariam seu uso terapéutico: tem baixa solubilidade aguose e
sua hidrofobicidade é baixa, comparada a cutros Al da série {(Pinto, 1998). Além disso,
ela ndo tem um grupamento amina ionizavel como os demais AL de uso clinico,
estando sempre na forma desprotonada em pH fisiclogico. Sendo assim, ela é uma
exce¢do ao postulado de que a forma protonada dos AL seria responsavel pelo efeito
anestésico (Narahashi & Yamada, 1969).

A Benzocaina pertence a familia dos ésteres e & bastante utilizada em dlinica
como anestésico para uso topico, na forma de sprays ou também em procedimentos

endoscopicos. A BZC possui inicio de aco rapido e uma duragdo na agio anestésica

que pode variar de 5 a 10 minutos. Ela ndo apresenta blogueio dose-dependente como
os demais AL (Cullis & Verkleij, 1979 ).

Seu maior efeito indesejavel, porém, esta relacionade ao aumento dos niveis de
metahemoglobina apds sua administragio (Guertier & Pearce, 1994; Martin ef al., 1995;
Ellis et al., 1995) que pode estar relacionado a suz semelhanga estrutural com drogas
indutoras de metahemoglobina , como a p-amino propiofenona {(Martin ef al., 1995).
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Flg. 2 Estrutura guimica da
Benzocaina.

6.2) BUPIVACAINA

A Bupivacaina (Tabela 1 e Fig. 3) pertence a classe das amino-amidas ciclicas
que tem como caracteristica interessante a existéncia de um carbono quiral, levando &
obtengéo de esterecisdmeros R (+) e S {-). Os isdmeros R (+) 2 § () dos anestésicos
locais, podem apresentar propriedades diferentes, em particular a toxicidade (de Jong,
1994, cap. 5).

A estereoseietividade das aminc-amida ciclicas tem sido estudada do ponto de
vista da interacdc com o canal de Na' em relacdo a poténcia e toxicidade (Yeh, 1880).
Este grupo demonstrou gue esterecisdmeros de BVC possuem coeficientes de particdo
idénticos, porém grande diferenca no blogueio uso-dependente do canal de Na'
Valenzuela ef a/. (1985) demonstraram que o isdmero $ {-) da BVC é menos idxico,
porém menos potente no blogueio do canai de Na* do musculo cardiaco. Lee-Son e
colaboradores tambem enconiraram maior atividade do isdmero R (+) da BVC (Lee-Son
ef af., 1982). Comparando ¢ efeito da BVC racémica com ¢ da 3 (-) Ropivacaina (outro
Al da familia das amino-amidas ciclicas, andloga a BVC) no sistema nervosoe central e
coracdo Knudsen ef a/. (1997) enconiraram efeito anesiésice similar, porém menos

orolongado para a S {-) Ropivacainag, refletindo a menor hidrofobicidade destz Gitima.
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A BVC €& um anesiésico representanie da série dos AL de longa-duracio
(Tabelas 1 e 2} Ela é preferida em intervengbes como no controle da dor pés-

operatoria, pds-traumatica ou do trabalho de parto (Adams & Cashman, 1994)

Fig. 3 Estrutura quimica da
Bupivacaina.

Jr:
il

6.3) LIDOCAINA

Como dissemos anteriormente, até meados do século X¥, a maioria dos
composios sintetizados com acgio anestésica local era de derivados do acido benzdico,
como a Tetracaina, a Procaina e a Clorprocaina. Uma grande desvantagem de drogas
deste grupo quimico & o seu potencial alergénico. Em 1943 porém, a sintese da
Lidocaina (Tabela 1 e Fig. 4) por Lofgren revelou-se uma grande desccberta guimica,
Por ser uma amino-amida, a LDC n&c apresenta as reacles de sensibilizacdo
caracteristicas dos ésteres derivados do acido p-amino benzdico. Além disso, ela
possui efeitc anestesico de inicio imediato e duragdo da agdo moderada; é rapidaments
apsorvida no trato gastro-intestinal, nas membranas mucosas & apds injecdo
intramuscular. Sua biodisponibilidade oral é baixa devido ac metabolismo de primeira
passagem. Ela e metabolizada principalmente no figado, geraimente por N-
desalquilacio, e seus metabdiitos sdc farmacologicamente ativos (Rang & Dale, 1993).
A Lidocaina e escolhida guando & necessdria uma duracio curta ou moderada do
bloqueio (Adams & Cashman, 1994).
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A LDC também € usada no fratamenio de tagquiarritmias ventriculares,
especiaimente as associadas com infarto do miocérdio (Martindale, 1993; de Jong,
1994). Embora ela seja sficaz quando utilizada sem gqualquer vasoconstritor, na
presenca de epinefrina sua velocidade de absorcdo e toxicidade sdo reduzidas ¢ a
duragéo da anestesia e prolongada {Rang & Dale, 1993). Além disso, ela age como
desacoplador da cadeia respiratoria e fosforilacio oxidativa em mitocondrias de cérebro
(de Jong, 1994

Fig. 4 Estrutura guimica da
Lidocaina.

7y CoMO MINIMIZAR OS EFEITOS TOXICOS E AUMENTAR A DURACAO DA ACAQ
ANESTESICAT

Seria Obvio pensar na utilizagdo de compostos mais hidrofébicos para viabilizar o
aumento da duracéo anestésica, porém ha um limite na biodisponibilidade imposto pela
sclubilidade aguosa, que ndo pode ser exiremamente baixa (de Paula & Schreier,
1995). Além do mais, o aumento da hidrofobicidade da molécula poderia levar a2 um
aumento na toxicidade do farmaco, o que seria indesejgvsl.

Os beneficios de uma analgesia profunda produzida por anestésicos locais estéo
sendo mais bem conhecidos. Com isso, tem havido um aumento no uso de técnicas de
anestesia local e regional para aliviar a dor pds-cirGrgica. Porém, seu uso ainda tem
side fimitade devido a duragéo relativamente curta das drogas disponiveis comparadas
com a duragdo da dor (Duncan & Wildsmith, 1985) Um AL de acdo longa poderia
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diminuir a frequéncia de administragfes aumentando a eficacia por prolongar o blogusio
anestésico. Um AL de acdo longa ideal deveria produzir analgesia por longo tempo, ser
livre de efeitos irritantes, ter baixa alergenicidade, ter alto indice terapéutico e afetar as
fibras sensorias, mas nfo as motoras (Kuzma et al., 1987). Uma primeira abordagem
do problema se ateve na tentativa de sintese organica de compostos de longa duracgéo
por alterag8o das moléculas de AL ou na identificacdo de novos agentes com agdo
ansstesica local {Ogura & Morl, 1968; Ross & Akerman, 1872; Scuriock & Curtis, 1981
Korsten ef al, 1991). Kuzma e solaboradores (1997) citam a sintese de surfactantes
com agao anesiésica. Esses compostos estariam disponiveis em altas conceniracdes
locais (na forma de micelas) e teriam liberagdo gradua {lenta), porém foram relatados
sfeitos liticos que ndio recomendam seu uso clinico. O caraier de surfactanie &
compartithado por AL de uso clinico como a TTC (CMC da forma protonada = 80-70
mM, Fernandez, 1980 e 1981, Frezzatti ef al., 1986) e g Dibucaina (CMC = 10,7 mM,
Malheiros ef af,, 2000).

Hoje, a maior parte dos trabalhos objetivando a melhora na ag&o anestésica esta
voltada para o desenvolvimenio de novos sistemas de liberacdo de drogas como
lipossomas e polimeros (Kuzma et af., 1997).

Se a sintese de andlogos de longa duragio nio & provével, talvez preparacgdes
de liberagdo controlada e lenta sejam mais eficientes, com menor cusio e causem
menos desconforto aos pacientes. isto faria com que o AL fosse potenciaimente menos
toxico e aumentaria sua biodisponibilidade.

Dentre varias formas para se obter formulagGes de longa duracao, iremos discutir
as veiculadas em lipossomas e em ciclodextrinas, que estdo dentro do obietivo deste

frabalho.

8) UsO DE L1r0ssOMAS NA TECNOLOGIA DE LIBERACAO CONTROLADA

Os lipossomas foram descobertos por Bangham, em 1963, ac demonstrar que
fosfolipidics poderiam formar vesiculas em um meio aquoso. Eles podem ser definidos
como bicamadas lipidicas que formam vesiculas uni oy multilamelares e que possuem

respectivamente, um ou mais compartimentos aquosos no seu interior, o que faz com

que se assemelhem as membranas naturais (Fig. 3). A simples agitag&o do fosfolipidio
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anidro em agua & suficiente para formar multibicamadas (MLV) com diametros de 1 a
10 um (Prasad, 1986).

Os lippssomas funcionam como veiculos capazes de liberar determinadas
quantidades de drogas em alvos especificos evitando a foxicidade sistémica, j& que
somente uma fracdo da droga esta disponivel para o local de agdo (Grant & Banssinath,
2001).

Existem varios metodos de obtencfo de vesiculas unilamelares pequenas (SUV)
e grandes (LUV). Denire eles a agitagfo ulirassbnica € o método mais usado para se
converter uma dispers8o de MLV em SUV com aproximadamente 20 a 50 nm de
diametro (Prasad, 1896). Ja o método de extrus8c sob pressdc & bastante utilizado
para obtengéo de vesiculas de tamanho controlado, fanto unilamelares grandes quanto
pequenas, a partir de MLV (didmetro controlado peic poro do filtro) fornecendo uma
populacglo de vesiculas bastanie homogénea. O tamanho do lipossoma afeta a
distribuig8c, pois apds administragéo subcuténea, lipossomas menores que 120 om
atravessam rapidamente os capilares enguanto gue lipossomas maiores tendem a3
permanecer no sitio de injecdo (Grant & Bansinath, 2001). Além disse, a encapsulacao
de drogas ¢ orientada pela hidro ou lipofilicidade das mesmas. Drogas hidrofilicas tém
tendéncia a permanecer no compartimento aquoso central enquanto drogas
hidrofébicas ir8o para a bicamada lipidica (Fig. 5) (Sharata & Katz, 1996).

Quanto a composigdo, os lipossomas podem ser formados por fosfolipidios
naturais (fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina) ou sintéticos, com ou
sem colesterol.

As aplicacbes dos lipossomas t8m se disseminado por varias dreas da medicina,
além do seu uso j2 bastante difundido na inddstria cosmética. Denire os diversos
medicamentos gue estdo sendo testados em formulacbes com lipossomas temos: AL,
corticosterdides, interferon, antibidticos de diversas classes, além do estudo bastante
promissor de drogas para terapia de cancer, imunodiagnodstico, doengas do sistema
imunolégico, cardiovascular e na terapia génica (Monnard et al., 1997; Sharata & Kaiz,
1696). Eles apresentam diversas vanitagens na medicina atual como sisiemas de
liberacgo controlada de drogas, j& que além de apresentarem composico lipidica
semelhante as das membranas bioldgicas, sdo capazes de proteger os principios ativos
encapsulados da metabolizacdo fazendo com que alcancem o seu sitio de acdo em

concentragtes efetivas maiores. Com isso consegue-se manter uma concentracéo
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plasmatica constante ao invés de picos de concentragdo apds cada administracéo do
farmaca.

Estas vesiculas lipidicas sdo biocompativeis devido a sua biodegradabilidade,
baixa toxicidade e imunogenicidade reduzida ou inexistente, podendo ser administradas

por diversas rotas: acular, pulmonar, nasal, oral parenteral, topica (Kuzma ef &/, 1997).

Fig. 5 Representagdo esquematica de um lipossoma unilamelar: as moléculas
hidrofilicas podem ser encapsuladas no centro aquoso da vesicula, as hidrofdbicas se
inserem na bicamada enquanto as moléculas anfifilicas ficam com sua porgéo apolar
inserida na bicamada e sua porgéo poiar voltada para o meio aquoso externc ou
interno.

No uso de lipossomas como carreadores de drogas, em geral destacamos as
preparacbes utilizando cadeias de polietilenoglicol covaientemente ligados aocs
fosfolipidios, produzindo 08 chamados lipossomas de 22 geracdo (ou sfealth) capazes
de permanecer na circulagdo sanguinea por mais tempo. Segundo Woodle & Lasic
(1992) as cadeias hidrofilicas de PEG na superficie dos lipossomas sfealth impedem =
aproximacéo e figagéo de opsoninas plasmaticas, responsaveis pelo reconhecimento e
eliminagao dos masmos.

O uso de lipossomas como sistema para liberagdo controlada de drogas vem se
desenvoivendo ac longo dos Ultimos 40 anos. A encapsulacdo de farmacos ansstésicos

tem sido relatada com bastante sucesso utilizando-se diversas formulacdes (Djordjevich
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el al., 1986, Gesziez & Mezei, 1988; Legros ef al., 1990 Langerman et al.,, 1992:
Mashimo ef a/., 1992; Planas ef al,, 1992: Boogaerts ef al,, 1993 a, b, 1994, 1995 a, b:
Mowat ef al., 1996; Lener ef al, 1997; Fletcher ef al, 1097: Hung ef al, 1997:
Malinovsky ef al, 1997 a, b; 1999; Bucalo ef al, 1998; Yu ef al, 1998), nenhuma delas
utitizando BZC.

O uso de anestésicos locais encapsulados em lipossomas tem como vantagens
a liberagao lenta da droga prolongando a duracdo da anestesia e a reducic da
toxicidade para o sistema cardiovascular e sistema nervoso central (Geszies & Mezai,
1988; Langerman ef al., 1992; Boogaerts ef al., 1993 a, b; Mowat ef al.,1996: Bucalo et
al., 1998).

A utilizagg@o de Tetracaina encapsulada em lipossomas foi testada em humanos,
obtendo-se resultados melhores do que a formulagio comercial em relacso a duragao
da agéo (Geszies & Mezei, 1988; Hung ef al, 1997). A Lidocaina também ja foi testada
em animais de laboratdrio (Mashimo ef al., 1992) e em humancs (Planas ef al.,, 1992;
Finkel et al., 2002) prolongando a anestesia, ap6s a encapsulagao.

Utilizando lipossomas unilamelares grandes (LUV) com gradiente de pH Mowat
ef al. (1996) encapsularam BVC, obtendo um sistema que aumentou a duragdo do
blogueio neural. Atualmente, o grupo de Grant vem desenvolvendo trabalhos de
caracterizagdo das formulacdes lipossomais de Bupivacaina, desde sua caracterizacdo
fisico-quimica até a avaliagdo in vivo (Grant, 1999; Grant & Bansinath, 2001: Grant et
al., 2001).

Alguns trabalhos em animais de laboratério (Djordjevich ef al., 1986; Boogaerts
ef al 1993 a, b, 1995 a, b; Yu ef al, 1998; Malinovsky et al., 1997 a, b 1999) e em
humanos (Boogaerts ef al, 1994) vém utilizando Bupivacaina em MLV obtendo
resultados satisfatdrios com relagdc ac aumento na duragdio da anestesia,

potencializag&o do blogueio nervoso além de controle dos niveis sistémicos da droga.

9) UsG DE CICLODEXTRINAS NA TECNOLOGIA DE LIBERACAC CONTROLADA

A hidrélise enzimatica do amido usualmente resulta na formacdo de glicose,
maltose @ em uma longa classe de dexirinas lineares e ramificadas. Mas, alguns
microorganismos e plantas produzem certas enzimas denominadas ciclodextrinas

glicosiltransferases que degradam o amido. Os produtos ciclicos dessa degradacgao sdc
chamados ciclodextrinas (Lofisson & Masson, 2001
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As trés ciclodexirinas naturais sfo a alfa (a-CD), beta (3-CD) e gama (y-CD)

compostas de seis, sete ou oito unidades de D-(+)-glicopiranose, respectivamente,
unidas por ligagbes «-1,4. Esses agentes tém em sua estrutura grupos hidroxila
primarios e secundarios orientados para o exterior. Fortanto, possuem um exterior
hidrofilico e uma cavidade inferna hidrofébica que, por sua vez, permite Aas
ciclodextrinas complexarem moléculas (que apresentam dimensées compativeis com a
cavidade) e alterarem as propriedades fisico-quimicas das mesmas como a solubilidade
em agua, a estabilidade e a biodisponibilidade (McCormack & Gregoriadis, 1998;

Matioli, 2000). Algumas propriedades fisico-quimicas das CDs podem ser vistas na
Tabela 3.

Tabela 3 Propriedades fisico-quimicas das ciclodextrinas {Loftsson & Brewster,
1996; Matioli, 2000).

o g v
N® de unidades de glicose 6 7 8
Peso molecular 972 1135 1297

Solubilidade em agua (g/100 mL),a25°C 14,5 1,85 23,2

Diametre interno da cavidade (A) 4,7-53 86,0-6,5 7,583
Diametro externo da cavidade (A) 14,6 15,4 17.5
Volume da cavidade (A7) 174 262 472

A habilidade das ciclodextrinas de formarem complexos de inclusdo depende
essencialmente da compatibilidade estérica e dos critérios de polaridade existentes com
a droga. Além disso, as forgas que dirigem a complexagdo tém sido atribuidas a alta
energia de repulsdo da dgua na cavidade das ciclodextrinas, as interagSes de van der
Waals, pontes de hidrogénio e interagbes hidrofdbicas (Bibby et al, 2000). As

moleculas complexadas permanecem normalmente orientadas em uma posicdo onde
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na o maximo contalo entre sua porcdo hidrofdbica e a cavidade apolar, estando sua
porcée hidrofilica em contato com os grupos hidroxil da ciclodextrina {(Fromming &
Szejtli, 1994).

