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Termogramas de DSC para o sistema de RVC com HPB-CD. (A) HPB-CD, (E)
RVC, (F) mistura fisica RVC/HPB-CD, (G) complexo so6lido RVC:HPB-CD (razéo
molar de 1:1 AL : HPB-CD).

Cinética de formacao dos complexos de BVC ou RVC com HPB-CD (1:1). Os
sistemas foram mantidos sob agitacdo durante 12 horas. Dados representados
como médiastSD (n=4).

Diagramas de solubilidade de fases para BVC e RVC com B-CD (A) e HPB-CD (B)
a 25°C, pH 7,4. Dados representados como médias+SD (n=3). Ensaios realizados
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Analise por MEV dos cristais de p-CD nativa (A) e liofilizada (B), HPB-CD nativa
(C) e liofilizada (D). Aumento de 1500x.
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Liberacdao cumulativa de BVC (A) e RVC (B) (%) a partir de sistemas contendo B-
CD e HPB-CD (1:1, razdo molar AL:CD), pH 7,4 e 25 °C. Dados representados
como médiastSD (n=4).

Liberacdo cumulativa de MVC* e RVC (%) a partir de sistemas contendo
lipossomas unilamelares, pH 7,4 e 25 °C. Dados representados como médiastSD
(n=4). *Dados obtidos de Araujo et al., 2004.

Efeitos citotdxicos da p-CD e HPB-CD (4, 8 e 16 mM), em células 3T3 (incubagao
por 2 h a 37 °C e 5% CO,, pH 7,4) avaliados pela redu¢éo do corante MTT. Dados
expressos em porcentagem de células vidveis em relacdo ao controle com MTT
(Médias £ SD, n=4 experimentos). **p < 0,01 (ANOVA).
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Efeitos citotéxicos da p-CD, HPB-CD, BVC, BVCppp-cpo € BVCy.cp 2 4mM (A), 8mM
(B) e 16 mM (C) em células 3T3 (incubacao por 2 h a 37 °2C e 5% CO,, pH 7,4)
avaliados pela redugao do corante MTT. Dados expressos em porcentagem de
células viaveis em relagdo ao controle com MTT (Médias + SD, n=4
experimentos). a BVCypp.cp ou BVCgcp € BVC; * p, 0,05, **p < 0,01 e *p <
0,001 (ANOVA).

Efeitos citotoxicos da B-CD, HPB-CD, RVC, RVCypp.co € RVCy.cp 2 4mM (A), 8mM
(B) e 16 mM (C) em células 3T3 (incubagao por 2 h a 37 °C e 5% CO,, pH 7,4)
avaliados pela reducdo do corante MTT. Dados expressos em porcentagem de
células viaveis em relacdo ao controle com MTT (Médias + SD, n=4
experimentos).

Efeitos citotoxicos MVC e MVCyy (17, 35 e 70 mM) (A); RVC e RVC_yy (4,8 e 16
mM) (B) em células 3T3 (incubagado por 2 h a 37 °C e 5% CO,) avaliados pela
reducao do corante MTT. Dados expressos em porcentagem de células viaveis
em relagdo ao controle com MTT (Médias £ SD, n= 3 experimentos). a MVC_yy e
MVC ou RVC v € RVC. **p < 0,01 (ANOVA).

Efeito hemolitico da B-CD e HPB-CD sobre eritrocitos humanos incubados a 37 °C
por 15 min. em solugao (Hematdcrito 0,15%, pH 7,4, n=6).

Efeito hemolitico da B-CD, HPB-CD, RVC, RVCg.cp (A) e RVCupsco (B) sobre
eritrocitos humanos incubados a 37 °C por 15 min. em solu¢do (Hematdcrito
0,15%, pH 7,4, n=4-6).

Efeito hemolitico da B-CD, BVC e BVCg.¢p sobre eritrécitos humanos incubados a
37 °C por 15 min. em solucao (Hematécrito 0,15%, pH 7,4, n=4-6).

Porcentagem de animais com analgesia x tempo no bloqueio do nervo infraorbital
induzido pelas formulagdes de RVC livre e lipossomal; 0,125 % (A), 0,25 % (B) e
0,5 % C) (n=7-8/grupo).

Porcentagem de animais com analgesia x tempo no bloqueio do nervo infraorbital
induzido pelas formulagdes de MVC livre, lipossomal e com vasoconstritor; 0,5 %
(A), 1 % (B) € 2 % (C) (n=7-8/grupo).

Curvas efeito x tempo no teste PWTP para os grupos tratados com os veiculos (-
CD e HPB-CD), BVC, BVCg.cp € BVChpp.co @ 0,125% (A) , 0,25% (B) e 0,5% (C).
Valores expressos em média + SD (n=8-10). a, BVC e $-CD / HPB-CD ; b, BVCs.
co € B-CD / HPB-CD; ¢, BVCypp.cp € B-CD / HPB-CD; d, BVCypy.co € BVC; e BVCg.
co € BVC; f BVChppco € BVCgcp. * p< 0,05, ** p < 0,01, ** p < 0,001 (ANOVA).
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Figura 41
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Curvas efeito x tempo no teste PWTP para os grupos tratados com os veiculos (-
CDe HPB-CD), RVC, RVCB-CD e RVCHPB—CD a 0,125% (A) , 0,25% (B) e 0,5% (C)
Valores expressos em média + SD (n=8-10). a, RVC e 3-CD / HPB-CD ; b, RVCg.
cp € B'CD / HPB'CD, C, RVCHPB-CD e B'CD / HPB'CD, d, RVCHPB—CD e RVC; e
RVCgscp € RVC; f RVCypp.co € RVCp.cp. * p< 0,05, ™ p < 0,01, ™™ p < 0,001
(ANOVA).

Curvas efeito x tempo no teste PWTP para os grupos tratados com o veiculo
(LUV), RVC e RVC_yy a 0,125% (A) , 0,25% (B) e 0,5% (C). Valores expressos
em média + SD (n=8-10). a, RVC e LUV ; b, RVC_yy € LUV; ¢, RVC_yy RVC. * p<
0,05, ** p < 0,01, ** p < 0,001 (ANOVA).

Curva efeito x tempo no teste PWTP para os grupos tratados com os veiculos (B-
CD e HPB-CD), BVC, BVCscp € BVCuppco @ 0,5% (100ug/20ul). Valores
expressos em média + SD (n=5). a BVC e B-CD / HPB-CD; b BVCg.cp € B-CD /
HPB-CD; ¢ BVCypp.co € B-CD / HPB-CD; d BVCypp.co € BVC; e BVCy.cp € BVC; f
BVCipp-co € BVCpcp. * p< 0,05, ** p < 0,01, ** p < 0,001 (ANOVA).

Fotomicrografias de cortes da medula espinhal (L5-L6) de ratos do grupo sem
injecdo, corados com hematoxilina e eosina. A- substancia cinzenta apresentando
corpos celulares de neurdnios e nucleos de células gliais (g). B- substancia
cinzenta com neurénios de aspecto normal: citoplasma basofilo de limites nitidos,
ndcleo com cromatina frouxa’homogénea e nucléolo evidente. Entre os corpos
celulares dos neurbnios observar nlcleos de células da glia (g) e vasos
sanguineos integros (v).(n=5). Objetiva de 40X.

Fotomicrografia de corte da medula espinhal (L5-L6) de ratos do grupo sem
injecdo, corado com hematoxilina e eosina. C- substéncia branca apresentando
inimeros axénios (a) e nucleos de células gliais (g). Observar a preservagao dos
componentes teciduais (n=5). Objetiva de 40X.

Fotomicrografias de cortes da medula espinhal de ratos tratados com o veiculo
HPB-CD (100ug/20uL). A- notar preservagdo normal dos componentes do tecido
nervoso apresentando neurdnios (n) com citoplasma basofilo e nucléolo evidente,
ndcleos de células gliais (g). B- subtancia branca, com numerosos axoénios (a) e
células da glia (g). (n=5). Objetivas de 40X.

Fotomicrografias de corte da medula espinhal de ratos tratados com BVC
(100ug/20uL). A- Substancia cinzenta apresentando corpos celulares de
neurdnios (n) e nucleos de células gliais (g) morfologicamente integros, além de
vasos sanguineos (v). B- Detalhe da substancia branca com numerosos nucleos
de células gliais (g). (n=5). Objetiva de 40X.
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Figura 47

Figura 47

Figura 48
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Fotomicrografias de cortes de medula espinhal de ratos tratados com o complexo
BVCupp.co (100ng/20ul). A,B- detalnes da substancia cinzenta mostrando
neurdnios com aspecto necrotico (N) (citoplasma escuro e nucléolo nao evidente)
em meio a vasos sangilineos (v) e nudcleos de células gliais (g).Observar
comparagao com neurdnio normal (n) em A e sinais de retragao celular (r) em B
(n=2). Objetiva de 40X.

Fotomicrografias de cortes da medula espinhal (L5-L6) de ratos do grupo tratados
com o complexo BVCypg.cp (100n1g/20ul), corados com hematoxilina e eosina. C-
substancia cinzenta mostrando corpos celulares de neurénios (n), nucleos de
células gliais (g) e vasos sanguineos (v). D- substancia branca com numerosas
fibras amielinicas (a), observar nicleos de células da glia (g). Notar a preservacao
morfofuncional dos componentes do tecido nervoso. (n=3). Objetiva de 40X.

Fotomicrografias de rim de ratos dos grupos: sem injecdo (A) e tratado com HPp-
CD (100ug/20uL) (B), corados com hematoxilina e eosina. A e B- cortex renal
mostrando glomérulos (G), tdbulos contorcidos proximais (tp) e tdbulos
contorcidos distais (td). Notar a preservacao morfofuncional dos componentes do
tecido renal: glomérulo com margens delimitadas pela capsula de Bowman (seta)
e presenca de inumeras células nos tubulos contorcidos distais. (n=5). Objetiva de
20X.

Fotomicrografias de rim de ratos dos grupos tratados com BVC (C) e com o
complexo BVCupp.cp (100pg/20uL) (D), corados com hematoxilina e eosina. C e
D- cortex renal mostrando prservagdo aspectos morfofuncionais normais de
glomérulos (G), tubulos contorcidos proximais (tp) e tubulos contorcidos distais
(td) (n=5). Objetiva de 20X.
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RESUMO

Dentre os farmacos usados para aliviar ou eliminar a dor, encontram-se 0s anestésicos locais
(AL). Esses compostos, capazes de bloquear a excitagdo-conducdo em nervos periféricos, tém
duracao de acao relativamente curta e toxicidade para os sistemas nervoso central e cardiovascular.
Com a finalidade de prolongar a duracao de acao e reduzir a toxicidade sistémica dos AL, pesquisas
com diferentes tipos de sistemas carreadores tém sido desenvolvidas. Essas novas formulagoes,
denominadas de liberagéo lenta, possibilitam a liberagdo controlada e evitam picos plasmaticos dos
AL, prolongando a analgesia e reduzindo sua toxicidade.

Neste trabalho objetivamos preparar, caracterizar (quanto a encapsula¢gdo ou complexagéo,
estabilidade e liberacdo da droga) e avaliar in vitro (toxicidade celular) e in vivo, a atividade
farmacolégica (laténcia, intensidade, duracdo de acido e toxicidade local) de novas formulacdes
anestésicas de liberagédo controlada, comparando-as com os farmacos disponiveis no mercado. Os AL
de escolha foram as amino-amidas ciclicas: Bupivacaina (BVC), Mepivacaina (MVC) e Ropivacaina
(RVC), bastante utilizadas em clinica médica e odontolégica. Os sistemas carreadores de drogas
adotados foram lipossomas unilamelares grandes (LUV de 400nm, compostos de fosfatidilcolina e
colesterol) e as ciclodextrinas: 3-CD ou hidroxipropil -CD (HPB-CD).

Ensaios de estabilidade fisica, por fluorescéncia, revelaram que os lipossomas mantém o
conteddo encapsulado e que a presenca do AL ndo interfere na permeabilidade dos mesmos,
analisada em fungéo do tempo e temperatura. O coeficiente de parti¢céo foi calculado e indicou o perfil
esperado pelas substituicdes, i.e., MVC<RVC<BVC (93,132 e 136, respectivamente). Testes de
estabilidade quimica n&o indicaram mudangas nos indices de peroxidagao lipidica em até 4 meses de
estocagem (a 4°C) apds encapsulagdo dos AL. Porém, anélises por espalhamento de luz mostraram
aumento no tamanho das vesiculas apos 30 dias de preparacéo, inviabilizando o uso das mesmas por
periodos maiores.

A complexagdo com CDs foi evidenciada através de calorimetria diferencial de varredura, que
detectou alteragcdes na temperatura de fusdo dos AL puros, bem como perda do pico endotérmico
referente a desidratagdo da cavidade da ciclodextrina, nos sistemas de BVC e RVC complexadas com
B-CD e HPB-CD. Imagens de microscopia eletrénica de varredura confirmaram que ha perda da
estrutura cristalina dos AL e CDs puros, apos a complexagédo. Experimentos de solubilidade de fases
revelaram aumento linear na solubilidade da BVC e RVC em funcéo da concentracdo de CDs, além de
permitir o calculo da constante de associacéo entre AL:3-CD (8,9 e 7,9 M'1) e AL:HPB-CD (14,7 € 10,0
M) para BVC e RVC, respectivamente.

Através de ensaios in vitro (didlise) observou-se diminuicao nas taxas de liberacdo de BVC e
RVC complexadas e de RVC encapsulada em lipossomas, em relagdo aos AL livres, indicando que a

interacdo com esses carreadores alterou a permeacao dos AL através de membranas. Os ensaios de
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toxicidade, em cultura de fibroblastos e em eritrécitos humanos, revelaram diminuicao na toxicidade
dos AL ap6s complexacao com CDs (BVC e RVC) ou encapsulagéo em lipossomas (MVC e RVC).

Nos ensaios in vivo observou-se que, apds o bloqueio do nervo infraorbital em ratos, as
formulagdes lipossomais (MVC,yy € RVC,yy) prolongaram a duragéo e aumentaram a intensidade da
analgesia em relacéo aos AL livres ou associados a vasoconstritores (no caso da MVC), sugerindo as
formulagbes de AL encapsulados em lipossomas como alternativa ao uso de vasoconstritores em
procedimentos cirlrgicos prolongados e manutencao da analgesia pds-operatéria, especialmente em
Odontologia.

Com relacdo a avaliacao do bloqueio motor, a injecdo dos AL livres, encapsulados ou
complexados alterou, de maneira dose-dependente, a fungdo motora dos animais apds bloqueios
caudal (injecado intratecal) e do nervo ciatico (infiltracdo) havendo a perda reversivel dos reflexos
motores em todos os animais testados. Nenhuma das formulagdes de AL testadas, tanto com B-CD,
HPB-CD ou LUV, prolongou ou intensificou a poténcia do bloqueio motor induzida por BVC e RVC. No
entanto, nos sistemas BVCups.co € RVCupp.cp Observou-se reducéo significante na laténcia ou tempo
para instalagdo do bloqueio, indicando um inicio de acdo mais rapido, sem modificar a duragédo do
bloqueio motor, o que é bastante desejavel.

Ja a avaliagcdo do bloqueio sensorial do nervo ciatico de camundongos, demonstrou que 0s
sistemas BVCppp.co, RVCrpp-co € RVCyuv € induziram aumento na intensidade e duragao da analgesia
em relagdo aos AL livres ou complexados com B-CD, tornando-os de grande interesse para uso no
periodo pds-operatério. A inje¢éo intratecal de BVCyppcp 0,5% também aumentou o limiar de
nocicepgao dos animais em relagéo a BVCg.cp e BVC livre, mostrando aumento na poténcia e duragdo
da analgesia. Esse resultado, em particular, nos permite sugerir que o aumento da poténcia
anestésica (ca 1,5 vezes), obtido com as formulagdes deve-se, além de ao aumento na concentragao
total de AL (em agua e associado ao carreador) disponibilizada pelas formulagbes, a menor ligagdo
dos anestésicos com proteinas do liquor e/ou sua menor captacao pela circulagdo; mantendo o AL por
mais tempo em contato com a membrana neuronal.

Em avaliagdo neurohistolégica encontramos sinais de neurotoxicidade em alguns dos animais
tratados com o complexo BVCypp.cp (a 0.5%de BVC) que ndo foram observados apos injegéo de HPp-
CD ou BVC, isoladamente. A potencializacao do efeito téxico da BVC pela complexagcao com HPB-CD
deve-se a maior disponibilidade do AL em contato com a membrana neuronal, sugerindo que o uso do
complexo em concentragdes menores (como 0,25%), reduziria o efeito neurotdxico sem modificar a
poténcia anestésica. Além disto, a analise nefrohistolégica ndo detectou quaisquer indicios de
alteragées morfofuncionais ap6s o tratamento dos animais com HPB-CD, BVC ou BVCyps.cp apds

administragao intratecal, confirmando a potencialidade do uso clinico desta formulagéo anestésica.
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ABSTRACT

Local anesthetics (LA) are among the different classes of pharmacological compounds used to
attenuate or to eliminate pain. These drugs, which are able to reversibly block the
excitation/transmission of the nerve impulse in axons have a relatively short action and a significant
toxicity to the Central Nervous and Cardiovascular systems. In order to prolong the time of action and
to reduce the systemic toxicity of LA, many investigations have been carried out with LA in drug-
delivery systems. These novel formulations, called long-acting local anesthetics, allow the controlled-
release - avoiding high plasmatic concentrations to be reached — in such a way that they prolong
analgesia as well as they reduce LA’s intrinsic toxicity.

Our aim was to prepare, to characterize (the encapsulation, stability and drug-release) and to
evaluate - both in vitro (cellular toxicity) and in vivo (latency, intensity and duration of anesthesia as
well as local toxicity) the pharmacological activity of new drug-delivery systems for LA, in comparison
to the commercially available anesthetics. We have chosen the cyclic amino-amide anesthetics
Bupivacaine (BVC), Mepivacaine (MVC) and Ropivacaine (RVC), since they are largely used in
medicine and dentistry. The drug-carrier systems used were large unilamellar liposomes (400 nm LUV,
composed by phosphathidylcholine and cholesterol) and cyclodextrins: 3-CD and hydroxypropyl (HPp-
CD).

Stability tests showed that liposomes were able to keep their content and that LA incorporation
did not change their permeability at different times and temperatures. Partition coefficients were
measured and indicated the profile expected from the substitution degree, i.e. MVC < RVC < BVC (P
values = 93, 132 and 136, respectively). Chemical stability was evaluated through oxidative tests and
no changes in the lipid oxidation levels were observed up to 4 months after preparation and storage at
4°C, with and without LA. Nevertheless, light-scattering measurements revealed an increase in the
vesicles size after 30 days, restraining the use of the liposome formulations for a longer time.

LA complexation with CDs was evidenced by Differential Scanning Calorimetry, which runs
detected changes in the fusion temperature of the pure LA, as well as loss of the characteristic
endothermic peak of dehydration of the cyclodextrin’s (B-CD and HPB-CD) cavity following
complexation with BVC and RVC. Electron microscopy images revealed that LA:CD complexation
leads to disappearance of the typical crystal structures of pure LA and CD, what was not noticed with
juxtaposition (or physical mixture) of the compounds. Kinetic studies showed that complexation
equilibrium is reached in a few hours, while phase-solubility tests detected an enhance in the water
solubility of BVC and RVC in the presence of increasing CD concentrations, also allowing calculation of
the association constants between LA:B-CD (8.9 and 7.9 M'') and LA:HPB-CD (14.7 and 10.0 M) for
BVC and RVC, respectively. In vitro dialysis equilibrium tests disclosed a decrease in the release of

BVC and RVC after complexation with HPB-CD or -CD as well as for liposomal RVC, when compared
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to free LA molecules, in a clear demonstration that the interaction with the carriers changed LA
permeation through the membranes.Toxicity tests in vitro, including fibroblast cells culture and human
erythrocyte hemolysis, have registered a decrease in the LA toxicity after complexation with both CDs
(BVC and RVC) or encapsulation in liposomes (MVC and RVC).

In vivo tests have shown, using the infraorbital nerve blockade test in rats, that liposomal
formulations (MVC,yy and RVC yy) prolonged the action and enhanced the intensity of the analgesia
effect of free LA, as well as of vasoconstrictor associated-LA preparations (for MVC), suggesting that
liposomal LA formulations could possible replace vasoconstrictors use in long-lasting surgical
procedures or at the post-operatory period, specially for dentistry purposes.

Motor blockade tests revealed that all the samples used: free, CD-complexed or liposome-
encapsulated LA changed in a dose-dependent manner the motor function of the animals after caudal
(intrathecal) or sciatic (infiltrative) injection, leading to the reversible loss of motor answer in all animals
studied. None of the LA formulations tested (with 3-CD, HPB-CD or LUV), were able to prolong or to
intensify the motor blockade induced by BVC and RVC. However, both BVCypg.co and RVCupp.co
systems significantly reduced the latency for the motor blockade, indicating a fast onset of action,
without changing the overall motor blockade, what is highly desirable for a LA.

Evaluation of the sensorial blockade in the sciatic nerve of mice demonstrated that BVCypp.co
and RVCypp.cp, as well as RVC,yy formulation increased the intensity and duration of the analgesia
effect, when compared to free or B-CD-complexed LA, revealing that those systems can be of great
interest at the post-operatory period. Intrathecal injection of 0.5% BVCpps.cp enhanced the animals’
nonciceptive limiar in relation to BVCg.cp and free BVC, revealing an increase in the analgesia potency
and duration of action. This result allowed us to suggest that the enhance in the nonciceptive effect (ca
1.5 times) observed with the new LA formulations can be attributed, not only to the increase in total LA
concentration available to the nerve fibers, but also to the lower protein-binding of the LA molecules, as
well as to their lower clearance; altogether, these mechanisms keep the LA for a longer time in contact
with the neuronal membrane.

Morphological analysis of nervous’ system cells disclosed neurotoxic signals in part of the
animals treated with 0.5% BVCppg.cp that were not observed if HPB-CD or BVC, alone, were used. The
rise in the BVC toxic effect observed after complexation with HPB-CD can be explained by the
enhanced availability of the LA molecules in contact with the neuronal membrane, what lead us to
suggest that employment of the complex, at lower BVC dosages (0.25% for instance) could reduce the
neurotoxic effect without changing the anesthetic potency. Besides, nephro-histological images did not
detect any sign of morpho-functional alterations after intrathecal treatment of the animals with HP3-CD,

BVC or BVCypp.cp substantiating the potentiality of the clinical use of that LA formulation.
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Desenvolvimento e avaliagdo farmacoldgica de formulagdes de liberagdo controlada com anestésicos locais amino-amidas
ciclicos: bupivacaina, mepivacaina e ropivacaina.

l. INTRODUCAO
1. ANESTESIA E ANALGESIA

O estudo da dor €, possivelmente, uma das maiores e mais importantes areas
da Medicina, onde a dor pode ter como causas desordens organicas ou até
psicolégicas (Carpenter & Dickenson, 2002). Considerando todos esses aspectos, a
Associacao Internacional para o Estudo da Dor, definiu esse fenbmeno como uma
experiéncia sensitiva e emocional desagradavel onde ha percepcéao de um estimulo
nocivo associado a uma lesao tecidual real ou potencial (Lemonica & Pereira, 1992).

Apesar de incomoda, a dor desempenha uma fungéo bioldgica essencial. E a
resposta do organismo a um trauma real ou potencial. Porém, em algumas situagdes,
o sofrimento doloroso perde sua funcdo bioldégica e comega a representar uma
consequéncia insuportavel as desordens refratarias aos tratamentos (Stevens, 1992).
Mesmo com 0s recentes avancos na pesquisa de novos agentes terapéuticos, a
capacidade de instituir outros métodos de tratamento com o objetivo de produzir

analgesia, isto &, aliviar ou eliminar a dor é um desafio atual.

Existem alguns métodos que induzem analgesia, sendo o tratamento
farmacolégico o mais utilizado. Substancias quimicas ao serem introduzidas no
organismo alteram mecanismos periféricos ou centrais de deteccéao e elaboragcao da
informacgédo dolorosa, reduzindo a reagcdo emocional a dor ou ainda interferindo no
estado de consciéncia necessario a percepcao dolorosa. Os medicamentos
responsaveis por esses efeitos sdo denominados analgésicos-antiinflamatérios
(como a aspirina), analgésicos opidides (morfina e derivados), anestésicos gerais e
locais (Sudo-Havashi & Bersani-Amado, 2001).

Os analgésicos/antiinflamatorios reduzem a dor por atuarem essencialmente
na diminuicao da hiperalgesia consequente a liberacao de interleucinas, interferons e
prostaglandinas. Esses farmacos s&o bastante Uteis no controle da dor de
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intensidade baixa ou moderada, associada a inflamagéao ou lesdo tecidual como na
artrite, bursite, cefaléias e dismenorréias. Ja os analgésicos opidides, sdo Uteis
contra dores viscerais intensas - colicas renais, infarto do miocardio, cancer - e agem
através da ligacdo a receptores especificos, em neurdnios aferentes e eferentes
primarios (Way et al., 1998; Sudo-Havashi & Bersani-Amado, 2001).

Os anestésicos gerais também tém propriedade analgésica, mas a esta sao
adicionadas a inconsciéncia, a amnésia e a perda da motricidade, mantendo-se
apenas as funcoes vitais como circulacdo sangiinea e respiracao. Ja os anestésicos
locais (AL), objetos desse estudo, evitam ou aliviam a dor por bloquearem
reversivelmente o processo de excitagcdo-conducao em nervos periféricos, podendo
abolir a motricidade e sensacbes como tato e temperatura, mas sem a perda de
consciéncia inerente aos anestésicos gerais (Collins, 1993; de Jong, 1994; Catteral &
Mackie, 1996).

Embora o tratamento da dor esteja baseado na utilizacdo desses farmacos
ditos “antigos”, no caso da dor causada por injuria nervosa direta estdo sendo
também empregados, mais recentemente, antidepressivos e anticonvulsivantes

farmacos nunca antes designados como analgésicos (Carpenter & Dickenson, 2002).

2. ANESTESICOS LOCAIS

Os anestésicos locais (AL), objetos desse estudo, sdo compostos quimicos
cuja atividade farmacoldgica primaria envolve o bloqueio reversivel da condugao
nervosa. Essa propriedade é uma consequéncia da inibicdo do processo de
excitacao-conducao em nervos periféricos, apds aplicacao local e em concentracoes
adequadas. Um AL exerce sua acao reversivel em qualquer tecido nervoso podendo
bloquear a passagem de impulsos tanto em fibras sensoriais quanto motoras
aliviando ou evitando a dor, o0 que contribui para a grande utilizacao desses farmacos
na pratica médica (Covino, 1986).