As (-CD (Fig. 8) s8o as ciclodexirinas mais largamente utilizadas para a
complexacio com varias classes de drogas como agentes antifumorais (doxorubicina),
antidizbéticos (lolbutamida), corticosterdides (dexamelasona, prednisolona) e vitaminas
A e Ds que s&o administrades por diversas vias come intratecal, intravenosa,
intramuscular, epidural, oral, nasal e dérmica (Jrie & Uskama, 1957, Lofisson & Masson,
2001). Sua cavidade tem um didmetro de cerca de 7A, sendo grande o bastante para

acomodar um anel aromatico por exemplo (Kalinkova, 1999).

Fig. 6 Estrutura da B-ciclodextring, apresentando sete mondmerocs de glicose.

As CDs naturais, em particular as $-CDs, tém solubilidade aguosa limitada e a
formagéo de complexos com composios lipofilicos geraimente resulia em preciptagéo
dos complexos stlidos se o limite de solubilidade for atingido (16,4mM ou 18 6mg/mL).
Assim, numerosas modificagdes na estrutura gquimica das B-CDs tém sido feifas
originando derivadcs mais sollveis como 2 8-dimetil-3-ciciodexirina (DM-3-CD), 2-
hidroxipropil-B-ciclodexirina (HP-8-CD) ¢ ciclodexirinas sulfatadas como sulfobuiiléter-B-

ciclodextrina (5BE-B-CD) (Rajewski & Stella, 1986).
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Além da estabilizagdo, a modificacdo da farmacocingtica e das propriedades
biofarmaceuticas das drogas s&o os efeitos mais significantes da complexagdc com
ciclodextrinas. Esses efeitos s8c observados especialmente na solubilidade e na
liberagdo da droga complexada. Como consegliéncia disso, a administragdo de
compostos complexados em [-CDs influencia na intensidade e duragfio dos efeitcs
atraves do aumento dos niveis plasmaticos da droga (Fromming & Szejtli, 1994). A
imobllizag8o esisreossietiva em o, f ouyciciodextrinas tem sido descrita para 2
solubilizagdo e liberagdo controlada de compostos como a Carbamazepina {Brewster ef
al., 1991}, a Nifedipina (Skalke ef al, 1996}, a Mipericina (Sattler ef al., 1997), o
Propanidid {Vierstein et al.,, 1997}, o Miconazo! (Tenjarla et al., 1898), o Praziquantel
(Becket ef af., 1989) e ¢ Zolpidem (Trapani ef al., 2000).

Essa propriedade das ciclodextrinas torna bastante promissor seu uso para a
complexagdo com anesiésicos locais. Além disso, estudos em animais de laboratorio
indicam que a utilizagdo de B-CDs e alguns derivados {dimetil-3-CD e hidroxipropil-g-
CD) aumentam a solubilidade de anestésicos locais como a Etidocaina, Lidocaina,
Prilocaina, Mepivacaina e, especialmente, Bupivacaina (Dollo ef al., 1996 a, b} bem
como melhoram os indices terapéuticos da droga (Dollo ef a/.,1998 e 2000).

A administraco de BVC complexada em hidroxipropil-3-CD, associada ao
sufentanil, foi testada ap6s administracdo epidural e intratecal em ratos, preduzindo um
aumento na duragdc da anestesia (Meert & Melis, 1992). O usc de B-CD também
demonstrou melhorar a solubilidade e estabilidade dos AL: Dibucaina, Tetracaina,
Bupivacaina e Lidocaina (Miyoshi ef al., 1998).

Num estudo utilizando RMN, a ligagéo de Cocaina com §-CD foi caracterizada,
mostrando haver interago com a insergdo do grupamenic fenila e a metila do grupo
carboximetil, dentro da borda da ciclodextrina. Com isio, 2 sintese de catalisadores
efetivos para sua hidrolise pode ser realizada, auxiliando no tratamento de dependentes
quimicos (Nesnas ef al., 2000).

Nenhum trabalho utilizando BZC foi encontrado na literatura, utilizando B-CD ou

algum de seus derivados.
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ID) OBJETIVOS

Este trabaiho teve por finalidade preparar, caracterizar e avaliar a eficacia de
formulacBes anestésicas locais de ionga duragéc para, posteriormente, compara-las com
as formulacOes disponiveis no mercado e atualmente utilizadas na clinica, além de gvaiiar
qual o melhor velculo para cada anestésico testado.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

# PreparacBo de formulagdes encapsuladas em lipossomas e/ou complexadas em B-

ciclodextiring, utilizando os anestésicos locais Benzocaina, Bupivacaina e Lidocaina:

# Caracterizag8o, através do uso de técnicas fisico-quimicas, destas formulacBes, quanto

a eficiéncia e estabilidade de encapsulacéo em lipossomas ou de complexacéo em B-
CD;

# Determinacdo da estequiometria de complexagdo em B-CD e calculo da constante de
associagéo;

* Avaliagdo tedrica, utilizando calculos computacionais, da complexagdo dos AL em B-
CD;

#* Realizacdo de testes in vitro (festes de hemolise, de agregacdo plaquetaria e
citotoxicidade em células V79) da toxicidade das formulagBes lipossomais e/ou
complexadas em ciclodextrinas, comparando-as com os farmacos comerciais.
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I MATERIAIS E METODOS
Anesiésico Local Formecedor
Benzocaina (BZC) Sigma Chemical Co.
Lidocaina (LDC) Sigma Chemical Co.

Bupivacaina (BVC) Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Lida,

1) PREPARO DOS LIPOSSOMAS

Lipossomas multilamelares (MLV) foram preparados pelo método de hidratagdo
de filme seco, retirando-se aliquotas de EPC, Colesters! & o-Tocoferal {Sigma Chem.
Co.) a partir de solucéo estoque em cloroférmio e evéporanda—se sob fluxc de N,
seguida por 2 horas de vacuo, a temperatura ambiente.

Apés secagem, o tamp8o adequado foi adicionado e agitou-se em vortex por 5
minufos. A dispersdo assim preparada teoricamente apresentava vesiculas
multilamelares concéntricas, separadas por cavidades aquosas, que foram utilizadas
para o preparo de lipossomas unilamelares de 0,4 um (LUV).

As LUV foram obtidas por extrusdo das vesiculas multilamelares, sob pressio de
Nz em um extrusor da marca Lipex Biomembranes Inc. O diametro médio de vesiculas
obtidas nestas condigSes pode variar de 100 a 1000 nm, de acordo com o tamanho do
poro da membrana utilizada (Prasad, 1998).

A extrusdo foi realizada a temperatura ambiente (acima da temperatura de
transicBo de fases dos lipidios usados), passando-se a amostra de vesiculas
muttilamelares por membranas de policarbonato (Poretics) com poros de 0,4 um. Foram
feitas 15 passagens da amostra para que o tamanho das vesiculas obtidas fosse
homogéneo. Isto foi verificado acompanhando-se o espalhamento de luz em
espectrofotdmetro a 350 nm até que z leitura, apds uma fase de decréscimo, atingisse
um valor constante. Os lipossomas obtidos foram deixados em repouso por pelo menos
2 h, para que houvesse o intumescimento (swelling) das vesiculas {Lasic, 1993).

A composigdo dos lipossomas preparados foi: EPC {fosfatidilcolina de ovo),
Colesterol e «-Tocoferol, na proporcdo de 4: 3: 0,07 mol%. Composicio semelhante

vem sendo utilizada em outros trabathos da literatura empregando AL (Mashimo ef a/,



MATERIAIS E METODOS - 23
1992; Boogaerts ef af,, 1983, 1894, 1995; Malinovsky ef al., 1997) e & representativa

das principais classes de lipidios das biomembranas; além disso, o a-Tocoferol

{vitamina E) foi usado para prevenir a oxidacgo dos lipidios das vesiculas,

2) CARACTERIZACAO DA ENCAPSULACAO DOS AL

2.1} DETERMINACAO DO DIAMETRO MEDIO E DISTRIBUICAC DE TAMANHO DAS
VESICULAS

O tamanho das vesicuias foi determinado, medindo-se seus raios hidrodinamicos
por espectroscopia de espalhamento de luz de freqiiéncia determinada, obtida por
incidéncia de raio laser (quasi elastic light scaftering, QLS).

O fundamento da técnica de espectroscopia de espathamento de luz quasi-
elastico diz que guando uma luz interage com particulas ela ir4 atingi-las e, como
conseqléncia, parte da luz sera desviada de sua diregéo original. Chama-se esta luz de
‘espalhada”. A intensidade da luz espathada em qualquer angulo depende do
comprimento de onda da luz incidente, do tamanho e da forma das particulas dispersas
além das propriedades Oticas do aparelho, assim como do angulo de observagso.
Aplicando-se estes dados aos experimentos de espalhamento de luz, informacgtes
sobre o tamanho das particulas responsaveis pelo espalhamento podem ser deduzidas
{Hiemenz, 1986).

Pudemos caracterizar as amostras de vesiculas preparadas observando a
homogeneidade da preparacdc e tamanho médio final obtido. Com isto, a
reprodutibilidade da preparagdo e a estabilidade das amostras puderam ser
acompanhadas. E£ste tamanho foi determinadc medindo-se o raio hidrodinamico das
vesiculas. Para particulas esféricas em movimento Browniano, o raio hidrodinamico
médio (Rh) pode ser caiculado a partir da relagdo de Stokes-Einstein, dada pela
equagéo abaixo (Lasic, 1993):

kT
6rDp ]

onde k € a constante de Boltzman, T a temperatura abscluta, D o coeficiente de difusdo

Rh

medio e p a viscosidade do solvente.
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Foram feitas medidas do raio hidrodindmico das vesiculas vazias e oom

anestésices, a fim de se observar 3 homogeneidade das preparacBes e o tamanho
médio das particulas, antes e apds a encapsulago.

O instrumento utilizado é da marca Malvern Instruments Lid., pertancente aop
Departamento de Processos Biotecnolégicos, da Faculdade de Engenharia Quimica da
UNICAMF. As medidas foram feitas a temperatura ambiente, em solugbes diluidas das
amostras (cerca de 1 mM).

2.2) DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE FOSFOLIPIDIOS

O conteudo de lipidios foi quantificado utilizando-se s metodologia descrita por
Chen et al. (1956) de quantificagio de fosfato. Neste método promove-se a digestéo do
fosfolipidio a fosfato inorganico e CO, por hidrdlise 4cida em alias temperaturas. Em
seguida ocorre a compiexagio do oriofosfato formado com molibdato de aménio, gue &
ent8o reduzido pelo acido ascdrbico formando um complexo azul, o fosfomolibdato,
detectavel espectrofoiometricamente acima de 700 nm.

Esta determinagéo foi feita em diversas etapas da preparagéo dos lipossomas e
em experimentos para determinagdo da eficiéncia de encapsulagdo por
ultracentrifugagéo.

2.3) DETERMINACAO DA EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO POR ULTRACENTRIFUGACAO

A incorporagdo do anestésico local nos lipossomas foi realizada apds a
preparagéo das vesiculas e a determinacéio da eficiéncia de encapsulacio foi realizada
por leitura no UV apds ultracentrifugacgao.

A porcentagem de anestésicos locais encapsulados foi determinada em
suspensdes lipossomais {vesiculas multilamelares) na concentragdo de 4mM onde
foram adicionadas soluges de anestésicos locais para uma concentracido final de
2mM. Todas as amostras foram preparadas em tampao HEPES 20mM, NaCl 150m,
pH 7,4 e deixadas em repouso por pelo menos duas horas para que atingissem o
equilibrio.

Posteriormente, as suspensfes foram submetidas a ultracentrifugacéo (120.000
x g} por duas horas a temperatura de 10°C, obtendo-se o “pellet’ lipossomal e ©
scbrenadante.
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Apos separagdio do sobrenadante, aliguotas do mesmo foram analisadas por
espectrofoiometria UV no comprimento de absorgdic maxima de cada anestésico: 284
nm para a BZC, 260 nm para a BVC e 263 nm para a LDC {de Paula & Schreier, 1995:
Pinto ef al, 2000).

A porcentagem de anestésicos locais encapsulados em vesicuias multilamelares
foi determinada através da % do anestésico local nfo encapsulado (livre no
sobrenadante). A absorbancia do controle-lipossomal (MLV) foi subtraida do
sobrenadante-teste (MLV:AL) e dividida pela absorbancia do anestésico local em
solucdo (AL). Como mostrado no esquema abaixo.

Absorbancia (MLV:ALY - Ab Ancig (M
% Nao Encapsulada = sorbancia ( } — Absorbancia (MLV)

Absorbancia (AL)

A determinagéo da eficiéncia de encapsulacdo nido foi realizada com vesiculas
unilamelares (LUV) pois estas ndo sedimentariam apés a ultracentrifugacdio, nao
havendo uma separacgéo eficaz entre lipossomas e anestésicos.

3) PREPARC DOS COMPLEXOS DE INCLUSAO DE ANESTESICOS EM B-
CICLODEXTRINA

Os complexos sdlidos foram cobtidos misturando-se quantidades apropriadas de
B-CD e AL em agua, tal que a razdo molar fosse 1:1 ou 1:2. As amostras foram
deixadas sob agitacdo a temperatura ambiente. Apds o equilibrio (tempo determinado
no experimento de cinética - item 4.2 - materiais @ métodos) a solugdo foi liofilizada e
guardada a - 20 °C para uso posterior.

Como ndo ha uma técnica considerada padric para a preparagdo de complexos
de inclusdo, nos baseamos na literatura que compara os métodos de liofilizacdo e de
co-precipitac@o, demonstrando ser este, de liofilizagdo, o mais eficaz (Kurozumi ef a/.,
1975, Becket ef a/., 1999).
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4) CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS DE INCLUSAO AL/B-CD

4.1) CALCULOS COMPUTACIONAIS UTILIZANDO MECANICA MOLECULAR

Para a ofimizag&o do complexo de inclusdo estudado utilizamos o programa de
modelagem HYPER CHEM 6.03v (Hyper Cube, Co.), que consiste num programa para
PC, de forma perfeitamente adequada 3 representacio espacial da B-ciclodextrina, de
acordo com os dados de literatura (Balabai et al., 1998; Lino et al., 1999: De Azevedo af
al., 2000).

Os calculos foram executados utilizando métodos MM com os campos de forca
MM+ e GPLS (Operating Parameter for Liquid Systems). O campo de forga OPLS utiliza
parametros de solvente nos seus calculos que levam em consideracio parametros de
calculos mais modemos como o Ab Initio. Eles foram efetuados para prever a
estabilidade de formacio do complexo de inclusgo na estequiometria 1:1 ou 1:2 {(AL:B-
CD}.

A escolha da abordagem computacional deve levar em consideracdo as
respostas desejadas, ou seja, a pergunta a ser feita depende de gual resposta se
espera. No caso dos complexos de inclusdo, o tamanho e nimero de orbitais atémicos
que compbem as moléculas estudadas inviabilizam o uso de métodos sofisticados
como os semi-empiricos e Ab Initio, levando-se em consideracdo as diferencas de
tamanho entre as moléculas hospedeira e convidada.

Apesar da Mecanica Molecular (MM) ser um método que considera os atomos
como esferas, ndo considera elétrons e cargas de maneira refinada, ela é adequada no
caso de interagbes caracteristicas de meios biolégicos. Assim, para a simulacdo de
fendmenos que ocorrem em sistemas biomiméticos, caiculos utilizando MM &0
bastante razoaveis considerando-se a boa concordancia entre resultados tedricos e
experimentais. O uso em paralelo de métodos tedricos & experimentais para este tipo
de abordagem vem sendo apontado como a maneira mais promissora de se projetar
experimentos capazes de elucidar detalhes do mecanismo de formacgé&o dos complexos
de inclusdo (Lino, 2002).

A MM pode ser vista como uma conseqiiéncia natural de idéias antigas sobre
liga¢Bes entre atomos em uma molécula e forcas de van der Waals (vdW) enire atomos

nac-ligados covalentements. A MM utiliza os fundamentos da especiroscopia
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vibracional, onde as ligacbes guimicas t&€m comprimentos e anguios fixos tal gque as
moléculas ajustardoc suas geometrias de forma a assumir estes valores.
Adicionalmente, s&o incluidas interagles estéricas (espaciais) utilizando-se fungdes de
energia potencial de vdW. Em sistemas mais tensionados, as moléculas sofrem
deformacbes previsiveis, de forma que as energias de tensdc podem ser caiculadas
com grande precisdo. As interacbes de vdW, juntamente com estiramenic e
deformacbes angulares, s@o usadas para minimizar as energias de tens3o, o que leva a
informacgSes a respeito da estrutura e energia de sistemas moleculares.

Na MM os elétrons nZo sfo tratados explicitamente. Supde-se ainda que os
elétrons simplesmente permanegam em uma distribuicdo 6tima em torno dos nicleos. A
energia de uma molecula no estado eletrdnico fundamental é fungBo das posigbes
nucleares. Para molsculas mais complexas, pode haver um grande ndmerc de
configuragbes nucleares onde a energia € minima. Uma outra aproximacdo consiste em
representar o sistema como uma mistura de moléculas em equilibric com todos os
minimos de energia possiveis. Finalmente, movimentos térmicos levam algumas
moléculas atraves de estados de fransicdo conectando minimos de energia, a uma taxa
correspondente a energia livre de ativagdo de Gibbs. Caiculos usando a MM empregam
uma série de equacles derivadas empiricamente para a superficie de energia potencial,
cuja formulagao matematica & familiar a mecénica classica (Lino, 2002).

Este conjunio de fungdes de energia potencial, chamado Campo de Forca,
contém parémetros ajustaveis que s&o otimizados de forma a se obter o methor acordo
entre propriedades calculadas e experimentais, como geometria, energias
conformacionais, entalpia de formacéo e propriedades associadas. A MM assume que
pardmetros de constantes de forga correspondentes possam ser transferidos de uma
molécula para outra.

Estas quantidades s&o avaliadas para uma série de compostos simples, e entdo
os valores dos parametros sZo mantidos constantes e usados em calculos envolvendo
compostos similares.

As associagbes mais estaveis dependem do ajuste entre as moléculas
hospedeira e convidada. Normalmente, este ajuste pode ocorrer com ¢ auxilio de uma
segunda macromolécula obtendo-se assim a estequiometria 1:2. Dependendo da

concentragdo relativa, equimolar, entre estas molécuias. Considerando as aplicactes
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biclogicas  envolvidas, céiculos utilizando  efeitc  de  solvente melhoram
significativamente os resuliados (Estrada et al., 2000).

Utilizando MM foi possivel realizar calcuios para a determinagio da estabilidade
do complexo de inclusfo formado entre AL e B-CD. O calculo da energia de afinidade
{Eafinidage), COMG © abaixamento de energia otal no sistema devido & formacio do
complexo de incluséo, também foi obfido. Esta & definida como contribuicdo energética
ou entaipica (AH}. Utilizando calculos de MM & possivel caicular a entalpia de formacéo

{AHs) para cada uma das espécies envolvidas, tal que:
S +« €O ——> S5.CD

onde S & o soluto de interesse, CD é o sistema macromoleculare S« CD & o complexo
de incluséo formado. A energia resultante do abaixamento de energia total do sistema
devido & formagao do complexc de inclusio € a Eapgase entre as dusas moléculas, Esta
¢ dada pela diferenga entre o AH; do soluto mais o AHsdo sistema macromolecular e ¢

AH; do complexo de incluséo, como descrito na equacio abaixo {Jaime ef al., 2000):

Eafinidage = AH¢scp - (AHss + AHs¢p) [2]

A formag8o do complexo de inclusdo ¢ influenciada simultaneamente por irés
tipos de forga diferentes: energia de van der Waals, interagfes hidrofobicas e efeitos
elefrOnicos. A primeira esta relacionada com as forgas de atracdo, dipolo-dipolo, pontes
de hidrogénio, dipoloc momentaneo, etc. A segunda € um efeito da repulsdo entre o
soluto e o solvente. Quando uma molécula esta imersa em um ambiente quimico
desfavorével a sua tendéncia natural sera a de diminuir o contato com as moléculas de
solvente. Isto pode ocorrer quando esta molécula é inserida na geometria molecular de
outra maior (como a B-CD) utilizando um encaixe molecular (reconhecimento
molecular). O terceiro tipo de forca responsavel pela formacdo dos complexos de
inclusdo € representado pelas cargas sobre os atomos, devide a diferenga de

eletronegatividade. Comparando os parametros termodinamicos podemos relacionar a

diminuigio de energia total do sisterna e a estabilidade do complexo de inclusio.
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Para a estequiometria 1.2, ac sistema inicial 1:1 é adicionada uma segunda

molécuia de B-CD, por meio da reago:
SsCD + CD e Se (D,

Onde 8 « CD ¢ o complexo formado em estequiometria 1:1, CD & o sistema
macromolecular e § ¢ CD; € o complexo de inclusdo composto de duas moléculas de §-

CD. Esta Eamnicace Pode ser definida, neste caso, pela equacio [3]:

Eafinidade = AMrscpz = (AHssep + AHscp) i3]

Seja a eniropia envolvida constante para uma série, quando aplicamos o calculo
a varios compostos para comparagéo, obtemos uma compensagéo entre AH ¢ AG por
meic da equacao:

AG « AH-TAS {41
Neste caso, AH ~ AG e a relag&o obtida para a constante de equilibrio do complexo &:
AHx AGc-RTInK [5]

Lino (2002} definiu a Eafinicade Proveniente das equacdes 2 e 3 como AH, e assim
relacionou esta variag&o da entaipia com a constante de equilibric das reagdes.

A estabilidade do complexo de inclusdio depende do ajuste molecular entre a
cavidade e a moleécula convidada. Devido ao estudo comparativo, as energias
envolvidas sac consideradas relativas e depende do métode aplicado, devendo ser
levada em consideragéo apenas uma comparagéo qualitativa.

Portanto, o AH sera t&o maior quanto maior for a estabilidade do complexo
formado. A partir destas definicbes foram elaboradas estratégias especificas para cada
tipo de associagé@o estudada. Estas estratégias levam em consideragéo caracteristicas
estruturais/geometricas proprias das moléculas hospedeiras, mas também das
moléculas convidadas. Para as CDs definem-se inicialmente duas posigbes para a
entrada de uma molecula em sua cavidade. Devidoe a geometria molecular, as CDs

possuem duas faces, a de maior didmetro e 2 de menor didmetro. Iremos adotar a
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nomenciatura, borda e coroa, respectivamente, para essas duas faces como mostra 2
Fig. 7:

(om),_ borda

- (O,

Coroa

Fig. 7 Representacéo esquematica da geometria molecular da 3-CD, onde o nomero
de unidades glicopiranosidicas é igual a 7.

Para a estequiometria 1:1 devemos levar em consideragso a orientacdo para a
entrada na cavidade. Esta entrada depende da formacac de pontes de hidrogénio entre
as hidroxilas e a molécula convidada. Estas forgas de atracdc devem ser no minimo
maiores do que a forga de atracdo das moléculas de 4gua, para que estas saiam da
cavidade e regides préximas a enirada, e o efeito hidrofdbico possa ocorrer. A
orientacdo relativa @ molécula convidada depende de qual molécula estamos
estudando. Salvatierra ef al. {1996) utilizando como modelo o sistema aromatico do
acido benzoico em B-CD utilizou Ressonéncia Magnética Nuclear (NOE"Y para
caracterizar as interagGes existentes entre prétons de B-CD e do acido benzéico. Os
desiocamentos quimicos (A8) dos prétons, em diferentes proporcdes de acido benzéico
e B-CD foram obtidos para a elaborag&o de um Job plot (Connors, 1987) onde pbde ser
observada uma tendéncia & formacdo de estequiometria 1:1. A alta intensidade dos

sinais de NOE demonstrou uma grande afinidade entre o anel aromatico {(apolar) e ¢

interior da cavidade da CD. Todos os prétons de CD mostram cross-peaks quando os
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prétons aromaticos foram irradiados. Porém, foram observados valores maiores para o

NOE dos protons em meta para Hs e em orto para Hs (Fig. 8). Esta observagiio sugere

uma geometria de incluséo com o préton aromatice Hy e M, localizado no piano

equatorial da B-CD e, consequentemente, o proton H, localizado no eixo ceniral da
posicdo vertical.
Observando a Fig. 8 podemos entender porque H, ndc € observado quando

gualquer préton da 3-CD & irradiado, ficando longe de Hz e Hs simultaneamente. O
atomo de referéncia, nesse caso, é o H,

Fig. 8 Orientacéo relativa a entrada da molécula de acido benzbico na cavidade
hospedeira da B-CD (Salvatierra ef al., 1996).

A MM foi utilizada neste estudo (Salvatierra et al., 1996) para a comparagéo
energética entre as possiveis posi¢es relativas do anestésico na cavidade da B-CD.
Duas posi¢es relativas foram inicialmente propostas: (a) paralela; (b) perpendicular,
com o anel aromatico prioritariamente inserido na cavidade da B-CD. A primeira foi logo
descartada por ndc haver nenhuma interagdo importante que fosse beneficiada com
essa orientag8o. A segunda pode ser representada pelas duas formas da Fig. 8. A

diferenga energética obtida entre os dois mecanismos propostos foi de apenas 0,27
kcal.mol™ , a favor da orientagsio A.

! NOE Nuclear Overhauser Effect: detecta interagdes espaciais entre atomos de moléculas
diferentes ou da mesma molécula, nfo unidas por interacdes escalares (Silverstein, 1991).
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A enfrada na cavidade deve ser estudada também com relagdo a molécula

convidada considerando a inser¢do de cada parte separadamente, para analisar uma
possivel orientacdo mais favorave! energeticamenie.

O carater hidrofdbico encontrado para cada parte da molécula pode influenciar
na formacéo do complexo de inclusdo em estequiometria 1:1, ou até mesmo ser um
fator coadjuvanie para a esiabilizacdo de complexos em estequiomelrias variaveis.
Usualmente consideramos estequiometrias maiores com a adigdo de moléculas de CD,
1.2, 1.3, efc. Porém, podem ocorrer estequiometrias 2:1, 3:2.

Portanto, o estudo das estequiometrias para a inclusdo deve-se a uma anslise
cuidadosa de ambas as moléculas. Esia andlise é uma das mais importantes em
termos do estudo tedrico/experimental porque a estequiometria implica nos efeitos que
a formacg8o do complexo de incluséo pode exercer na biodisponibilidade do farmaco. A
formagéo de estequiometrias 1:1, 1:2 e 1.3 ocorre em passos. Lino & Loh (2000)
demonsiraram por meioc de medidas de coeficientes de difuso a formacgio do complexo
de inclusdo com a serie dos p-hidroxibenzoatos de alquila (parabenos) e a p-CD. Neste
estudo foi possivel observar a diminuicdo no coeficiente de difusdo das moléculas
convidadas quandc entram no sistema macromolecular. Com © aumento na
concentragdo de B-CD uma segunda associagdc apareceu apenas para o
butilparabeno.

Para duas moléculas de CD devemos levar em consideracBo também o
alinhamento relativo devido as hidroxilas que fazem pontes de hidrogénio. Jaime et al,
(2000) demonstraram por meio de calculos de MM e Dinamica Molecular a importancia
destas pontes de hidrogénio para a estabilidade de dimeros de CDs. C alinhamento
onde as bordas estdo voltadas uma para a outra € a mais estave! em todos os casos,

comprovando uma maior estabilidade quando o nimero de pontes de hidrogénio é o
maior.

4.2) CINETICA DA FORMACAO DO COMPLEXO AL/8-CD

Foram feitas avaliagbes do tempo necessario para que houvesse incorporagdc
da molécula de AL a cavidade da 8-CD. Apds adiggo de B-CD 2 solugdo de AL, foram

feitas leiluras no espectrofotdmetro de 10-10 minutos, no comprimento de onda de

maxima absorcao de cada um dos AL no UV, até que fosse atingido um equilibrio.
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4.3) CALCULO DA CONSTANTE DE ASSOCIACAO DO COMPLEXG BZC/B-CD

UTILIZANDO ISOTERMAS DE SOLUBILIDADE

Este método foi descrito por Higuchi & Connors (1985) e tem como fundamento a
variacdo da solubilidade do soluto, com o aumento da concentraco da molécula
hospedeira (ou host, no casoc a B-CD). Este método é bastante utilizado e sey

tratamento matematico permite o céleulo da constante de associaco (Ka) do complexo
(Fromming & Szejtl, 18%4).

Em 9 erienmeyers foram adicionados 10 mL de agua e excesso de BZC (20
mM}. Posteriormente colocou-se concentracdes crescentes de B-CD (0, 2, 4, 8, 8, 10,
12,14 e 16 mM) nos respectivos erlenmeyers. As amostras foram deixadas sob
agitacdo a temperatura ambiente e foi feita filtrac3o a vacuo seguida de centrifugacdo
(500 xg/5 min) para separar 0 gue ndic havia sido solubilizado. Foi feita leitura em
espectrofotdmelro a 284 nm, apos diiuicio das amostras.

De acordo com o complexo formado, a solubilidade pode apresentar diversos
tipos de isotermas, uma vez que pode haver um aumento ou diminuicdc na

solubilidade. Uma correlagdio entre a solubilidade do composto a incorporar € a
concentragdo de CD estd ilusirada na Figura abaixo.

quest

Solubitidade do

[Ciclodextring]

Fig. 9 Tipos de isotermas de solubilidade. S,
solubilidade do guest na auséncia de CD; S
concentragde do guest dissolvido (livre
complexado); S¢ = solubilidade limite do complexo
pouco solavel;, Tipos de isgtermas Ap, A &
Ay=complexos muito sollveis (limite de solubilidade
determinado pela solubilidade da CD); isoterma Bg =
¢ formado complexo de solubilidade limitada:
Isoterma B, = complexo insolGvel & formado
{Fromming & Szejth, 1994).

+ It H

' De acordc com os mesmos autores, os valores da constante de associagéo (Ka)

para um complexo 1:1 podem ser calculados pela razdo entre inclinacéo e intercepto da
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por¢do inicial linear do diagrama, como segue (Higuchi & Connors, 1965; Fromming &
Szejtli, 1594):

S, -5, __ ga
S, {[CDl-(8,-8,)} s, (1-tga)

Ka=

4.4) DETERMINACAO DA ESTEQUICGMETRIA DO COMPLEXG BZ.(/ g-Cb

4.4.1) METODO DE VARIACAO CONTINUA

A determinacgo da estequiometria do complexo AL/B-CD pode ser estabelecida
pela técnica de varlaco continua {Job piot, Connors, 1987} que se basela na variagéio
de um par@metro fisico-guimico, observado na presenca de B-CD & gue pode ser
medido por técnicas espectroscdpicas, como RMN ou flucrescéncia.

Por este método solugbes equimolares de AL e B-CD foram preparadas e
misturadas para um volume padridc e as propergbes foram mantidas de forma que a
concentracao total (M) permanecesse constanie (M = [ALliotar*] B-CDlora) ). O parametro
fisico-quimico escolhido (por ex: deslocamento quimico, Ad) pode ser entdo
determinado na auséncia (3,) e na presenca (5) de B-CD. Subseqlientemente, AS
[AL}orar pode ser graficado contra r (r = [ALliotal/[ALTiotar + [B-CDliota)). Segundo Connors
(1997} a concentracdo da molécula convidada {(aqui representada pelo AL) e a da

ciclodexirina (CD} em um complexo de inclusio de 1:n (AL,:CD,) podem ser expressas,
como segue:

[AL] = rM - [AL:CD] 7]
[CD] = M.(1 = 1) ~ n.JAL:CD] 8]

Sendo que, para um dado valor de r, a concentracéo do complexo AL:CD ira
atingir um méximo correspondente ac ponto onde a derivada dlAL:CDVdr = -M.

Rearranjos das equacbes acima levam a uma Gnica solugdo: a concentragdo méaxima
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absoluta do complexo é atingida quando r = {(n + 1) e ndoc depende de M ou da

constante de ligagao.

4.4.2) FLUORESCENCIA

MNesta técnica, pudemos aplicar o tratamento de Job plof {Connors, 1987) de
modo a se observar mudangas na intensidade de fluorescéncia (I¢/!) por variacéo da
concentragéo de BZC e B-CD. Neste casc a cavidade da 3-CD funciona como um
solvenie orgénico e sua adigdo a uma solugdo aguosa do AL ird aumentar a
flucrescéncia da molécula hdspede. Deste modo, pdde-se determinar a estequiometria
do complexo.

Este experimento s6 pbde ser realizado com BZC, ¢ UGnico anestésico estudado
gue possui fluorescéncia inirinseca detectdvel (Pinto, 1998). A concentrago de BZC e
de §-CD variou de modo a obler-se uma soma das concentracfes constanie e iguala 3
mi. O Fluorimetro utilizado € da marca Hitachi, modelo F-4500. As amostras foram
preparadas em agua variando-se o rde 0 a 1 {ver item 4.4.1) e excitadas a 284 nm. A
emissdo de fluorescéncia da BZC foi observada entre 320 e 450 nm.

4.5) AVALIACAO DA FORMACAO DOS COMPLEXOS DE INCLUSAO POR
CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA

O experimento de calorimetria diferencial de varredura (DSC) foi realizado num
calorimetro Universal V2.3D TA Instruments, pertencente a Central Analitica do Instituto
de Quimica da UNICAMP. Amostras de 10 mg foram aquecidas a uma velocidade de
10 °C/min, numa faixa de 30-200 °C. A calibragéo do instrumento foi feita com Indic.

Foram feitas 4 amostras: AL; B-CD; mistura fisica de AL/B-CD; complexo AL/B-
CD, nas razbes molares 1:1 e 1.2,

Pelos termogramas obtidos pode-se avaliar se ha a formagdo de complexos de
inclusdo na razéo molar festada, monitorando-se mudancas nas temperaturas de fusao
e na entalpia dos compostos antes e apds a complexagao. Estas medidas s&o bastante
uteis para a caracterizacdo de compostos ativos na indusiria.