Desenvolvimento e avaliagdo farmacoldgica de formulagdes de liberagdo controlada com anestésicos locais amino-amidas
ciclicos: bupivacaina, mepivacaina e ropivacaina.

Os AL produzem seus efeitos por impedirem o rapido influxo de ions sédio
para o interior do axénio. Essa acado interrompe a formagcdo e deflagracédo do
potencial de acdo. Acredita-se que a diminuicao da permeabilidade da membrana
aos ions sédio ocorra por dois mecanismos: alteragbes gerais na fluidez da
membrana (levando a modificacbes conformacionais na proteina-canal de sédio
voltagem-dependente) e/ou pela interacdo especifica dos compostos AL com os
canais de sédio (Ragsdale et al., 1994, 1996; Ragsdale & Avoli, 1998; Li et al., 1999).
Por outro lado, a correlacao direta entre hidrofobicidade e poténcia anestésica indica
que a particao inespecifica de grande quantidade do AL na bicamada lipidica é
importante para facilitar o acesso da molécula ao(s) sitio(s) de ligagcdo no canal de
sédio voltagem-dependente (de Paula & Schreier, 1996).

O primeiro composto a ser utilizado como AL foi a cocaina, um alcal6ide
isolado das folhas de Erithroxylon coca, que teve sua acdo demonstrada por Kéller
em 1884, ao utiliza-la como anestésico oftalmico. Apesar de ter sido empregada na
clinica durante um longo tempo, a cocaina foi sendo substituida por outros
compostos devido aos seus efeitos toxicos como dependéncia fisica e psiquica
(Ruetsch et al., 2001), possibilitando o surgimento de varios outros compostos
sintéticos como: benzocaina, procaina, prilocaina, lidocaina, mepivacaina,
bupivacaina, ropivacaina, levobupivacaina entre outros (Strichartz, 1987; de Paula &
Schreier 1995;1996; Malamed, 2001).

2.1. BUPIVACAINA, MEPIVACAINA & ROPIVACAINA: TRES
ANALOGOS COM PROPRIEDADES DIFERENTES

Os compostos AL possuem, em geral, trés caracteristicas distintas em sua
estrutura: um grupo aromatico, uma cadeia intermediaria e um grupo amino ionizavel.
Os AL podem ser classificados de acordo com o tipo de ligagcdo entre o grupo
aromatico e a cadeia intermediaria. Os agentes que possuem uma ligacao éster
entre o grupo aromatico e a cadeia intermediaria sdo denominados amino-ésteres e
incluem compostos como a procaina e a tetracaina (Figura 1).
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Ja os AL com uma ligagdo amida entre a cadeia intermediaria e o grupamento
aromatico sdo conhecidos como amino-amidas. Como exemplo dessa familia tem-se
a lidocaina, mepivacaina, bupivacaina, ropivacaina, prilocaina, etidocaina, dibucaina,
etc. E interessante notar que o grupo amina, ionizavel em pH préximo ao fisiolégico,
pode fazer parte de um anel piperidinico, na subfamilia dos anestésicos amino-amida
ciclicos (Figura 1) (Strichartz, 1987).

A diferenga marcante entre ésteres e amidas esta relacionada a estabilidade
quimica. Os ésteres sado facilmente hidrolizados pela colinesterase plasmatica
enquanto as amidas sofrem degradacdo enzimatica hepatica, sendo muito mais
estaveis (Covino, 1986).

A presenca dos grupos amino e aromatico na molécula dos AL sdo essenciais
na definicdo de carateristicas intrinsecas desses farmacos como hidrofilicidade e
lipofilicidade.

O grupamento amino é a por¢ao ionizavel da molécula sendo influenciado pelo
pH do meio. Para a maioria dos AL os valores das constantes de dissociagdo, Ka,
estdo na faixa de pH entre 7,8 e 8,2 (Covino, 1986). A desprotonagédo deste grupo
amina, em pH acima do pKa, também aumenta a hidrofobicidade do AL uma vez que
a forma neutra (ou nédo carregada) tem maior coeficiente de particdo, P, em
membranas bioldgicas (Wildsmith et al., 1987; Gupta, 1991; de Paula & Schreier,
1996).

Em geral, o grupo aromatico € a unidade estrutural responsavel pelas
propriedades lipofilicas do anestésico pois facilita a particdo deste em membranas
neurais. Adicoes de atomos de carbono nos grupamentos aromatico e amina ou
aumento no comprimento da cadeia intermediaria também interferem na natureza
lipofilica do composto (Strichartz, 1987; Gupta, 1991; de Jong, 1994).
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Figura 1- Estrutura quimica de alguns AL do tipo amino-ésteres (procaina e tetracaina) e amino-

amida ciclicos (bupivacaina, mepivacaina e ropivacaina).

O perfil clinico dos agentes AL é determinado por trés caracteristicas
importantes: poténcia, velocidade de inicio de acdo e duracdo da atividade
anestésica. A propriedade dessa classe de farmacos que € intrinseca a atividade
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anestésica e relacionada a poténcia € a lipossolubilidade. Varios estudos mostram
que ha uma clara correlacédo entre o coeficiente de particdo do AL e a concentracao
minima necessaria para o bloqueio da conducao nervosa (Covino, 1986; de Jong,
1994). Porém é preciso salientar que a solubilidade em agua é essencial para o
transporte do farmaco até as fibras nervosas, enquanto a solubilidade lipidica é
necessaria para a penetracdo na membrana sendo a existéncia de um balango entre
essas duas propriedades (carater anfifilico) um fator essencial para a atividade dos
AL (Gupta, 1991; de Paula & Schreier, 1995,1996).

A velocidade de inicio de acao é relacionada primariamente a constante de
ionizagdo do farmaco (pKa). Como citado anteriormente, a forma desprotonada ou
neutra (base) do AL é a responsavel pela difusao através da membrana e a forma
ionizada (cation) pela difusdo em meio aquoso. E o nimero de moléculas na forma
ionizada que determina a velocidade de acao do agente anestésico, indicando que a
solubilidade em agua (maior para a forma ionizada que para a forma neutra) pode
ser um fator limitante para o efeito anestésico (de Paula & Schreier, 1995; 1996;
Pinto et al., 2000). A percentagem do farmaco na forma basica, quando injetado em
um tecido (pH 7,4) € inversamente proporcional ao pKa do mesmo (Covino, 1986;
Collins, 1993; Bianconi, 1998) sendo que os AL amino-amidas tém pKa ligeiramente
menor (7-8) que os amino-ésteres (8-9) (Gupta, 1991).

A bupivacaina (BVC) é o AL, pertencente a classe das amino-amidas, mais
utiizado em procedimentos cirurgicos, principalmente para bloqueios regionais
prolongados. Este agente foi o primeiro AL que combinou propriedades como inicio
de agdo moderada, longa duracéo, bloqueio da condugéo e separagao significante
entre bloqueio sensorial e motor. A BVC é aproximadamente trés a quatro vezes
mais potente que a mepivacaina (MVC) e sua duracdo de acao pelo menos duas a
trés vezes maior (Covino, 1986; Collins, 1993; Malamed, 2001). No entanto, a MVC
induz um rapido inicio de anestesia, mas com duracao de acao moderada; sendo util
em procedimentos cirargicos de curta duracdo, especialmente em Odontologia
(Malamed, 2001).
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Os efeitos adversos (toxicidade para os sistemas nervoso central e
cardiovascular) associados ao uso de BVC levaram a pesquisa por um novo
anestésico local com perfil de bloqueio semelhante, mas com cardiotoxicidade
relativamente menor. Nesse contexto surgiu a ropivacaina (RVC), um AL
quimicamente relacionado a BVC e a MVC (Figura 1) cuja sintese estereoseletiva
produziu o enantidmero na forma S(-) (diferentemente dos outros anestésicos, que
sdo misturas racémicas). Apesar de mudancas na estrutura tridimensional indicarem
diferencas na atividade, sabe-se que a RVC e a BVC possuem poténcia e duracao
de acdo equivalentes (McClure, 1996). Além disso, estudos apontam a RVC como
uma alternativa ao uso de BVC por induzir menor toxicidade sistémica e promover
um maior grau de dissociagdo entre o bloqueio motor e sensorial sendo util na
administracéao epidural, infiliracéo e alivio da dor pds-operatoéria (Markham & Faulds,
1996; Cederholm, 1997; Knudsen et al.,1997; Emanuelsson et al., 1997; O’Keeffe &
Healy, 1999; Bennett et al., 2000; Whiteside & Wildsmith, 2001).

A eficacia clinica da RVC e BVC tem sido comparada sob as mais diversas
formas de anestesia regional, tanto em animais de laboratério quanto em humanos,
mostrando que os dois anestésicos possuem inicio de acao, poténcia e duragao de
efeito muito similares (McCrae et al., 1992; Knudsen et al., 1997; Malinovsky et al.,
2000; Whiteside & Wildsmith, 2001). Com relacao a toxicidade, estudos indicam que
a RVC apresenta menor capacidade arritmogénica que a BVC (potencial cardiotéxico
2:1, RVC:BVC). Comparando-se os efeitos neuro e cardiotdxicos, as convulsdes
induzidas por RVC tendem a se manifestar mais lentamente que aquelas por BVC e
sao anteriores as arritmias cardiovasculares; fato este ndo observado apdés o
tratamento com BVC, onde a toxicidade cardivascular manifesta-se antes de
qualquer sinal de neurotoxicidade (Dony et al., 2000; Ohmura et al., 2001; Heavner,
2002).

Como observado na Tabela 1, as propriedades fisico-quimicas desses trés
analogos sao relativamente diferentes. A presenca do radical butil na estrutura
quimica da BVC confere-lhe um alto coeficiente de particdo em lipidios e maior
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capacidade de ligagcédo as proteinas plasmaticas quando comparada a MVC e a RVC
(de Jong, 1994).

Com relacao a farmacocinética, esses AL distribuem-se da corrente sangtinea

para os 6rgaos mais perfundidos como cérebro, coragao, rins e figado, neste ultimo,

sofrem acdo de enzimas microssomais do sistema P450 (reacdes de hidroxilacao)
sendo o 2-6-pipecolilxilidida (PPX), o principal produto de biotranformagéo. Os rins

constituem a principal via de eliminagdo e somente cerca de 1 a 2% desses farmacos
sao excretadas na forma inalterada (Strichartz, 1987; O’Keefe & Healy, 1999).

Tabela 1- Pardmetros fisico-quimicos e farmacoldgicos de AL da série amino-amida ciclicos
(adaptado de: de Jong, 1994 e Sociedade de Anestesiologia do Chile http.//www.socanestesia.cl/).

Coeficiente de Particao * Tempo de

Anestésico PM” PKa | poténcia | T2 | ha | Ab | Ac | Ad | Ae | anestesia
Local (h)
Bupivacaina 324,88 8,2 16 3,5 | 130 10 [ 314 | - 0,92 4-6
Mepivacaina | 282,80 7,7 2 1,9 | 21 - 17 1 0,69 1-3
Ropivacaina 310,88 8,1 10 1,9 - 3 - 2 0,73 2-4

*Determinado entre as fases: Aa = 6leo/H20; Ab = n heptano/H,0; Ac = alcool oleico/H20; Ad = octanol/H20; Ae =

células sanguineas/plasma
** AL na forma de cloridrato
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3. ANESTESICOS LOCAIS NA TERAPIA DA DOR: COMO
AUMENTAR A DURACAO DE ACAO E REDUZIR A TOXICIDADE
SISTEMICA?

Os avangos nas pesquisas basica e clinica tém expandido as opc¢cdes na
farmacoterapia da dor. Para pacientes com cancer e dor neuropatica, por exemplo, a
farmacoterapia € a principal, sendo a Unica saida para manté-la sob controle.
Atualmente, em relacdo a dor neuropatica, tém sido utilizados muitos farmacos como

anticonvulsivantes, agonistas GABAérgicos, neurolépticos e AL (Portenoy, 2000).

A combinacdo de AL e analgésicos opidides (bupivacaina-morfina) também
tem sido sugerida para o tratamento da dor em pacientes que ndo respondem ao
tratamento com opidides, pois a liberacéo intratecal dessa combinacao resulta em
um ritmo mais lento no aparecimento da tolerancia aos opibdides. No entanto,
pesquisas ainda sdo necessdrias para a determinacdo de concentragdes efetivas e
dos limites de toxicidade (Akerman et al., 1988; Ossipov et al., 1988; Bennett et al.,
2000).

Uma outra combinagdo ainda bastante utilizada, especialmente em
Odontologia, é a associagcdo de AL com vasoconstritores. Os vasoconstritores
reduzem o fluxo sangulineo (perfusdo) para o local da injecéo; retardam a absorcao
(o que resulta em niveis plasmaticos menores e redugcdo do risco de toxicidade);
aumentam a permanéncia do farmaco na regido do nervo blogueado (aumentando a
duracao de acgao), além de reduzir o sangramento no local da administracdo, sendo
muito Uteis quando se prevé hemorragia (Sisk, 1992; Malamed; 2001). Embora
causem grandes beneficios, a utilizacdo de vasoconstritores € contra-indicada em
algumas situacées como: doencas cardiovasculares (angina instavel, infarto do
miocardio recente, arritmias refratarias, hipertensdo severa), hipertireoidismo e
diabetes ndo controlados, além de pacientes usuarios de antidepressivos triciclicos,
inibidores da monoamina oxidase, fenotiazinicos e B-bloqueadores (Pérusse et al.,
1992a,b; Goulet et al., 1992).
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A dor também pode ser controlada pelo uso de AL para o bloqueio de nervos
periféricos especificos, embora esses farmacos apresentem limitacbes dada sua
duracdo de acao relativamente curta (2 a 4 horas). Entre os AL, a lidocaina,
bupivacaina e, mais recentemente, ropivacaina e levobupivacaina tém sido os
compostos de escolha na terapia da dor aguda e crbnica. As caracteristicas
desejaveis em um anestésico local sdo: a longa duracdo de acao, baixa toxicidade
local e/ou sistémica e grande seletividade para o bloqueio sensorial (maior que para
o bloqueio motor) (Covino, 1986; Kuzma et al., 1997).

Com a alteragdo de algumas propriedades fisicas e quimicas da molécula do
AL, alguns desses objetivos tém sido atingidos, mas uma alternativa que atualmente
vem promovendo os efeitos desejaveis é a liberagdo controlada, pela encapsulagao
desses farmacos em lipossomas e/ou outros veiculos (Kuzma et al., 1997; Grant &
Bansinath, 2001; Grant, 2002). Pacientes submetidos a cirurgias (no alivio da dor
pds-operatoria) e com dor crénica (que necessitam de administracées repetidas de
AL, seja para bloqueio de nervos periféricos, centrais ou autonémicos) seriam 0s
principais beneficiados pelo desenvolvimento dessas formulagdes, denominadas de
longa duracdo ou de liberacdo controlada, que possibilitariam um aumento na
duracao da anestesia, diminuindo a freqiiéncia de administracées diarias e reduzindo
a toxicidade sistémica (Araujo et al., 2003).

4. FORMULACOES ANESTESICAS LOCAIS DE LIBERACAO
CONTROLADA
4.1. LIPOSSOMAS

O interesse na aplicacdo de lipossomas nas mais diversas areas do
conhecimento tem crescido cada vez mais. Em Fisica e Fisico-Quimica, lipossomas
representam um sistema para estudar as interagdes entre moléculas anfifilicas; para
a Biofisica e a Bioquimica, sdo modelos de membranas no qual podem ser inseridas

proteinas para o estudo de sistemas reconstituidos e enfim, para a Farmacologia e a
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Tecnologia Farmacéutica, lipossomas sao potenciais carreadores de farmacos
(Paternostre et al., 1996).

Os lipossomas foram descobertos por Bangham, em 1963, ao demonstrar que
fosfolipidios sob agitagdo em meio aquoso, formavam vesiculas. Lipossomas
consistem de esferas microscopicas com uma ou mais bicamadas lipidicas onde as
caudas hidrofébicas dos lipidios estdo voltadas para o interior da bicamada e as
cabecas polares para o exterior da mesma, em contato com a fase aquosa
(Lichtenberg & Barenholz, 1988; Ranade, 1989).

A natureza da interacédo entre os lipidios, a composicao dos lipossomas € o
método de preparagdo determinam o padrdo, tamanho e o numero de bicamadas
formadas podendo ser classificados, de forma independente, de acordo com o
padréo estrutural ou com o método de preparacao, como observado na Tabela 2.

Tabela 2- Classificagdo de lipossomas de acordo com os pardmetros estruturais ou métodos de
preparacdo (adaptado de: Lichtenberg & Barenholz, 1988; Grant, 2002; Santos & Castanho, 2002).

PARAMETROS ESTRUTURAIS METODOS DE PREPARACAO
Vesiculas Multilamelares (>1pm) - MLV Evaporacéo de fase reversa
Vesiculas Oligolamelares (0,1-1um) - OLV Extruséo

Vesiculas Unilamelares (todos os tamanhos) - UV Congelamento e Descongelamento

Vesiculas Unilamelares Pequenas (20-100nm) - SUV ~ Fusao ou Sonicacgao

Vesiculas Unilamelares Grandes (>100nm) - LUV
Desidratacao-Reidratacao, extrusao
Vesiculas Unilamelares Gigantes (>1um) - GUV

A encapsulacdo de farmacos em vesiculas multi (MLV, Figura 2A) ou
unilamelares grandes, (LUV, Figura 2B) ou pequenas (SUV), afetam diretamente a
absorcao, distribuicdo, metabolismo, eliminacdo e perfil de toxicidade dos mesmos
(Lichtenberg & Barenholz, 1988; Grant, 2002).
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O tamanho do lipossoma influencia, especialmente, em sua biodistribuicao,
pois apds administracdo subcutdnea, lipossomas menores que 120 nm (SUV)
atravessam rapidamente os capilares enquanto que lipossomas maiores (como as

LUV) tendem a permanecer no sitio de injegao (Grant & Bansinath, 2001).

Ja a encapsulacdo de farmacos € orientada pela hidro ou lipofilicidade dos
mesmos; ja que farmacos hidrofilicos tém tendéncia a permanecer no (s)
compartimento (s) aquoso (s) e farmacos hidrofébicos na bicamada lipidica (Figura
2A) (Sharata & Katz, 1996).

I"cahega“ hidrofilica
# Moléculas hidrossoliveis
"cauda™ hidrufﬁhica[

I Moléculas lipossoliveis

Y Moléculas anfipaticas

A B

Figura 2- Representacado esquematica de lipossomas: multilamelar (A) e unilamelar (B) (Araujo et al.,
2003).

A similaridade dos mondémeros constituintes dos lipossomas (fosfatidilcolina e
colesterol, em geral) com o das membranas biologicas elimina o risco de
antigenicidade ou lesdes histologicas apds a administracdo desses veiculos
(Malinovsky et al., 1997a).
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A funcéo dos lipossomas como veiculos € liberar determinadas concentragées
de farmacos em alvos teciduais através de mecanismos especificos (Figura 3)
evitando a toxicidade sistémica, ja que somente uma fragdo do farmaco esta
disponivel para o local de acdo (Grant & Banssinath, 2001). Lipossomas tém sido
extensivamente utilizados em imunoensaios (Rongen et al, 1997; Zanin, 2001),
como sistemas de liberacédo controlada de opidides (Bethune et al., 2001; Nishiyama
et al., 2000), antiinflamatérios (Paavola et al., 2000) e também para melhorar as

propriedades terapéuticas de AL.

Lipossoma

a Droga @ b

Lisossoma

f EndDSSDTi/'_-
TR

Figura 3- Representacdo esquematica dos mecanismos de interacdo celular e liberacdo de farmacos
carreadas por lipossomas. a- interacdo ndo-especifica, b- adsorcdo a superficie celular, c- fusdo com
a membrana celular, d- pinocitose do farmaco, e- endocitose especifica, f- formacdo de endossoma,
g- incorporagcdo em lisossoma, h- liberacdo do farmaco no citoplasma (Adaptado de Torchilin, 2005).

O uso de AL encapsulados em lipossomas tem como vantagens a liberacao
lenta do farmaco, prolongando a duracédo da anestesia e reduzindo a toxicidade para
os sistemas cardiovascular e nervoso central (Gesztes & Mezei, 1988; Langerman et
al., 1992; Boogaerts et al., 1993a,b; Mowat et al.,1996).

Trabalhos realizados com animais de laboratério (Boogaerts et al.,1993a,b;
1995; Yu et al., 1998;2002; Malinovsky et al., 1997a,b; 1999) e em humanos
(Boogaerts et al., 1994; Lafont et al., 1996; Grant et al., 2001) mostraram o uso de
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BVC encapsulada em MLV, obtendo resultados satisfatérios com relagdo ao aumento
na duracdo da anestesia, potencializacdo do bloqueio nervoso e controle dos niveis

sistémicos do farmaco.

4.2. CICLODEXTRINAS

A hidrélise enzimatica do amido usualmente resulta na formacao de glicose,
maltose e em diferentes tipos de dextrinas lineares e ramificadas. No entanto, alguns
microorganismos e plantas, que produzem enzimas denominadas ciclodextrinas
glicosiltransferases, sdo capazes de degradar o amido em produtos ciclicos
chamados ciclodextrinas (CD) (Matioli, 2000; Biwer et al., 2002).

As trés CD naturais sdo a alfa (a-CD), a beta (B-CD) e a gama (y-CD)
compostas de seis, sete e oito unidades de D-(+)-glicopiranose, respectivamente.
Esses agentes tém em sua estrutura grupos hidroxil primarios e secundarios
orientados para o exterior. Portanto, possuem um exterior hidrofilico, enquanto a
cavidade interna é relativamente hidrofébica o que, por sua vez, permite que as CD
se complexem com moléculas que apresentam dimensdes compativeis com esta
cavidade interna em diferentes estequiometrias (Figura 4). A complexacao altera
propriedades fisico-quimicas como a solubilidade em &agua, estabilidade e
biodisponibilidade dos farmacos complexadas (McCormack & Gregoriadis, 1998).

A habilidade das CD de formarem complexos de inclusédo depende
essencialmente da compatibilidade estérica e de polaridade entre a CD e o farmaco.
Além disso, as forcas que dirigem a complexagao tém sido atribuidas a alta energia
de repulsdo da agua da cavidade das CD, as interacbes de van der Waals, ligacoes
de hidrogénio e interacbes hidrofobicas (Bibby et al, 2000). As moléculas
complexadas permanecem normalmente orientadas em uma posigdo onde ha
maximo contato entre sua porgao hidrofébica e a cavidade apolar (Figura 4), estando
sua porc¢ao hidrofilica em contato com os grupos hidroxil da CD ou expostas ao meio
aquoso (Fromming & Szeejtli, 1994).
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] DROGA Complexo 1:1

cD DROGA, Complexo 1:2

Figura 4 - Formagao de complexos de inclusdo entre farmacos e ciclodextrina, nas proporgées de 1:1
e 1:2 (A) e representacédo da complexacédo 1:2 (B) (Adaptado de Davis & Brewster, 2004).

As B-CD sdo as mais utilizadas para a complexacdao de farmacos como:
agentes antitumorais (doxorubicina, Ishida et al., 2001), antidiabéticos (tolbutamida,
Veiga et al., 2000) antiinflamatérios (piroxicam, Dalmora et al., 2001) e opidides
(Meert & Mellis., 1992; Jang et al., 1992) que podem ser administrados pelas vias
intratecal, epidural, intravenosa, intramuscular, oral, nasal e dérmica (Irie & Uekama,
1997; Loftsson & Masson, 2001). Sua cavidade tem um didmetro de cerca de 7A,
sendo grande o bastante para acomodar um hexanel aromatico (Kalinkova, 1999).

A B-CD tem solubilidade aquosa de 16,6 mM (18,8 g/L) limitando a
solubilizacdo de compostos lipofilicos até essa concentracdo. Dentre as CDs
naturais, a p-CD apresenta a menor solubilidade aquosa, atribuida a presenca de
ligacGes de hidrogénio formadas entre as hidroxilas que estdo voltadas para o interior
da cavidade hidrofébica, o que diminui a interacdo com a agua (Davis & Brewster,
2004). A precipitacdo dos complexos sélidos contendo B-CD é comumente
observada se o limite de solubilidade da B-CD for atingido. Assim, numerosas
modificagcdes na estrutura quimica das B-CD tém sido feitas, originando derivados
mais soluveis e menos toéxicos como 2,6-dimetil-B-ciclodextrina (DMB-CD), 2-
hidroxipropil-p-ciclodextrina (HPB-CD) e CD sulfatadas como sulfobutiléter-B-
ciclodextrina (SBEB-CD) (Rajewski & Stella, 1996) (Figura 5).
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Figura 5- Estrutura geral das ciclodextrinas naturais* e alguns dos derivados da 3-CD (adaptado de
Rajewsky & Stella, 1996).

Além da estabilizacdo, a modificagdo da farmacocinética e das propriedades
biofarmacéuticas dos farmacos sdo os efeitos mais significantes da complexacao
com CDs. Esses efeitos sdo observados especialmente na solubilidade e na
liberagdo do farmaco complexado. Como consequéncia disso, a administracdo de
farmacos complexados com B-CD altera a intensidade e a duragéo de seus efeitos
(Fromming & Szejtli, 1994). Essa propriedade das CD torna bastante promissor seu
uso para a complexagdo com AL. Além disso, estudos de caracteriza¢ao indicam que
a utilizacédo de pB-CD e alguns derivados (DMB-CD, HPB-CD e SBEB-CD) aumentam
a solubilidade de AL como etidocaina, lidocaina, prilocaina, mepivacaina e,
especialmente, bupivacaina (Dollo et al.,1996a,b); bem como melhoram os indices
terapéuticos dos farmacos (Dollo et al.,1998; 2000; Estebe et al., 2002). De fato, a
sintese de ciclodextrinas hidroxiladas, metiladas e sulfatadas reduziu alguns
problemas quanto ao uso farmacéutico das mesmas, especialmente, com relagéo a
solubilidade aquosa e toxicidade sistémica. A administracdo parenteral (i.v.) de HP-
CD né&o induziu efeitos adversos em humanos, em até 8 anos de observacao
(Carpenter et al., 1987; 1995).
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Il. OBJETIVOS

Este trabalho teve por objetivos preparar, caracterizar (quanto a
encapsulacado, complexacéao, estabilidade e permeabilidade), avaliar in vitro (toxidade
celular) e in vivo (laténcia, intensidade, duracdo de acdo e toxicidade local) a
atividade farmacolégica de formulacbes anestésicas de liberacdo controlada,
sistemas nanotecnolégicos inovadores, comparando-as com os fdrmacos disponiveis

no mercado e atualmente utilizados na clinica.