Esta iecnica vem sendo empregada para avaliag8o de complexos de incluséo
com ciclodextrinas (Dollo et af., 1996 a; 1996 b; Becket ef a/., 1999; Loftsson & Masson,
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2001} avaliando mudangas na temperatura de transicdo dos compostos apds a
complexacio.

4.6) AVALIACAO DA FORMACAO DOs COMPLEXOS DE INCLUSAO POR
MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A analise morfoldgica do complexo de inclusdo AL/B-CD {(1:1 e 1:2) foi realizada
por microscopia eletrbnica de varredura (MEV) em um microscopio de varredura JEOL
JSM —T300, pertencente ao lLaboratério de Microscopia Eletrénica do Institutc de
Biologia da UNICAMP.

Amostras de AL, B-CD, misturas fisicas AL/B-CD e complexcs de inclusdo AL/R-
CD (1:7 e 1:2) foram montadas em stubs de aluminio, usando fita dupla face e cobertas
com ouro sob vacuo por 180 s, para tornarem-se eletricamente condutivas.

Por esta técnica foi possivel cbservar alteragdes morfoldgicas na estrutura
cristalina dos compostos apds a incluso em B-CD. Embora estas evidéncias nao sejam

quantitativas, a morfologia ajudou a caracterizar a formagé@o do complexo nas diferentes
razbes molares.

4.7) INTERACAO BZC/B-CD ANALISADA POR RESSONANCIA MAGNETICA
NUCLEAR DE HIDROGENIO

As medidas de ™M RMN monodimensional foram realizadas em um
espectrometro Bruker DRX 500, pertencente ao Instituto de Quimica da USP. O pico da
agua foi ajustado em 4,7 ppm. Estas medidas serviram para uma analise gualitativa da
complexagdo de BZC com B-CD na razdo molar 1:1, observando-se alteracdes nos
deslocamentos quimicos apds a inclusao.

Espectroscopia 2D de efeito Overhauser com rotating frame (ROESY) foi
realizada com as seguintes condigfes: tempo de mixing = 0,3 s, spin-lock de 3 kHz,
varredura de 6 kiHz, 32 scans e 1 pulso de delay. Estas medidas foram realizadas em
um espectrdmetro Varian 800 MHz pertencente ao Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron (LNLS), em colaboragdo com a Dra. Thelma de Aguiar Pertinhez e nos

permitiram avaliar a formacao do complexo de inclusdo, assim como determinar a

localizacio da molécula convidada dentro da cavidade da B-CD.
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8) TESTES BIOLOGICOS IN VITRO

5.1) HEMOLISE

Utilizamos ratos Wistar isogénicos com idade de 90 dias, obtidos do Biotério
Central da UNICAMP, alimentados com racdo padriic e agua ad libidum. A coleta de
sangue foi feita por pungéo cardiaca em solug8o anticoagulante Alsiver (citrato de sédio
27 mM, NaCl 72 mM, glicose 114 mM e &cido citrico 2,6 mM). As amosiras foram
centrifugadas a 10 °C por 5 min. a 700 x g e o plasma foi removido por aspiragéo. Os
gldbulos vermelhos foram ressuspensos em PBS 5mM (fosfato de sddio 5 mM + NaCl
154 mM) a pH 7.4 tamp&o de osmolaridade e pH fisiologicos, sendo novamente
centrifugados nas mesmas condigBes. Apds irés repeticBes consecutivas desse
processo obteve-se o concentrado de hemdcias (hematdcrito de 100%), que foi mantido
sob refrigeracdo a 10 °C.

5.1.1) ENSAIO HEMOLITICO ISOTONICO

Neste experimento adicionamos concentragbes crescentes das seguintes
amostras: AL; suspens&o de lipossomas; B-CD; AlL/lipossomas; complexo de inclusdo
AL/B-CD (1:1), a uma suspensé&o de heméacias com hematdcrito (Ht) de 0,15% diluidos
em um volume final de 1 mL de tamp&o. Apds incubagdo de 30 minutos as amostras
foram submetidas & centrifugacdo por 5 minutos a 1500 x g e a absorbancia do
sobrenadante foi lida a 412 nm, para determinagéo da hemoglobina livre em solugo.
Foram realizadas medidas em triplicata, para cada concentragdo testada e também
para os seguintes controles: C, = eritrécitos em PBS (controle de hemdlise mecanica) e
C, = eritrdcitos em agua (controle de 100% de hemodlise).

O efeito hemolitico (% de hemdlise) péde ser acompanhado medindo-se a
concentragdo de hemoglobina no sobrenadante de acordo com a férmuta [9]:

% Hemdlise = 22" 100
Acz— A 9]

onde As, A & A s8o, respectivamente, as absorbancias da amostra e dos controles
Cie Crad12 nm (Ht 0,15%). Com os valores calculados de % de hemdlise, curvas de
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hemdlise induzida por cada solugBo testada foram construidas, = partir das quais

determinamos os valores da concentrac@o méaxima que a membrana suporta sem gue
haja promogdo de hemdlise (concentracdo de saturacédio da membrana - Csatl) e da
conceniracao capaz de induzir hemdlise total (Csol) (Lichtenberg, 1985).

Nas amostras contendo lipossomas, foram feitos controles somente com =
suspens@o lipossomal, assegurando que o espalhamentc das vesiculas nao
ultrapassasse a leitura da hemolise mecénica em PBS {controle C4). Com isso 86 foram
considerados resultados em gue a absorbéncia lida fosse maior gue o conirole
contendo somente lipossomas. No caso dos testes com a LDC, foi necessario fazer a

corregdo do pH para 7,4 com o menor volume possivel de solugéo concentrada de
NaOH devido a reducio destes valores.

5.1.2) ENSAIO HEMOLITICO HIPOTONICO

A determinacio da protecfo a hemdlise foi acompanhada também peia liberacdo
de hemoglobina, apds a incubacéo das suspensdes de eritrécitos em solugdo hipotdnica
(tampZo PBS contendo 0,063 M de NaCl) com diferentes concentracbes das mesmas
solugbes usadas anteriormente. Apds a incubacdo, as amostras foram centrifugadas a
1600 x g por 5 minutos e a concentragdo de hemogiobina no sobrenadante foi
determinada espectrofotometricamente, a 412 nm. Foram realizadas medidas em
triplicata, para cada concentragsio de droga e para os seguintes controles: Cy = eritrocitos
em PBS isotbnico (controle da estabilidade dos eritrécitos), C, = eritrocitos em agua
destilada (controle de heméliise total) e Cz = eritrécitos em PBS hipotdnico (controle de
50% de hemdlise).

G controle C; define a condigdo inicial de fragilidade da hemacia.

G calculo para determinacéo do efeito protetor, definido como hemélise relativa
(H.R.) foi feito de acordo com a seguinte equagidc (Malheiros et al, 1898):

HR. = e [10]

Valores de H.R. menores que 1 indicam protecéo, enguanto valores maiores gue 1
caracterizam a lise eritrocitéria. A partir da curva de hemédlise relativa obtida pode-se

determinar g concentracdo de droga onde ocorreu a maxima protecdo (Cprot).
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As medidas de hemdlise iso e hipotdnica indicam a estabilidade de membranas

biologicas frente 2 formulac8o anestésica padrdo e encapsulada em lipossomas ou
complexada em (B-CD. Elas s&o descritas como um bom pardmetro para medida de
toxicidade de novos farmacos (Pape ef al,, 1987; Parmham & Wetzig, 1963).

5.2) TESTE DE AGREGACAC PLAQUETARIA

Outro teste sugerido para avaliacéo da toxicidade in vitro das formulagbes
anesiesicas € o de agregacéo plaquetdria (Parmham & Wetzig, 1993), visto que
anestésicos locais inibem a agregagéo plaquetéria induzida por ADP e outros agentes
indutores (Barbieri ef al, 1997; Watala ef a/,, 1999). Junto com testes de hemolise a
agregagdo plaguetaria pode ser utilizada como um screening inicial para registro de
novas drogas e € considerado essencial para ¢ estudo do uso de lipossomas para
administracao parenteral, por avaliar possiveis efeitos pré-agregantes das formulagdes
{Parmham & Wetzig, 1893}

Quando um vaso sangiiineo € lesionado, o controle da homeostase se inicia com
a répida ades&o de plaquetas circulantes no local do dano. Em segundos, as piaquetas
sdo ativadas, secretando o conteGdo de suas organelas de modo a serem recrutadas
mais plaquetas para o desenvolvimento do trombo. Porém, se este mesmo processo
ocorre num vaso escierdtico ou obstruido, o trombo plaquetario resultante pode
biogquear a arteria, restringindc o suplemento de sangue que pode levar & morte celular
cuja extensdo pode resultar em ocorréncias fatais como o enfarte do miocardio ou
derrame cerebral (Andrews ef al., 1997, Lévy-Toledano, 1999). Portanto é importante se
entender o que causa a ativagdo e agregagdo das plaquetas (Zucker & Nachmias,
1985).

Neste experimento utilizou-se um agregdmetro de 2 canais da marca Chrono-
Log, pertencente ao Departamento de Farmacologia, da Faculdade de Ciéncias
Médicas da UNICAMP, em colaboracgéo com o Prof. Dr. Gilberto de Nucci.

O sangue de voluntarios saudaveis, gque nio haviam ingerido medicamentos por
pelo menos 2 semanas, foi coletado em citrato trissédico 3,18 % e centrifugado a 250 x
g/ 10 min. C sobrenadante {plasma rico em plaguetas - PRP) foi recolhido. Em seguida
foi feita nova centrifugag&o a 900 x g / 12 min, para obtencéoc do plasma pobre em
plaquetas (PPP) usado como controle de 100% de agregacio das plaguetas.
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QO PRP e o PPP foram entio diluidos {1:5 v/v} com tampdo PBS, conforme
descrito na literatura (Parnham & Weizig, 1993; Schreier ef al., 1997). Aliquotas de 400
pul. de PRP foram tratadas com diversas concentragbes de AL, lipossomas, B-CD,

Al/lipossomas ou complexos de inclusdo AL/B-CD. Apts 5 min. de incubacgéo a 37 °C
foi adicionado o agonista (3-10 uM de ADP obtido da Sigma Chem. Co.) e observado o

registro da agregacg8o, por 5 min. Foram feitas triplicatas de cada concentracio com
diferentes doadores.

5.3) ENsAIOS DE CITOTOXICIDADE UTILIZANDO CULTURA DE CELULAS

Foram utilizadas células de fibroblastos da linhagem estabelecida V79, clone M8,
de pulm&o de hamster chinés, cedidas pelo Prof. Rogério Meneghini do Instituto de
Quimica da USP/SP. Os fibroblasios foram mantidos em cultura continua através de
repiques periédicos pelos laboratérios de cultura de células e ensaios toxicoldgicos in
vitro, ate alingirem a densidade de confluéncia. As celulas foram cultivadas em meio
DMEM (Meio Eagle Modificado por Dulbeco), contendo antibidticos (100 U/mL de
penicilina G e 100 ug/mL de estreptomicina) e suplementadas com 10% de soro fetal
bovino em uma atmosfera umedecida com 5% de CO,, a 37 °C.

Para os ensaios de viabilidade celular, 96 pogos de placas de cultura de células
foram inoculados com 3. 10% células/mL a 37 °C por 48 h. © meio foi removido &
reposto com meio tratado com diferentes concentracdes do material a testar. As células
foram entdo incubadas por 24 h e em seguida as amostras foram aspiradas. O teste da
redugdo do brometo de tetrazolium 3 - (4,5 — dimetiltiazol-2-il) - 2,5 - bifenil {(MTT) foi
realizado adicionando-se o corante na concentragao de 1 mg/mlL e incubando as
amostras por Sh (tempo necessario para a reducdo acontecer). O meio foi retirado
cuidadosamente e foi adicionado etano! absoluto para solubilizag&o do formazan. Apés
10 minutos de agitagéo foi feita leitura no espectrofotdmetro em 570 nm (Denizot &
Lang, 1986). Foram testadas amostras com diferentes concentragbes de AL; suspensao
de lipossomas; B-CD; AL/lipossomas; complexos de inclusao AL/B-CD (1:1).

Diferentes ensaios tém sido usados para se analisar a citotoxicidade in vifro de
drogas, incluinde a redugéo do brometo de tetrazolium 3 - (4,5 — dimetiltiazol—2-il) - 2.5 -
bifenit (MTT). Neste teste, a reducgio do MTT nos indica a fungdo mitocondrial baseado
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na reducdo enzimatica do sal brometo de tetrazolium que ocorre principalmente pela
succinato desidrogenase mitocondrial das células vidveis.

6) TESTES BIOLOGICOS IN VIVO

Os testes in vivo foram realizados com as formulages desenvolvidas e
comparados com formulacBes comerciais. Estes ensaios fizeram parte do projeto de
iniclagéo cientifica do aluno Rafael Vanini (Fapesp n® 99/09132-8) e também foram
realizados em parte dentro da tese de mestrado da aluna Daniele Ribeiro de Aratjo
(CAPES).

Deste modo, os resultados serdo apresentados como colaboracbes/orientactes
dentro deste trabalho e também nas perspectivas futuras.
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IV)RESULTADOSE DISCUSSOES

1) ANESTESICOS LOCAIS ENCAPSULADOS EM LIPOSSOMAS

Os lipossomas foram preparados como descrito em materiais e métodos {item 1y e

posteriormente caracterizados, como mostraremos a seguir.

1.1) DETERMINACAO DO DIAMETRO MEDIO E DISTRIBUICAD DE TAMANHO DAS
VESICULAS

Comparando-se as medidas realizadas com vesiculas unilamelares de 0,4 uM vazias
e apos a incorporagdo dos anestésicos, pudemos observar que as vesiculas
apresentavam um bom grau de homogeneidade, com duas populacdes principais de ca
400 (75% das vesiculas) e 150 (25%) nm. Apods a encapsulacdo com 0s anestésicos,
estas populagbes se mantiveram aproximadamente iguais, assim como suas proporcies
relativas (Tabela 4).

Tabela 4 Distribuigdo média do tamanho das vesiculas medido por espathamento de luz
quasi-elastico.

Tipo de Lipossoma N2 de amostras Tamanho médio das Proporcdo aproximada

populacdes (nm) (%)
3924 +41.8 74
LUV 0,4 uM n=10
146,9 + 20,9 26
428,7+30,2 75,5
BZC/LUVY 0.4 uM n=9
147,8 + 30,1 24,5
413,2 £ 48,2 74,5
BVC/LUV 0,4 uM n=10
150,3+22,0 25,5
433,0+£ 47,3 73
LDCLUV 0,4 uM n=10

145,1 + 18,1 27
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As medidas foram realizadas com as mesmas amosiras apds 4 semanas do
preparo (dados n&c mostrados), ndo sendo observadas mudancas significativas nos
tamanhos e proporgdes apresentados, para nenhum dos trés AL estudados. isto
demonstra a estabilidade das formulagdes testadas durante sste periodo.

1.2) DETERMINACAO DA EFICIENCIA DE ENCAPSULACAC POR ULTRACENTRIFUGACAQ

For esta metodologia é possivel determinar a eficiéncia de encapsulacdo dos AL
nas vesiculas lipossomais. Porém a técnica requer o uso de MLV, pois as unilamelares
né&o tém peso suficiente para serem separadas por ultra-centrifugacdo (de Paula, 19893).
Assim, fizemos a guantificagio das preparacbes de vesiculas MLV, que posteriormente
foram transformadas em unilamelares, por extrusio,

Os valores da % de encapsulagfio obtidos utilizando 4,0 mM de vesiculas podem
ser vistos na Tabela &.

Tabela 5 Eficiéncia de encapsulagio de anestésicos locais em lipossomas
multilamelares. Tampé&o HEPES 20 mM, pH 7.4.

Anestésico Local N° de amostras Eficiéncia de encapsulagao (%)

BZC n=4 30,0+2,8
BVC n=9 248+472
LDC n=4 19,1£3,6

Os AL estudados apresentam propriedades fisico-quimicas distintas como
coeficiente de partigio e solubilidade aquosa (Tabela 2). Essas caracteristicas refletem
os diferentes valores obtidos no processo de encapsulagéo.

A LDC, o mais hidrofilico, foi o que apresentou a menor % de encapsulagéo,
comparando-se com a BZC e a BYC. A menor particdo em membranas e a boa
solubilidade aquosa justificam essa porcentagem de encapsulacdc mais baixa. E
interessante notar que em pH fisiolégico, a ionizagdo parcial da BVC (pKa = 8,1)
contrapde sua grande lipofilicidade, tornando sua encapsulagdo menos eficiente que a
da BZC. Neste caso, a BZC apresenta carater mais lipofilico que o da BVC, em pH 7.4.
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Tanto o sobrenadante quanto o precipifado foram testados para se saber o teor de
fosfato, obtendo-se valores bem proximos do esperado no precipitado (3,81 mM) e um
valor baixo no sobrenadante (0,02 mM) provavelmente devido a uma populagdc de

vesiculas menores que néo puderam ser separadas. Esses testes foram importantes para
avaliar a reprodutibilidade e eficiéncia do processo de preparagdo das formulagdes
lipossomais.