Os anestésicos locais de escolha foram as amino-amidas ciclicas:
Bupivacaina, Mepivacaina e Ropivacaina, bastante utilizados em clinica médica e
odontolégica. Os sistemas carreadores de farmacos utilizados foram lipossomas

unilamelares grandes (extrudados), 3-CD e hidroxipropil3-CD.

Para as formulacdes lipossomais foram realizados testes de estabilidade como
determinacao da peroxidagao lipidica e permeabilidade da bicamada. J& com relagéao
aos complexos AL:CD, a utilizagdo de uma ciclodextrina hidroxilada, a hidroxipropil3-
CD (mais soluvel em agua e mais apropriada para administracao parenteral do que a
B-CD), possibilitou a comparagcdo com os complexos formados entre os anestésicos

locais e B-CD.

1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Preparacédo de formulagdes contendo os anestésicos locais bupivacaina,
mepivacaina e ropivacaina, encapsulados em lipossomas e/ou

complexados com ciclodextrinas;

- Caracterizacao das formulacdes preparadas, através do uso de técnicas
fisico-quimicas para avaliar a eficacia da encapsulagédo e da complexacéao;
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Avaliar as formulagdes lipossomais quanto a estabilidade quimica e
permeabilidade das bicamadas;

Testar a liberagdo de farmacos encapsulados ou complexados, utilizando

um modelo de difusdo in vitro e comparando-as com os farmacos livres;

Realizar ensaios in vitro para avaliar o efeito direto dos veiculos, dos
farmacos livres, complexados ou encapsulados sobre eritrécitos humanos
(interagdo com membranas) e em cultura de células (efeitos na viabilidade

celular);

Realizar ensaios in vivo, para avaliar a atividade anestésica das
formulacbes, comparando os blogueios motor e sensorial induzidos pelos
anestésicos locais, bem como o tempo de instalagdo dos mesmos, através
do uso de concentragdes clinicamente relevantes em camundongos (via

intramuscular) e ratos (via intratecal e bloqueio do nervo infraorbital);

Avaliar a presenca ou auséncia de neurotoxicidade e nefrotoxicidade local,
através de técnicas histologicas, apds tratamento de ratos (por via

intratecal) com os veiculos, os farmacos livres e as formulagées.
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lll. MATERIAIS & METODOS

1.

DROGAS, SAIS E SOLVENTES

AL: cloridrato de bupivacaina, mepivacaina e ropivacaina (Cristélia Ind. Quim.
Farm. Ltda), cloridrato de mepivacaina com levonordefrina (1:20.000, DFL Ind.
Com.)

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

Ciclodextrinas: B-CD (Sigma Chem. Co.) e hidroxipropil-CD (Roquette Serv.
Tech. Lab.)

Solugbes: tampao HEPES 20mM com NaCl 0,9%, tampao fosfato de Na* 0,1M
(pH 7,4)

Outros: acetato de o-tocoferol, rodamina B, tetraetoxipropano, acido
tiobarbitdrico, glicina, butil-hidroxi-tolueno, dodecilsulfato de sodio (Sigma Chem.
Co.), acido acético glacial, cloroférmio, cloreto férrico, dimetilsulféxido,
formaldeido, (Labsynth Ltda.), etanol, xilol, (Ecibra Reag. Anal.), tiopental sédico
(Thiopentax ®, Cristalia Ind. Quim. Farm.), DMEM (Dubelcco's Modified Eagle
Medium, Nutricell), soro fetal bovino, penicilina, estreptomicina (Cultilab), MTT

(Calbiochem), parafina (Histosec-Merck), heparina (Liquemine® Roche).

2. EQUIPAMENTOS

Analgesimetro (Ugo Basile-Itélia).

Calorimetro Universal (V2.3D TA Instruments), Instituto de Quimica — USP e
Unicamp

Espectrofotébmetro (Beckman DU-70)

Extrusor (Lipex Biomembranes Inc.)

Fluorimetro (F-4500, Hitachi)

Light Scattering (Malvern Instruments), Fac. de Engenharia Quimica -Unicamp

Liofilizador (Labconco-freeze dry system/Freezone®)
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- Microscopio Eletrdnico de Varredura (JSM 5800LV, JEOL), Lab. de Microscopia
Eletrénica — IB/Unicamp

- Ultracentrifuga (Beckman®)

- Micrétomo, Microscépio optico e Fotomicroscédpio (Zeiss), Departamento de
Histologia, IB-Unicamp.

3. ANIMAIS

Durante a realizacdo deste trabalho foram utilizados camundongos albinos
Swiss e ratos Wistar adultos, machos e com peso variando entre 30-35g e 250-350g,
respectivamente. Os animais, provenientes do CEMIB (Centro de Bioterismo da
Unicamp), foram submetidos a ciclos claro/escuro de 12 horas, com agua e
alimentacdo ad libitum, temperatura ambiente monitorada a 22 * 3°C, alojados
coletivamente (5 animais por gaiola) e aclimatados ao local de experimentagéo por
pelo menos 7 dias.

Todos os experimentos encontravam-se de acordo com os Principios Eticos
na Experimentagdo Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA), tendo sido aprovados pela Comissdo de Etica na Experimentacéo
Animal do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas (CEEA)-IB-
Unicamp (protocolos n® 288-1, 289-1, 322-1, 557-2 e 537-1).

4. ERITROCITOS HUMANOS

Para realizacdo dos ensaios hemoliticos foi utilizado sangue humano, obtido
de bolsas provenientes do Hemocentro da Unicamp (Protocolo aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp, n? 396 e
398/2003).
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5. PREPARACAO DAS FORMULACOES

5.1. LIPOSSOMAS

MLV foram preparadas pelo método de hidratacdo de filme seco retirando-se
aliquotas de fosfatidilcolina de ovo, colesterol e a-tocoferol (na proporcado molar de
4:3:0,07) de solucdes estoque em cloroférmio e evaporando-se sob fluxo de Na
seguido por vacuo (2 h), a temperatura ambiente (Boogaerts et al., 1993a,b; 1994).

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

As LUV foram obtidas por extrusdo das MLV, sob pressdao de Np, a
temperatura ambiente (acima da temperatura de transicdo de fases dos lipidios
usados); passando-se a amostra de MLV por um disco de drenagem e duas
membranas de policarbonato (Poretics) com poros de tamanho controlado (neste
caso, 0,4 um). Foram realizadas 15 passagens da amostra para que o tamanho das
vesiculas obtidas fosse homogéneo. Os lipossomas obtidos eram deixados em
repouso por pelo menos 2h para o intumescimento (swelling) das vesiculas. A
concentracdo de lipidio estabelecida para todas as formulacdes foi de 5mM. A
incorporacdo do AL nas vesiculas foi realizada ap6s a preparacao das mesmas e
sem posterior separagao, tal que a concentracdo total dos AL fosse a mesma

encontrada nas prepara¢des comerciais.

5.2. CICLODEXTRINAS

Os complexos solidos foram obtidos misturando-se quantidades apropriadas
de B-CD ou HPB-CD e AL em agua, tal que a razao molar fosse 1:1. As amostras

foram deixadas sob agitacdo durante 24 horas a temperatura ambiente. Apdés isso, a
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solucéo foi liofilizada e guardada a -20 °C para posterior uso (Dollo et al., 1998;
Loftsson e Masson, 2001).

Os complexos foram preparados em quantidades suficientes para obter as
concentracbes de farmacos desejadas e, posteriormente, foram dissolvidos em
tampao (HEPES 20mM pH 7,4 com NaCl 150mM).

6. CARACTERIZACAO DAS FORMULACOES

6.1. LIPOSSOMAS

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

As medidas de espalhamento de luz (light scattering) sao de grande valor na
estimativa do tamanho, forma e interacdo de particulas lipossomais e, além disso, a
técnica oferece vantagens como rapidez das medidas, nao interferir no sistema e
promover uma analise representativa das amostras, ja que o numero de particulas é
relativamente grande. O principio da técnica considera que quando um raio de luz é
direcionado a uma suspensdo coloidal ou dispersdo, parte dessa luz pode ser
absorvida, parte € dispersa e a restante é transmitida através da amostra. A luz
dispersa ou “espalhada” (scattered) resulta de um campo elétrico associado a luz
incidente, induzindo oscilagées peridédicas na nuvem eletrbnica dos atomos do
material analisado, que sdo detectadas pelo aparelho ao longo de um intervalo de
tempo; a dindmica das oscilacbes permite calcular o raio hidrodindmico e a

distribuicdo das particulas (Shaw, 1991).

Foram realizadas medidas continuas do raio hidrodindmico das vesiculas na
presenca e auséncia de AL com o objetivo de verificar o tamanho médio e a
homogeneidade das suspensdes antes e apds a encapsulacao. As medidas foram
realizadas a 25°C com um angulo de deteccdo de 90° e a concentracdo das
preparagdes utilizadas foi de 1mM de lipossomas.
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Os experimentos foram realizados no Laboratério de Processos
Biotecnologicos (Profa. Dra. Maria Helena Andrade Santana) da Faculdade de

Engenharia Quimica-Unicamp.

6.1.2. DETERMINAGCAO DA EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO E DO
COEFICIENTE DE PARTICAO

A percentagem de AL encapsulado foi determinada em suspensodes
lipossomais (MLV), na concentracdo de 4 mM, onde foram adicionadas solucdes
para que fosse obtida uma concentragdo final de 2 mM de AL. Todas as amostras
foram preparadas em tampao HEPES 20 mM pH 7,4 contendo NaCl 150 mM e
deixadas em repouso por pelo menos duas horas, para que houvesse a restauragao
do equilibrio. Posteriormente, as suspensdes foram submetidas a ultracentrifugacao
(120.000 x g) por duas horas a temperatura de 10°C, obtendo-se o pellet lipossomal

€ 0 sobrenadante.

Apbs separagdo, aliquotas do sobrenadante foram analisadas por
espectrofotometria UV em 260nm, onde o coeficiente de extincdo molar dos

anestésicos é cerca de 500 M cm™(de Paula & Schreier, 1995).

A percentagem de AL encapsulado em MLV foi calculada a partir da medida
da % do AL ndo encapsulado no sobrenadante. A absorbancia do sobrenadante-
teste (MLV:AL), subtraida daquela do sobrenadante de uma amostra-controle
contendo somente lipossomas (MLV) foi dividida pela absorbancia da solugao inicial

do anestésico (AL), como mostrado na equagéo 1.

Absorbéancia (MLV:AL) - Absorbancia (MLV)
% Nao Encapsulada = x 100 (1)
Absorbancia (AL)
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Os valores de porcentagem de encapsulacdo podem também ser expressos
em termos de coeficiente de particdo (P) do anestésico entre duas fases imisciveis,
pela razao das concentracdes desse entre a fase membranar (m) e a aquosa (a):

nm (s)/ Vm

P(s)= )
na(s)/Va

onde n € o numero de moles do AL e V é o volume das fases e nm + na = nt (nUmero

de moles total do AL).

As transformacbes para os dados de P consideram a concentracdo de
membrana no sistema (4 mM ou 2,3 mg/mL) e tomando-se o valor da densidade
lipidica igual a 1 (de Paula & Schreier, 1996).

6.1.3. ESTABILIDADE E PERMEABILIDADE DE LIPOSSOMAS: LIBERACAO DE
RODAMINA

A espectroscopia de fluorescéncia é um poderoso método para examinar a
estrutura e funcdo de membranas biologicas. Diversos marcadores tém sido
utilizados para estudos em lipossomas devido sua estabilidade, baixo custo e por
apresentarem boa sensibilidade. Por isso, representam um bom método, juntamente
com a microscopia de fluorescéncia, para medir a dindmica da interacdo de
lipossomas com células. Dentre os marcadores hidrofilicos mais utilizados
encontram-se a carboxifluoresceina, a calceina e a rodamina, havendo diversos
trabalhos que descrevem as vantagens dessas substancias para o estudo das
propriedades de membranas biolégicas (Ralston et al., 1981; Kirjavainen et al., 1996;
Kachel et al., 1998; Takeushi et al., 1998; Zignani et al., 2000; Pramanik et al., 2000).

Os altos rendimento de fluorescéncia e coeficiente de extingdo molar fazem da

rodamina, RDM, (Figura 6) um dos fluoréforos mais Uteis para os estudos de
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permeabilidade e de incorporagdo de farmacos em vesiculas lipidicas (Pramanik et
al., 2000). A avaliacado da permeabilidade de lipossomas ¢é feita pela encapsulacao
de um fluoréforo hidrofilico, em altas concentracdes e mensuracao da intensidade de
fluorescéncia dessas suspensdes lipossomais, antes e apds rompimento das
vesiculas com Triton X-100, um detergente nao ibnico classico. Com a lise
desaparece a supressao no interior aquoso da vesicula lipossomal e mede-se o
aumento na intensidade de fluorescéncia da RDM (Wittung et al., 1995).
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Figura 6- Estrutura quimica da rodamina B.

O coeficiente de extingdo molar da RDM foi previamente determinado em pH
7,4 (tampao HEPES 20 mM em NaCl 150 mM), utilizando concentragdes de 1 a 5 uM
que foram analisadas por espectrofotometria VIS (554 nm). Nos estudos de
fluorescéncia, caracterizaram-se os espectros obtidos para as concentragoes de 1 a
3UM (Aexcitagao= 554 NM € Aemissao= 574 NM).

As medidas de porcentagem de encapsulacdo do fluoréforo também foram
realizadas utilizando-se 2 mM de RDM adicionada em uma concentracao final de 4
mM de MLV. Utilizou-se os mesmos parametros para encapsulagéo de AL, ou seja,
as suspensdes foram submetidas a ultracentrifugacao (120.000 x g) por duas horas a
temperatura de 10°C, obtendo-se o pellet lipossomal (RDM encapsulada) e o
sobrenadante (RDM livre). A determinacdo da percentagem de encapsulacdo foi
realizada de acordo com a equacao 1 (ver item 6.1.2).

Posteriormente, adicionou-se ao pellet lipossomal 1 mL de tampéo e retirou-se

aliquotas de 20 pL que foram diluidas para um volume final de 2 mL. Avaliou-se a
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intensidade de fluorescéncia em intervalos de tempo (0 a 60 min.) para verificar a
liberagdo de RDM. Apds 60 min. adicionou-se Triton X-100 (2% ou 32mM) em
quantidades acima da concentragdo micelar critica do detergente (2,5. 10* M; Preté
et al,, 2002) para romper as vesiculas, obtendo-se um controle indicativo da
liberacao total do conteudo encapsulado. Além disso, avaliou-se também a liberacao
de RDM de lipossomas na presenca € auséncia de Triton X-100 variando-se a
temperatura das amostras (4, 25 e 37 °C, com 10 min. de incubac&o).

Todas essas medidas (cinética de liberacao, suscetibilidade ao detergente e
variacdo de temperatura) foram realizadas em amostras contendo AL e RDM
encapsulados, apenas RDM encapsulada e, finalmente, AL em solugdo aquosa. A
concentracao utilizada para o AL e RDM foi de 2mM. Esses experimentos foram
necessarios para verificar se o AL poderia interferir na permeabilidade das vesiculas,

variando-se o tempo ou a temperatura de armazenamento.

6.1.4. CARACTERIZAGCAO DE LIPOSSOMAS QUANTO A ESTABILIDADE Ql~JiMICA
DE SEUS COMPONENTES ESTRUTURAIS: ESTIMATIVA DA OXIDAGCAO DE
FOSFOLIPIDIOS

Apesar de ser uma consequéncia do metabolismo celular normal, a producéo
de radicais livres influencia em varios processos biolégicos desde o envolvimento em
patologias até a interacdo com lipidios séricos e tissulares, provocando sua
peroxidagdo. As membranas celulares sdo, em geral, constituidas por misturas de
lipidios contendo &acidos graxos com uma ou multiplas insaturacbées onde, na
auséncia de agentes antioxidantes, ocorre peroxidacdo por mecanismos que
envolvem a formagéo de radicais livres. A etapa inicial da oxidacao, retirada de um
atomo de hidrogénio da cadeia acila, pode ser o resultado de exposi¢coes a radiacao
eletromagnética ou a contaminacdo por metais de transicdo. Portanto, por
apresentarem constituicdo semelhante as membranas celulares, os lipossomas
também sdo suscetiveis aos efeitos da peroxidacéo lipidica (Estepa et al., 2001;
New, 1990).
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Devido a natureza instavel dos produtos da peroxidacéao lipidica, a avaliacao
dos niveis desse dano € realizada através da determinacdo de metabdlitos dos
lipoperdxidos, sendo necessario considerar alguns fatores no processo de oxidacao
como: conjugacao de duplas ligagbes; formacdo de peroxidos e produgdo de
aldeidos de alta capacidade reativa, especialmente o malondialdeido (MDA) (New,
1990).

Entre a variedade de métodos analiticos desenvolvidos para determinar o
dano oxidativo dos lipidios (quantificacdo de hidroperdxidos, dienos conjugados e
endoperdxidos ou peroxidos ciclicos) o mais comumente utilizado baseia-se na
reacao, em altas temperaturas, do MDA com o acido 2-tiobarbiturico (TBA), formando
um cromoforo vermelho que pode ser detectado por espectrofotometria de absorcao
VIS (532 nm) ou por fluorescéncia, sendo 0 método especifico para determinagao de
endoperoxidos (Ohkawa et al., 1979).

A estabilidade quimica e fisica dos lipossomas é um importante fator a ser
considerado para sua utilizagao eficaz como veiculos de formulagbes farmacéuticas.
Quaisquer alteragdes na natureza de seus componentes refletem mudancas de
propriedades como a permeabilidade da bicamada e interacées entre vesiculas
(agregacao e/ou fusdo, ver Figura 7). Algumas medidas preventivas devem ser
utilizadas para evitar a peroxidagao lipidica dos lipossomas como: estocagem ao
abrigo da luz (protecdo contra fotoperoxidacdo) e em baixas temperaturas
(preferencialmente a 4 °C), reducao dos niveis de oxigenacao na amostra (utilizacao
de vacuo ou substituicdo do ar por nitrogénio), além de evitar a exposicdo a
irradiagao (Lichtenberg & Barenholz, 1988).

Para a realizagdo do teste, inicialmente determinou-se uma curva de
calibracdo com o padrao tetraetoxipropano (TEP, 0,2 mM) em concentragdées que
variaram de 0,5 a 6 nM. Posteriormente, retirou-se aliquotas das amostras a serem
analisadas (LUV ou MLV) e adicionou-se os seguintes reagentes:

- cloreto férrico (0,3%, reagente catalizador)
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- solugao etandlica de butil-hidroxi-tolueno (BHT 0,2%, reativo antioxidante)

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

- acido tiobarbiurico (TBA 0,5%, reativo cromogénico) em solugcédo de dodecilsulfato
de sédio (SDS 0,3%)

As amostras foram colocadas em banho fervente por 15 min. e posteriormente
esfriadas em banho gelado, ap6s adicdo de acido acético glacial e cloroférmio (1:2
v/v) foram centrifugadas (500xg, 20min., 4°C) até separacdo das duas fases. A
absorbancia do sobrenadante foi medida (532 nm) e comparada com a curva padrao
de TEP.

A anadlise de endoperoéxidos, expressos em concentracdo de MDA (nM), foi
realizada para avaliar a estabilidade dos lipossomas preparados em nosso
laboratério sob diversas condicbes como tempo e temperatura de armazenamento,
encapsulacado de diferentes anestésicos locais e sensibilidade a radiacao ionizante
(para possivel uso como método de esterilizacéo).

Slteragio gquimica dos fosfolipldios Alteracio da permeakilidade
* Efluxo de droga

Membrana

Droga encapsulada Droga encapsulada

Figura 7- Representacdo esquematica das alteracées quimicas em fosfolipidios com conseqliente
variagdo na permeabilidade dos lipossomas (Adaptado de Torchilin, 2005).
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6.2. CICLODEXTRINAS

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

As medidas calorimétricas sao bastante utilizadas na industria com a
finalidade de caracterizar principios ativos e excipientes de formulagbes
farmacéuticas, moléculas orgéanicas, inorganicas, monémeros, polimeros, proteinas e
alimentos (Thompson, 2000). Entre as muitas técnicas calorimétricas, a DSC &
bastante aplicavel ao estudo de sistemas de liberagcdo controlada como complexos
farmaco/CD (Dollo et al., 1996 a,b; Loftsson & Masson, 2001), possibilitando uma
andlise qualitativa da complexacdo pela variacdo da temperatura relacionada a
transicdo dos compostos, que envolvem processos endotérmicos e exotérmicos.
Algumas das vantagens desse método sdo: a facilidade de preparacao da amostra, a
rapida andlise e a grande aplicabilidade (Verdonck et al., 1999).

Os resultados de DSC sao apresentados como termogramas que indicam
a diferenca de calor absorvido por um material de referéncia, em comparacdo com a
amostra em questao. Foram analisadas amostras (10 mg) de AL puros, misturas
fisicas (AL+CD) e complexos AL:CD (na razdo molar de 1:1). A velocidade de
aquecimento das amostras foi de 10°C / min. em uma faixa de 0 a 450°C.

6.2.2. CINETICA DA FORMACAO DE COMPLEXOS: MODIFICACAO DO
ESPECTRO DE ABSORGAO DOS AL

Apoés inclusdo na cavidade das CD, a molécula complexada sofre mudancas
em suas propriedades fisico-quimicas, fornecendo meios para detectar o fenédmeno
da complexacédo. Em solucao, ha um equilibrio entre as moléculas complexadas e as
nao complexadas; se ocorrer complexagdo ha uma alteragdo no espectro de
absorcao UV/VIS (deslocamentos ou aumento/diminuicdo no pico de absorcao

maxima) similares aos efeitos causados por solventes com diferentes polaridades.
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Isso sugere que a molécula "convidada" esta sendo transferida de um meio polar
para a cavidade apolar das CDs (Bekers et al., 1991).

Essas mudancgas podem ser devido as perturbagdes eletrobnicas na molécula
complexada causadas pela interacao direta com as CD, pela exclusdo de moléculas
de agua da cavidade ou por uma combinacado desses dois efeitos. Embora seja dificil
a deteccao dessas alteracdes espectrais (quando observadas no UV as variacdes
podem ser pequenas), este método ainda é bastante utilizado (Bekers et al., 1991;
Frémming & Szejtli, 1994).

Para a avaliagdo da cinética de formacdo dos complexos, misturou-se
quantidades apropriadas de CD e AL (razdao molar 1:1) em solucao aquosa sob
agitacdo. Posteriormente, aliquotas foram retiradas e analisadas por
espectrofotometria UV (260 nm, absorcdo maxima dos AL em estudo) durante 24
horas (intervalos de 10 min. na primeira hora, 30 min. para segunda e terceira horas,
60 min. até 8 horas de experimentacao e, finalmente, a cada 12 h).

6.2.3. AVALIACAO DA SOLUBILIDADE DOS AL: ISOTERMAS DE SOLUBILIDADE

Sabe-se que a formagcdo de complexos de inclusdo com CDs pode exercer
alguns efeitos sobre a molécula complexada como melhorar a solubilidade, acelerar
ou retardar a absorcdo e estabilizar o farmaco em solucdo. Porém, todos esses
efeitos sdo dependentes da estabilidade e da solubilidade do complexo formado
(Davis & Brewster, 2004). Essas duas propriedades sao independentes, pois um
complexo muito estavel pode ser muito soluvel e, portanto, dificil de ser obtido em
sua forma cristalina. Por outro lado, um complexo de baixa solubilidade pode ter
também uma baixa estabilidade e ser facilmente isolado. Existe uma correlacao
direta entre a estabilidade do complexo e o melhoramento da solubilidade de
farmacos pouco solluveis em agua. O estado de equilibrio de um sistema formado

pela CD e a molécula “convidada” (MC) com estequiometria de 1:1 pode ser descrito
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pela constante de associacao, estabilidade ou formagéo do complexo (Kc) (equacao
3) (Frémming & Szeijtli, 1994; Masson et al., 1999).

CD + MC » CD:MC

[CD.MC]
Kc = (M) (3)
[CD].[MC]

A constante de estabilidade do complexo é dependente da temperatura (o
valor de Kc tende a diminuir rapidamente com o aumento da temperatura devido a
dissociacdo do complexo) e do pH do meio (especialmente quando a molécula
complexada é ionizavel, podendo alterar a afinidade da molécula complexada pela
cavidade das CD) (Bekers et al., 1991).

Dentre os métodos utilizados para determinacdo do valor de Kc estdo as
isotermas de solubilidade, onde a molécula “convidada”, ao encontrar-se em um
sistema composto por CD e agua, pode mudar sua solubilidade. Esta mudanca pode
ser representada por um aumento até certo limite ou, até mesmo, uma diminuicao da
solubilidade inicial, como mostra a figura 8 (Masson et al., 1999).

SOLUBILIDADE (MC)
m

&

Br
[CICLODEXTRINA]

Figura 8- Tipos de isotermas de solubilidade. Onde: So= solubilidade da molécula “convidada”, St=
concentracdo da molécula “convidada” dissolvida (livre e complexada), Sc= limite de solubilidade do
complexo pouco soluvel em agua. Ap, A, € An= complexos muito soliveis (solubilidade limite
determinada pela solubilidade da CD), Bs= complexo de solubilidade limitada, Bi= complexo insolivel
(adaptado de Frémming & Szejtli, 1994).
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Os experimentos de solubilidade foram determinados adicionando-se
quantidades em excesso de AL (30 mM) em sistemas contendo B-CD (4, 8, 12, 16 e
20 mM) ou HPB-CD (5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 e 80 mM) em solugédo aquosa (HEPES
20 mM em NaCl 150 mM, pH 7,4). As suspensdes formadas foram submetidas a
agitacdo a temperatura ambiente por 24 h, filtradas e a concentragdo de farmacos
analisadas por espectroscopia UV (260 nm). Todos os experimentos foram
executados em triplicata, para cada complexo testado.

A Kc foi entdo calculada a partir da solubilidade inicial das drogas (So) e da
inclinacdo da reta, em graficos como o da figura 11, de acordo com a equacao 4 e
considerando-se uma estequimetria de 1:1 (Higuchi & Connors, 1965).

inclinacao
Kc = (4)
So (1-inclinacao)

6.2.4. MORFOLOGIA DA COMPLEXAGCAO: MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA (MEV)

A técnica de microscopia eletrénica foi utilizada para analisar diretamente a
estrutura e a distribuicdo dos cristais formados pelas amostras de AL puros, misturas
fisicas (AL/CD) e complexos de inclusdo AL:CD (1:1). Esta técnica nos permitiu
avaliar variacOes estruturais nos cristais das moléculas de AL e CD (moléculas guest
e host) que acompanham a formacao do complexo. O processo de preparacao das

amostras consistiu da metalizagdo com ouro das mesmas, sob vacuo, durante 180 s.