2) ANESTESICOS LOCAIS COMPLEXADOS EM B-CD

2.1) CALcuLOS COMPUTACIONAILS UTILIZANDO MECANICA MOLECULAR

Calculos computacionais foram utilizados para meihor compreendermos como & a
relacdo entre as moléculas hospedeira (ciclodextrina) e convidada {anestesico). As
diferentes possibilidades de interacdo entre hospedeiro/convidado foram moniadas,
gerando-se assim os arquivos de entrada, que em seguida foram submetidos aos testes
de minimizagéo molecuiar no sistema MM+ e OPLS por meio do pacote computacional
HYPER CHEM. Com isso, obtivemos as entalpias (AH) de formagdo do complexo e as
energias de afinidade (Easnidace) para as associagbes (como descrito em Materiais e
Métodos - item 4.1).

A formacg@o do complexo de inclusdo ocorre no sentido de atingir 2 associa¢do mais
estavel. Quando duas moléculas possuem afinidade, a inclusio em uma regiéo especifica
da molécula hospedeira, chamada de cavidade, implica em um abaixamento de energia
total do sistema. Existem muitos tipos e formas diferentes de duas moléculas se
relacionarem. Os estudos de Van der Waals, sobre interagGes dipolares, & o©
desenvolvimento posterior das teorias sobre o efeito hidrofdbico (Tanford, 1973) formam a
base para estes estudos.

Chamamos de efeito hidrofébico a associagdo entre moléculas que levam a

exclusdo do meio aquoso. Quando duas moléculas se associam na formagido de um
complexo de inclusdc, a parte mais hidrofébica fica situada na posicdc de menor
probabilidade de se encontrar uma molécula de agua. Como o interior da CD oferece um
ambiente de baixa polaridade, ela exerce atragéic sobre a parte hidrofébica de moléculas
anfifilicas hospedes, sendo a interacdo hidrofdbica e interaces dipolares de Van der
Waals as principais forcas estabilizadoras da complexacso (Lasic, 1983).
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Ja esta descrito na literatura gue cerca de seis moléculas de dgua cabem no interior

da cavidade da p-ciclodexirina. Porém, estas moléculas nfo possuem grande afinidade
com esta regido, sendo liberadas rapidamente quando uma estrutura apolar se aproxima
(Matioli, 2000).

No caso dos anesiésicos, os calculos foram baseados nos frabalhos de De
Azevedo (2000) e Lino (2002), onde as posigbes possiveis em cada associacic
convidado-CD foram testadas. Estas posicbes s3o relativas a um eixo imaginario que
passa peio centro de massa da molécula hospedeira. O dngulo com o eixo vertical marca
a inclinacéo do soluto dentro do sistema macromolecular e a variagéo deste angulo esta
relacionada com a formagéo de complexos estaveis, com mais de uma molécula de
ciclodextrina.

As posicdes relativas entre ¢ centro de massa do sistema macromolecular e o meic
externc foram estudadas para encontrarmos a posigdo de menor energia entre as duas
moléculas, hospedeira e convidada (Marconi ef af., 1995; Ashwin ef al., 1997; Balabai ef
al., 1998). Assim, através deste eixc imaginario a aproximagéc entre as duas moléculas
pbde ser mapeada encontrando-se a estrutura e o local de insercdo de menor energia

entre as duas moléculas. Esta posi¢do geométrica esta proxima do centro da cavidade da
ciclodextrina.

Descreveremos os resultados obtidos para estequimetria 1:1 e 1:2, como segue.

2.1.1) ESTEQUIOMETRIA 1:1

As interagGes levaram em consideracdo as diferentes possibilidades de interagac
de cada molécula anestésica com a cavidade da B-CD. Sendo que a entrada na cavidade
poderia ser feita pela borda ou pela coroa (Fig. 7 - materiais e métodos). Como o volume
da B-CD é de 262 A® (Fromming & Szejtli, 1994), pudemos esquematizar a interacdo dos
AL com o cone hidrofobico da B-CD. Descreveremos entdo, cada anestésico em separado.

Utilizando a geometria da molécula convidada como referéncia, um atomo pode ser
marcado na extremidade da molécula. Assim, as posicdes A e B sdo definidas como
aquelas onde o atomo de referéncia esta proximo da coroa e da borda, respectivamente.

Utilizando dados de cristalografia de raios-X foi possivel elaborar a gecmetria
molecular da B-ciclodextrina. A elaboracio da macromolécula foi feita tomando-se como

base uma unidade glicopiranosidica e conectando as outras, uma a uma até o fechamento
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2 Benzocaina

A BZC, um éster derivado do acido benzdico, possui volume molecular pequeno
comparativamente aos demais AL de uso clinico (Pinto ef &/, 2000). A BZC pode
interagir com seu anel aromatico (Ar) de 2 formas: pela corog (A) ou pela borda (B) da

B-CD. Na Fig. 11, podemos observar a modelagem da molécuia.

Fig. 11 Otimizagho da estrutura da
T e Benzocaina utilizando o software HYPER
CHEM,

Como demonstra a2 modelagem, a complexacéo do anel aromatico da BZC
dentro da cavidade hidrofébica da B-CD ¢ favorecida e a razdo molar BZC/3-CD
prevista para a formacio do complexo de inclusdo é de 1:1. Na Fig. 12, observa-se
uma complexagéc total da molécula de Benzocaina, com o anel aromatice localizado
dentro da cavidade hidrofdbica da B-CD. Isto se deve ao fato da profundidade da
cavidade ser de tamanho semelhante ao comprimento do anel aromatico.

A Tabela 6 mosira as Eafiniace Obtidas para a BZC.

Tabela 6 Resultados obtidos por céiculos com campos de forca MM+ e OPLS.
Valores de Eapnidade (Kcal. moi” )na estequiometria 1:1 BZC/B-CD.

MM+ OPLS

Ar-A 1725 -19,48

Ar-B 1977 -2088
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A associacdo que leva ao maior abaixamento de energia total (Easnidade) € @ DOsICE0
B (Ar-borda - Fig. 12) isto se deve a forte interacdo entre o atomo de nitrogénio —NHZ2 € as
hidroxilas localizadas na borda da ciciodexirina, pois o alinhamento B coloca este grupo

oroxime a face gue contém o maior numero de pontes de hidrogénio.

Fig. 12 Associacéo de menor energia observada para o complexo de inclusio
BZC/B-CO 11

» Bupivacaina

No caso da BVC é importante destacar trés caracteristicas ausentes na molécuia de
BZC e imporiantes para a complexacéo com a CD: i) os grupamentos metila em posicdo
orto no anel aromatico, i) a ciclizacdo da cadeia lateral originando o anel piperidinicce da
BVC e iiij o substituinte butila hidrofdbico, associado a0 ane piperidinico.

Portantc, a primeira pergunia proposta fol a de como seria a complexacéo das
diferentes regites da BVC com a ciclodexirina. Foram utilizadas duas abordagens
diferentes, direcionando o anel aromatico (Ar) e o grupo piperidinico (Pi), como faces da
molécula de BYC. Utilizamos a associagdo enfre 0 aromatico da molécula de Bupivacaina
com © anel piperidinico em axial (Ar-ax) ou eguatorial {Ar-aq), totalmente inseridas na

cavidade da §-CD pela coroa ou pela borda (Fig. 13), assim como ¢ anel piperidinico. Isto

nos levou as interacaoe, que podem ser vistas ne Tabela 7.
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Fig. 13 Otimizacao da estrutura da Bupivacaina utilizando o software HYPER CHEM. A)
Posicao equatorial do anel piperidinico; B) Posic&o axial do anel piperidinico.

Tabela 7 Resultados obtidos por céiculos com campos de forga MM+ e OPLS. Valores
de Eafinidade (Kcal.mo!™) na estequiometria 1:1 BVC/3-CD.

MM+ OPLS

Ar-ax - A -2354 .5352
Ar-ax -8 -2850 -5031
Ar-eg-A 2703 -3752
Areg—-B -2438 -4448
Pilrax - A -7491 237

Pi-ax-B -538% 1137
Pi-eg-A -7038 -17,84

Pi-eq-B -8893 -2249
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A associacdo gue demonstrou ¢ maior abaixamento de energia fotal, na razéo
moiar 1:1 para o anel aromético, foli o isdmero com o anel piperidinico em axial,
direcionado para a coroa da ciclodextrina (Ar-ax-A). A diferenca entre a posicdo corog e
borda ol peguena no OPLS, como observado por Salvatierra ef a/. (1998) para a inssrcdo
de Acido benzdbico na cavidade de [B-CD. Esta posicdo &€ coerente com a densidade
eletrénica em voita do anel piperidinico, demonstrando umsa forte interacéo, através de
pontes de hidrogénio, entre o nitrogénio do grupamento amina & as hidroxilas secundarias
da ciclodexirina. Este nitrogénio deve ficar prioritariaments direcionado para a borda (Fig.
14). Para a inser¢éo da face piperidinica, parte dietraimente oposta ac anel aromatico,
foram observadas energias relativamente maiores do que a insercdo do anel aromatico,
como pode ser observada na Tabeia 7.

Para a estequiomelria 1:1, portanto, a geomelria de menor energia & agusia do
isbmero axial em orientacBo A A insercBo do grupc piperidinico, nesie caso, forma o
composto de inclusdo mais estavel do que com o anel aromatice inserido na cavidade.
Este resultado @ uma indicagdo da forte interacdo do anel piperidinico com as ~COH da 8-

CD. A Fig. 14 apresenta a geomeilria de menor energia para ¢ campo de forga MM+,

Flg. 14 Associagdo de menor energia observada para o complexo de inclusdo
BvVC/3-CD 1:1.
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= Lidocaina
A Lidocaina possul uma geometria molecular formada por um anel aromético (Ar)
e um garfo formado peia ligago N-{CH,-CHs), (Garfo) (Fig. 15).

Fig. 18 Otimizacdo da
gsirutura  da  Lidocaing
BN utilizando o software
' HYPER CHEM.

Estas duas paries da molecula podem ser bem distintas e causar efeitos
hidrofobicos bastante semelhantes. Portanto, optamos por estudar estas duas possiveis
orientagbes, com relacdo a Lidocaina. Estas duas possibilidades, associadas as duas
posigbes para a insergac na cavidade da CD (borda ou coroa) estabeleceram 4
possiveis formas de interagdo. A Tabela 8 apresenta as energias de afinidade de fodas

as especies envolvidas na formagéo do composto de inclusdo LDC/B-CD 1:1.

Tabela 8 Resultados obtidos por célculos com campos de forca MM+ e OPLS.
Valores de Easnicade (Kcal.mol™) na estequiometria 1.1 LDC/B-CD.

M+ OPLS

Ar-A 1875 -37,14
Ar-B -1698 -26,38
Garfo-A -2540 -5795
Garfo-B -2407 -3455
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As duas posicbes relativas Ar e Garfo foram definidas anteriormente como ponio
de partida. As duas molécuias (hospedeiro e convidado) foram alinhadas de forma que a
energia minima local para aquela conformacgéo especifica fosse obtida. As duas posicdes
580 bastante semelhantes, porém, uma pequena diferenca para a interagdo do garfo com
a coroa da B-ciclodexirina foi observada. O composto de inclusgo de menor energia de

agfinidade & apresentado na Fig. 16.
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*ig. 16 Associacdo de menor energia observada para o complexo de inclusao
LDC/B-CD 1:1.

Foi possivel observar a proximidade entre a estrutura Garfo e as hidroxilas
primarias da B-CD, demonstrando uma forte interacdc enitre os atomos da molécula
hospedeira @ da molécula convidada. QOuira indicacdo da estabilidade do composio de
incluséo foi a inclinac@o de unidades glicopiranosidicas do sistema macromolecular,
induzida pela LDC. A posico relativa de menor energia nos sugere a possibilidade da
formacdo do complexc de incluso também em estequiometria 1:2 (Lino & Loh, 2000},
pois o anel aromatico estd fora da cavidade, na interagdo 1:1 de menor energia (Garfo-
borda). Portanto, outra ciclodexirina poderia se acomodar neste anel ¢ estabilizar ainda

mais a geometria molecular final.

Somente a BZC acomodou seu anel aromatico preferenciaimente na cavidade da
ciclodexirina, enquanto a BVC e LDC acomodaram seus substituintes alquila.

Comparando as energias relalivas para 2 estabilidade dos compostos de inclusdo

obtemos uma ordem de encapsulamento efetivo para a formacio dos compostos de
inclus&o entre s AL & 2 3-CD: BVC > LDC > BZC.
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2.1.2) ESTEQUIOMETRIA 1:2

Nesta etapa consideramcs para interaggo na razo molar 1:2 com a B-CD somente
a BVC e a LDC, por possuirem mais de um local para insercio dentro da cavidade.

Um detalhe que deve ser levado em consideracdo neste caso, é a energia entre as
duas moleculas de B-ciclodextrina. Um estudo sobre as energias envolvidas na interagao
entre dimeros de ciclodextrinas (Cervello ef a/, 2000) demonstrou que, se ndo houver
outra moiecula envolvida, duas moléculas de ciclodextrinas tem a tendéncia de formar um
complexo borda-borda. Nesse arranjo as hidroxilas secundérias talvez possam ficar mais
proximas entre si, estabilizando-se. Os resultados daquele grupo também comprovaram a
pequena barreira de energia entre estas posicdes relativas.

e Bupivacaina

iniciaimente fizemos o estudo da BVC complexada em B-CD na estequiometria 1:2
(AL/B-CD), pois os calculos tedricos demonstraram que duas moléculas de B-CD podem
acomodar uma moiecula de BVC, como veremos a seguir.

A partir da estrutura inicial do anel piperidinico:coroa (a de menor energia entre
todas as possiveis estequiometrias 1:1 ~ como visto na Tabela 7) adicionamos uma
segunda molécula de B-ciclodextrina.

Os resultados obtidos (Tabela 9) demonstraram uma tendéncia a formac3o de um
sistema em que a adi¢do da segunda ciclodextrina empurra o anel aromatico da BVC mais
para baixo. O anel piperidinico fica posicionado entre as duas ciclodexirinas e a
ramificagdo alquila tem seus quatro carbonos inclusos na cavidade, porém com a segunda

B-ciclodextrina direcionando sua borda para a coroa do primeirc sistema (Fig. 17).
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Tabela 8 Resuiltados obtidos por calculos com campos de forca MM+ e OPLS. Valores

de Eafnicace (Kcal.mol™) na estequiometria 1:2 BVC/R-CD.

MM+ OPLS

Pi-ax - bbh -2485 .56,23
Pi-ax - cb -21,30 -4458
Pi-ax - cc -18,03 -137,68
Pieq- bb -41,55 -105,80
Pi-eg - c¢cb -2421 -30,33
Pleg- cc -21,96 18,01

E importante observar que a estequiometria 1:2 resulta em interagbes com
Eafnidage Mais negativas do que no casc 1:1, indicando ser mais estavel (utilizando
campo de forga OPLS). Parece existir também um equilibric entre a atragdo devido as
interacGes ponte de hidrogénio e a hidrofobicidade para a inclusdo. Devido ao anel
piperidinico ter um atomo de nitrogénic esta ¢ a parte mais polar de todo sistema,
dedicandc-se assim as interagdes ponte de hidrogénio. Talvez, neste caso. as duas
coroas direcicnadas uma para outra criassem uma competicdo desnecessaria. A
diferenca entre coroa-borda e borda-coroa ndo é significativa, assim como discutido
anteriormente para Ar:coroa ou Ar:borda. A interacdo borda-borda é menos favoravel,
porem apresenta uma energia mais favoravel do que para coroa-coroa.

Este resuitado é importante porque foi possivel comprovar que, para o caso da
formagao do complexo de inclusao em estequiometria 1:2, o fator determinante para as
posicGes relativas entre as moléculas de ciclodextrinas envolvidas é 3 interagcdo entre
elas e a regido da molécula hospede que & utilizada na formagdo do compiexo de

inclusdo. Aléem disso, as interagbes intermoleculares podem ser relevantes para a

formagéo do complexo.
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Fig. 17 Associacdo de menor energia observada para o complexo de inciusfo
BVC/B-CD 1:2.

» Lidocaina

Para a LDC a estequiometria 1:2 foi estudada levando-se em consideracéo os
alinhamentos relativos as ciclodextrinas e a posicBo de menor energia 1.1 (Garfo-coros,
Tabela 8) como molécula convidada do segundo sistema hospedeiro. Assim, as irés
posicbes relativas enfre as ciclodextrinas s&o: borda-borda (bb), coroa-borda (cb) e coroa-
corca (cc). A Tabela 10 mostra as energias de afinidade para a formacéo do complexo de

inclusdoc em estequiometria 1:2 para LDC/3-CD.
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Tabela 10 Resultados obtidos por calculos com campos de forga MM+ e OPLS.
Valores de Eannigade (Kcal.mol™) na estequiometria 1:2 LDC/B-CD.