Para eliminar possiveis artefatos de técnica, relacionados ao processo de
preparacdo dos complexos, todas as amostras foram submetidas a liofilizagao antes
das avaliagdes por MEV.
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7. TESTES IN VITRO: LIBERACAO DE DROGAS

Um sistema de dois compartimentos foi utilizado para observar a liberacao das
drogas livres e complexadas. Nesse sistema, uma membrana de celulose
(Spectrapore, com poros para exclusdo molecular de 12 a 14.000 e 1000 Da.)
separou a amostra (1 mL no compartimento doador) do compartimento aceptor,
contendo tampao HEPES 20 mM em NaCl 150 mM (pH 7,4, 37 °C) sob agitacao leve
(Paavola et al., 1995) (Figura 9). Amostras foram retiradas do compartimento aceptor
(em intervalos de 15, 30 e 60 min., durante 5 h) e analisadas por espectrofotometria
UV (260 nm). As medidas de absorbéancia foram convertidas em % de droga liberada
utilizando como padrao uma solucao da droga livre em tampéao HEPES pH 7,4.

Figura 9- Representacdo do sistema para liberagdo de drogas. A= Compartimento doador
(amostra+membrana), B= compartimento receptor (solucdo tampao), C= local de retirada das
aliquotas, D= barra magnética para agitagéo.

8. TESTES DE ESTERILIZACAO

Todas as amostras foram preparadas em camara de fluxo laminar (com
material e solucbes autoclavadas a 1 atm e 121°C por 20 min.) e esterilizadas por
filtracdo - filtros de 0,22 um e 0,45 um, para AL livres ou complexados e
encapsulados em lipossomas, respectivamente ou expostas a radiagdo gama
(Farmacopéia Brasileira,1988; Farmacopea Internacional, 1996). Apds isso, as
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amostras foram semeadas em meios de cultura especificos como: TSB (Tryptone
Soya Broth) mantido estatico ou sob agitacdo (150 rpm) em estufa a 37°C e BHI
(Brain Heart Infusion) a 37°C para detectar a presenca e/ou crescimento de

microorganismos.

As amostras foram observadas durante 1 semana e comparadas com um
controle negativo (TSB e BHI sem amostras). Os resultados foram analisados por
comparacées com o0 meio de cultura (controle), sendo que o meio limpido
representou um resultado negativo (auséncia de microorganismos) € o meio turvo um
resultado positivo (crescimento de microorganismos). Todos os experimentos foram
realizados no Laboratério de Antigenos Bacterianos (Prof. Dr. Tomomasa Yano) no
Departamento de Microbiologia e Imunologia, IB-Unicamp.

9. TESTES FARMACOLOGICOS

ENSAIOS IN VITRO: AVALIACAO DA TOXICIDADE
ENSAIOS EM CULTURA DE CELULAS: VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular foi determinada através do teste de reducao do MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-brometo de difeniltetrazolio) (Figura 10). O principio do
teste consiste na captacao do MTT pelas células e reducdo a formazan (composto
purpura) pelas desidrogenases mitocondriais; resultando em acumulo desse
composto em células viaveis. A solubilizagdo das células possibilita a liberagcao do
formazan, que pode ser facilmente detectado por espectrofotometria VIS (570 nm)
(Denizot & Lang, 1986; Welder, 1992).

Figura 10 — Estrutura quimica do MTT.

34



Desenvolvimento e avaliagdo farmacoldgica de formulagdes de liberagdo controlada com anestésicos locais amino-amidas
ciclicos: bupivacaina, mepivacaina e ropivacaina.

9.1. CULTIVO E TRATAMENTO DAS CELULAS

Os ensaios foram realizados em células da linhagem 3T3 (fibroblastos de
camundongos Balb/c) mantidas em cultura continua (meio de cultura DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100Ul/mL de penicilina e 100 ug/mL de
sulfato de esptreptomicina, pH 7,2-7,4, 37°C, sob atmosfera umida com 5% de CO»)
através de repiques periédicos. O plaqueamento foi realizado inoculando-se 2 x 10*
células viaveis em placas de 48 cavidades, incubadas por 48 horas, até atingirem a

semiconfluéncia.

As células foram incubadas por 2 horas com:

- veiculos: LUV (5mM), 3-CD ou HPB-CD (4, 8 e 16 mM)

- AL:BVC ou RVC (4,8 e 16 mM), MVC (17, 35 e 70 mM)

- formulagées lipossomais: MVCiyy (17, 35 e 70 mM) e RVCyyv (4, 8 € 16
mM)

- formulag¢des complexadas: BVCg.cp, BVChpp-cp, RVCp.cp, RVChpp-cp (4, 8 €
16 mM)

Em seguida, o meio de cultura foi substituido e as células incubadas com MTT
(1mg/mL) por 1 hora. Ao final desse periodo, 0 meio contendo MTT n&o reduzido foi
removido cuidadosamente e a cada placa foi adicionado 0,1 mL de HCl:isopropanol
(1:24 v/v), a fim de dissolver os cristais de formazan produzidos pela reducdo do
corante. As placas foram agitadas vigorosamente por cerca de 20 min. para garantir
a solubilizacado do formazan. A absorbéancia da solucdo em cada cavidade foi medida
por espectrofotometria VIS (570 nm).

Todos os experimentos foram executados no Lab. de Cultura de Células,
Depto. de Bioquimica, IB-Unicamp.
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ENSAIOS EM ERITROCITOS HUMANOS: INTERAGCAO COM MEMBRANAS

O processo hemolitico pode ser observado quando proteinas ou outros
componentes intracelulares passam pela membrana celular podendo ser
monitorados (por espectrofotometria, condutividade, etc) no meio extracelular. Varios
fatores contribuem para a ocorréncia de hemdlise como: temperatura, pH,
concentracao de eritrécitos, concentracdo de drogas ou natureza dos ions presentes
no meio (Gloxhuber, 1980). De acordo com Helenius et al (1975) o processo litico de
eritrocitos pode ser dividido em 5 estagios: (i) adsorcdo de mondmeros de drogas na
membrana; (i) penetracdo desses monémeros na bicamada; (iii) inducdo de
alteracao na organizacao molecular, alterando a permeabilidade da membrana; (iv)
mudancas no equilibrio osmético; (v) liberacao do conteudo intracelular, facilitando a
utilizagcdo de eritrécitos como modelos de estudo da interacdo de farmacos com
membranas bioldgicas (Malheiros et al., 2000, 2004), o que torna o teste hemolitico
um importante método na avaliacao da toxicidade (Okamoto et al., 1999).

9.2. PREPARACAO DA SUSPENSAO DE ERITROCITOS E
DETERMINACAO DAS CURVAS DE HEMOLISE

O sangue foi centrifugado (10 minutos a 500xg) sendo o plasma, células
brancas e gorduras removidos por aspiracdo. Posteriormente, as hemaceas foram
ressuspensas em tampédo PBS 5 mM (NaH.PO, 1mM, Na;HPO4 4mM e NaCl 154
mM, pH 7.,4) e centrifugadas novamente nas mesmas condi¢des. Este procedimento
foi repetido por 3 vezes mantendo-se o concentrado de hemaceas sob refrigeragéo
(4°C). Todos os testes hemoliticos foram realizados através da ressuspensao do

concentrado de hemaceas para um hematdcrito de 0,15%.

As aliquotas contendo suspensdées de hemacias humanas foram

incubadas com concentracdes crescentes de:

- veiculos: B-CD (0,25 uM a 15 mM), HPB-CD (0,25 uM a 30 mM)
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- AL: BVC ou RVC (0,25 uM a 10 mM),
- complexos: BVCB-CD, RVCB-CD, RVCHPB-CD (0,25 },LM az20 mM)

Os veiculos, AL e complexos foram dissolvidos em Tampédo HEPES (20 mM,
pH 7,4) contendo NaCl (154 mM) e DMSO (5%). A utilizacdo de DMSO (em uma
concentracao nao litica) foi necessaria para facilitar a solubilizacdo das drogas.

As amostras e controles (tampéao e agua) foram incubados durante 15 minutos
(37 °C) antes de serem submetidas a centrifugacao (4 min., 500xg) e o sobrenadante
utilizado para determinacao espectrofotométrica da hemoglobina (pico de absorcao
em 412 nm). Todos os experimentos foram realizados em triplicatas sendo:

e Controle 1 (C1) — eritrocitos em PBS (controle de hemdlise mecanica)

e Controle 2 (Cp) —eritrocitos em H,O destilada (controle da hemdlise
total)

Os resultados foram expressos em % de hemdlise, de acordo com a
equacgao 5:
Aa - AC,

% Hemolise = x 100 (5)
AC, - AC,

onde Aa = absorbancia da amostra, AC; = absorbancia do C; e AC, = absorbancia
do Cz.
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ENSAIOS IN VIVO: AVALIACAO DO BLOQUEIO NERVOSO

Para a realizacdo dos testes farmacol6gicos foram estabelecidos os

seguintes grupos experimentais:

Grupos controle
veiculos: LUV, B-CD e HPB-CD

Formulacoes livres

- BVC

- RVC

MVC e MVC associada a vasoconstritor (MVCyaso)

- Formulacées de liberacao controlada:

- Lipossomais*: RVC lipossomal (RVCryv) e MVC lipossomal (MVCyyv)

- complexadas com B-CD* (1:1): BVC complexada (BVCg.cp) e RVC
complexada (RVCgp.cp)

- complexadas com HPB-CD’ (1:1): BVC complexada (BVCppp.co) € RVC

complexada (RVChpp-cp)-

As concentragdes das formulacoes livres, lipossomais e complexadas (durante

a avaliacao dos bloqueios motor e sensorial) foram:

- 0,5, 1 e 2% para MVC (bloqueio do nervo infraorbital)
- 0,125, 0,25 e 0,5% para RVC e BVC (bloqueio do nervo ciatico e bloqueio
do nervo infraorbital, via infiltrativa)

- 0,5% para BVC (bloqueio caudal, via intratecal)

" As formulagdes BVC yv, MVCy.co ¢ MVCrpg.co N80 foram avaliadas devido & baixa biodisponibilidade
detectada anteriormente (Araujo, 2002; Araujo et al., 2004).
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BLOQUEIO DO NERVO INFRAORBITAL EM RATOS

O nervo trigémio, composto por uma raiz motora (pequena) e uma raiz
sensitiva (tripartida), € responsavel pela inervacdo dos dentes, 0ssos e a maior parte
da cavidade oral. O nervo infraorbital pertence a divisdo maxilar da raiz sensitiva do
nervo trigémio e inerva a pele da face, nariz, palpebra inferior e labio superior; sendo,

portanto, de grande interesse em Odontologia (Malamed, 2001).

A avaliagdo do bloqueio do nervo infraorbital foi realizada de acordo com
método descrito por Ready & Fink (1980), observando-se a resposta aversiva
(movimentacao brusca da cabega, membros superiores e/ou inferiores) do animal ao

pingamento do labio superior.

BLOQUEIO DO NERVO CIATICO EM CAMUNDONGOS

A técnica do bloqueio do nervo ciatico em camundongos foi realizada de
acordo com o método descrito por Leszczynska & Kau (1992). Inicialmente, mediu-se
a habilidade de cada camundongo em caminhar normalmente, com o0s quatro
membros, por uma tela metalica (de 5 mm de didmetro) na posicdo normal e
invertida. Somente os animais que preencheram tal requisito, foram submetidos a
experimentacdo. As formulagdes, inclusive os veiculos, foram administrados por
infiltracdo intramuscular (0,1mL) na pata posterior direita, na regido proxima ao nervo

ciatico.

BLOQUEIO CAUDAL EM RATOS (INJEGAO INTRATECAL)

Para injecao intratecal, os animais foram contidos firmemente enquanto uma
agulha conectada a uma seringa de Hamilton foi inserida perpendicularmente no
espaco entre as vértebras L5 e L6 (Figura 11). O sitio de injecdo selecionado estava
restrito a regido onde a medula espinhal termina e a cauda equina comeca, de forma

a reduzir a possibilidade de dano espinhal e facilitar a acessibilidade intervertebral.
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No momento em que a agulha foi inserida no espacgo subaracnoidal, observou-se um
subito movimento da cauda, reflexo este que foi utilizado como indicativo de puncao
correta. As formulacbes foram injetadas em um volume maximo de 20 uL (Mestre et
al., 1994).

O treinamento para execugdo da técnica foi realizado no Laboratério de Dor
(Prof. Dr. Sérgio Henrique Ferreira), Departamento de Farmacologia da Faculdade
de Medicina da USP-Ribeirdo Preto.

PROCESSD
ESPIN_HAL

o

TCAUDA
EQUINA

Figura 11- Insergcdo da agulha no espaco intervertebral (L5-L6) para injecédo intratecal em ratos
(adaptado de Mestre et al., 1994).

9.3. AVALIACAO DO BLOQUEIO DO NERVO INFRAORBITAL

Para a realizagdo do teste, os animais foram inicialmente anestesiados com
tiopental sédico (25mg/kg, dose suficiente para promover sedacado sem interferir na
resposta do animal os teste). Em seguida, o AL foi injetado (0,1 mL) na regido
infraorbital (situada no espaco entre o molar posterior e o incisivo anterior) de um dos
lados da face (Figura 12), sendo o outro lado utilizado como controle. O efeito
analgésico foi avaliado por observacdo da resposta aversiva do animal ao
pincamento do labio superior de acordo com os valores de escore: 0 — presenga de
resposta aversiva e 1 — auséncia de resposta aversiva. Os animais foram testados
em intervalos de 5 minutos até que o primeiro sinal de resposta fosse detectado
(Cereda et al., 2004).
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Figura 12- Representacdo esquemadtica da regido do nervo infraorbital e local de injecdo das
formulagbes anestésicas em ratos (adaptado de Fink et al., 1975).

9.4. AVALIACAO DO BLOQUEIO DO NERVO CIATICO E CAUDAL -
BLOQUEIO MOTOR

A presenca da anestesia foi definida como a perda do controle motor da pata
injetada (ou de ambos os membros posteriores, apds injecdo intratecal) sendo
evidenciada pelo “arrastamento” do membro posterior e/ou fechamento dos dedos
(Feldman & Covino, 1988) (Figura 13A).

A intensidade do bloqueio motor foi avaliada de acordo com valores de escore:
0 (uso normal da pata injetada), 1 (incapacidade de flexionar completamente o
membro injetado) e 2 (impossibilidade do uso da pata injetada) (Gantenbein et al.,
1996, 1997). A avaliacao foi feita a cada minuto durante os 5 primeiros min. apés a
administracédo e, posteriormente, em intervalos de 5-10 min. até que fosse verificada

a total recuperagao dos movimentos do animal (pelo menos 1 h de observacao).
Relacionou-se graficamente a intensidade e a duracédo da atividade dos AL

testados. O efeito total foi estimado para cada animal utilizando-se a area sobre a

curva efeito vs. tempo (ASC).
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9.5. AVALIACAO DO BLOQUEIO DO NERVO CIATICO E CAUDAL -
BLOQUEIO SENSORIAL

O bloqueio sensorial foi medido pelo limiar de remo¢ao da pata dos animais
frente a um estimulo mecanico, como descrito por Randall & Selitto (1957). Para a
execugao do teste utilizou-se um equipamento apropriado, chamado analgesimetro,
que gera um aumento gradual da forga (em gramas) exercida por uma extremidade
plastica sobre a superficie dorsal da pata do animal (Fletcher et al., 1997) (Figura 13
B).

Quinze minutos apés a injecao das formulagdes, a pata do animal tratado foi
colocada sob a extremidade plastica do aparelho onde a pressao foi sendo aplicada
e aumentada a um ritmo constante até que o animal retirasse a pata como sinal

indicativo de nocicepgéao (Pain Withdrawal Threshold to Pressure — PWTP).

A analgesia foi definida como um aumento no limiar de pressdo dos animais,
pelo menos 50% maior que o0 observado nos grupos controles. O ponto final da
analgesia foi estabelecido quando nao houvesse diferenca estatistica entre os
grupos teste e controles.

Estabeleceu-se um valor maximo de pressao (cut-off) de 150 g e 350 ¢
(camundongos e ratos, respectivamente) para evitar lesbes nas patas e estimulagao
excessiva dos nociceptores. As medidas foram realizadas durante 5 h., com
intervalos de 15 min. durante a primeira hora, 30 min. durante a segunda e terceira

horas e, finalmente, 60 min. nas ultimas duas horas de teste.

As medidas de pressdo exercida para cada grupo experimental foram
relacionadas graficamente em funcéo do tempo.
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A B
Figura 13- Visualizagdo do bloqueio motor induzido pelos AL (A) e procedimento realizado durante o
teste PWTP (Araujo et al., 2004).

10. AVALIACAO NEURO & NEFROHISTOLOGICA

Anestésicos administrados por via espinhal podem induzir lesées
histopatoldgicas e/ou alteragbes hemodindmicas na medula espinhal. Dentre as
numerosas causas que podem induzir traumas encontram-se a punc¢ao, insergao do
cateter ou a acao da propria droga (altas concentracoes, exposicdo a AL de longa
duragéo e adjuvantes como vasoconstritores) que comprometem o fluxo sanguiineo
para a medula espinhal. Para reduzir a incidéncia de neurotoxicidade sao
necessarios alguns critérios de seguranca como administrar doses menores de AL e
evitar reinjecées (Malinovsky & Pinaud, 1996). A administracdo de novos compostos
por via espinhal deve ser sustentada por dados de avaliagdo neurohistologica para
detectar quaisquer alteragbes como hemorragias, migracdo de leucécitos ou
degeneracao neuronal (Taoka & Okajima, 1998).

Um estudo, realizado por Rajewsky et al (1995) em animais, forneceu muitas
informacdes sobre a toxicidade da B-CD e seus derivados. Esses resultados
indicaram como um dos principais efeitos toxicos a nefrotoxicidade. As alteracdes

renais, induzidas pela B-CD, ocorrem especialmente na regido dos tubulos proximais
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e sao acompanhadas por vacuolizagdo citoplasmatica, desintegracdo celular e
mineralizagdo. Estudos histoldgicos revelaram a presenca de microcristais de B-CD
nos tubulos proximais, indicando que a nefrose seria um resultado da reabsorcao
tubular da B-CD intacta que, ap6s ser concentrada em vacuolos, precipita devido a
sua baixa solubilidade aquosa e baixa susceptibilidade a hidrélise (Frank et al.,
1976). Por outro lado, ha indicios de que esses cristais também possam ser
constituidos de complexos formados com colesterol e/ou ésteres de colesterol
podendo facilmente atravessar a membrana basal glomerular (Frijlink et al., 1990;
1991; Bekers et al., 1991; Davis & Brewster, 2004).

A avaliagdo morfolégica foi realizada em cortes histoldégicos obtidos de
seccOes da medula espinhal (ME) (L5-L6) e rins de ratos. Para tal, os animais foram

divididos quatro grupos:

e Grupo A — animais que néao receberam injecao (n = 5);
e Grupo B — animais tratados com veiculo (HPB-CD, via intratecal, n = 5);
e Grupo C — animais tratados com BVC (n = 5, via intratecal);

e Grupo D — animais tratados com BVC wpg.cp (N = 5, via intratecal).

Decorrido o periodo de tratamento (48 horas), os animais foram perfundidos
por via intracardiaca, através do ventriculo esquerdo/atrio direito, com 100 mL de
solucao salina 0,9% contendo heparina 0,01%, seguida de 250 mL de solugéao
fixadora de Formol 10% em PBS 0,1M pH 7,4. Finalizada a perfusdo, os animais
foram mantidos inertes, sob refrigeracédo a 4 °C, durante 12-16 h. Sé entdo, a medula
espinhal, na altura das vértebras L5-L6, e os rins foram removidos e submetidos a
fixacdo por imersdo. Tal procedimento foi efetuado com o objetivo de diminuir os
artefatos observados nos tecidos post mortem, decorrentes da manipulacdo de
amostras insuficientemente fixadas (Cammermeyer, 1960; 1961).
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Apoés a fixagdo, as amostras foram desidratadas em série etandlica crescente
(etanol 70%, 80%, 95% uma imersdo de 30 minutos cada, e duas vezes de 30
minutos em etanol 100%), diafanizadas, e incluidas em parafina. Cortes histoldgicos
foram obtidos em micrétomo, corados com hematoxilina e eosina (H&E) e em

seguida analisados e fotografados em microscopio de luz convencional.

Todos o0s experimentos, inclusive a preparacdo das amostras, foram
realizados no Laboratério de Ultraestrutura Celular e no Laboratério de Animais
Ectotérmicos (Profa. Dra. Maria Alice da Cruz-Héfling e Profa. Dra. Sarah Arana,
respectivamente), Departamento de Histologia e Embriologia, 1B, Unicamp.

11. ANALISE ESTATISTICA

Os grupos experimentais no teste PWTP (andlises entre valores de tempos
individuais) foram comparados por analise de varidncia de uma via (One-way
ANOVA) com teste posterior de Tukey-Kramer. Os dados foram apresentados como
médias e desvio padréo (SD) dos experimentos realizados. Para a avaliacdo do
bloqueio motor (laténcia, Tmax, tempo de recuperacao, AUC) e do bloqueio do nervo
infrorbital (AUC, tempo de recuperagédo) os valores foram expressos em mediana
(limites minimo e maximo) e comparados utilizando-se o teste de Kruskall-Wallis.
Nos testes in vitro, os valores de percentagem foram transformados em proporgdes e

analisados também pelo teste de Kruskall-Wallis (Zar, 1996).

Os softwares utilizados foram: Graph Pad Instat e Graph Pad Prism (Graph
Pad Software Inc., versao 3.0, 1997 — 1998).
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IV. RESULTADOS & DISCUSSAO

As analises dos sistemas de liberacao controlada, apresentadas nesta secao,

seguiram os fluxogramas abaixo:

ANESTESICOS LOCAIS

I I
MEPIVACAINA BUPIVACAINA ROPIVACAINA

—:

CARACTERIZACAO E AVALIACAO FARMACOLOGICA
I I

CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA AVALIACAO in vitro
Estabilidade quimica e fisica Liberagéo in vitro
Analise térmica e morfoldgica Cultura de células
Estudos de cinética e solubilidade Hemolise
— MVCLUV — MVCLUV
— BVCLUV — BVCLUV
— RVCLUV — RVCLUV

MVCLUV
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1. CARACTERIZACAO DAS FORMULAGCOES

LIPOSSOMAS
1.1. DISTRIBUICAO DE TAMANHO: DIAMETRO MEDIO DOS
LIPOSSOMAS E EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO

As medidas do raio hidrodinamico das vesiculas por espalhamento de luz
mostraram a presenca de uma populacdo majoritaria com diametro médio de cerca
de 400 nm, com polidispersidade entre 0,14 e 0,19. Observou-se também que a
encapsulacao dos AL ndao modificou o diametro médio, de forma significante, quando
comparada as vesiculas vazias (Tabela 3). Todas as medidas foram realizadas a 25
°C, em até 30 dias ap0s a preparagao.

Tabela 3- Didmetro médio das LUV apds encapsulagdo com AL trinta dias apds preparagéo (n = 4).

DIAMETRO MEDIO (nm) PROPORCAO (%)
LIPOSSOMAS (média * d.p.) (média % d.p.)
Inicial 30 dias Inicial 30 dias
LUV 371,0+7,9 350,8 + 4,6 81,6 +5,1 87,8+2,8
128,0 + 6,3 154,6 £ 0,2 18,412 122+25
RVCyuy 356,0 + 8,3 335,5+0,8 84,2+38 93,1+4,8
138,0+7,8 131,8 £8,9 159+52 6,9+3,2
MVCyyy 346,0 +10,3 355,5+ 23,3 81,2+3,3 86,7+ 8,9
154,0 + 5,8 164,4 + 13,2 18,8 +3,2 14,6 + 7,1
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Ap6s andlise por espectrofotometria, a eficiéncia de encapsulacao
determinada para a RVC em 4 mM de lipossomas, foi de 23,8 * 3,52 % (média + erro

do processo de encapsulagao) (n = 7).

Os valores da eficiéncia de encapsulagao para BVC e MVC (24,8 £ 4,2 % e
18,4 + 3,9 %, respectivamente) (Araujo et al., 2004) quando comparados ao
encontrado para RVC, refletem as diferentes propriedades fisico-quimicas desses
AL, determinadas pelos substituintes do anel piperidinico (ver Figura 1) e em
concordancia com medidas de solubilidade aquosa e do coeficiente de particdo dos
mesmos em lipossomas multilamelares de fosfatidilcolina de ovo (de Paula &
Schreier, 1995; 1996).

Devido ao seu carater anfifilico, todos o0s anestésicos encontram-se
distribuidos, parte na bicamada lipidica e parte no interior aquoso dos lipossomas. A
alta particaio em membranas da BVC e da RVC (Tabela 1) permitiu a encapsulacao
de maiores concentracdes dos farmacos; ja a MVC apresenta a menor particdo em
membranas e boa solubilidade aquosa, justificando a percentagem de encapsulacao

mais baixa.

Transformando os valores de porcentagem de encapsulacdo em coeficiente
de particdo, pode-se determinar, segundo a equacao 2 (ver item Materiais &

Métodos), o valor de P para RVC (132 £ 25,8) entre lipossomas e agua, em pH 7,4.

Considerando-se os valores de P para a BVC e MVC (136 e 93,
respectivamente) determinados no mesmo sistema (Araujo et al., 2004) pode-se
mais uma vez comprovar a seguinte escala da hidrofobicidade: BVC>RVC>MVC.
Dessa forma, a RVC encontra-se em uma posi¢ao intermediaria entre a BVC e a
MVC, havendo uma tendéncia maior para um “comportamento” semelhante a BVC.
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De fato, a presenca de um radical propil como substituinte no anel piperidinico
da RVC permite a molécula uma menor hidrofobicidade em relacdo a BVC (radical
butil) sendo porém, mais lipofilica que a MVC (radical metil) (Figura 1). Por outro
lado, essas caracteristicas definem fatores importantes em termos de anestesia
como inicio e duracdo de acao e toxicidade sistémica; colocando a RVC como um
possivel substituto para a BVC, ja que a primeira apresenta perfil de bloqueio
nervoso semelhante, porém com toxicidade menor (McClure, 1996; Wang et al.,
2001).

1.2. ESTABILIDADE E PERMEABILIDADE: LIBERACAO DE
RODAMINA

O coeficiente de extingdo molar (= 9,2.10%) da RDM, a caracterizagao dos
comprimentos de onda de excitagdo e emissao (Aexcitagio= 9594 NM € Aemisszo= 574 NM)
e a porcentagem de encapsulagdo (11 = 0,84%, média + erro do processo de
encapsulagcédo, n=4) deste fluoroforo, foram parametros importantes determinados
para posterior estudo da estabilidade e permeabilidade dos lipossomas (Figura 14).

Experimentos para avaliagdo da permeabilidade das vesiculas foram
executados na presenca de RVC, representando um modelo de AL com particdo em
membranas intermediaria a BVC e a MVC, o que justifica seu uso como modelo para

esses outros AL nos experimentos de fluorescéncia.

Observou-se a variacdo da intensidade de fluorescéncia da RDM em
intervalos de 0 a 60 min (tempo superior ao inicio de acdo dos AL em geral) nos
sistemas contendo RVC encapsulada e RVC em agua (adicionada ao sistema no
momento do teste) comparando-se com um sistema-controle (sem o AL). Durante
esse periodo ndo foi observada qualquer variagdo na permeabilidade das vesiculas,
apenas a restauracédo do equilibrio da molécula do fluoréforo em solugcéo, nos trés
sistemas. A lise total das MLV (liberacdo de RDM encapsulada) foi determinada por
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adicao de Triton X-100 a 2%; como acompanhado pelo aumento da intensidade de
fluorescéncia da RDM (Figura 15). Além disso, o maior rendimento quantico de
fluorescéncia apds ruptura das vesiculas deve-se a eliminacdo do efeito supressor

gue existe quando a RDM esté encapsulada no interior aquoso das MLV.
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Figura 14- Caracterizagdo espectrofotomeétrica (A) e espectros de fluorescéncia para RDM, entre 1 e
3 UM (Aexe.554 M € Aemis 574 nm) (B) em pH 7,4 (HEPES 20 mm em NaCl 150 mM).

A permeabilidade das MLV também foi caracterizada em relagdo a
variagdo da temperatura tanto na presengca e na auséncia de Triton X-100.
Observou-se um decaimento da intensidade de fluorescéncia da RDM com o
aumento da temperatura nos trés sistemas (Figura 16), o que pode ser explicado
pelo aumento da supressédo de fluorescéncia ou da transferéncia de energia por
maior colisdo entre as moléculas, favorecida pelo aumento da temperatura tanto do
fluoréforo encapsulado quanto do livre (apdés adicdo de Triton X-100)
(Lakowicz,1983).

As medidas da estabilidade fisica dos lipossomas sédo de grande interesse
para sua aplicacdo como veiculos de formulagdes farmacéuticas. A estabilidade
fisica é definida como a estabilidade do sistema lipossomal em relagdo a estrutura
dos componentes lipidicos e, principalmente, a integridade do sistema em questao
(controle da permeabilidade das vesiculas e, portanto, do conteddo encapsulado)
(Lichtenberg & Barenholz, 1988). Com a utilizagdo de um fluoréforo como marcador,
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ja que os AL utilizados nesse trabalho nédo fluorescem, foi possivel avaliar a
permeabilidade das vesiculas em diversas condigcdes: com variacdo de tempo,
temperatura e exposicao a agentes liticos (detergentes).

De acordo com os resultados apresentados, ndo ocorreram mudancgas
significantes na intensidade de fluorescéncia nos trés sistemas testados, indicando
que a presenca do AL em membrana ou em agua nao interfere na permeabilidade
das vesiculas tanto em funcédo do tempo (como observado nos estudos de cinética)
quanto ap6s a variacao de temperatura das amostras. Esse fato € de grande
interesse na estimativa do tempo e temperatura de armazenamento das formulagdes

lipossomais para que nao haja variacdo do conteudo encapsulado.
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Figura 15- Cinéticas de permeabilidade das MLV a RDM durante em fungdo do tempo (60 min) antes
e apos adicao de Triton X-100 (2 %). A- Sistema contendo RDM encapsulada em MLV; B- Sistema
contendo RDM encapsulada em MLV com presenca de RVC (em agua), C- Sistema contendo RDM e
RVC encapsuladas em MLV. rdm= rodamina em agua; rdmrvc= rodamina e ropivacaina em agua
(n=4).
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Figura 16- Liberagcdo de RDM encapsulada em MLV com variagdo de temperatura (4, 25 e 37°C)
antes e apds (t) adicdo de Triton X-100 (2%). A- Sistema contendo RDM encapsulada em MLV, B-
Sistema contendo RDM encapsulada em MLV na presenca de RVC (em agua), C- Sistema contendo
RDM e RVC encapsulados em MLV. Dados representados como médias+SD (n=4).
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1.3. CARAC TERIZAQAO DE  LIPOSSOMAS QUANTO A
ESTABILIDADE QUIMICA DE SEUS COMPONENTES ESTRUTURAIS:
ESTIMATIVA DA OXIDACAO DE FOSFOLIPIDIOS

De uma forma geral, as concentragbes de malondialdeido (MDA) em LUV
armazenadas durante o periodo de um ano cresceram com o tempo de estocagem,
sendo os niveis maximos de endoperoxidos atingidos apds 6 meses de estocagem a
4 °C, como observado na figura 17. Porém, deve-se ressaltar que, apesar da
manutencdo na estabilidade quimica dos lipossomas durante ca. quatro meses,
analises de espalhamento de luz demonstraram que apds sessenta dias de
preparacdo nota-se alteragdes no tamanho dos lipossomas, o que limita sua
utilizacéo até esse periodo (Tabela 4).

1.0+
0.8+

0.6+

[MDA] nM (532 nm)

4-
TR T g g0 e 70 B0 107 122
meses

Figura 17 — Concentragcdo de MDA (nM, 532 nm) em lipossomas unilamelares (LUV 5mM)
armazenados a 4 °C e protegidos da luz (n=3-4).

Com relacdo a encapsulacao de AL, ndo foram observadas mudancas nos
niveis de peroxidacdo lipidica mesmo apdés a variagcdo das temperaturas de
armazenamento (Figura 18). Outro parametro de estabilidade das formulagées, o
tamanho das vesiculas, foi acompanhado em fungcédo do tempo de armazenamento. A
tabela 4 mostra que ha aumento no didmetro médio dos lipossomas apds cerca de
60 dias de estocagem (observar também tabela 3). Dessa forma, o periodo de 30
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dias de estocagem foi considerado seguro, uma vez que nao houve alteragdes no

tamanho das vesiculas e nem na composi¢cdo das mesmas.
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Figura 18 — Concentracdo de MDA (nM, 532 nm) em lipossomas unilamelares (LUV 5mM)
armazenados em trés diferentes temperaturas (4, 25 e 37 °C) durante 30 dias e protegidos da Iuz
(n=3).

Tabela 4- Diametro médio e proporgcdo dos sistemas LUV, RVC,y,y e MVC,yy 30 e 60 dias de
preparacdo (n=3).

LIPOSSOMAS DIAMETRO MEDIO (nm) PROPORQAO (%)
(média = d.p.) (média = d.p.)
30 dias 60 dias 30 dias 60 dias
350,8+ 154,6 903,3+28,5 87,8+2,5 94,4+1,7
LUV 154,6+30,2 257,8+12,16 12,1+2,5 5,7+1,6
335,5+40,8 610,0+54,6 93,1+4,8 92,4+1,3
RVCLUV
131,818,9 281,3+27,8 6,9+3,2 7,6+1,2
MVC,yv 355,5+23,3 495,7+90,6 81,2+3,3 90,6+5,1
164,4+13,12 291,2+11,2 18,8+3,2 9,4+1,2
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CICLODEXTRINAS

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

A andlise de DSC mostrou evidéncias da complexacao entre os AL (BVC e
RVC) e B-CD ou HPB-CD, na razdo molar 1:1. As Figuras 19, 20, 21 e 22 apresentam
os termogramas para os compostos: B-CD (19A e 20A), HPB-CD (21A e 22A), BVC
(19B e 21B), RVC (20B e 22B), misturas fisicas - BVC/B-CD (19C), RVC/B-CD (20C),
BVC/HPB-CD (21C), RVC/HPB-CD (22C) - e dos complexos solidos BVCg.cp (19D),
RVCgs.cp (20D), BVChppco (21D) e RVCuppcp (22D). A Tabela 5 apresenta as
temperaturas e a variagao de entalpia (AH) dos picos endotérmicos relativos a fuséo,
no caso doa AL puros, e a perda das moléculas de agua (dessolvatacao) da
cavidade das CD.

As CDs, B-CD e HPB-CD, apresentam picos endotérmicos caracteristicos em
141,8 °C e 336,0 °C. Para BVC e RVC, os picos endotérmicos determinados foram
em 133,5 °C e 117,6 °C, respectivamente. Ja as misturas fisicas, BVC/B-CD e
RVC/B-CD, mostraram picos endotérmicos a 135,7°C e 129,54°C, em temperaturas
mais elevadas do que as observadas para BVC e RVC puras (Figuras 19 e 20); e
inferiores a temperatura de dessolvatacdo da B-CD (Tabela 5). A analise térmica das
misturas fisicas (BVC/HPB-CD e RVC/HPB-CD) com HPB-CD, mostrou picos
endotérmicos, com um pequeno deslocamento, relativos a transicdo dos AL e
(Figuras 21 e 22, Tabela 5) um segundo pico (ca 245 °C, Tabela 5) referente a

dessolvatacdo da HPB-CD, bastante deslocado em relacao ao pico da HPB-CD pura.
Nos termogramas para os complexos soélidos de BVCg.cp € RVCg-cp (na razéo

molar 1:1, AL:B-CD), os picos sdo quase imperceptiveis: ha pequenos picos de

transicdo a 107,2°C e 118,9°C, cuja entalpia é minima ou ndo detectavel (Tabela 5).
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Igualmente, nos complexos soélidos de BVCppg.co € RVChpp.cp (Na razédo molar
1:1, AL:HPB-CD), o pico de transigdo dos AL desaparece observando-se, uma uUnica
transicdo a 264,5 °C com relacdo ao complexo BVCupp-cp, € 248,2 °C com RVChpp-cp,
revelando o favorecimento da dessolvatacdo da cavidade da HPB-CD (menor

temperatura e menor entalpia, Tabela 5) com a complexacéo.

Além disso, observou-se que os complexos de inclusdo com os AL (BVC e
RVC) tendem a apresentar um pico entalpico cuja temperatura é proxima (inferior) a
do pico de dessolvatacao da CD envolvida na complexagéo, ou seja, os complexos
BVChpp.co (264,5 °C) e RVCuppcpo (248,2 °C) mostraram picos endotérmicos em
temperaturas proximas a observada para a dessolvatacdo da cavidade da HPB-CD
(336,0 °C), enquanto nos complexos, BVCg.cp (107,2 °C) e RVCgp.cp (118,9 °C), os

picos ficaram mais proximos aos da dessolvatagdo da B-CD (141,8 °C).

Todos esses resultados indicam sinais de complexacdo molecular, ja que os
complexos apresentaram picos pouco definidos ou alargados e de menor entalpia
quando comparados aos compostos puros (AL ou CD). Em particular, destaca-se
que o pico relativo a transicdo do AL (visivel no termograma do composto isolado ou
da mistura fisica) ja ndo é detectado pela andlise térmica do complexo, evidenciando

a complexacao molecular.
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Figura 19- Termogramas de DSC para o sistema de BVC com p-CD. (A) p-CD, (B) BVC, (C) mistura
fisica BVC/ p-CD, (D) complexo sdlido BVCg.cp (razdo molar de 1:1 AL:5-CD).
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Figura 20- Termogramas de DSC para o sistema de RVC com p-CD. (A) p-CD, (B) RVC, (C) mistura
fisica RVC/ -CD, (D) complexo solido RVCg.cp (razdo molar de 1:1 AL:5-CD).
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Figura 21- Termogramas de DSC para o sistema de BVC com HPpB-CD. (A) HPB-CD, (B) BVC, (C)
mistura fisica BVC/HPB-CD, (D) complexo sélido BVC:HPS-CD (razdo molar de 1:1 AL : HPB-CD).
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Figura 22- Termogramas de DSC para o sistema de RVC com HPB-CD. (A) HPS-CD, (B) RVC, (C)
mistura fisica RVC/HPpB-CD, (D) complexo sélido RV
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Tabela 5- Temperatura de transicéo de fases e AH da BVC, RVC, p-CD e HPpS-CD, misturas fisicas e
complexos solidos determinados através de DSC.

TEMPERATURA DE TRANSICAO

AMOSTRA DE FASES (°C) AH (J/g)
s-cD 141,8 190,1
HPB-CD 336,0 287,3
RVC 117,6 61,2
aBVC 133,5 140,3
Mistura fisica 129,5 1442
RVC/p-CD
Mistura fisica 116,0/246,5 81,0/335,2
RVC/HPB-CD
aMistura fisica 135,7 269,2
BVC/B-CD
Mistura fisica 104,3 /244 1 76,1/367,7
BVC/HPB-CD
Complexo RVCg.cp 118,9 25,8
Complexo RVCups.cp 2482 83,7
4Complexo BVCg.cp 107,2 Nd
Complexo BVCyps.cp 264,5 75,19

? Dados de Araujo, D.R. 2002.
Nd= ndo determinado.
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1.5. CINETICA DA FORMACAO DE COMPLEXOS: MODIFICACAO DO
ESPECTRO DE ABSORCAO DOS AL

Com os experimentos de cinética procurou-se determinar o tempo necessario
para equilibrio na formacdo dos complexos de inclusdo dos AL com as CDs. A
concentragao de anestésico utilizada para os experimentos com 3-CD ou HPB-CD foi
de 1 mM (AL:CD, 1:1). Todas as analises foram realizadas em triplicata. Para esses
testes foram estudados, somente os AL mais hidrofébicos em relagdo a MVC (que
sao beneficiados pela complexacdo com CDs em termos de intensidade e duracao
do efeito anestésico), ou seja, BVC e RVC. A MVC foi utilizada, inicialmente, por

exemplificar a complexacao de AL mais hidrofilicos com CD.

Embora a absortividade molar no UV dos AL estudados seja pequena, ela
pode ser usada para acompanhar a formacao dos complexos, pois sofre um ligeiro
aumento quando os AL estdo inseridos na cavidade das CD. Nos complexos com -
CD o equilibrio foi alcancado apds aproximadamente 5 horas (BVC) e em tempos
maiores para RVC e MVC (Figura 23 A). Diferentemente dos resultados de cinética
obtidos para os complexos de inclusdo com B-CD, as variagbes de absorbancia em
relacdo a do tempo zero, para os sistemas de AL contendo HPB-CD foram minimas
desde as primeiras horas do experimento, indicando um inicio da fase de equilibrio

anterior ao observado para a complexagao com B-CD (Figura 23 B).

Mais uma vez, a hidrofobicidade dos AL pode ser apontada como fator
determinante na complexacdo, pois o equilibrio da complexacdo com BVC parece
ocorrer mais rapidamente em comparagdo com RVC e MVC em B-CD (Figura 23 A).
Este efeito temporal ndo é tdo evidente nos sistemas com HPB-CD em que, tanto
para BVC quanto para RVC, a complexacao com HPB-CD parece ocorrer a0 mesmo

tempo, sendo possivel a observacao apenas da fase de equilibrio (Figura 23 B).
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Para moléculas mais hidrofobicas, como a base livre dos anestésicos

estudados, o tempo necessario para atingir o equilibrio € cerca de 24 horas (Dollo et

al., 1996b).
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Figura 23- Cinética de formacdo dos complexos de anestésicos com p-CD (1:1) (A) ou HPB-CD (1:1)
(B). Os sistemas foram mantidos sob agitacdo durante 12 horas. Dados representados como

médiaszd.p. (n=4).
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1.6. ESTEQUIOMETRIA DA COMPLEXACAO: ISOTERMAS DE
SOLUBILIDADE

Através dos experimentos de solubilidade de fases, foi possivel observar a
complexacao da BVC e RVC com a B-CD e HPB-CD em pH 7,4 (25 °C) (Figura 24
A,B) e calcular as constantes de associacdo (Kc) (Tabela 6). Os diagramas de
solubilidade de fases dos sistemas contendo B-CD ou HPB-CD mostraram que, para
BVC e RVC, os tipos de curvas apresentadas sao do tipo A (ver item 6.2.3, Materiais
& Métodos) implicando na formacdo de complexos mais soluveis que os AL puros.
Curiosamente, nos sistemas com HPB-CD, o aumento na solubilidade da BVC
apresenta uma mudancga brusca entre 30 e 40 mM de HPB-CD e atinge um plat6é a
40 mM de HPB-CD enquanto a RVC tem aumento linear da solubilidade em fungéo

das concentragdes de HPB-CD testadas.

As diferencas observadas entre as concentracoes de B-CD (4 a 20 mM) e
HPB-CD utilizadas nos experimentos, deve-se a maior solubilidade da HPB-CD
(cerca de 2 M) quando comparada a B-CD (16,6 mM) (Rajewski & Stella, 1996,
Daves & Brewster, 2004). Todos os experimentos foram realizados para avaliar a
solubilidade dos AL em pH 7,4, onde a BVC e a RVC s&o insoluveis na concentragéo
utiizada (30 mM). Assim, qualguer aumento da concentracdo do AL no
sobrenadante, deve-se a formacao de complexos de inclusdo com as CD.

A mudanca na solubilidade da BVC observada apds adi¢cdo de 30-40 mM de
HPB-CD indica uma estequiometria de complexagédo de 1:1. Isto ndo é tdo evidente
para RVC, pois o efeito solubilizador da HPB-CD parece ser mais pronunciado
quando ha complexagdo com AL mais hidrofébicos (como a BVC). As caracteristicas
fisico-quimicas semelhantes da RVC e BVC direcionaram a complexacdo com p-CD
e HPB-CD e os resultados obtidos indicam um posicionamento favoravel dos

farmacos dentro da cavidade hidrofobica das CD (Dollo et al., 1996b).
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A partir da determinagéo dos valores de Kc (Tabela 6) pode-se verificar que ha
uma interacdo mais pronunciada da BVC do que da RVC com as CD, sendo essa
interacdo maior com HPB-CD (constantes de associacao de 14,7 e 10 para BVC e

RVC, respectivamente).

Tabela 6- Valores das constantes de associagdo (Kc) com -CD e HPB-CD para a BVC e RVC (pH
74a25°, n=4).

VALORES DE Kc (M)
ANESTESICO LOCAL p-CD HPB-CD
BVC 8,9 14,7
RVC 7,9 10

m RVC
A BVC
124
10 T T T T T
0 5 10 15 20
[B-CD] mM A
20+
m RVC
——BVC
1045 T T T T
0 20 40 60 80
[HPB-CD] mM B

Figura 24- Diagramas de solubilidade de fases para BVC e RVC com p-CD (A) e HPS-CD (B) a 25°C,

pH 7,4. Dados representados como médias+d.p. (n=3). Ensaios realizados com AL em excesso (30
mM) e concentragbes crescentes de [-CD e HPB-CD; os valores nas ordenadas referem-se a
concentracdo de AL soltivel apds 24 horas de equilibrio.
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1.7 MORFOLOGIA DAS FORMULACOES: MICROSCOPIA
ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As analises por MEV facilitaram a observagdo dos cristais das amostras
isoladas normais e submetidas ao processo de liofilizagao, que é utilizado para obter
os complexos de inclusdo no estado solido. Para verificar se as mudancgas estruturais
observadas nos cristais dos farmacos apds a complexagcdo nao seriam resultado de
artefatos da técnica de liofilizagéo, as CD (B-CD e HPB-CD) e os AL (BVC e RVC)

isolados também foram submetidos ao mesmo processo (Figuras 25 e 26).

A Figura 25 mostra os cristais de p-CD (25 A,B) e HPB-CD (25 C,D) em suas
estruturas antes (nativas) e apds a liofilizagcdo. Observou-se a manutencdo da
estrutura tipica e formato (cubico) dos cristais de $-CD, com dimensdes médias de
cerca de 50 a 70 um de didmetro. Os cristais de HPB-CD tém dimensdes préximas
aos de B-CD (~60 um de diametro), contornos bem definidos que deram lugar a

cristais mais fragmentados, perdendo a forma arredondada, apés a liofilizacao.

Com relagdo aos AL, a BVC forma cristais pequenos, cubico — retangulares
(~30 um de comprimento por 10 um de largura) que, apds a liofilizacdo apresentam-
se como estruturas maiores (~70 um de comprimento e 30 um de altura) e de
aspecto aerado (Figura 26 A,B) que parecem representar uma agregacao de cristais
menores, ja que o formato cubico-retangular é preservado. Ja os cristais alongados e
ponteagudos (50 um por 5 um) da RVC mostraram-se mais fragmentadas, mas com

aspecto semelhante aquele observado antes da liofilizagédo (Figura 26 C,D).

As micrografias das misturas fisicas para cada AL com os dois tipos de CDs,
mostram a conservagao das caracteristicas dos cristais de BVC ou RVC e B-CD ou

HPB-CD, isoladamente, indicando a auséncia de complexagao (Figura 27).
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Em relagdo ao complexos solidos, observou-se alteracées muito evidentes ja
que a morfologia original dos cristais das CD e dos AL foi perdida, observando-se

aglomerados de menor tamanho (< 10 um) e estrutura pouco definida (Figura 28).

Apesar de algumas mudancgas na estrutura dos cristais de BVC e HPB-CD
isoladas ap6s o processo de liofilizagdo, a comparacdo com as micrografias dos
complexos de inclusdo n&o indicou qualquer similaridade com as estruturas
formadas. Esses resultados indicam que a complexacdo altera a estrutura original
dos cristais dos farmacos, mas n&o devido ao processo de liofilizagao.

Segundo revisao recente sobre as CD, utilizadas como sistemas de liberacao
controlada de farmacos, a forma cristalina das CD naturais pode ser perdida com a
substituicdo molecular (dependendo do grau e precisao), isto é, CD substituidas de
maneira pouco uniforme nos carbonos 2,3 € 6 dos residuos de glicose (como no
caso da HPB-CD), podem perder a organizagdo cristalina formando aglomerados
amorfos (Davis & Brewster, 2004). Provavelmente, a complexacédo com AL exerceria
um efeito semelhante nos cristais de CD puros, explicando a formagéo das estruturas
amorfas (Figura 28).
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Figura 25- Analise por MEV dos cristais de -CD nativa (A) e liofilizada (B), HPB-CD nativa (C) e
liofilizada (D). Aumento de 1500x.
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Figura 26- Analise por MEV dos cristais de BVC nativa (A) e liofilizada (B), RVC nativa (C) e liofilizada
(D). Aumento de 1500x.
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Figura 27- Analise por MEV dos cristais das misturas fisicas contendo BVC/3-CD (A), BVC/HPS-CD
(B), RVC/B-CD (C) e RVC/HPp-CD (D). Aumento de 1500x.
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Figura 28- Andlise por MEV dos cristais dos complexos de inclusdo (AL:CD , 1:1) BVC.5-CD (A),
BVC:HPB-CD (B), RVC.5-CD (C) e RVC:HPB-CD (D). Aumento de 1500x.
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2. TESTES IN VITRO: LIBERACAO DE FARMACOS

2.1. ANESTESICOS LOCAIS COMPLEXADOS COM CDs

Para os testes de liberacdo in vitro foram realizados experimentos com 0s
sistemas BVCgp.cp, RVCgp.cp, BVChps-cp € RVChpp.co Onde os resultados obtidos foram
comparados com os perfis de liberacdo dos farmacoss livres (Figura 29 A,B). Em
geral, observou-se uma diminuicdo na liberacdo dos AL complexados com as CD em
relagdo aos farmacos livres, indicando que o uso de carreadores alterou a cinética de
liberacao dos farmacos, através de membranas de didlise.

Nos experimentos com BVC observou-se a liberagdo total do farmaco livre
(100%) apds 150 min. de dialise. Ja os sistemas BVCg.cp € BVChpg.cp diminuiram, de
forma similar, a permeacéo do farmaco (cerca de 1,8 e 1,6 vezes, respectivamente
com cerca de 50 % de liberagdo) em relagdo sua forma livre, ap6s 150 min. (p <
0,001) e a liberacao total nao foi atingida até 450 min. de experimento (Figura 29 A).

Para os sistemas contendo RVC, ap6s 180 min. de dialise, 100% do farmaco
havia sido liberado na solucédo receptora; contrastando com os resultados obtidos
para RVCg.cp € RVChpg.co (75% e 80% de RVC liberada, respectivamente) em 180
min. (p < 0,001). Ambos os sistemas, apresentaram perfis de liberagdo muito
semelhantes para RVC (diminuicdo de 1,5 e 1,3 vezes na liberagdo do farmaco)
(Figura 29 B).

A liberacdo total da RVC complexada ocorre em menos de 450 min. de
experimento, tanto para B-CD quanto para HPB-CD, o que é condizente com os
menores valores Kc da RVC em relagdo a BVC (Tabela 6). Além disso, os perfis de
liberacao obtidos foram importantes para a comparacéo entre os sistemas de AL em
HPB-CD e B-CD, evidenciando que a interacdo dos AL com HPB-CD também nao é
suficientemente forte (de acordo com os valores de Kc, Tabela 6) para limitar a
liberacao do farmaco aos tecidos-alvo, o que é desejavel.
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obtidos in vitro, sao bastante promissores mesmo

considerando-se as possiveis diferencas entre as cinéticas in vivo e in vitro, dos AL
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Figura 29- Liberacdo cumulativa de BVC (A) e RVC (B) (%) a partir de sistemas contendo p-CD e
HPp-CD (1:1, razdo molar AL:CD), pH 7,4 e 25 °C. Dados representados como médias+SD (n=4).
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2.2. ANESTESICOS LOCAIS ENCAPSULADOS EM LIPOSSOMAS
(LUV)

A encapsulagédo de MVC e RVC em lipossomas reduziu significativamente a
liberacao desses AL (1,5 vezes, p < 0,001 para MVC e RVC) ap6s comparagcdes com
o farmaco livre (Figura 30). O tempo necessario para liberacdo total da MVC
encapsulada foi de 240 min (sendo o farmaco livre liberad 100% apds 150 min. de
didlise). Com relagdo a RVC, o farmaco livre foi liberado completamente apds 180

min., ao contrario da RVC encapsulada, cuja liberacéo total sé ocorreu a 420 min. de

experimentacao.
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Figura 30- Liberagcdo cumulativa de MVC* e RVC (%) a partir de sistemas contendo lipossomas
unilamelares, pH 7,4 e 25 °C. Dados representados como médias+SD (n=4). *Dados obtidos de Araujo

et al., 2004.
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Para a pesquisa e desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada,
alguns fatores devem ser considerados: i) o farmaco deve ser encapsulado ou
complexado possibilitando a manutencao das concentragdes terapéuticas por um
longo tempo e ii) a eliminac&o do sistema carreador/AL (clearance) deve ser reduzida
o suficiente para que concentracdes de farmaco sejam mantidas no local da injecao
(importante para farmacos de acao regional, como os AL) (Langerman et al., 1992;
Mowat et al., 1996). Nesse sentido, os testes de liberagéo in vitro possibilitaram uma
avaliagdo da permeacao dos farmacos através de membranas, onde as formulagdes
gue mantiveram os menores niveis de liberagdo possivelmente apresentam uma

maior interagédo do fdrmaco com os carreadores.