MM+ OPLS
bb 27,79 -10.25
chb 2573 424
o -2562 -70,48

Cbservando as Tabelas 9 e 10 & possivel observar um peguenc aumento na
energia de afinidade para a estequiomstria 1:2. Os alinhamentos menos estavels se
confundem com a energia do composio mais estavel 1:1, devendo ser considerado
compativel com aquele. Uma diferenca de apenas 2,3 Keal.mol' antre Eafnidace 02
posicdo de menor energia nas estequiometrias 1:1 e 1:2 claramente aponta para a
maior esiabilidade da estequiometria 1:1. A estrutura 1-1 possui energia compativel
com a 1:2 quando o Garfo estd orientado para a insergdo na cavidade, proximo das

hidroxilas primarias (CHz-OH). Na Fig. 18 podemos cbservar a estrutura de menor

energia da estequiometria 1:2 para o complexo de incluséo LDC/3-CD.
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Fig. 18 Associag&o de menor energia observada para o complexo de incluséo
LDC/B-CD 1.2,

O anestésico BZC forma complexos 1:1 com o anel aromatico inserido na cavidade
preferencialmente pela berda. A LDC e a BVC podem formar estequiometrias 1:1 ou 1:2
(dependente da concentragdo), sendo que os célculos indicam um abaixamento de

energia que pode favorecer a formacdo de complexos 1:2.

2.2) CINETICA DA FORMACAO DO COMPLEXO AL/B-CD

A cinélica de formacdc dos complexos estd diretamente relacionada 2
hidrofobicidade da molécula hospedeira a ser incorporada. Devido a grande
hidrofobicidade da molécula de BVC, a cinética de formacgéo do complexo BVC/E-CD &

bastante rapida, n&o observando-se um aumentoc gradual na absorbéncia apds a
solubilizacéo e agitagéo dos compostos (Tabela 11).
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Tabela 11 Tempo medio obssrvado para a formagéo dos complexos de incluséo em §-CD.

Complexo de inclusBo com B-CD Tempo {min)

BVC <10
BLC 40
LDC 150

Fara drogas com hidrofobicidade intermediaria como a BZC, observa-se o equilibrio
apos cerca de 40 minutos de agitag&o e no caso da LDC, um anestésico considerado mais
hidrofilicoe, o tempo necessario para atingir o equilibrio chega 2 2,5 h ou 150 min.

Ja foram observados tempos médios de aproximadamente 24 h para a formagéo de
complexcs com composios mais hidrofilicos que os AL, como € o caso das drogas para

tratamenio da tuberculose: Isoniazida, Pirazinamida e Etambutol (Lima, 2001).

2.3) CALcurLo pa CONSTANTE DE ASSOCIACAC DO COMPLEXC BZC/B-CD
UTILIZANDO ISOTERMAS DE SOLUBILIDADE

A habilidade da $-CD em aumentar a soiubilidade aquosa da BZC foi examinada.
Observou-se um aumento linear em fungdo da conceniragiio de ciclodextrina (Fig. 19)
correspondendo a uma isoterma de solubilidade definida por Higuchi & Connors (1965)

como do tipo AL Esta relagdo sugere a formagdo de complexo de inclusdo na razdo molar

1:1 e, neste caso, somente complexos sollveis foram formados.
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Fig. 19 Isoterma de solubilidade de BZC em presenca de concentragbes crescentes
de B-CD.

A constante de associagéo (Ka) foi calculada como descrito pela equacéo 6, como
549 M™, indicando a formacéo de um complexo estavel (Loukas ef al., 1998).

O aumento na solubilidade aquosa da BZC na presenca de B-CD nos mostra que
esta molecula e capaz de formar complexos de inciusdo. Devido a complexacéo ocorrer
na razdo molar 1.1, espera-se que a solubilidade em agua seja aumentada pela
complexagao até o limite da solubilidade da B-CD (ca. 16 mM, Szejtli, 1998). De fato os
resultados da Fig. 19 parecem provar esta hipétese, pois na presenca de 10 mM de B-CD,
a soiubilidade de BZC atinge valores de 13,4 mM, i.e., pelo menos 3 vezes maior do que a
da droga sozinha {Pinto ef al., 2000).

Dolio et al. (1996) determinaram para a BVC e a LDC neutras a constante de
associagdo. Segundo eles a BVC apresentou o maior Ka (112,0 M) enquanto a LDC
teve uma associagdo de apenas 25,8 M. Segundo ele, a asscciagdo da BVC pode ser
considerada como uma interacdo forte,
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2.4} DETERMINACAO DA ESTEQUIOMETRIA DO COMPLEXO BZC/B-CD PpoOR
FLUORESCENCIA

Neste experimento ulilizamos o tratamento de Job plot (Connors, 1987) para avaliar
a estequiometria de complexagéo do anestésico BZC com B-CD. Os outros AL ndo
puderam ser testados desta maneira, por ndo possuirem flucrescéncia intrinseca (de
FPaula & Schreier, 1995).

Para se determinar a esteguiometria de complexagéo pelo método de variacdo
continua, um parametro fisico diretamente relacionado com a concentrag@o do complexo
pode ser medido e graficado em fungdo de r (por exempio, o deslocamento guimico no
RMN ou a intensidade de fluorescéncia neste experimenio). O valor maximo para este
parametro irj ocorrerem r=m/m + n, onde m e n sd0 as proporgbes de BZC & 8-CD no
complexo, respectivamente (BZC,,:-CD,,). Isto quer dizer que, se a esteguiometria & 11
(m, n = 1) o valor maximo para o parametro examinado sera cbservado em r = 05 (sea
estequiometria & 1:2 o valor maximo seré observado em r = 0,33). A quantidade calculada
de variagdo do parametro fisico {(neste caso, a intensidade de fluorescéncia) é
proporcional a concentragdo de compiexo e podem ser graficadas contra r,

Foram obtidas varreduras de cada razdo molar testada como visto nas Fig.20- A ¢

B.
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Fig. 20 - B) Especlros de emissdo de fluorescéncia de BZC complexada em B-CD na
raz&o molar de 0,5 a 1,0. Os valores de r (raz&o molar BZC/B-CD) séo mostrados no

grafico.
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Ac analisarmos o gréficc acima observamos gue, com o aumenio da
concentracdo de BZC hé apenas uma pequena variagdo (3 nm) no comprimento de
emiss8o maximo dos espectros, deslocando-se para A maiores.

A intensidade de fluorescéncia (I/ly) aumenta e depois diminui. O seu maximeo &
atingido justamente na razdc molar 1:1 {r = 0,5), indicando ser esta a razdo molar ds
maior anisofropia da molécula do anestésico deniro da cavidade e por isso a
estequiometria preferencial deste complexo.

Ao graficarmos a variag@o da intensidade de fluorescéncia pela razdo molar de
complexagdo (r) observamos que © valor maximo tem um valor de r = 0,5 para o
complexc BZC/B-CD, evidenciande uma estequiometria de 1:1 (Fig. 21). O célculo de r

foi feito utilizando A = 352 nm.

2.2

2’0“. / \\
1,5 s \
. / \
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’ ]
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Fig. 21 Grafico de variagéo continua (Job plof) de BZC/B-CD. A inflexBo em r= 0,5
indica complexacéo na razdo molar BZC/A-CD = 1:1.
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2.5) CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA

Algumas evidéncias da ocorréncia de inclusdo podem ser obtidas pela analise
térmica de complexcs. Quando a molécula héspede se insere na cavidade de
ciclodextrinas, o seu ponio de fusfo ou sublimagdo geralmente se desloca para
temperaturas diferentes ou desaparecem dentro da faixa de temperatura onde a
ciclodextrina se decompde (Frémming & Szejtli, 1994).

Nesta etapa do projeto foram feitos testes utilizando as razdes molares 1:1 e 1:2
AL/B-CD. Com isto pudemos mais uma vez comparar qual seria a melhor razdo molar
de incorporacao dos AL dentro da cavidade.

Obtivemos termogramas por calorimetria diferencial de varredura (DSC) que nos
indicam a formagaoc de complexo de inclusio na razfo molar 1:1. Nos termogramas
abaixo (Figs. 22, 23 e 24) podemos ver as 4 amostras usadas no ensaio: 3-CD, AL,
complexo de inclusao AL/B-CD, e mistura fisica AL/B-CD. Os valores das temperaturas

de transigdo e de AH estdao mostrados na Tabela 2.
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Fig. 22 Termogramas de calorimetria diferencial de varredura das amostras: {A) B-CD,
(B) BZC, (C) complexo de inclusdo BZC/B-CD 1:1, (D) mistura fisica BZC/B-CD 1:1, (E)
compiexo de incluséo BZC/B-CD 1:2 e (F) mistura fisica BZC/B-CD 1:2.
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Fig. 23 Termogramas de calorimetria diferencial de varredura das amostras: (A)
complexo de inciusgo BVC/B-CD 1:1, (B) complexo de inclusdo BVC/B-CD 1:2, {C)
BYC, (D) B-CD, (E) mistura fisica BVC/B-CD 1:1 e (F) mistura fisica BVC/B-CD 1:2.
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Fig. 24 Termogramas de calorimetria diferencial de varredura das amostras: (A)
complexo de inclus@o LDC/B-CD 1:1, (B) mistura fisica LDC/B-CD 1:1, (C) complexo de
inclusgo LDC/B-CD 1:2, (D) mistura fisica LDC/B-CD 1:2, (E) B-CD e (F) LDC.
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O termograma dos AL puros mostram picos endotérmicos com temperaturas de
transi¢do maxima em 90,7 (BZC), 132,98 °C (BVC) e 81,5 para a (LDC) correspondentes
aos seus respectivos pontos de fusdo (Merck index, 1996). A transicdo cbservada na
amostra de B-CD também estéd de acordo com os dados j& observados na literatura
{Loftsson & Brewster, 1996). Em relagdo & mistura fisica dos compostos foi observado
um pico intermediaric ao das substancias puras demonstrando que ndo ha
complexacdo fotal neste caso. Podemos considerar a auséncia de interacdes entre
host-guest neste sistema.

Neste experimento, optamos por testar a incorporagéc nas estequiometrias 1:1 e
1:2 AL/B-CD, como discutido anteriormente, devido a possibilidade de interacéo da
molecula do anestésico com mais de uma molécula de 3-CD.

A LBC, a mais hidrofilica dos trés AL, ndo deve formar complexos 1:2 como pode
ser observado nos termogramas em que aparecem duas populagbes: Lidocaina
compiexada (114,4 °C) e CD livre restante (141,2 °C). Esses resuitados estdo de
acordo com os previstos na modelagem molecular (item 2.1).

A formacgédo de complexos de inclusdo é evidenciada pela perda da transigao
endotérmica antes observada nos compostos puros em ambas as razes molares para
a BZC, BVC e para a LDC (Figs. 22, 23 e 24). Porém nota-se que na raz&o molar 1:1
esta perda na transicdc € mais pronunciada do que na razdo 1:2, demonstrando ser
esta a melhor razéo de inclusdo das moléculas testadas.

O alargamento dos picos observado apds a complexagdo pode ser evidenciado
pela diminuigdo geral da entalpia da B-CD livre.



RESULTADOS EDscussOes - 67

Tabela 12 Temperatura de transicdo e AH observados por DSC.

Temperatura de transigéio (°C)  AH (J/g)
B-CD 1404 382,0
Complexo BZC/B-CD 1:1 Alargado entre 80,0 & 120,0 1740
Complexo BZC/B-CD 1:2 Alargado 131,3 34086
BZC 80,7 1454
Mistura Fisica BZC/B-CD 111 87,5e132,9 20.8¢ 1683
Mistura Fisica BZC/B-CD 1.2 84,9 & 1401 1052748
Complexo BYGC/E-CD 1:1 Alargado 107,5 Nd
Complexo BVC/3-CD 1:2 Alargado 1036 301,98
BVC 132,98 140,3
Mistura Fisica BVC/B-CD 1:1 135,2 269,2
Mistura Fisica BVC/B-CD 1:2 138,7 319,3
Complexo LDC/B-CD 1:1 Alargado 159,1 46,6
Complexc LDC/B-CD 1:2 1144 e 141,2 356,9
LDC 81,5 119.6
Mistura Fisica LDC/B-CD 1:1 74,2 22,5
Mistura Fisica LDC/B-CD 1:2 70,5 e 139,1 10,2 € 268,3
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2.6) MICROSCOPIA ELETRONICA DE VAR

Além das evidéncias de formacéo dos complexos de inclusdo por DSC, pudemos
observar a morfologia dos complexos formados utilizando a microscopia eletrénica de
varredura (MEV). Os diferentes aspectos dos cristais oblidos indicaram a formagéo de
complexos de inclusdo entre os AL e a 3-CD.

Nas folos obtidas (Figs. 25-28) ressaltamos as caracteristicas e diferengas entre
o aspecto e tamanho das substincias puras (AL e B-ciclodextrina) e os complexos.
Cristais tipicos dos AL e da 3-CD foram encontrados. Os cristais de (-ciclodextrina tém

dimensdes de dezenas de micra e superficie lisa € com contornos definidos (Fig. 25).

Fig. 25 Microscopia eletrénica de varredura de cristais de p-CD. Aumentc de 1500 x.

Os cristais de BZC (Fig. 26-A) s3o bastante distintos: tém tamanho maior,
chegando a centenas de micra, sdo cilindricos e tém uma superficie de aparéncia
rugosa (ndo lisa), coberta por estruturas repetitivas menores - de cerca de 10 micra -
formando uma rede estruturada que se espalha sobre toda a superficie do cristal.

Apos a formacgdo do complexo ha a perda do arranjo cristalino da BZC e da -
CD, obtendo-se uma estrutura amorfa, tanto na razdo molar AL:CD 1:1 (Fig. 26-B)
quanto na razdo 1:2 (Fig. 26-D). A microscopia do complexo mostra-se bastanie
diferente dos cristais de BZC e B-CD e tambem distinta daquela da mistura fisica
desses compostos solidos (Fig. 26-C e 26-E) que mantém caracteristicas dos cristais
de BZC e da B-ciclodexirina.
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Fig. 26 Microscopia eletrdnica de varredura A) BZC; B) complexo BZC/B-CD 1:1; C) mistura fisica
BZC/8-CD 1:1; D) complexe BZC/B-CD 1:2; E) mistura fisica BZC/3-CD 1:2. Aumento de 1500 x.
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Fig. 27 Microscopia elefrbnica de varredura A) BVC; B) complexo BVC/B-CD 1:1; C) mistura fisica
BVC/3-CD 1:1; D) complexo BVC/B-CD 1:2; E) mistura fisica BVC/B-CD 1:2. Aumenio de 1500 x.
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Fig. 28 Microscopia eletrbnica de varredura A} LDC; B) complexo LDC/R-CD 1:1; C) mistura fisica
LDC/3-CD 1:1; D) complexo LDC/B-CD 1:2; E) mistura fisica LDC/B-CD 1:2. Aumento de 1500 x.
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Resultados semelhantes foram obtidos com a BVC (Fig. 27}, comprovando a
formacdo do complexo de inclusdo BVC:B-CD. A Bupivacaina apresenta cristais
menores que os da BZC, com formato cilindrico & que ndo atingem 100 um (Fig. 27-A).
Os complexos tém aspecio iotaimente diferente (Fig. 27-B e DidodaBVCeda 3-Ch e
os cristais da mistura fisica guardam semelhan¢a com o das amostras puras (Fig. 27-C
e k).

Esta anadlise também se mostrou Gtil para avaliagdo da formacio de complexos
entre a LDC e a 3-CD (Fig. 28). Os cristais de LDC apresentam formato arredondado e
superficie lisa, em media com difmetros de 10 a 100 nm (Fig. 28-A). Mais uma vez ¢
aspecto do complexo obtido é distinto, caracierizando a interacfo enire LDC e B-CD.

Assim, para ambas as razfes molares esiudadas (1:1 e 1:2) um rearranjo
completo fol observado nos complexos AL: 3-CD (Fig. 26-28). Os cristais originais das
substancias puras desapareceram e estruturas amorfas com dimensfes bem menores
{ca. 1 micra) foram formadas, caracterizando os AL complexados em f-ciclodextrina.

Notar que o aspectc dos complexos € bastante semelhante, para os trés Al estudados.

Em relagdo a estequiometria dos complexos pudemos observar que para a BZC
a estequiometria 1:1 parece ser a mais provavel de ocorrer, como pudemos constatar
pelos testes de modelagem molecular utilizando mecanica molecular, pelo experimento
de construcgdo do Job plot utilizando fluorescéncia, pelo DSC e pela MEV (neste dltimo
caso, ndo foi possivel concluir gual a methor estequiometria apenas pela observagéo
dos cristais).