Para o sistema contendo RVC observou-se que os sistemas RVC yy, RVCgp.cp
RVCypp.cp atrasaram a liberacdo de RVC em 1,5 e 1,3 vezes, respectivamente
quando comparados a solucao controle (RVC) no mesmo tempo de experimentacéo,
indicando que a RVC beneficia-se da utilizacdo de lipossomas e ciclodextrinas como
carreadores. Este fato ndo ocorre com BVC e MVC, j4 que ha uma interagdo
preferencial desses farmacos (direcionada por suas propriedades fisico-quimicas)
pelos carreadores ciclodextrinas e lipossomas, respectivamente.

Analisando dados anteriores pode-se notar que um efeito da complexacao
com CD é evidenciado pelo aumento da solubilidade aquosa dos anestésicos BVC e
RVC (Figura 24), interferindo na cinética de transferéncia através interface agua-
membrana. Ja na encapsulacdo ha maior fornecimento de AL (como MVC e RVC)
incorporado na fase membranar. Em relagao as propriedades farmacolédgicas dos AL,
cujo sitio de agéo é a membrana do ax6nio, ambos 0s sistemas proporcionariam um
aumento na concentracdo de farmaco no local de acdo. Os ensaios de liberacao
sugerem ainda que os carreadores podem proporcionar um beneficio adicional aos
AL, sendo evidenciado (in vitro) pelo aumento no tempo para liberagdo e pela
reducdo do clearance local (in vivo), o que determina um aumento na

biodisponibilidade desses farmacos.
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3. TESTES DE ESTERILIZAGCAO

Foram realizadas analises de materiais submetidos a diferentes métodos de
esterilizagdo como filtragc&do e radiacdo gama.

Inicialmente, os AL, as CD e as formula¢cdes complexadas foram submetidas a
filtracdo (filtros com poros de 0,22 um) enquanto para os lipossomas e formulacées
lipossomais foram utilizados filtros com poros maiores como 0,45 um (devido ao

tamanho das vesiculas preparadas, ~ 0,4 um).

Em seguida, as amostras filtradas contendo AL (BVC, RVC e MVC), veiculos
(LUV, B-CD e HPB-CD), formulagbes lipossomais e complexadas foram semeadas
em meios de cultura e mantidos por até 7 dias, nao tendo sido detectada a presenca
de microorganismos nas amostras. Esses resultados indicaram que as formulagdes

encontravam-se aptas a utilizagdo em animais de experimentacao.

Os testes de esterilizacdo por radiacdo gama (produzida pelo radioisétopo
Cobalto-60, Companhia Brasileira de Esterilizagao-CBE, Jarinu-SP) foram feitos com
até 3,5 Mrad (Malinovsky et al., 1997b). Embora ndo tenha sido detectada a
presenca de microorganismos nos ensaios em meio de cultura, optou-se pelo
método de filtracdo para evitar danos oxidativos as formulagcdes lipossomais, que
poderiam ser induzidas pela radiagao gama.
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4. ENSAIOS IN VITRO: AVALIACAO DA TOXICIDADE
4.1. ENSAIOS EM CULTURA DE CELULAS: VIABILIDADE CELULAR

A avaliacdo do efeito téxico dos veiculos (LUV, B-CD e HPB-CD), dos
farmacos livres (MVC, RVC e BVC), encapsulados em lipossomas (MVC_yy) e
complexados (BVCg.cp, BVChpg.cp, RVCp.co € RVChpp.cp), foi realizada através do
ensaio de viabilidade por reducado do corante MTT sobre culturas de células néao
metabolizantes (fibroblastos de camundongos, linhagem de células 3T3).

De uma forma geral, o tratamento das células com as CD, AL livres,
encapsulados e complexados alterou a porcentagem de células viadveis de maneira
dose-dependente em relagéo ao controle (tratado apenas com o corante MTT). Uma
das mais importantes consideracdes na escolha das concentracdes dos AL testados
em nosso sistema in vitro, foi a correlacdo com aquelas utilizadas na clinica. Assim,
as concentracdes dos veiculos (no caso das CD), das formulacbes complexadas e
encapsuladas foram as mesmas utilizadas com os AL livres; representando suas
concentragdes clinicas: MVC 0,5; 1 e 2% (17, 35 e 70 mM), BVC e RVC 0,125; 0,25;
0,5% (4, 8 e 16 mM).

4.1.1. ANESTESICOS LOCAIS COMPLEXADOS COM CD

Nas as células incubadas com as CDs (B-CD e HPB-CD nas concentragdes de
4, 8 e 16 mM) observou-se uma diminuicdo da porcentagem de células viaveis apos
o tratamento, havendo diferengas estatisticas entre 3-CD e HPB-CD apenas na maior

concentracao utilizada (16 mM) (Figura 31).
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Figura 31 — Efeitos citotoxicos da -CD e HPS-CD (4, 8 e 16 mM), em células 3T3 (incubacéo por 2 h
a 37 °C e 5% CO, pH 7,4) avaliados pela reducdo do corante MTT. Dados expressos em
porcentagem de células viaveis em relagdo ao controle com MTT (Médias + d.p., n=4 experimentos).
**p < 0,01 (ANOVA).

O tratamento das células com os sistemas contendo BVC 4 mM, mostraram
que ambos os complexos BVCuppcp € BVCg.cp apresentaram efeitos semelhantes
aos veiculos (cerca de 90% de células viaveis), reduzindo a citotoxicidade provocada
pela mesma concentracdo do farmaco livre (75% de células viaveis) (p < 0,05)
(Figura 32 A). Na concentracdo de 8 mM, apenas o complexo BVCppg.cp mostrou
menor efeito citotéxico do que a BVC livre (85 e 72% de células viaveis, p < 0,01)
(Figura 32 B). Com a maior concentragao de BVC (16 mM), a viabilidade das células
também foi aumentada apo6s o tratamento com os complexos BVCypg.cp € BVCp.cp

em relacao ao farmaco livre com p < 0,01 e p < 0,05, respectivamente (Figura 32 C).

A incubacdo das células com os complexos contendo RVC, mostrou que a
viabilidade celular nado foi alterada em relacdo ao farmaco livre, nas trés
concentragbes utilizadas (Figuras 33 A, B e C). A pequena diferenga na
citotoxicidade observada com o aumento da concentragcdo de BVC e RVC livres

deve-se a limitada solubilidade aquosa desses anestésicos em pH 7,4.
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Os AL séo utilizados por via intramuscular para o tratamento da dor miofacial e
para bloqueio de nervos periféricos (como o0 nervo ciatico, por exemplo) (Hogan et
al., 1994). Vérios estudos relatam o desenvolvimento de toxicidade local apds a
injecdo de BVC, devido a inibicdo da sintese de proteinas responsaveis pela
manutengdo da concentragdo de calcio intracelular (Kytta et al., 1986; Zink et al.,
2003). Também foi descrita toxicidade local induzida por RVC, mas esta apresentou-
se bem menos severa que apds o uso de BVC (Zink et al., 2003), o que coincide com
os resultados de viabilidade celular apds a incubacao de fibroblastos com os AL.
Dessa forma, os ensaios de citotoxicidade confirmaram o maior efeito toxico da BVC
sobre a RVC, bem como mostraram que a liberagdo controlada dos AL pelos
complexos prevalece sobre o efeito solubilizante dos mesmos (aumento da
concentracao total de AL disponivel), ja que ndo houve aumento da toxicidade nas

concentracoes testadas.
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Figura 32 — Efeitos citotoxicos da p-CD, HPB-CD, BVC, BVCpp.cp € BVCscp a 4mM (A), 8mM (B) e
16 mM (C) em células 3T3 (incubagéo por 2 h a 37 °C e 5% CO,, pH 7,4) avaliados pela redugéo do
corante MTT. Dados expressos em porcentagem de células viaveis em relacdo ao controle com MTT
(Médias + d.p., n=4 experimentos). @ BVCrps.cp ou BVCpcpe BVC; * p, 0,05; ™p < 0,01 e ***p < 0,001
(ANOVA).
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16 mM (C) em células 3T3 (incubagéo por 2 h a 37 °C e 5% CO,, pH 7,4) avaliados pela redugéo do
corante MTT. Dados expressos em porcentagem de células viaveis em relacdo ao controle com MTT
(Médias * d.p., n=4 experimentos).
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4.1.2. ANESTESICOS LOCAIS ENCAPSULADOS EM LIPOSSOMAS
(LUV)

Os lipossomas (LUV, 5 mM) ndo apresentaram efeitos citotdxicos na
concentragao testada, com 100% de células vidveis apos tratamento (Figura 34 A,
B).

O tratamento com MVC ou RVC induziu efeitos téxicos em células 3T3 nas
concentracdes de 17, 35 e 70 mM (82, 79 e 70% de células viaveis) para MVC e
apenas nas maiores concentragdes de RVC 8 e 16 mM (com 85 e 75 % de células
viaveis, respectivamente). Em contrapartida, a encapsulagdo de MVC e RVC em
LUV reduziu a toxicidade de ambos os anestésicos, em relacdo ao farmaco livre, em
todas as concentracgdes (p < 0,01 e p < 0,001) (Figura 34 A,B).

O efeito da encapsulacdo BVC na toxicidade celular ndo foi avaliado, pois
estudos anteriores mostram que a formulacéo lipossomal ndo apresenta vantagens
quanto ao efeito anestésico, em relacdao a BVC livre (Araujo et al., 2004). No entanto,
comparando-se a citotoxicidade induzida por BVC livre (Figura 33) nas
concentragdes de 4, 8 e 16 mM, com os dados da figura 34 (A,B) pode-se observar a
maior toxicidade da BVC em relagdo a RVC e a MVC também na forma livre, pois a
maior porcentagem de células vidveis com os AL na mesma concentragao, isto &, 16
mM ou 0,5% é de 70, 75 e 82 %, respectivamente para BVC, RVC e MVC.

Como citado anteriormente para os resultados de citotoxicidade nos
complexos com CD, a reversdo da toxicidade do farmaco livre observada apds a
encapulacdo em lipossomas reflete a forte interagdo AL:Lipossoma, cujos valores de
P (ligacdo AL:lipidios) sdo uma ordem de grandeza maiores que os valores de Kc
(entre AL e CDs).
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Figura 34 — Efeitos citotoxicos MVC e MVC,yy (17, 35 e 70 mM) (A); RVC e RVC,yy (4, 8 e 16 mM)
(B) em células 3T3 (incubacdo por 2 h a 37 °C e 5% CQO,) avaliados pela redugcdo do corante MTT.
Dados expressos em porcentagem de células viaveis em relagdo ao controle com MTT (médias + d.p.,
n= 3 experimentos). a MVC,,, e MVC ou RVC, v e RVC. *p < 0,01 (ANOVA).
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4.2. ENSAIOS EM ERITROCITOS HUMANOS: HEMOLISE

A liberacdo de hemoglobina é um dos melhores parametros para descrever a
integridade de membranas de eritrocitos (Frangopol & Mihailescu, 2001). Através dos
ensaios com eritrdcitos humanos foi possivel observar o efeito direto dos AL livres,
das CD e dos AL complexados sobre essas membranas, utilizando-os como modelos
de citotoxicidade (Figuras 35, 36, 37 e Tabela 7).

O modelo de toxicidade in vitro por hemdlise ndo pode ser aplicado a
avaliacao de LUV e das formulacdes lipossomais de AL devido a turbidez das
amostras, limitando a analise por espectrofotometria. O efeito litico da MVC
complexada com CD também né&o avaliado, pois esse sistema nao potencializou o
efeito anestésicos nos estudos in vivo. Porém, em relagdo aos outros AL utilizados
(BVC e RVC), a MVC é menos litica aos eritrocitos humanos nas mesmas condi¢des
experimentais (Csos = 27,7 mM) (Malheiros et al., 2004).

Inicialmente, os ensaios hemoliticos foram realizados com os dois tipos de
CDs em concentragdes que variaram de 0,25 uM a 15 mM para B-CD e de 0,25 uM a
30 mM para HPB-CD. Essas diferencas nas concentragées de CD devem-se a maior
solubilidade aquosa e a menor atividade litica da HPB-CD descrita na literatura
(Bekers et al., 1991; Irie & Uekama, 1997) e confirmada em nossos ensaios. A figura
35 ilustra os perfis hemoliticos obtidos apés incubagao de eritrocitos humanos com B-
CD e HPB-CD.

Utilizou-se como parédmetros de hemdlise a concentracao para inicio da lise
(Cinicio) € a concentracado para 100% de lise ou solubilizacdo total da membrana
(Csol) (Lichtenberg, 1985).

A HPB-CD apresentou a concentragao para inicio da hemdlise em 5,0 mM,

sendo proxima a da B-CD (3,7 mM), mas atingiu a concentragdo para solubilizacao
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total (Csol) a 16,6 mM, que € praticamente o dobro da concentracao necessaria para
a B-CD solubilizar a membrana (Csol= 9,3 mM) (Tabela 7). Essas diferencas
mostram a menor capacidade hemolitica da HPB-CD em relagdo a p-CD, que pode
ser explicada pela presenca do radical hidroxipropil, que confere maior estabilidade a
HPB-CD em agua e, conseqlientemente, reduz a atracdo desta pelos componentes
lipidicos da membrana plasmatica das heméaceas, necessitando assim, de maiores

concentracdes para causar a lise das células (Rajewski et al, 1995).

A interacdo das CD com membranas tem sido descrita em diversos trabalhos
que, mostram desde mudancgas na forma de eritrocitos (Suwalsky et al., 2002) até a
lise em altas concentracbes (Rajewski et al., 1995; Tavornvipas et al., 2002), bem
como trazem a discussao dos mecanismos de lise induzida por CD e até dos fatores
que controlam a associacdo das mesmas com 0s componentes lipidicos das
membranas (Fauvelle et al.,, 1997; Debouzy et al., 1997). Acredita-se que processo
de solubilizagao/lise de membranas, provocado pelas CD, ocorre por um mecanismo
que envolve o sequestro de lipidios da membrana (especialmente esfingomielina e
fosfolipidios) que se complexaram na cavidade hidrofébica da CD. A saida dos
esfingo/fosfolipidios (diretamente) ou a remocdo do colesterol das membranas
(resultando em um aumento da fluidez) resultam na lise membranar (Irie & Uekama,
1997; Fauvelle et al., 1997).

A alta atividade hemolitica das CD naturais, como observado para a B-CD,
limita seu uso como carreador em formulag¢des farmacéuticas, principalmente quando
0 objetivo é o uso parenteral (Debouzy et al., 1997). Por isso, a B-CD tem sido
substituida por seus derivados hidroxilados e sulfatados; apesar de ainda ser
utilizada como parametro em alguns testes hemoliticos. De fato, comparando-se os
resultados obtidos em fibroblastos e eritrocitos, os menores efeitos citotoxicos foram

observados com a utilizagdo de HPB-CD, em relagédo a g-CD.
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Figura 35- Efeito hemolitico da -CD e HPB-CD sobre eritrdcitos humanos incubados a 37 °C por 15
min. (Hematdcrito 0,15%, pH 7,4, n=6).

A figura 36 (A e B) mostra as curvas de hemdlise induzidas pela -CD, RVC, e
pelos complexos RVCgp.cp € RVChpp-co (AL:CD, 1:1). A méaxima concentragdo de RVC
utilizada foi de 10 mM, dada a sua baixa solubilidade em pH 7,4 (mesmo com a
utilizacdo de um tampao contendo DMSO 5%, para facilitar a solubilizagdo), o que

dificultou a determinacao precisa da Cinigio.

A RVC livre (a 10 mM) induz cerca de 25% de hemdlise, mas apds a
complexacdo com B-CD ou HPB-CD, fica menos litica, mesmo nas maiores
concentragcbes (até 20 mM) obtendo-se os valores de Cinicio € Csol para ambos os
complexos (Tabela 7). Observou-se que os complexos induziram um deslocamento
da curva de hemdlise em relagcdo ao AL e as CDs isoladamente, sendo um forte
indicativo de que: i) ha a complexacao entre AL e as CD; ii) a complexagdo AL:CD
diminui a interacdo destes com os componentes da membrana, diminuindo a lise.
Assim, os altos valores de concentracdo hemolitica obtidos com os complexos
RVChpp-cp (Cinicio = 11,2 mM e Csol= 18,8 mM) e RVCg.cp (Cinicio= 10,9 mM e Csol=
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16,2 mM) indicam uma reducéo da toxicidade do AL e também das CD, causada pela

complexagéo.

A curva de hemodlise obtida com a BVC apresentou um perfil semelhante a
observada para a RVC, o que era esperado dada a semelhanga entre as
propriedades fisico-quimicas (como solubilidade aquosa e pKa, por exemplo) desses
anestésicos. A Cinicio determinada para BVC livre foi de 4 mM, enquanto o complexo
com B-CD produziu o mesmo efeito hemolitico a 10,3 mM (Figura 37). Assim como
para a RVC, também foi observada uma reducdo da toxicidade da BVC e do
carreador apds a complexacao.

Dessa forma, comparando-se os dois testes de toxicidade in vitro adotados
(reducado do MTT x hemdlise) pode-se sugerir que: i) os ensaios de citotoxicidade
mostraram-se mais sensiveis ao efeito dos AL, pois evidenciaram a maior toxicidade
da BVC em relagéo a RVC, além de serem mais adequados aos objetivos propostos
permitindo a avaliagdo das formulacées lipossomais (cuja turbidez impediu o estudo
pelos ensaios hemoliticos); i) ambos os modelos de toxicidade mostraram que a
complexagdo com CD reduz o feito toxico dos AL, in vitro e iii) as formulagcdes de AL

com HPB-CD sao menos toxicas que em B-CD, in vitro.
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humanos incubados a 37 °C por 15 min. (Hematdcrito 0,15%, pH 7,4, n=4-6).
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Figura 37 - Efeito hemolitico da p-CD, BVC e BVCgy.cp sobre eritrécitos humanos incubados a 37 °C
por 15 min. em solugdo (Hematocrito 0,15%, pH 7,4, n=4-6).

Tabela 7 - Concentragbes para inicio (Ciicio) € Solubilizacdo total da membrana (Csol) determinadas
para as CDs (p-CD, HPS-CD), AL livres (RVC e BVC) e complexados (RVCp.cp, RVCrps.cp € BVCs.cn)
em eritrécitos humanos (hematdcrito 0,15%, pH 7,4) (n=6).

FARMACOS Cinicio (mMM) Csol (mM)
p-cD 3,7 9,3
HPB-CD 5,0 16,6
RvC ~3,7 ND*
RVCj.cp 10,9 16,2
RVChps.cp 11,2 18,8
BvVC ~4,0 ND*
BVCj.cp 10,3 16,4

*Concentragdes estimadas em solugbes de AL em tampdo HEPES
(20 mM, NaCl 154 mM, contendo 5 % de DMSO) (Malheiros et al.,

2004).
**ND= ndo determinado devido a baixa solubilidade dos AL em pH 7,4
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5. ENSAIOS IN VIVO: AVALIAGCAO DO BLOQUEIO NERVOSO
5.1. AVALIACAO DO BLOQUEIO DO NERVO INFRAORBITAL

O efeito analgésico de formulagbes lipossomais, contendo os anestésicos
RVC e MVC, foi avaliado apds injecdo na regido do nervo infraorbital em
concentracdes clinicamente utilizadas (Tabela 8, Figuras 38 e 39). Como esperado, a
administracédo do veiculo (LUV) ndo induziu analgesia (dados nao mostrados), porém
o tratamento com as formulagdes lipossomais e com vasoconstritor (no caso da
MVC) promoveu um aumento consideravel no tempo de duracdo (tempo de
recuperacao) da analgesia e no efeito total (ASC) dos farmacos em todos os animais
tratados (Tabela 8).

Desde sua descricdo como método para observar a indugdo de analgesia em
animais, o teste do bloqueio do nervo infraorbital foi bastante utilizado tanto para
avaliar AL em suas preparacdes isoladas (Fink et al., 1975; Ready & Fink, 1980)
quanto em associacdes (com vasoconstritores) e até com novos carreadores como
ciclodextrinas e outras dextranas (Hassan et al., 1985a,b) ou lipossomas (Cereda et
al., 2004), apesar da dificil observacao de parametros como laténcia e tempo para
instalacdo do bloqueio sensorial; que sao imediatos devido a proximidade do nervo
no local da injegao (diretamente no palato duro). Este teste € de especial interesse
para estudos pré-clinicos em Odontologia.

Com relagcdo a RVC, observou-se que a formulagdo lipossomal também
promoveu um aumento na duracéo (100% de animais com analgesia em 120 min. de
experimentacdo com a formulacdo lipossomal a 0,5 %) e no efeito total do bloqueio
sensorial em relacao ao farmaco livre (p < 0,001) (Tabela 8, Figura 38).

No caso da MVC, a formulacao lipossomal prolongou a duracédo do bloqueio
sensorial (100% de animais com analgesia apds 90 min. de inje¢do com MVCyyy 2%)
e aumentou a intensidade do efeito do farmaco (ASC) em relagdo a MVC livre (p <
0,001) em todas as concentragdes utilizadas.
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No entanto, ndo foi observada diferenca significante quando se comparou
MVCryy € MVCvaso a 2% (Tabela 8, Figura 39). Esse resultado indica uma
equivaléncia de efeitos entre a MVC_yy € MVCyaso, quando utilizadas na mesma

concentracao.

Comparando-se os dois anestésicos, pode-se observar que a RVC é mais
potente que a MVC, como verificado pelas concentracdes utilizadas o que esta de
acordo com dados de literatura (Covino, 1986). Além disso, por ser um AL de longa
duragédo, a RVC (diferentemente da MVC) ndo é apresentada em formulagdes
farmacéuticas associada a vasoconstritores, o que explica a ndo utilizagdo neste

teste.

Os AL, atualmente disponiveis na clinica, ainda apresentam uma duragéo de
acao limitada que varia com o tipo de agente anestésico e do local de bloqueio
nervoso. A associacdo de AL com vasoconstritores foi um grande avanco para sua
utilizacdo em procedimentos cirurgicos prolongados, mas para a analgesia pos-
operatéria sua duragao de acao é inadequada; levando a um aumento na freqiéncia
de injecdao do farmaco, o que pode causar toxicidade sistémica, taquifilaxia e
desconforto para o paciente (Hassan et al., 1985a). Além disso, vasoconstritores
também sao contra-indicados em algumas situacées clinicas o que levou a busca de
novas possibilidades para prolongar a agdo de farmacos anestésicos, como a
utilizagdo de lipossomas e ciclodextrinas. Assim, 0s resultados apresentados
parecem bastante promissores no sentido de tornar formulagdes de AL encapsulados
em lipossomas uma alternativa ao uso de vasoconstritores, especialmente em

Odontologia.
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Tabela 8-Tempo de recuperacéo e efeito total do bloqueio sensorial (ASC) induzido pelas formulagbes
de RVC livre e lipossomal; MVC livre, lipossomal e com vasoconstritor durante o bloqueio do nervo
infraorbital em ratos. Dados expressos em mediana (limite minimo — limite maximo) (n = 7-8/grupo). a
RVCLUV e RVC; b MVCLUV e MVC; c MVCVASO e MVC;

*p<0,05 *p<0,01e ™ p<0,001. Testes de Kruskall — Wallis (MVC) e Mann — Whitney (RVC).

Grupos Concentracao (%) Tempo de recuperacao ASC
(min) (escore/h)
0,125 22,0 (22,0-27,0) 17,5 (17,5-22,5)
RVC 0,25 38,0 (32,0-40,0) 32,5 (27,5-32,5)
0,5 81,0 (80,0-96,0) 72,5 (67,5-82,5)
0,125 32,0 (28,0-37,0) 2" 27,5 (22,5-32,5)"
RVCypyv 0,25 50,0 (39,0-50,0) #° 425 (32,5-42,5) 2"
0,5 115,0 (97,0-122,0) 2~ 107,5 (92,5-117,5) 2"
0,5 12,5 (7,5 — 27,0) 21,5 (17,0 — 27,0)
MVC 1 27,5 (22,5-42,5) 36,0 (31,0 — 47,0)
2 62,5 (50,0 - 80,0) 52,5 (42,5-67,5)
0,5 21,5(17,0-27,0027 36,5 (31,0 -43,0) 27
MVCyyy 1 57,5 (42,5-62,5)°" 66,0 (52,0 —69,0) °”
2 97,5 (80,0 —110,0) ®~ 82,5 (67,5-97,5) °”
2 89 (81,0-94,0)°" 82,5 (72,5-87,5) ¢~
IVIV(::VASO
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5.2. AVALIACAO DO BLOQUEIO DO NERVO CIATICO E CAUDAL -
BLOQUEIO MOTOR

A injecdo dos anestésicos alterou, de maneira dose-dependente, a fungao
motora dos animais apos os bloqueios caudal (injecdo intratecal) e do nervo ciatico
(infiltragdo) havendo a perda reversivel dos reflexos motores em todos os animais

tratados.

A laténcia, o tempo para o efeito maximo (Tmax), tempo de recuperagcao e o
efeito total (ASC) das formulacdes de BVC e RVC foram os parametros medidos e

comparados para todos 0s grupos experimentais (Tabelas 9 e 10).

A BVC e a RVC (0,125; 0,25 e 0,5%) livres apresentaram perfis de bloqueio
similares apds a administracdo em camundongos (bloqueio do nervo ciatico),
evidenciando a equivaléncia de alguns efeitos como poténcia e duracao de bloqueio
nervoso quando utilizados nas mesmas concentragées. Em relagcdo a outros
anestésicos como mepivacaina, essas diferengas teriam sido bastante pronunciadas
tratando-se de um farmaco mais hidrofilico e menos potente do que os estudadas
(Covino, 1986; Araujo et al., 2004).