Para a BYC e a LDC também parece haver uma predominancia da
estequiometria 1:1 observadas pelas técnicas descritas acima {com exceg¢édo do Job
piot). Dependendo da concentragdo porem, a estequiometria 1.2 também pode ser

favorecida como se consiatou nos estudos tedricos de mecanica molecular.
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2.7) AVALIACAG DA INTERACAO ESPACIAL DO COMPLEXO DE INCLUSAC BZC/B-

CD rpoR RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE HIDROGENIO

2.7.1) 'H RMIN MONODIMENSIONAL

Uma avaliag8o qualitativa da complexacio de BZC em 3-CD foi feita através das
técnicas de Calorimetria e Microscopia Eletrénica de Varredura (itens 2.5 e 2.6 de
resultados e discussfes). Na tentativa de obter informagBes mais refinadas, ao nivel
molecular, da interag@o entre o AL e a B-CD realizamos ainda experimenios de 'H-
RMN. Os espectros monodimensionais obtidos podem ser vistos abaixo (Fig. 29), a
partir dos quais comegamos a colher informacdes sobre a conformacio da molécula

convidada dentro da cavidade da molécula hospedeira.
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Fig. 29 Espectro de 'H-RMN (500 MHz) de BZC em D0, B-CD em D20 e do complexo
BZC/B-CD, na razao molar 1:1. O pico da agua residual (HDO) foi ajustadc em 4,70
DpITL.
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O espectro de 'H-RMN da ciclodextrina é muito informativo. Seis picos sdo
identificaveis (Fig. 22) e os acoplamentos J indicam a conformacio em cadeira dos
anéis de glicose (Schneider ef al, 1998). Somente o pico do proton anomérico H1
aparece em freqiéncia maior que 4 ppm enguanio os demais {(HZ a HB) tem
ressonancia entre 3,5 ¢ 4,0 ppm, (Fig. 29), como mostram os dados da Tabela 13.

A estabilidade do anel ciclico da CD é mantida por interacbes do tipo pontes de
hidrogénio entre grupamentos OH do carbono 1 de um monémero de glicose e 0 OH do
carbono 2 da glicose seguinte, pois diminuem a movimentagéo do heptanel ciclico da B-
CD. As hidroxilas primarias do carbono 6 ndo fazem pontes de hidrogénio, mas devido
a sua rotagdo, ocluem a entrada da cavidade da CD (Schneider &t al., 1998). Com a
rotagdo livre das hidroxilas primarias ha redugéo do didmetro efetivo da cavidade no
lado onde elas ocorrem, enquanio o grupo das hidroxilas secundarias apresenta uma
cadeia relativamente rigida, sem rotagéio (Bekers ef al., 1991). Isso caracteriza o menor
didmetro da corpa em relagdo a borda da B-CD (ver Fig. 7 - item 4.1 de materiais e
métodos e Fig. 30).

Na compiexag&o com moléculas no seu interior, o efeito de blindagem do anel da
ciclodextrina sobre as moléculas hospedes € pequenc (de cerca de décimos de ppm},
pois a CD tem uma rede de ligacGes polares e polarizaveis que constituem tensores de
deslocamento quimico fracos (Schneider ef al., 1998).

Enquanto a superficie externa possui natureza hidrofilica, os pares de elétrons
livres dos oxigénios envolvidos em ligagSes glicosidicas sdo dirigidos para o interior da
cavidade, proporcionando uma elevada densidade eletrénica e, por conseqiiéncia, um
carater apolar no interior. Gragas a natureza hidrofébica da cavidade, moléculas de
tamanho, forma e hidrofobicidade adequada s&o capazes de interagir de forma néo
covalenie, para formar um complexc estavel, por inclusdo molecular (Tagushi, 19886).
Interagbes do tipo dipolo-multipolo (hospede-CD) seriam as principais forgas de
complexagdo € os protons H3 e H5 sdo sempre os mais afetados peia insercio de
moléculas com anéis aromaticos na cavidade (Schneider et af., 1998).

O especiro da BZC ¢ bastante simpies, com 4 picos referentes aos grupos CHa,
CHz e aos substituintes para (equivalentes) e orto (equivalentes) do anel benzdico,
respectivamente. Analisando as variagbes espectrais do anestésico local (Tabela 14),

vimos que a complexagdo induziu desblindagem do anel; as alteracéo no deslocamento
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quimico dos hidrogénios aromaticos e da porgao alquila da molécula, indicam interagdo
com a cavidade da 3-CD.

Os resultados de "H-RMN evidenciaram a formag&o do complexo de inclusdo
devido a mudangas no deslocamento quimico de ambos os compostos, BZC e da B-CD

(Fig. 29 e Tabelas 13 e 14). A variagéo diferencial desse deslocamento ird nos apontar
as regites das moléculas comprometidas com essa associacio,

-y 8

He

A
\_H, 2/ oH
'- d HS H5

i H3 H3
c Hfi——‘f[—‘

Fig. 30 Estrutura quimica e atribuigdo dos protons da BZC (esquerda) e $-CD (direita).

Tabela 13 'H RMN — Alribuicdo e desiocamentos quimicos dos prétons da 8-CD, antes
e apds a compiexacdo com BZC.

Atribuiggo B-CD (ppm) BZC/B-CD (ppm) AS (ppm)
H1 5,036 5,043 -0,007
H2 3,618 nd nd
H3 3,927 3,781 0,146
H4 3,564 nd nd
H5 3,817 3,754 0,063
H6 3,840 3,748 0,002

* Segundo Schneider et &/, 1888. Ver Figs. 28 e 30.
nd - ndo determinado devido a sobreposi¢éo dos picos.



KESULTADOS B DIScUssOEs - 78

Tabela 14 'H RMN — Atribuicio e deslocamentos quimicos dos profons da BZC, antes e
apos a complexagdo em B-CD.

Atribuicdo BZC (ppm) BZC/8-CD {(ppm) A8 {(ppm)
a CHs-et 1,313 1,128 0,185
b CHget 4,299 4,282 0,017
c  Ar35 6,789 6,866 -0,077
d A28 7,818 7,968 0,15

Segundo Schneider e col. (1998) os protons H3 e H5 - que estdo dentro da
cavidade da 3-CD - geralmente sic os que sofrem maiores alteracdes na incluso de
moléculas hdspedes, sendo que H3 é ainda mais sensivel que H5. De fato os dados da
Tabela 13 mostram que em nosso experimento H3 sofreu alteragdes mais significativas
gue HB e H5, indicando interagéo da BZC com essa porgdo da molécula de B-CD.

Os deslocamentos quimicos dos prétons da BZC e da B-CD estao de acordo com
os dados da literatura (Pinto, 1998; Schneider ef al, 1898). Apés a inclusdo
observamos uma variagéo significativa em todos os prétons do AL e da B-CD, com
excegao do proton H1 da B-CD, com uma peqguena variagdo. Abaixo podemos ver com
detalhes a regido dos picos dos protons aromaticos da BZC, antes e apbs a
complexa¢do (Fig. 31), e também a expansdc da regido espectral dos picos dos
protons da B-CD (Fig. 32).
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Fig. 31 '"H RMN - Detalhe espectral da regido de 6 a 8 ppm, mostrando os picos dos
protons aromaticos da BZC: em 0,0 (espectro inferior) e apds a complexagdo com B-
CD (superior).

Fig. 32 "H RMN ~ Detalhe espectral mostrando os prétons H2 a H6 da B-CD: em D20
(espectro inferior) @ apsds a complexacdo com BZC (espectro superior).
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Observamos pela Fig. 32 que apds a complexacédo, os prétons H3 e HS da B-CD
se desjocam para § menores, havendo uma sobreposicdo com o pice HBE. Isto estd de
acordo com o gue ja foi observado na literatura apds inclusdo de moléculas hdspedes —
como o p-icdofenciato - em ciclodexirina (Schneider ef &/, 1998). Além disso, ©
acoplamento J esta modificado, indicando gue alguns desses prétons estdo envelvidos

em outras interaches — com 08 prétons da BZC.

2.7.2) "H RMN BIDIMENSIONAL

Foram realizados experimentos de NOE bidimensional para o sistema BZC/B-CD,
utilizando a sequéncia ROESY (métodos — item 4.7) e tempo de “mixing” curtos, para
evitar g difusao de spins. No espectros da Fig. 33 os picos na diagonal correspondem
aos hidrogénios (AL e §-CD) cujas atribuigdes podem ser vistas na Fig. 30 e Tabselas
13 e 14. Os picos fora da diggonal indicam os NOEs determinados com tempo de

mixing de 60 ms.

F1 {ppmd

Fig. 33 'H RMN - Espectro bidimensional do Efeito Nuclear Overhauser (ROESY) de
BZC/3-CD. Tempo de mixing = 80 ms.
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Foram determinados cross-peaks entre os protons H5 e os aromaticos da BZC
e HB com a metila, assim como as distancias entre os hidrogénios, como resumido na
Tabela 15. Foram observadas ainda interagdes do tipo intramoleculares tanto para os

protons do anestésico quanto para os da CD.

Tabela 15 Cross-peaks encontrados na andlise do experimento de ROESY do

sisterna BZC/B-CD, com um tempo de mixing de 60 ms (espectrémetro de 500MHz).

Cross-peaks intermoleculares (BZC/B-CD) Distancia (3)
a-—-Hb 3,6
a~HE 2,6
¢ - H5 2,5
c—H6 2.5
d-HSE 2,5
d—Hé6 2,3

As interagbes intermoleculares ocorreram entre os protons aromaticos da BZC
e os picos H5 e H6, indicando a insercdc do anel aromatico na cavidade da
ciclodextrina. Os cross-peaks sidc intensos e concordam com os dados de
deslocamento quimico descritos anteriormente. As distancias intermoleculares foram
calculadas e os dados sugerem que a BZC interage com seu anel aromatico mais
proximo dos hidrogénios H5 da cavidade da B-CD e também com H8, i.e., proximo a
coroa.

Estes dados estdo de acordo com o esperado pelos calculos de mecanica
molecular (item 2.1.1) em que a estrutura de menor energia observada foi com o anel
inserido na cavidade da B-CD, deixandc o grupamento alquila mais préximo do H6 da
coroa da B-CD. Com os dados de ROESY, foi possivel realizar uma simulacéo de forma
a propor um modelo de inser¢do da BZC dentro da cavidade da B-CD, como pode ser
visto na Fig. 34. E interessante notar que, apesar de ndo terem sido fixadas distancias,

os resultados da simulacdo mostram bea concordancia com as distancias medidas pelo
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RMN bidimensional, principalmente para a interagdc dos aromaticos da BZC com H5

(2,66 e 243 4) . Este experimento demonstra ser interessante quando se quer elucidar

interagfes intermoleculares, especiaimente enire compiexos de inclusdo como o
estudado neste tfrabalho.

Fig. 34 Modelo de insergdo da BZC na cavidade da B-CD proposto por modelagem
molecular. As distancias entre os prétons aromaticos da BZC e H5 sdo mostradas.
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3) TESTES BIOLGOGICOS IV VITRO

3.1) HEMOLISE

Em nosso laboratdric temos trabalhade na determinacdo do efeilo litico de
moléculas anfifilicas como detergentes (Galembeck ef al,, 1998, Preté ef al, 2002),
fenctiazinicos (Malheiros ef a/., 1998) e anestésicos locais (Malheiros ef al., 2000). A razdo
molar anfifilico/lipidio da membrana revela importantes informaces sobre a natureza da
interag8c da droga com componentes da membrana, além de ser um ieste toxicolégico
bastante reconhecido (Pape ef al.,, 1987, Parnham & Wetzig, 1993).

Este experimento teve o iniuito de observar o perfil de toxicidade associado 2
solubilizagao da membrana eritrocitéria medida pela liberagdo da hemoglobina dos AL

incorporados em lipossomas ou complexados em ciclodextrinas.

3.1.1) ENsaT0 HEMOLITICO ISOTONICO

A) AL SOZINHOS

Anestesicos locais, assim come outros anfifilicos, s8o capazes de promover
hemdlise isotdnica de forma bifasica (Seeman, 1972, Malheiros ef af, 2000). Em baixas
razBes molares Alipidios da membrana, protegem a hemacia da lise e em altas
concentragdes solubilizam a mesma.

A BZC sozinha ndo apresentou efeito hemolitico até a concentragdo de 4 mM,
devido a sua baixa solubilidade aquosa. Somente com o uso de DMSO como solvente é

que foi possivel atingir concentragdes da droga gue provocassem a lise da célula, como
mostrado abaixo:
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E) COMPLEXOS AL/B-CD

Assim como as formulacBes lipossomais, a utilizacdo de ciclodextrinas como
carreadores teria um methor desempenho se o efeito hemolitico antes observado para os
AL sozinhos e 2 B-CD sozinha fosse revertido. Isto indicaria uma diminuicdo da foxicidade
potencial destas drogas ao serem metabolizadas. Por outro lado,a mudanca no perfi
hemolitico pode revelar informages importantes sobre a estabilidade do complexo
formado.

O complexc BZC/B-CD (1:1) ndo induziu hemdlise, nas mesmas condiches
realizadas com os outros complexos.

Ja a BVC/B-CD e a LDC/B-CD apresentaram acao hemolitica, como podemaos ver
abaixo (Figs. 40 e 41).

100 <
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Fig. 40 Curva de hemdlise induzida por BVC/ 8-CD (1:1) em PBS 5mM pH 7,4 em
eritréeitos. Ht = 0,15 %, tempo de incubag&c = 1h, Csat = 1,1 mM, Csol = 2,8 mM.
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Fig. 41 Curva de hemdlise induzida por LDC/ 8-CD (1:1) em PBS 5mM pH 7.4 em
eritrocitos. Ht = 0,15 %, tempo de incubacgéio = 1h, Csat=17 mM, Csol = 3,8 mM.

Os valores de Csat e Csol, isto &, da concentracao dos anestésicos para inicio (0%)
& hemolise completa (100%), respectivamente, dos 3 anestésicos j& estudados até agora

e tambem das formulagSes em lipossomas ou ciclodextrinas podem ser consultados na
Tabela 186.

Apos a compiexacgédo da BVC e da LDC observa-se lise em concentracSes proximas
as observadas para a 3-CD. Isto pode nos indicar que a hemdlise estd sendo causada
neste caso pela B-CD e estaria havendo uma protecdo das drogas a lise.

A BVC, que era litica somente em concentragBes maiores, passa a lisar nas
concentragdes tipicas da B-CD. J4 a LDC que nao apresentava efeito litico, passa a ser
litica também em concentragdes proximas as da p-CD livre. Ja o complexo BZC/B-CD
{1:1) ndo apresentou efeito litico nas concentractes testadas.
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3.1.2) ENsaro HEMOLITICO HIPOTONICO

Ensaios hemoliticos em condigdes de fragilidade da membrana eritrocitaria
mostram grande sensibilidade a agdo dos anfifilicos sobre a membrana e sio muito
interessantes para mostrar a particie na bicamada de mondmeros desses compostos, e
em concentracOes sub-liticas. Acreditamos que estes ensaios sejam muito interessantes
para comprovar a eficacia das formulages (lipossomais e em ciclodextrina) no sentido de
comparagio das velocidades de troca e efeito hemolitico.

A) AL SOZINHOS

A curva de protecdo & hemdlise induzida por BZC, utilizando DMSO como solvente,
pode ser visualizada abaixo. A BZC sozinha nio apreseniou efeito protetor pois, como
discutido anteriormente, sua baixa solubilidade impede que se atinjam concentragfes
suficientes para parlicdo na membrana (de Paula & Schreier, 1995, Pinto ef al., 2000).

Hemdlise Relativa

H i T T T T ¥
o 5 10 13 20 2%

[BZCImM

Fig. 42 Efeito protetor da BZC contra a hemdlise hiposmética de eritrécitos. Ht = 0,15%,
PBS 66 mM, pH 7,4. Tempo de incubagso = 30 min, Cprot = 13 mM.

O ensaio com BZC foi feito usando-se DMSO:H,0 até a razio de 8,5% (v:v) como
solvente. Pode-se observar uma concentracio de protecdo maxima {Cprot) em 13 mM,
correspondente a inflexdo da curva da Fig. 42. A Benzocaina, assim como oufros AL,
apresenta um comportamento bifasico em relaglo & hemolise (Pinto et al., 2000), isto &,
em baixas concentragbes protege o eritrdcito da lise, enquanto altas concentragbes na
membrana, promovem a solubilizacsio da mesma (Seeman, 1972; Malheiros of al., 2000).
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Acredita-se que a membrana seja capaz de abrigar uma quantidade limitada do anfifilico, a
partir da qual ocorre uma saturagdo da membrana e, a partir dai, solubilizacdo da mesma,
como visto no ensaio isotdnico. A concentracio de BZC para protegdo € menor (Cprot =
13 mM) do que a de lise, determinada nas mesmas condigbes experimentais (Csat = 16,8
mM, Csol = 22,4 mM) e reflete a sus particdo na membrana eritrocitaria.

A Fig. 43 mostra o efeito protetor da hemdlise hiposmética exercida pela BVC
sozinha. No ensaio hipoténico ha duas regides da curva a serem destacadas: I} a regido
de baixa concentra¢do de droga, quando a parligdo na membrana justifica a maior
resisténcia a lise (diminuindo a concentraggo de hemoglobina liberada em solugdo) e i) 2
regido de concentragbes maiores, quando ocorre ruptura da membrana e liberacdo do
conteldo celular, detectado pelo aumento da absorgéo em 412 nm. Embora n&o tenha
side possivel determinar o efeito hemolitico da BVC em pH 7.4, o valor de Cprot obtido
aqui, em meio hipotdnice (1mM) para a BVC estd em concordancia com 08 valores de
Csat e Csol, determinados em pH 7,1 Tabela 16).