O bloqueio do nervo ciatico de camundongos com RVC (0,125; 0,25 e 0,5%)
mostrou-se equivalente aos efeitos observados com BVC (0,125; 0,25 e 0,5%),
porém mais potente que o observado com MVC (0,5; 1 e 2%) (Araujo, 2002). Além
disso, o tratamento com as formulagdes lipossomais ou complexadas de RVC nao
mostrou diferencas significantes na avaliacdo do bloqueio motor em relagdo ao

farmaco livre.
De uma forma geral, o tratamento dos animais com as formulagdes

complexadas e lipossomais nao alterou parametros como duragao do bloqueio motor

e efeito total anestésico (ASC). Porém, as formulacdes com HP(B-CD reduziram a
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laténcia e tempo para efeito maximo dos anestésicos, quando comparadas ao

farmaco livre e aos complexados com B-CD.

Com relacdo a BVC, os sistemas BVCg.cp, BVChppgco € 0 farmaco livre,
mostraram diferencas estatisticas em relagdo a laténcia (BVCuppcpo vs BVC e
BVChpp.cp Vs BVCg.cp, com p < 0,001) e a0 Tmax, (BVChpp.co Vs BVC e BVChpp.cp VS
BVCg.cpo nas concentragbes de 0,125 e 0,25% com p < 0,05 e p < 0,001,
respectivamente). Nos parametros tempo de recuperacdo e ASC, a analise
estatistica revelou diferencas somente entre as concentragbes de uma mesma
formulagédo (mais evidente entre 0,5 e 0,125%) e ndo entre as formulacdes testadas
(Tabela 9).

Comparagbes entre as concentracdbes de RVC mostraram diferencas
estatisticas em relacao ao tempo de recuperag¢do do bloqueio motor e ASC entre as
formulacoes livres (RVC 0,5 % em relacdo a RVC 0,125% e RVC 0,25 %; com p <
0,001 e p < 0,01, respectivamente) e lipossomais (RVC.yv 0,5 % e RVCryv 0,25%
com p < 0,05; RVCryv 0,5 % e RVCryv 0,25%, p< 0,01). Os mesmos parametros
também revelaram diferencas estatisticas entre os complexos RVCg.cp 0,5 % e
RVCg.cp 0,125 % (p < 0,001) além de RVCg.cp 0,25 % € RVCp.cp 0,125 % (p < 0,05).

A unica diferenga entre as formulages foi registrada para o complexo RVCypg.
cp que reduziu a laténcia para instalacdo do bloqueio motor quando comparado a
formulacédo livre (nas concentracdes de 0,25 e 0,5% em relagdo a 0,125% com p <
0,05 e p < 0,01, respectivamente). Foram também observadas diferencas estatisticas
entre os complexos RVCuppcp 0,5% e RVCppg.co 0,25% em relacdo a RVChpp-cp
0,125% (p < 0,001 e p < 0,01, respectivamente) (Tabela 10). Esses resultados
sugerem que as formulagdes lipossomal e complexada néo alteraram o tempo de
duracdo do bloqueio motor e o efeito anestésico total (poténcia do bloqueio motor)
induzido pela RVC, pois as diferencas observadas foram apenas em funcdo do

aumento das concentracdes do anestésico.
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Assim, os resultados aqui apresentados sugerem que as formulagdes
complexadas (tanto com B-CD quanto HPB-CD) e encapsuladas em lipossomas
unilamelares nao modificaram o tempo de duragdo e o efeito anestésico total
(poténcia do bloqueio motor) induzido por BVC e RVC, ja que as diferencas
observadas foram apenas em relacao ao aumento das concentracées do anestésico.
No entanto, os sistemas BVCppg.co € RVChpp-cp, reduziram de forma significante o
tempo para instalacdo do bloqueio motor (laténcia), um parédmetro importante como
estimativa do inicio de agdo do anestésico. Provavelmente, esse efeito deve-se as
propriedades da HPB-CD como maior solubilidade em agua, facilitando o acesso de
anestésicos mais hidrofébicos como a BVC e a RVC, nela complexados, ao sitio de
acao.

Tabela 9- Laténcia, Tmax, tempo de recuperacdo e efeito total do bloqueio motor (ASC) induzido
pelas formulagbes de BVC livre e complexada (-CD e HPp-CD) durante o bloqueio do nervo ciatico
em camundongos. Dados expressos em mediana (limite minimo — limite maximo) (n = 8-10/grupo). a
BVChrips.cp € BVC; b BVCrpscp € BVCpep; ¢ BVC 0,25% e BVC 0,125%; d BVCpcp 0,25% e BVCpep
0,125%; e BVCupscp 0,25 % e BVCppscp 0,125%,; f BVC 0,5% e BVC 0,125%; g BVCscp 0,5% e
BVCs.cp 0,125%; h BVCrips.cp 0,5% € BVCrpps.cp 0,125%.

*p<0,05 **p<0,01e** p<0,001 (Teste de Kruskall — Wallis).

Concentracdo Grupos Laténcia Tins Tempo de ASC
(%) (seg.) (min.) recuperacao (escore/h)
(min.)
BvVC 60,0 (60,0 —120,0) 3 (2-23) 20,0 () 22,5 (19,0 — 28,0)
0,125 BVCscp  60,0(60,0-120,0) ~ 3(2-5) 20,0 (20— 30) 25,0 (17,0 - 37,0)
BVCupscp 30,0 (30,0 -60,0*°" 1 (1-2)** 30,0 (20,0 — 40,0) 24,0 (17,0 — 36,0)
BVC 60,0 (60,0 -120,0) 2(2-3) 40,0 (30,0 - 40,00° 41,0 (37,0 -58,0)°"
0.25 BVCscp 60,0(60,0-120,0) 2(2-3) ~ 40,0(30,0-40,0" 56,0(29,0-68)" _
d BVCupscp 30,0 (30,0 -60,0%° 1 (1-2)** 50,0 (40,0 - 60,0)°° 60,0 (44,0 — 78,0)°
BVC 60,0 (-) 1) _50,0(30,0-60,0)"" 58,0 (50,0-88,0)"
05 BVCscp 60,0() 1,5(1-2)" 50,0 (50,0 -60,0)° 68,0 (58,0-98,0)7
’ BVCuppcp 30,0 (-)** 1(-)" 60,0 (50,0 —70,0)"" 88,0 (78,0 — 98,0)"
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Tabela 10- Laténcia, Tmax, tempo de recuperacdo e efeito total do bloqueio motor (ASC) induzido
pelas formulagcées de RVC livre, lipossomal e complexada (f-CD e HPS-CD) durante o bloqueio do
nervo ciatico em camundongos. Dados expressos em mediana (limite minimo — limite maximo) (n = 8-
10/grupo). i RVCrpscp € RVC; j RVC 0,25% e RVC 0,125%; | RVCg.cp 0,25% e RVCpcp 0,125%,; m
RVChuppcp 0,25 % e RVCuppcp 0,125%; n RVC 0,5% e RVC 0,125%; 0 RVCpcp 0,5% e RVCpep
0,125%; P RVCHPﬁ—CD 0,5% e RVCHPﬁ—CD 0,125%, q RVCLU\/ 0,25% e RVCLU\/ 0,125%, r RVCLUV 0,5% e

HVCLUV 0,25%, s RVC[_UV 0,5% e RVCLUV 0,125%

*P<0,05 "p<001e* ™ p<0,001 (Teste de Kruskall — Wallis).

Concentracdo  Grupos Laténcia Tinix Tempo de ASC
(%) (seg.) (min.) recuperacao (escore/h)
(min.)
RVC 55,0 (25,0 — 60,0) 1(1-2) 30,0 (20,0 —50,0) 24,0 (13,5 — 42,5)
0.125 RVCscp 44,0(20,0-580)  1() 20,0 (20,0 — 30,0) 14,0 (14,0 — 38,0)
’ RVCupsco 30,0 (20,0 —40,0) 1() 20,0 (20,0 — 30,0) 14,0 (14,0 — 24,0)
RVC,yyv 45,0 (24,0 - 60,0) 1(1-3) 30,0 (20,0 — 40,0) 25,3 (14,0 — 46,0)
RvVC 36,0 (31,0-50,0) 1(1-3) 40,0 (20,0-50,00" 355 (14,0-56,5)'"
RVCscp 30,0(17,0-48,0)  1(1-3) 40,0(30,0-70,0)'"  34,5(24,0-87,5)"
0,25 RVCupsco 20,0 (16,0 —25,0) 1(1-4) 35,0 (20,0 —50,0) ™ 30,0 (14,0 - 50,0) ™
RVC.yy 37,0 (20,0 — 60,0) 1(1-4) 50,0 (40,0—-80,0)7" 44,0 (33,5—108,0)7"
RVC 28,5 (20,0 — 60,0) 1(1-3) 55,0(40,0-70,00" 66,0 (47,0 - 81,0)
RVC,cp 25,0(17,0-37,00  1(1-4) 70,0(40,0-70,0)°" 64,0 (26,0 - 68,0)
0,5 RVCupscp 15,0 (10,0 —20,0)' 1 (1-3) 50,0 (40,0 — 60,0) ® 67,5 (40,0 — 77,5)
RVC.yy 34,0 (26,0 —48,0) 1(1-3) 60,0 (40,0—-70,0)"" 57,0 (34,-108,0) ** "
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O bloqueio caudal (inje¢ao intratecal) induzido por BVC, também afetou a
funcdo motora dos animais tratados com o farmaco livre e com as formulagbes
complexadas. Mais uma vez, observou-se que a laténcia do bloqueio motor foi
reduzida pelo tratamento com BVCupp.cp. Porém, os outros parametros como tempo
de recuperacdo do bloqueio motor, Tmax € efeito total do farmaco, nao foram
alterados pela complexagdo da BVC com HPB-CD (Tabela 11). Esses resultados sao
condizentes com aqueles obtidos previamente em camundongos através do teste do
bloqueio do nervo ciético, indicando que a complexacdo com HPB-CD reduz a
instalacdo do bloqueio motor, promovendo um inicio de acdo mais rapido, sem

prolongar ou intensificar sua duragéo.

Tabela 11- Laténcia, Tmax, tempo de recuperacdo e efeito total do bloqueio motor (ASC) induzido
pelas BVC livre e formulagcbes complexada (0,5%) apds injegdo intratecal em ratos. Dados expressos
em mediana (limite minimo — limite méaximo) (n = 5/grupo). @ BVCrpscp € BVC. *p < 0,05.

Concentracdo  Grupos Laténcia Tnix Tempo de ASC
(%) (seg.) (min.) recuperacao (escore/h)
(min.)
BVC 40,0 (30,0 - 45,0) 1(-) 30,0 (30,0 - 40,0) 26,5 (15,5 - 35,5)
0,5 BVCs.cp 30,0 (30,0 - 40,0) 1(1-3) 30,0 (30,0 - 50,0) 24,0 (24,0 - 56,5)
BVCupgcp 20,0 (15,0 - 20,00  1() 30,0 (30,0 - 40,0) 27,5 (27,5 - 37,5)
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5.3. AVALIACAO DO BLOQUEIO DO NERVO CIATICO — BLOQUEIO
SENSORIAL

A avaliagdo do efeito antinociceptivo, através do teste PWTP, mostrou as
relagcdes dose — efeito para os AL livres, lipossomais e complexos de inclusdo de
BVC e RVC com os dois tipos de CD. Os efeitos da infiltragdo intramuscular dos
veiculos (B-CD, HPB-CD e LUV), das formulacées de AL livres (BVC e RVC),
complexados (BVCp.cp, BVCrppco, RVCp.co € RVChpp.co) € lipossomal (RVCiyy)
foram avaliados ao longo do tempo em trés diferentes concentracdes de AL (0,125%,
0,25% e 0,5%) (Figuras 40, 41 e 42).

A infiltracdo dos veiculos na regido do nervo ciatico ndo modificou os valores
de linha basal para o limiar da dor em camundongos. Porém, todas as formulacées
elevaram o limiar de dor dos animais tratados, que € estatisticamente diferente do
grupos controle (p < 0,001). Além disso, os complexos com B-CD ou HPB-CD e a
formulagéo lipossomal aumentaram a duragéo e a intensidade do bloqueio sensorial,

guando comparados aos farmacos livres.

A infiltragédo de BVCg.cp ou BVChpg.cp modificou a resposta dos animais ao
estimulo mecanico no PWTP, aumentando o limiar da dor e a duracdo do efeito
antinociceptivo em até 5 h ap6s a administracdo (Figura 40). A injecdo dos
complexos na concentragdo de 0,125% mostrou que a BVCppg.cp prolongou a
duragdo da analgesia para 4 h e aumentou a intensidade do efeito analgésico
quando comparada com a BVCg.cp (cerca de 1,5 vezes a 180 min., p < 0,001) ou

com o farmaco livre (2 vezes ap6s 2 h de tratamento, p < 0,001) (Figura 40 A).

O tratamento com a concentracdo de 0,25% também mostrou o sistema
BVChps.co como a formulagéo mais eficaz em potencializar o efeito analgésico nos
animais tratados. Aos 240 min. apos administracdo, a BVCppg.cp aumentou a
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intensidade do efeito antinociceptivo em relagdo a BVCg.cp (1,8 vezes, p < 0,001)
(Figura 40 B).

Apés a infiltragcdo de BVCupp.co 0,5%, observou-se um perfil semelhante ao
apresentado pelo sistema BVCg.cp, pois durante todo o periodo de experimentagéo
as diferencas estatisticas foram somente observadas em relacdo ao farmaco livre
(Figura 40 C). A similaridade com os efeitos da BVCgcp (observados na
concentracao de 0,5%) provavelmente devem-se a uma limitacdo do método; ja que
a duracao do experimento (5 horas) e o valor de maximo de pressao aplicada sao
previamente estabelecidos para evitar danos a pata do animal ou analgesia induzida
por stress.

Assim como observado para BVC, os grupos tratados com RVChpp.cp
apresentaram os melhores efeitos em relagdo a duracédo de acéo e a intensidade da
analgesia induzida pelo anestésico. O tratamento dos animais com RVCuppcp
0,125% (Figura 41 A) foi diferente daquele com RVCg.cp até 180 min. de observagéo

(p < 0,001) e a analgesia foi prolongada por até 240 min. apds a injecao.

Como o efeito analgésico da RVC sé foi observado até 120 min. de
tratamento, ambos os sistemas (RVCg.co € RVCupp.cp) mostraram diferencas na
intensidade do limiar da dor em relagdo ao farmaco livre (p < 0,05 e p < 0,001,
respectivamente). Além disso, a RVCg.cp € a RVChpg.co induziram um aumento na

poténcia do bloqueio sensorial de cerca de 1,3 e 1,5 vezes em relagao a RVC livre.

A infiltracdo de RVCuppcp 0,25% (Figura 41 B) mostrou resultados
semelhantes aos obtidos com a concentracdo de 0,125%. Diferencas estatisticas em
relagio a RVCpcp e RVC foram observadas durante todo o periodo de

experimentacao (p < 0,01 em 180 min.).
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O ponto final da analgesia induzida por RVCupg.cp 0,25% ocorreu 300 min.
apoés a injecao, aumentando a poténcia analgésica em 1,6 vezes em 180 min. ap6s o

tratamento.

Na maior concentragéo testada, enquanto o tratamento com RVCg.cp induziu
um aumento na duragéo da analgesia, a administracdo de RVCypg.cp prolongou a
analgesia aumentando também a intensidade do efeito durante as 5 horas de
experimentacdo (Figura 41 C). O grupo que recebeu RVChpg.cp 0,5% foi diferente
daqueles tratados com RVCg.cp e RVC em relagdo a poténcia essencialmente até

240 min. ap6s o tratamento (p < 0,001) sendo esta, cerca de 1,5 vezes maior.

Com relacdo ao sistema lipossomal, o tratamento com RVC.yy 0,125 %
(Figura 42 A) foi diferente daquele com RVC até 150 min. de observagéo e a
analgesia foi prolongada por até 180 min. apds a injecao (p < 0,01). Além disso, a
RVCryyv induziu um aumento na poténcia anestésica de cerca de 1,6 vezes em

relacdo a RVC livre.

A infiltracdo de RVC_yyv (Figura 42 B) mostrou resultados semelhantes aos
obtidos com a concentracao de 0,125 %. Diferencas estatisticas em relacdo a RVC
livre, foram observadas até 180 min. (p < 0,05), onde a RVC,_yv aumentou a poténcia
analgésica em 1,5 vezes, em relagdo ao farmaco livre. O ponto final da analgesia
induzida por RVC 0,25 % ocorreu 240 min. apos a injecao.

O grupo que recebeu RVCyy 0,5 % (Figura 42 C) foi diferente daquele tratado
com RVC livre em relacdo a intensidade da analgesia, especialmente 240 min. apos
o tratamento (p < 0,001) sendo esta, cerca de 1,6 vezes maior que a apresentada

pelo farmaco livre na mesma concentragao.
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Comparando-se os sistemas com LUV, B-CD e HPB-CD para os anestésicos,
observou-se que houve um beneficio em relacdo a duracao de acgao e a intensidade
do blogueio sensorial em todas as concentragdes utilizadas, indicando uma boa
interacdo da BVC com os dois tipos de CDs e da RVC com os dois carreadores
testados. Assim, os efeitos analgésicos pronunciados obtidos apds a complexagao
com HPB-CD (tendo em vista a menor toxicidade desse tipo de CD) e a
encapsulagdo em LUV tornaram as formulagdes, BVChpp.cp, RVChps-co € RVCryy, de
grande interesse para o alivio da dor no periodo pés-operatorio.

103



Desenvolvimento e avaliagdo farmacoldgica de formulagdes de liberagdo controlada com anestésicos locais amino-amidas
ciclicos: bupivacaina, mepivacaina e ropivacaina.

270

240

i —e—B-CD
2104 a,b,c*** —m— HPB-CD
1 —A—BVC
180 BVC, .,
C 150 *d** o o BV
o 1 e ;§\§\
E 120 A —e
o 1 ﬁI\AA e*
904 L\&’\ v, a,b,F**
1 g 3
60 - RE \I
30 i—i‘iigi;i;i‘i——‘i*‘*I
L T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
Tempo (min.)
A
270 —e—p-CD
240 - a,b,c*** —m— HPB-CD
—A— BVC
210 BVC, .,
—— BVCHPB_CD
180
B 150 X‘—%ﬂk§ o
~ —/\ —
g 120 T :E\i ab
H A\T ve —3 a;’ b,
90 I 7 E L abt T3
60
30 E‘E\iigi;i;i‘va—— —— R
T T T T T T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
Tempo (min.)
B
270+ —e—pCD
. —m— HPB-CD
240 a,b,c*** —A—BVC
BVC,,,
2107 —6—BVC,,
1804
R % g de”
a Y R I~
E 120 1 Li\& §\*§\§ e
o 94 1 X\We }I
T ﬁ\ e
60+ \§
N N
0 T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
Tempo (min.)

Figura 40- Curvas efeito x tempo no teste PWTP para os grupos tratados com os veiculos (f-CD e
HPp-CD), BVC, BVCgs.cp e BVCupscp a 0,125% (A) , 0,25% (B) e 0,5% (C). Valores expressos em
média * d.p. (n=8-10). a, BVC e p-CD / HPB-CD ; b, BVCycp € p-CD / HPS-CD; ¢, BVCrps.cp € 5-CD /
HP,B—CD, d, BVCHP/;’-CD e BVC, e BVCﬂ_CD e BVC, f BVCHPﬂ-CD e BVCﬂ_CD. *,D< 0,05, **,D < 0,01, ***p <
0,001 (ANOVA).

104



Desenvolvimento e avaliagdo farmacoldgica de formulagdes de liberagdo controlada com anestésicos locais amino-amidas
ciclicos: bupivacaina, mepivacaina e ropivacaina.

270 4

240 ab,c™
210
1804 —e—p-CD
—m— HPB-CD
3 150 —A—RVC
E RVC, o,
a 1204 ¢ RVCHPp-cD
90
60
30 A T L]
T T T T T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
Tempo (min.)
270
240 a,b,c*** —e—p-CD
2104 —m— HPB-CD
1 —A— RVC
180 4 RVC, .,
= 1 de*df~ e RVCHPB-CD
B 150 .
PY %i\id d,
E 120 AA*A"\E\%\
4 4+ ‘-\\A’\ \ett
3 I SN
60 I Ki\
B
L T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
Tempo (min.)
270
240 —e—p-CD
—m— HPB-CD
210 abc —A—RVC
RVC,
- B-CD
180 —&—RVC_,
P d,f
B 1504 d&«yz\ d,f
IRE AN
Ead 8 T MY
TTI~¢ - e
o i Ty
TR
607 X
30 E:E*Ei?ififiji’ — L)
T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
Tempo (min.)

Figura 41- Curvas efeito x tempo no teste PWTP para os grupos tratados com os veiculos ($-CD e
HPp-CD), RVC, RVCgs.cp e RVCrpscp @ 0,125% (A) , 0,25% (B) e 0,5% (C). Valores expressos em
média + d.p. (n=8-10). a, RVC e p-CD / HPS-CD ; b, RVCpcp € p-CD / HPB-CD; ¢, RVCypps.co € -CD /
HPpB-CD; d, RVCpp.cp € RVC; @ RVCgs.cp € RVC; f RVCrppcp € RVCpcp. *p< 0,05, **p < 0,01, ™ p <
0,001 (ANOVA).
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Figura 42- Curvas efeito x tempo no teste PWTP para os grupos tratados com o veiculo (LUV), RVC
eRVC,ywa0,125% (A), 0,25% (B) e 0,5% (C). Valores expressos em média + d.p. (n=8-10). a, RVC e
LUV ; b, RVC,yye LUV; ¢, RVCyy RVC. *p< 0,05, **p < 0,01, **p < 0,001 (ANOVA).
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5.4. AVALIACAO DO BLOQUEIO CAUDAL — BLOQUEIO SENSORIAL

De acordo com os resultados obtidos no teste do bloqueio do nervo ciatico em
camundongos, selecionaram-se as formulagées BVCp.cp € BVChppcp, seguindo os
mesmos critérios de administragédo (0,5%, 100ug/20uL), de modo a favorecer a
comparacao entre as formulagdes nos dois modelos de bloqueio nervoso. A
intensidade e a duracao do bloqueio sensorial induzido pela administracéo intratecal

de BVCgp.cp e BVChpp.cp foram avaliadas durante 5 horas.

A administrag&o intratecal das formulagbes aumentou o limiar de nocicepgao
dos animais tratados em relagédo a linha basal (90-140 g), o que nao foi observado

apds a injecao dos veiculos (B-CD e HPB-CD) (Figura 43).

O tratamento com BVCpps.cp 0,5% aumentou o limiar de nocicepgdo dos
animais em relagdo a BVCg.cp e ao farmaco livre durante todo o periodo de
experimentacdo, onde na fase inicial do teste (até 180 min., ou seja, o ponto final da
analgesia induzida pela BVC livre), ocorreu um aumento significante na intensidade
da analgesia (cerca de 15 e 1,3 vezes em relacdo a BVC e BVCgpcp,
respectivamente com p < 0, 001 e p < 0,05). Apesar de ambos os sistemas (BVCg.cp
e BVCuprp-cp) prolongarem a duragéo da analgesia, o efeito do complexo com HPf-
CD manteve-se maior e praticamente estavel nas duas ultimas horas do teste (Figura

43), evidenciando sua maior eficiéncia em relagdo a BVCg.cp.

107



Desenvolvimento e avaliagdo farmacoldgica de formulagdes de liberagdo controlada com anestésicos locais amino-amidas

400 ]
360 ]
320 -
280 -
240 ]

200

PWTP (g)

160
120

80

a b c***

A \E
XX
a5
BN

ciclicos: bupivacaina, mepivacaina e ropivacaina.

AN

T
50 100

T T T T
200 250 300
Tempo (min.)

Figura 43 - Curva efeito x tempo no teste PWTP para os grupos tratados com os veiculos (f-CD e
HPp-CD), BVC, BVCp.cp € BVCrps.cp @ 0,5% (100ug/20ul). Valores expressos em média + d.p. (n=5).
a BVC e p-CD / HPB-CD; b BVCpcp e -CD / HPS-CD; ¢ BVCuppcp € -CD / HPS-CD; d BVCrps.cp €
BVC; e BVCs.cp e BVC; f BVCupp.co € BVCp.cp. *p< 0,05, ** p < 0,01, **p < 0,001 (ANOVA).
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e Consideracoes Finais

Um AL ideal deve ter uma longa duragao de acao, baixa toxicidade sistémica e
maior seletividade para fibras sensoriais que motoras. Essa caracteristica de manter
a analgesia sem afetar excessivamente a fungcao motora, tem uma grande relevancia
clinica (Kuzma et al., 1997). Embora nenhuma das formulacdes testadas tenha sido
capaz de modificar a duracdo do bloqueio motor de forma significante, as
formulagbes complexadas com HPB-CD (BVC e RVC) apresentaram um efeito
peculiar; enquanto reduziram o tempo para instalagcdo do bloqueio motor, nao
aumentaram sua duracdo e, além disso, promoveram um efeito potencializador do
bloqueio nervoso diferencial induzido pelos AL. E necessario ressaltar que algumas
formulagdes lipossomais (MVCryv e RVCruy) e complexadas com B-CD também
aumentaram o bloqueio nervoso diferencial, mas sem afetar a laténcia do bloqueio

motor.

De fato, nossos resultados anteriores mostraram que o sistema MVCi yv
aumentou a intensidade e a duracdo do efeito analgésico (no bloqueio do nervo
ciatico de camundongos) em relacdo a MVC livre. No entanto, o sistema lipossomal
nao induziu qualquer alteracao no efeito da BVC (Araujo et al., 2004). A partir disso,
foi possivel sugerir que haveria um "comportamento” diferencial dos AL em relagéo a
certos tipos de carreadores, ou seja, AL com menor particdo em membranas em
relacdo a seus homélogos da mesma série (como a MVC) seriam beneficiados pela
encapsulacao em lipossomas ao passo que aqueles com solubilidade aquosa
limitada (como a BVC) pela complexacdo com CD. Assim, a fracdo disponivel dos
farmacos (em agua e em lipidios) necessaria a penetracdo na membrana, bem como
a disponibilidade dos anestésicos no sitio de agcao ou no local de injecdo, seriam
aumentadas (Araujo, 2002; Araujo et al.,, 2004; Patentes Requeridas no INPI,
protocolos n® 4.927 e 6.257).
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Nos estudos com RVC, observou-se que nem sempre AL com caracteristicas
fisico-quimicas e farmacodindmicas semelhantes (como RVC e BVC) sédo afetados
do mesmo modo pela manipulagédo das formulag¢des farmacéuticas, ja que a RVC foi
capaz de se beneficiar dos dois sistemas oferecidos, verificou-se que também é
possivel comparar as vantagens das formulagdes lipossomais com outras
preparacoes ja existentes (AL associados a vasoconstritores, como mostrado no
teste de bloqueio do nervo infraorbital), sendo que os resultados obtidos foram
satisfatérios com relagdo ao aumento na duracado do bloqueio sensorial utilizando
RVCrLuv € MVCpyv.