Hembdlise Relativa
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Fig. 43 Efeito protetor da BVC contra a hemdiise hiposmdtica de eritrocitos. Ht = 0,15%,
PBS 66 mM, pH 7,1. Tempo de incubagdo = 30 min, Cprot = 1,0 mM.
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Nos ensaios de proteco & hemdlise, induzida peta LDC, a curva de protecso obtida
sem ajuste de pH pode ser vista na Fig. 44. Observar que as concentracles de LDC
usadas sdc muito altas e, mesmo assim, ndo sao suficientes para se observar a lise dos
eritrocitos, como também evidenciaram os ensaios em meio isotdnico. Fica evidente a
protecdo a hemdlise, até concentragbes de 200 mM. A LDC protonada € menos
hidrofobica e © pH mais 4cidc desfavorece 2 partigdo, justificandc as maiores
concentragbes de LDC encontradas. Nao foi possivel ajustar o pH de maneira eficiente,
sem alterar a fragilidade idnica/osmatica dos eritrécitos.

Esse experimento mostra que a LDC interage com a membrana, porém as
concentragbes para lise seriam superiores aquelas utilizadas, devido a baixa partigdo da
LDC nas membranas eritrocitarias, no pH mais 4cido do ensaio,
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Fig. 44 Efeito protetor da LDC contra a hemdlise hiposmotica de eritrocitos. Ht = 0,15%,
PBS 66 mM, pH 7,4. Tempo de incubacéic = 30 min, Cprot = 160,2 mM.

B) LIPOSSOMAS VAZIOS

A padronizacdo da técnica de protecdo a hemolise para lipossomas vazios n3o foi
satisfatoria. A mudanga na osmolaridade da solugdo de PBS influenciou de forma
insatisfatéria as suspensdes lipossomais, inviabilizando o teste. Portanto, utilizando esta
metodologia ndo foi possivel caracterizar as formulagBes lipossomais em relagdo a
protecio a hemdlise.
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C) AL/LIPOSSOMAS
Assim como no feste de hemdlise isotbnica, a formulagdo de BZC/Lip nao
apresentou protecdo 3 hemdlise.

A BVC/Lip e LDC/Lip porém mostraram protecdo a hemdlise apresentando também
valores de Cprot proximos ao dos AL nao encapsulados.
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Fig. 45 Efeito protetor de BVC/Lip contra 2 hemdlise hiposmética de eritrocitos. Ht =
0,15%, PBS 66 mM, pH 7.4. Tempo de incubagéo = 40 min, Cprot = 2,6 mM.
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Fig. 46 Efeito protetor de LDC/Lip contra a hemdlise hiposmética de eritrocitos. Ht =
0,15%, PBS 66 mM, pH 7,4. Tempo de incubag&o = 40 min, Cprot = 156,1 mM.
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ef al., 1997, Watala ef al, 1999) e estad relacionado a mobilizag8o de calcio intra e
extracelular, por diferentes mecanismos.

Ac complexarmos em B-CD ou encapsularmos os AL em lipossomas este padréo
de inibigdo se modificou. Houve aumenio da inibigdo apés a encapsulagdo dos AL em
ipossomas (Tabelas 18 e 19). Esta tendéncia ja havia sido descrita para a encapsulacdo
de indometacina (Pillai & Salim, 1999) e & uma caracteristica interessante da formulacao
lipossomal, visto que ela passa a ndo apresentar efeito pro-agregante. Neste caso, g
formulagao lipossomal aumenta de forma geral a biodisponibitidade do AL, mesmo em
formulagbes em que este efeifo ndo seria 80 esperado, como no caso da BVC.

Na complexagg@o com B-CD o padréo de inibigao da agregacao induzida por ADP
também foi alterado (Tabelas 18 e 19). A BZC n&o apresenta uma inibicdo significativa
apos inclusdo em B-CD, comparada a BZC sozinha na mesma concentracado (Fig. 50). No
caso da BVC, o mais hidrofébico dos AL testados, g inibigao foi ligeiramente malor quando
complexada em B-CD em relacdo a formulacéc lipossomal (Fig. 51) e também foi maior do
que 0 anestesico livre, indicando o aumento da solubilidade deste.

No caso da LDC, o mais hidrofilico dos 3 anestésicos testados, a inibicdo diminuiu
apods a complexacdo em 3-CD, comparando-se com a mesma concentragao do anestésico
sozinho (Fig. 52).
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Fig. 50 Inibiglo da agregacio induzida por ADP promovida por BZC, BZC/Lip e BZC/B-
CD.
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Fig. 51 Inibi8o da agregagéo induzida por ADP promovida por BVC, BVC/Lip e BYC/B-

CD.
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Fig. 52 Inibic&o da agregagao induzida por ADP promovida por LDC, L.DC/Lip e LDC/B-

CD.
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Tabela 18 Inibic8o da agregagso induzida por ADP — Efeito dos AL, em diferentes

concentracdes.
Concentracdo de AL % de Inibicdo
{uhi) BZC BVC LDC
10 0 0 18,8
50 14,1 8,0 15,1
100 23,3 32,1 33,8
200 31,5 55,3 28,3

Tabela 19 Inibig8o da agregacéo induzida por ADP ~ Efeito dos AL encapsulados em
lipossomas ou complexados em £-CD na razéo molar 1:1.

% de Inibig&o
BZC BVC LDC
Lip 10 uM 5,1 12,3 35,7
Lip 80 uM 19,7 22,9 31,8
Lip 100 uM 35,5 48,0 57,9
Lip 200 pM 46,0 72,2 47,8
B-CD 100 uM 22,0 52,8 13,2

Em todos os casos, a formulagio lipossomal permitiu maior efeito inibitério do
anestésico, comprovando: i) a liberagdo eficiente da molécula héspede para interagéo com
as membranas das plaguetas e i) aumento da concentracdo de anestésico disponivel para
efeito nas membranas plaquetarias, por solubilizagdo desses AL, cujas particbes sdo
consideradas n&o-ideais (de Paula & Schreier, 1995).

Esses ensaios serviram para caracterizar a complexagéo em B-CD e encapsulacio
em lipossomas, modificando a disponibilidade e efeitos biologicos dos AL nos sistemas de
liberag&o controlada. Isto ¢ importante, pois ja foi demonstrado que a LDC promoveria a
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fibrindlise e inibigdo da coagulaco sanguinea, com implicacGes na eficacia de aplicacio
epidural (Tobias ef al., 1997).

Mostra-se um perfil de inibicdo de agregacéic de BVC>BZC>LDC, o que pode
refletir a hidrofobicidade das moléculas e sua particiio nas células.

3.3) ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE UTILIZANDO CULTURA DE CELULAS

Utilizando-se a linhagem de células V79, pudemos fazer um scregning de toxicidade
das preparacbes lipossomais e em B-ciclodextrina contendo AL. Foram testadas as
amostras: lipossoma (lip), B-CD, AL, Al/lip e AL/B-CD.

Abaixo podemos ver o perfil de viabilidade celular ap6s tratamento com lipossomas
vazios e B-CD (Figs. 53 e 54).
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Nas concentragfes usadas, a solugdo de BZC promoveu efeilos de citotoxicidade
no ensaio do MTT observando-se uma concentracdo para 50 % de inibicdo (iCsp) = 1,8
mi.

O que se pbde observar neste experimento é que os lipossomas reverteram o efeito
toxico que a Benzocaina, sozinha, apresenta. Ao encapsular este anestésico em
vesiculas, obtivemos um aumento na viabilidade celular de células V79 para o parametro
testado (MTT), que avalia a atividade respiratéria das mitocondrias das céiulas.

Com base nestes resultados podemos concluir que, nas concentragbes usadas, a
formulaggo fipossomal de Benzocaina apresenta um efeito de citotoxicidade menor em
celulas V79 do que a formulagdo anestésica convencional {sem lipossomas). Porém,
usando um microscépio de contraste de luz, foram observadas mudancas na morfologia
das células tratadas, observadas como corpos apoptoticos, quando comparadas as
culturas controle.

Os complexos de BZC/B-CD (1:1) testados também apresentaram diminuicdo do
efeito citotdxico, porém em menor extensio.

Ja os anestésicos LDC e BVC, ndo apresentaram toxicidade as células V79 nas
condicGes de ensaio, como avaliado pelo teste do MTT.

Este trabalhoc inicialmente teve a colaboragéo da Dra. Patricia da Silva Melo e Dra.
Marcela Haun, do laborat6rio de cultura de células do Departamento de Bioguimica
IB/Unicamp.
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Os demais dados foram obtidos em colaboragdo com a Dra. Maria Edwiges

Hoffman, responsavel pelo laboratério de ensaios toxicoldgicos in vifro, também deste
departamento.

4) TESTES BIOLOGICOS IN VIVO

Testes iniciais com os anestésicos BZC, BVC e LDC foram conduzidos pelo aluno
de iniciagdo cientifica Rafael Vanini (Fapesp). Foi realizada a avaliago do blogqusio
sensorial pelo teste de retirada da cauda utilizando placa quente (hof plate). Observou-se,
para a BZC encapsulada em lipossomas, um aumento na intensidade de 1,6 vezes e na
durag8o da analgesia em até 70 minutos apods a injecdo, em relagdo as formulages:
comercial e complexada em B-CD.

Para a BVC a complexacBo em B-CD demonstrou ser melhor do que em
lipessomas. Houve uma duragdo da analgesia de 130 minutos e a poténcia aumentou até
1,8 vezes.

Ambas as formulagGes com LDC aumentaram a poténcia e duragéo da anaigesia.
A duragdo da formulagdo utilizando B-CD foi até 120 minuios e em lipossomas até 100
minutos, enquanto a comercial foi até 80 minutos. A poténcia da formulag8o encapsulada
em lipossomas aumentou 1,3 vezes, enquanto a complexada em B-CD aumentou até 1,7
vezes em relacdo a comercial.

Em outro trabalho, foram realizados festes com a BVC onde pudemos avaliar o
biogueio motor e atividade antinociceptiva da BVC lipossomal ou em B-ciclodextrina,
comparande com a BVC comercial. Para se observar o blogusio regional foi administrada
injecdo subcutdnea na pata de camundongos (blogueio do nervo ciatico) e avaliada a
diminuicao da fungéo motora, com o tempo. Ja a atividade antinociceptiva foi avaliada pelo
teste de pressa@o na pata utilizando anaigesimetro. O que se pdde concluir € que tanto a
formulag&o lipossomal, quanto em B-CD aumentaram a duragiio do bloqueio nervoso em
relagdo a comercial, porém s¢ em B-CD a BVC teve efeito antinociceptivo significativo.
Alem disso, ndo ha comprometimento do blogueio motor, 0 que é altamente desejavel.
Estes testes fizeram parte da dissertagdo de mestrado da aluna Daniele Ribeiro Aratijo
(CAPES) e ja foram submetidos para publicac&o.
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V) CONCLUSOES

Formulagbes lipossomais e em B-ciclodexirinas foram preparadas com sucesso. A
caracterizacdo fisico-quimica foi realizada para as formulages lipossomais por
espalhamento de luz quase-elastico e determinando-se a eficiéncia de encapsulacdo (ca
30 %). Observou-se que as vesiculas preparadas apresentavam homogeneidade e uma
eficiéncia de encapsulagdo compativel com a hidrofobicidade dos AL em pH 7,4,

A caracterizag8o fisico-quimica das formulagdes em B-CD também foram
realizadas, inicialmente por calculos tedricos utilizando mecanica maolecular, e também por
testes de fluorescéncia, calorimetria diferencial de varredura, microscopia eleirdnica de
varredura e ressondncia magnética nuclear. Por estas técnicas foi possivel prever a
estequiomelria mals provavel de complexagdo e também a localizacio da molécula
convidada dentro da cavidade da ciclodexirina. Um modelo de inser¢&o para o anestésico
BZC foi proposto, baseando-se em calculos tedricos e experimentais (ROESY).

Os calculos computacionais utilizando mecanica molecular nos indicaram que em
relacéo a estequiometria o anestésico BZC parece formar preferencialmente complexos
1:1 com o anel aroméatico inserido na cavidade pela borda da B-CD. Este modelo de
insergdo também pdde ser comprovade experimentalmente pelos experimentos de 2D
ROESY. Qutros experimentos, como a construcao do Job plot utilizando fluorescéncia, o
DSC e a MEV também parecem apontar para uma estequiometria preferencial 1:1, sendo
que a MEV n3o foi conclusiva em relacdo & estequiometria, apenas pela observagéoc dos
cristais.

Para a BVC e a LDC também parece haver uma predominancia da estequiometria
1:1 observadas pelas técnicas descritas acima (com excec¢éo do Job plot). Dependendo da
concentragao porém, a estequiometria 1:2 também pode ser favorecida como se constatou
nos estudos tedricos de mecanica molecular.

Em relacdo & cinética de complexacdo foi observado que para drogas com
hidrofobicidade intermediaria como a BZC, o equilibrio € atingido apés cerca de 40
minutos de agitagdo e no caso da LDC, um anestésico considerado mais hidrofilico, o
tempo necessario para atingir o equilibric chega a 2,5 h ou 150 min.
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Os testes /in vifro serviram como um screening para avaliar a foxicidade das
formulagbes em relagdo aos farmacos comerciais. Observou-se para ambas as
formulagdes (lipossomais e em $-CD) uma diminuigdc geral da toxicidade, demonstrando
ser esta uma vantagem das formulacdes de BZC, BVC e LDC.

Os testes de hemdlise, em condices iso e hiposméticas, revelaram varias
informagdes importantes: i) a interagc8o com membranas bioldgicas, sitio de acio dos AL,
nac ¢ impedida apos a encapsulacdo em lipossomas ou complexacg8c em B-ciclodextring ;
iy a inserg&o dos AL na bicamada lipidica ou interior hidrofébico da 8-CD modifica o efeito
hemolitico de cada anestésico, caracterizando a complexacdo; iii) o efeito hemolitico do
complexo reflete caracteristicas do veiculo (aumento do efeito hemolitico das formulagfes
em B-CD) e iv) o efeifo hemolitico do complexo reflete o aumento da concentracéio de AL
disponivel para interacdo com a membrana.

A Benzocaina, assim como oulros AL, apresenta um comportamento bifasico em
relag8o & hemolise (Pinto ef al., 2000), isto é, em baixas concentragdes protege o eritrécito
da lise, enquanto altas concentragdes na membrana, promovem a solubilizacdo da mesma
(Seeman, 1972; Malheiros ef al., 2000).

E interessante observar que a interacdo com lipossomas nio impede a interacdo do
AL com a membrana biologica, o que é desejavel para o sistema de liberacéo controlada.
Sendo assim, ha um aumento da seguranga das formulagdes. Em presencga de lipossoma
ocorre diminuicdo do efeito iitico e consequentemente diminuigdo da toxicidade,

Apos a complexagao da BVC e da LDC observa-se lise em concentragdes préximas
as observadas para a B-CD. Isto pode nos indicar que a hemolise estd sendo causada
neste caso pela -CD e estaria havendo uma protegao das drogas a lise. A BVC, que era
litica somente em concentragbes maiores, passa a lisar nas concentracfes tipicas da B-
CD. Ja a LDC que ndo apresentava efeifo litico, passa a ser litica também em
concentragbes proximas as da B-CD livre. Ja o complexo BZC/B-CD (1:1) ndo apresentou

efeito litico nas concentracges testadas.
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Nos testes de agregagio plaguetaria os AL inibiram & agregacéao induzida por ADP,

como ja relatado na literatura e as formulacGes lipossomais aumentaram esse gfeito de
inibigéo.

A formulagio de BZC encapsulada em lipossomas e complexada em B-ciclodextrina
diminuiu a toxicidade celular no teste do MTT, refletindo uma diminuicdo na toxicidade.

Testes in vivo, realizados em paralelo, através de outros dois projetos de pesquisa
desenvolvidos em nosso laboratdrio, indicam que as formulagbes aqui preparadas sdo
potencialmente promissoras para aumento do tempo de anestesia e diferenciagio do
bioqueio motor. De acordo com nossas hipéteses iniciais, cada anestésico beneficiou-se
mais de um dos veiculos estudados, de acordo com suas propriedades fisico-quimicas.
Fara a BZCe BVC a ciclodextrina demonstrou ser mais vantaiosa enguanto para a LDC a

encapsulagdo em lipossomas rendeu melhores resultados.
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VI) PERSPECTIVAS FUTURAS

Este trabalho teve como objetivos o preparo e caracterizacfo fisico-quimica de
formulages contendo anesiésicos locais que aumentassem sua poténcia e duragio, sem
o aumento proporcional da toxicidade.

Testes in vifro foram realizados como um screening inicial para a veiculacso dos
farmacos. Testes preliminares com animais de laboratério também ja foram realizados
com essas formulagfes, porém ainda precisam ser complementados.

Outros testes in vivo estdo em andamento em nosso Iaboratério {tese de doutorado
da aluna Daniele Ribeiro Araujo) cujo objetivo é o de chegar a testar algumas destas
formulagdes em humanos.

Além do mais, outros testes de caracterizaciio fisico-quimica e in vitro também
podem ser implementados, viabilizando o desenvolvimento dessa area de pesquisa dentro
do laboratério. Os testes de RMN mostraram ser uma poderosa ferramenta para a
caracterizag80 da complexacdo de moléculas anfifilicas em B-CD e pretendemos explorar
mais 0s recursos dessa técnica.
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