Ja os resultados obtidos apds bloqueio caudal induzido pela injecao intratecal
de BVC complexada com CD em ratos mostram um aumento na poténcia e a
duracéo da analgesia tanto em relagao ao farmaco livre quanto ao sistema contendo
B-CD. O aumento do efeito do farmaco promovido pela complexacdo com as CD
pode estar relacionado ao aumento da concentracdo de BVC total (em agua e
complexada) disponibilizada pelas formulagdes e também pela formagcdo de uma
barreira que impede ligacdo com as proteinas do liquor e a captacao pela circulacéo,
ja que o farmaco livre (especialmente a BVC, por ser bastante hidrofobica) apresenta
uma grande capacidade de ligacao as proteinas do liquor, 0 que reduz sua fracao
disponivel no local de agéo.

Como ressaltado por Boersma et al. (1992) farmacos lipofilicos (como a BVC)
quando injetadas intratecalmente apresentam uma rapida distribuicdo e alto
clearance no fluido cerebroespinhal. Em consequéncia disso, ha um inicio de acao
mais rapido, mas uma reducao na duracao de acado. Dessa forma, se a complexacao
com CDs disponibiliza uma maior fracdo de BVC (mantendo também o anestésico
mais tempo em contato com o nervo), as formulagdes complexadas seriam de
grande utilidade na clinica por potencializar os efeitos analgésicos do farmaco.
Nesse contexto, esse raciocinio pode ser aplicado aos dois tipos de CD utilizadas.
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Apesar de ambos os sistemas, BVChpg.cp € BVCp.cp, terem potencializado o
bloqueio nervoso diferencial, a formulacdo com HPB-CD diferenciou-se por reduzir a
laténcia de instalagdo do bloqueio motor sem aumentar sua duragdo, mas prolongar
o bloqueio sensorial. Essa alteracdo na farmacodindmica dos AL pode ser um efeito
inerente a HPB-CD (ja que foi observado tanto para BVC quanto para RVC), devido a
fatores como diferengas na razao de transferéncia dos farmacos ou dissociagdo do
complexo (Fréville et al., 1996) em relagdo a B-CD. Esses resultados tornam os
sistemas BVCnpp.co € RVChps.cp formulagdes Uteis na clinica para o tratamento da
dor aguda ou no periodo pés-operatdrio, com a vantagem de serem administrados

em menores concentragoes.

Nossos resultados mostram que é possivel, através de formulagbes
nanoestruturadas, desenhadas especialmente para cada AL, aumentar o bloqueio
nervoso diferencial e a duracao total da anestesia apds administracao de MVC, BVC
e RVC. Dessa forma, as formulacdes de AL propostas podem ser utilizadas para
diminuir a freqiéncia de administragbes ou diminuir a dose do AL necessaria para
inducdo de um mesmo efeito, 0 que é interessante para farmacos com longa duragao
de acdo, mas com toxicidade sistémica elevada, como a BVC.
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6. AVALIACAO NEURO e NEFROHISTOLOGICA

Tendo em vista os resultados obtidos com BVCppg.cp, em termos de
intensidade e duragdo do bloqueio sensorial e a maior aplicabilidade da HPB-CD
para o desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas de uso parenteral, utilizou-se

o complexo para as analises neuro e nefrohistoldgicas.

No grupo controle (sem injecdo) observou-se boa preservagao morfofuncional
do tecido nervoso (Figura 44 A, B e C). Neurdnios morfologicamente integros podem
ser observados na substancia cinzenta em meio a vasos sanguineos, células da glia
e prolongamentos celulares. Através de coloragcées convencionais (H&E) pode-se
distinguir apenas os corpos celulares dos neurbnios, 0s quais possuem limites
nitidos, citoplasma levemente basofilo, nucleo grande e arrendondado contendo
cromatina frouxa e nucléolo evidente. Com relagcdo aos representantes gliais
(astrocitos, oligodendrécitos e microglias) estas células ndo possuem citoplasma
visivel através da coloragao por H&E, sendo reconhecidas apenas pela morfologia do
nucleo (geralmente pequeno e arredondado com cromatina levemente frouxa). Na
substancia cinzenta destacam-se as fibras nervosas e nucleos de células gliais. Tais

caracteristicas evidenciam um tecido nervoso sem alteragbes morfofuncionais.

No grupo tratado apenas com o veiculo (HPB-CD) observou-se, na substancia
cinzenta, corpos celulares de neurdnios integros com nudcleo bem delimitado e
nucléolo evidente; na substancia branca constatou-se a presenca de fibras nervosas
(ax6nios) com os espagos que foram ocupados pela bainha de mielina e células da
glia com nucleos evidentes (Figuras 45 A e B). Todos esses elementos denotam
aspectos teciduais sem quaisquer alteracbes. No grupo tratado com BVC também
constatou-se a presenca de neurbnios sem alteracbes do ponto de vista
morfofuncional, apresentando citoplasma claro (levemente basoéfilo) nucleo e

nucléolo evidentes além de nucleos de células gliais (Figuras 46 A e B).

Nos grupos tratados apenas com HPB-CD ou BVC ndo foram observados

quaisquer indicios de sofrimento celular (como necrose ou retracdo neuronal) ou
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infiltrados inflamatorios. J& no grupo tratado com o complexo BVChpg.co 0,5%
constatou-se que, dos 5 animais tratados, dois apresentaram aspectos teciduais com
alteracdes. Apesar de nao terem sido observados edema perivascular, fagocitose
pelas microglias e macréfagos do sangue periférico e nem gliose dos atrécitos; os
neurdnios apresentaram sinais de sofrimento celular apresentando-se com aspecto
necrotico, evidenciado pelo citoplasma roxo escuro e nucléolo pouco visivel, além de
retracao celular (Figuras 47 A e B). As figuras 40A e B mostram aspectos teciduais

sem alteragbes no grupo de animais tratados com o complexo BVCypg.cp.

Embora tenham sido encontradas alteracdes teciduais no grupo tratado com o
complexo BVCppg.cp, € necessario ressaltar que ndo foram observados sinais de
neurotoxicidade nos animais injetados com HPB-CD ou BVC isoladas. Geralmente, a
incidéncia de lesbes neuroldgicas desencadeadas por AL nas doses habitualmente
utilizadas na clinica, como a utilizada nesse estudo, é pequena; possivelmente
porque as concentracbes do farmaco em contato com a membrana neuronal
dificilmente atinjam niveis que desencadeiem lesbées (Ganem et al., 2003). Além
disso, a diluicdo do AL no liquor também reduz a concentracdo que entrara em
contato com a membrana neuronal (Malinovsky et al., 2002).

No entanto, se essas condicbes forem modificadas (como no caso da
complexacao com a HPB-CD), maiores concentracdes de farmaco ficarao disponiveis
para o local de agéao e, consequentemente, em contato com a membrana neuronal.
Como apresentados nos resultados dos testes de avaliagdo dos bloqueios motor e
sensorial, o sistema BVChpp.cp apresentou efeitos mais pronunciados até do que o
complexo BVCg.cp; indicando uma interagdo diferencial da BVC com a HPB-CD.
Assim, nossos resultados sugerem que a utilizacdo da formulacdo BVChpg.cp em
concentragdes menores, reduziriam o efeito neurotéxico sem modificar a poténcia

anestésica, o que caracteriza um sistema de liberagao controlada.
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Com relacdao as analises nefrohistologicas (Figuras 48 e 49), ndo foram
observadas quaisquer alteragdes no coértex renal dos animais tratados, onde todas as
amostras apresentaram boa preservacdao morfofuncional dos componentes do tecido
renal. Em todos o0s grupos experimentais observou-se a presenca de glomérulos
delimitados pela capsula de Bowman, tubulos contorcidos proximais com Iumen
reduzido (devido a presenca da orla em escova) e células largas, visualizadas em
pouco numero no corte histolégico. Além dessas estruturas, observou-se também
tubulos contorcidos distais caracterizados por inumeras células cubicas de tamanho

menor que as constituintes do tubulo proximal.

As alteracdes renais induzidas por B-CD, ocorrem especialmente na regido
dos tubulos proximais e sdo acompanhadas por vacuolizacdo citoplasmatica,
desintegracao celular e mineralizagdo. Estudos histol6gicos revelaram a presenga de
microcristais de B-CD nos tubulos proximais, indicando que a nefrose seria um
resultado da reabsorcao tubular da B-CD intacta que, apds ser concentrada em
vacuolos, precipita devido a sua baixa solubilidade aquosa e pouca capacidade de
hidrélise (Frank et al., 1976). Por outro lado, ha indicios de que esses cristais
também possam ser constituidos de complexos formados com colesterol e/ou
ésteres de colesterol podendo facilmente atravessar a membrana basal glomerular
(Frijlink et al., 1990; 1991, Bekers et al., 1991).

Estudos indicam que os derivados da B-CD como HPB-CD e SBEB-CD, néo
induzem toxicidade renal, sendo excretados mais rapido e em maiores quantidades
do que a B-CD, o que também foi constatado pelos resultados apresentados (Figura
48). Provavelmente, os baixos niveis de eliminacdo da pB-CD provavelmente sao
causados por uma diminuigdo na razao de filtracdo glomerular, sendo seus derivados
excretados de maneira similar a inulina (Frank et al., 1976). Esses resultados,
embora preliminares, sugerem que o tratamento com a formulagdo complexada nao
induz alteragdes histopatoldgicas significantes. No entanto, novos testes deverao ser

realizados para avaliar concentragdes menores de anestésicos livres e complexados.
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Figura 44 - Fotomicrografias de cortes da medula espinhal (L5-L6) de ratos do grupo sem injegéao,
corados com hematoxilina e eosina. A- substancia cinzenta apresentando corpos celulares de
neurdnios e nucleos de células gliais (g). B- substancia cinzenta com neurénios de aspecto normal:
citoplasma basofilo de limites nitidos, nucleo com cromatina frouxa/homogénea e nucléolo evidente.
Entre os corpos celulares dos neurbnios observar nucleos de células da glia (g) e vasos sanguineos
integros (v).(n=5). Objetiva de 40X.
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Figura 44 - Fotomicrografia de corte da medula espinhal (L5-L6) de ratos do grupo sem injegéo,
corado com hematoxilina e eosina. C- substancia branca apresentando inumeros axénios (a) e ntcleos
de células gliais (g). Observar a preservagdo dos componentes teciduais (n=5). Objetiva de 40X.
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Figura 45 — Fotomicrografias de cortes da medula espinhal de ratos tratados com o veiculo HPS-CD
(100ug/20uL). A- notar preservagdo normal dos componentes do tecido nervoso apresentando
neurdnios (n) com citoplasma basdfilo e nucléolo evidente, ntcleos de células gliais (g). B- subtancia
branca, com numerosos axénios (a) e células da glia (g). (n=5). Objetivas de 40X.
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Figura 46 - Fotomicrografias de corte da medula espinhal de ratos tratados com BVC (100ug/20uL). A-
Substéncia cinzenta apresentando corpos celulares de neurbnios (n) e nucleos de células gliais (g)
morfologicamente integros, além de vasos sanguineos (v). B- Detalhe da substdncia branca com
numerosos nucleos de células gliais (g). (n=5). Objetiva de 40X.
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Figura 47- Fotomicrografias de cortes de medula espinhal de ratos tratados com o complexo BVCyps.cp
(100ug/20ul). A,B- detalhes da substancia cinzenta mostrando neurénios com aspecto necrético (N)
(citoplasma escuro e nucléolo ndo evidente) em meio a vasos sanglineos (v) e nucleos de células gliais

(9).Observar comparagdo com neurénio normal (n) em A e sinais de retragdo celular (r) em B (n=2).
Objetiva de 40X.
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Figura 47 - Fotomicrografias de cortes da medula espinhal (L5-L6) de ratos do grupo tratados com o
complexo BVCppscp (100u9/20ul), corados com hematoxilina e eosina. C- substéncia cinzenta
mostrando corpos celulares de neurénios (n), nucleos de células gliais (g) e vasos sanguineos (v). D-
substéancia branca com numerosas fibras amielinicas (a), observar ntcleos de células da glia (g). Notar a
preservagdo morfofuncional dos componentes do tecido nervoso. (n=3). Objetiva de 40X.
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Figura 48 - Fotomicrografias de rim de ratos dos grupos: sem injegdo (A) e tratado com HPS-CD
(100ug/20ul) (B), corados com hematoxilina e eosina. A e B- cdrtex renal mostrando glomérulos (G),
tubulos contorcidos proximais (fp) e tubulos contorcidos distais (td). Notar a preservagdo morfofuncional
dos componentes do tecido renal: glomérulo com margens delimitadas pela capsula de Bowman (seta) e
presenca de inumeras células nos tubulos contorcidos distais. (n=5). Objetiva de 20X.
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Figura 49 - Fotomicrografias de rim de ratos dos grupos tratados com BVC (C) e com o complexo
BVCypscp (100ug/20ul) (D), corados com hematoxilina e eosina. C e D- cortex renal mostrando
prservagcdo aspectos morfofuncionais normais de glomérulos (G), tubulos contorcidos proximais (fp) e
tubulos contorcidos distais (td) (n=5). Objetiva de 20X.
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V. CONCLUSOES

Nossos resultados indicam os sistemas de liberacdo controlada, MVCyy,

RVCyuv,

RVChpgco € BVChpg.cp, como novas opgbes de utilizagdo desses

anestésicos para o tratamento da dor aguda ou no periodo p6s-operatério, uma vez

que potencializam o bloqueio nervoso diferencial, com a vantagem de serem

administrados em menores concentragdes pois:

Os estudos de fluorescéncia revelaram que nao ocorreram mudancas
significantes da intensidade de fluorescéncia nos sistemas lipossomais
contendo anestésicos locais e fluoréforo; indicando que a presenca do AL

em membrana ou em daqua nao interfere na permeabilidade das vesiculas

tanto em funcdo do tempo quanto ap6s a variacdo de temperatura das
amostras. Esses resultados indicam boa estabilidade fisica, mantendo o

conteudo encapsulado.

Os testes de estabilidade quimica indicaram que o0s niveis de

endoperéxidos observados nas LUV, durante o periodo de um ano,
ocorreram devido a alteragOes referentes ao tempo de estocagem, sendo
0s maiores niveis observados apds quatro meses de preparacdo. Porém,
analises de espalhamento de luz indicaram que ha alteracées no tamanho

das vesiculas apds 30 dias de preparacdo, inviabilizando o uso das

mesmas por periodos maiores. A encapsulacdo de anestésicos locais ndo

induziu mudancas nos indices de peroxidacio lipidica (em um prazo de 30

dias), mesmo apos a variagao da temperatura de armazenamento.

A caracterizacdo dos sistemas com BVC, RVC, B-CD e HPB-CD por DSC

mostrou evidéncias da formacdo dos complexos sdlidos na razdo molar

testada (AL:CD) através das diferengas observadas nas temperaturas de

transicdo de fases do anestésico isolado, em mistura fisica e complexado

com os dois tipos de CD. As analises das micrografias obtidas por

microscopia eletrénica mostraram perda do padrdo morfoldgico dos cristais
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de AL e CDs puros antes e apds o processo de liofilizacdo, indicando a

formacao do complexo AL:CD.

- Os estudos de cinética permitiram analisar o tempo necessario para a
formacédo dos complexos de BVC ou RVC com B-CD e HPB-CD. Para os

dois anestésicos locais, a complexacdo com CDs parece ocorrer ao

mesmo tempo, sendo possivel a observagao apenas da fase de equilibrio.

- Os experimentos de solubilidade de fases avaliaram a capacidade de
complexacdo da BVC e RVC com a HPB-CD em solugdo aquosa,
mostrando um aumento linear na solubilidade dos AL em funcdo das
concentragbes de HPB-CD utilizadas. As caracteristicas fisico-quimicas
semelhantes da RVC e BVC também direcionaram a complexagdo com
HPB-CD (assim como para B-CD), onde os resultados indicam um

posicionamento favoravel dos farmacos dentro da cavidade hidrofobica.

- Através dos ensaios in vitro observou-se uma diminuicdo na liberacdo de

BVC e RVC complexadas com HPB-CD ou com p-CD) em relagdo aos

farmacos livres, indicando que a adicdo de carreadores alterou a

permeacdo das mesmas através de membranas.

- Os ensaios in vitro em cultura de fibroblastos e eritrécitos humanos,

demonstraram uma diminuicdo da toxicidade dos anestésicos locais ap0s

complexacdo com CDs (BVC e RVC) ou encapsulacao em lipossomas
(MVC); indicando que a utilizagdo de anestésicos locais em sistemas de
liberacao controlada reduz seu efeito toxico.

- Nos ensaios in vivo observou-se que apds o bloqueio do nervo infraorbital,

as formulacées lipossomais (MVC,yv e RVC,yv) prolongaram a duracdo e

aumentaram a intensidade da analgesia em relacao aos farmacos livres e
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associadas a vasocontritores (no caso da MVC), sugerindo as formulagdes

de anestésicos locais encapsulados em lipossomas como uma alternativa
ao uso de vasoconstritores para procedimentos cirurgicos prolongados e
manutencado da analgesia pos-operatéria, especialmente em Odontologia.

- A avaliacdo dos bloqueios motor e sensorial mostrou que injecdo dos AL

livres e complexados alterou, de maneira dose-dependente, a funcdo

motora dos animais apds os bloqueios caudal (injecao intratecal) e do
nervo ciatico (infiltragdo) havendo a perda reversivel dos reflexos motores

em todos 0s animais testados.

- Os resultados indicam que apbés o bloqueio do nervo ciatico de

camundongos, as formulacdées complexadas (tanto com [-CD quanto HPf-

CD) ndo modificaram o tempo de duracdo e o efeito anestésico total

induzidos por BVC e RVC. Porém, os sistemas BVCups.co_€ RVCups.co,

reduziram de forma significante o tempo para instalacdo do bloqueio motor

(laténcia), um parametro importante como estimativa do inicio de acao do
anestésico. Provavelmente, esse efeito deve-se as propriedades da HP-
CD como maior solubilidade em agua do que a B-CD, facilitando o acesso

de anestésicos mais hidrofébicos como a BVC e a RVC.

- O blogueio caudal (injecao intratecal) induzido por BVC, também afetou a

funcdo motora dos animais tratados com o farmaco livre ou com as

formulagbes complexadas. A laténcia para instalacdo do bloqueio motor

também foi reduzida apds o tratamento dos animais com BVCpps.cp,

confirmando os resultados obtidos através do teste do bloqueio do nervo
ciatico e indicando que a complexacdo com HPB-CD reduz a instalacdo do
bloqueio motor, promovendo um inicio de agdo mais rapido, sem prolongar

ou intensificar sua duracao de agéo.
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A avaliagdo do bloqueio sensorial em camundongos, demonstrou que 0s

sistemas BVCups.co € RVCups.cp_induziram um _aumento na_intensidade e

duracdo da analgesia em relacdo as formulagdes livres e complexadas

com B-CD, tornando-os de grande interesse para utilizagdo no periodo pés-

operatério.

A injecdo intratecal de BVCups.cp 0,5% aumentou o limiar de nocicepgcdo

dos animais em relagdo a BVCpcp e ao farmaco livre durante todo o
periodo de experimentagdo, mostrando um aumento na intensidade do
bloqueio e duragado da analgesia. Esses efeitos pronunciados obtidos apos
a complexacdo com CDs, podem estar relacionados ao aumento da
concentracéo de BVC total (em agua e complexada) disponibilizada pelas
formulacbes e também por um impedimento na ligacdo do farmaco com as
proteinas do liquor e/ou sua captagdo pela circulagcdo; mantendo o
anestésico mais tempo em contato com a membrana neuronal.

Com relacdo a avaliacdo neurohistoldgica, os resultados sugerem que

embora tenham sido encontradas alteracées teciduais nos animais tratados

com o complexo BVCupscp, € necessario ressaltar que ndo foram

observados sinais de neurotoxicidade apods a injecao de HPB-CD ou BVC

isoladas. A potencializacdo dos efeitos da BVC apbés complexacao com
HPB-CD devem-se a maior disponibilidade de farmaco em contato com a

membrana neuronal, sugerindo que a utilizagdo do complexo em

concentracées menores (como 0,25%), reduziria o efeito neurotoxico sem

modificar a poténcia anestésica. No entanto, a analise nefrohistoldgica nao

mostrou quaisquer indicios de alteracbes morfofuncionais apds o
tratamento dos animais com o veiculo, farmaco livre ou complexada,
indicando que o complexo BVChpg.cp N80 induziu nefrotoxicidade apos
administracdo intratecal, confirmando a potencialidade do uso clinico desta

formulagéo anestésica.
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VIll. PERSPECTIVAS FUTURAS

As formulagbes lipossomais de mepivacaina, ropivacaina (cujo
desenvolvimento e analise fazem parte deste trabalho), lidocaina (projeto de
Iniciacdo Cientifica e, agora, de mestrado desenvolvido por Giovana Brischinni
Brunetto) e prilocaina (projeto de doutorado desenvolvido por Cintia Maria Saia
Cereda, bolsista CAPES) continuam sendo pesquisadas quanto a sua aplicacdo em
Odontologia, desenvolvendo-se projetos em conjunto com o Prof. Dr. Francisco
Carlos Groppo e Profa. Dra. Maria Cristina Volpato (Faculdade de Odontologia de
Piracicaba, Unicamp).

Estudos de Ressonancia Magnética Eletronica seriam bastante Uteis para
determinar de forma precisa a estequiometria da complexagéao entre AL e CD. Com
relagdo aos testes in vitro, pretende-se avaliar o efeito de outros anestésicos locais
como bupivacaina ou levobupivacaina complexadas com HPB-CD, em eritrécitos
humanos e cultura de células. Além disso, seria interessante avaliar outras
concentragbes clinicas de aneste’sicos locais livres e complexados nos testes

histolégicos.

Uma outra possibilidade é a colaboracdo com a Profa. Dra. Andréa Grabe
Guimaraes (Universidade Federal de Ouro Preto) para avaliagdo das formulagdes

complexadas quanto a cardiotoxicidade, o que seria de grande importancia para
determinacao da margem de seguranca dos complexos.
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IX. ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

- Trabalhos em Congressos

o XXXII Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia
Molecular-SBBqg, Caxambu, MG, 17 a 20 de maio de 2003. Liposomal
system for a new local anesthetic: ropivacaine (D. R. Araujo, L. M.
A. Pinto e E. de Paula).

e XVIII Reunido Anual da Federagdo das Sociedades de Biologia
Experimental-FESBE, Curitiba, PR, 27-30 de agosto de 2003. In vivo
evaluation of drug-delivery systemsfor two amino-amide local
anesthetics: bupivacaine and mepivacaine (D. R. Araujo e E. de
Paula).

e 4" Congress of Pharmaceutical Sciences-CIFARP, Ribeirdo Preto, SP,
29 de junho a 02 de julho de 2003. Ropivacaine and p-cyclodextrin
inclusion complex: characterization and permeability studies (D. R.
Araujo e E. de Paula).

e XXXIII Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia
Molecular-SBBq, Caxambu, MG, 15 a 18 de maio de 2004.

In vivo efficacy and toxicity studies of two-type cyclodextrin:
ropivacaine inclusion complexes (D. R. Araujo, M. E. Hoffmann e E. de
Paula).

Ropivacaine and B-cyclodextrin inclusion complex: characterization
and hemolytic assays (S. S. Tsuneda, D. R. Araujo, de Paula, E.)

Liposomal lidocaine formulation: development and biological tests in
rats (G. B. Brunetto, D. R. Araujo, Cereda, C. M. S., de Paula, E.)

Liposomal prilocaine: in vitro release tests and in vivo evaluation of
the anesthetic effect (C. M. S. Cereda, G. B. Brunetto, D. R., Araujo, de
Paula, E.)

e XIX Reunido Anual da Federagdao das Sociedades de Biologia
Experimental-FESBE, a ser realizado em Aguas de Lindoia, SP, 25-28
de agosto de 2004.

Mepivacaina encapsulada em lipossomas: avaliacao do bloqueio do

nervo infraorbital e efeitos citotéxicos (D. R. Araujo, C. M. S. Cereda,
M. E. Hoffmann, E. de Paula).
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(S. S. Tsuneda, D. R. Araujo, Preté, P. S. C., de Paula, E.).

512 Congresso Brasileiro de Anestesiologia, 9° Congresso Luso-
Brasileiro de Anestesiologia e Congresso de Dor da Sociedade
Brasileira de Anestesiologia, realizado em Curitiba, PR, 13 a 17 de
novembro de 2004. Sistemas de liberacao controlada com
bupivacaina racémica (S50-R50) e mistura enantiomérica de
bupivacaina (S75-R25): efeitos da complexacao com ciclodextrinas
no bloqueio do nervo ciatico em camundongos (D. R. de Araujo, L.
F. Fraceto, A. F. Assuncao Braga, E. de Paula).

- Co-orientacoes:

Giovana Bruschini Brunetto (Bidloga, UNICAMP), Iniciacdo Cientifica
(bolsista PIBIC/CNPq), Desenvolvimento e avaliagdo in vivo de
formulagées lipossomais de lidocaina (2002-2004).

Simone Sayuri Tsuneda (Bidloga, UNICAMP), Iniciacdo Cientifica
(bolsista SAE/UNICAMP), Preparacéo, caracterizacdo e avaliagcdo in
vitro de complexos de ciclodextrinas e ropivacaina (2002-2004).

- Prémios & Mencoes Honrosas:

Prémio Dr. José Carlos Ferraro Maia, concedido ao autor do melhor
trabalho sobre anestésicos locais do ano de 2004.

Realizacdo & Avaliagdo: Sociedade Brasileira de Anestesiologia
(Departamento Cientifico).

Prémio Dr. José Carlos Ferraro Maia, concedido ao autor do melhor
trabalho sobre anestésicos locais do ano de 2005.

Realizacdo & Avaliagdo: Sociedade Brasileira de Anestesiologia
(Departamento Cientifico).
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