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RESUMO

A clonidina (CND) é um composto imidazdlico que foi sintetizado em 1960 e utilizado inicialmente como
descongestionante nasal por sua acao vasoconstritora. Apds o inicio do uso clinico deste farmaco, foram
observados efeitos sistémicos surpreendentes como hipotensdo arterial, sedagao e bradicardia. Como
consequéncia de seu efeito hipotensor, este farmaco foi utilizado com eficacia no tratamento da
hipertensao arterial durante 25 anos. Com a elucidacdo do seu mecanismo de acdo, outras indicacdes
foram sendo propostas na pratica clinica e assim o farmaco ganhou expressivo interesse na
anestesiologia, sendo utilizado como medicagao pré-anestésica, adjuvante na anestesia geral, anestesia
regional e pds-operatoria, inclusive em pacientes pediatricos. Apesar da amplitude de indicagbes no
tratamento da dor e anestesia, o farmaco apresenta reagdes adversas, tornando-se necessario manipular
suas propriedades fisico-quimicas no intuito de aperfeicoar seu efeito terapéutico e diminuir reagdes
adversas. Neste trabalho objetivamos veicular a CND em hidroxipropil-beta-ciclodextrina (HP-B-CD), com
o intuito de otimizar a acdo do farmaco, reforcando seu uso na pratica clinica como analgésico e
adjuvante na anestesia infiltrativa. Para este fim complexos de inclusdo da CND com o carreador
proposto foram preparados e caracterizados; além disso, o efeito anestésico in vivo da CND livre e
complexada, associada ao anestésico local bupivacaina, foi avaliado pelo teste de tail-flick, apds injegao
intratecal em ratos Wistar. Uma relacdo estequiométrica 1:1 (CND:HP-B-CD) foi determinada e o tempo
de equilibrio foi de 24 horas. O complexo foi caracterizado por medidas de calorimetria exploratéria
diferencial, difracdo de raios-X, microscopia eletrénica de varredura e cinética de liberagédo. Estes ensaios
forneceram indicios da associagdo da CND com a HP-B-CD, haja visto a diferenca entre os picos
endotérmicos, padrdes de difracao, padrao de cristalinidade e retardo em liberagao, respectivamente. Os
ensaios de ressonancia magnética nuclear de hidrogénios mostraram baixa afinidade entre a CND e a
HP-B-CD (Ka = 20 L/M™"), porém foi possivel evidenciar os detalhes moleculares da insergdo do anel
aromatico na cavidade da HP-B-CD. Apesar disso, o efeito anestésico do complexo CND:HP-3-CD,
avaliado em animais, foi pronunciadamente superior ao dos farmacos CND e bupivacaina, isoladamente,
indicando a viabilidade desta formulacdo para uso associado a anestésicos locais, na anestesia
operatéria.

Palavras chave: clonidina, ciclodextrina, bupivacaina, anestesia, complexo de inclusao
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ABSTRACT

Clonidine (CND) is an imidazole compound synthesized in 1960 and originally used as a nasal
decongestant for its vasoconstrictor action. After initial clinical use, unexpected systemic effects were
observed as hypotension, bradycardia and sedation. As a consequence of its hypotensive effect, this drug
has been successfully used in the treatment of hypertension for over 25 years. With the elucidation of its
mechanism of action, other indications were proposed in clinical practice. CND has gained significant
interest in anesthesiology, being used as an adjuvant to general and regional anesthesia, during surgery
or in the postoperative period, even in children. Despite its breadth of indications in the treatment of pain
and anesthesia, CND has adverse reactions, making it necessary to manipulate its physicochemical
properties in order to improve the therapeutic efficacy and decrease adverse reactions. In this work we
proposed to complex clonidine with hydroxypropyl-beta-cyclodextrin (HP-B-CD) in order to optimize drug
action enhancing its use as an analgesic adjuvant in infiltration anesthesia. For that, in addition to the
preparation and characterization of a CND:HP-B-CD, inclusion complex, we evaluated the in vivo
anesthetic effect of free and complexed CND, associated with the local anesthetic bupivacaine. A 1:1
stoichiometric ratio (CND:HP-B-CD) was determined after an equilibrium time of 24 hours. The complex
was characterized by differential scanning calorimetry, X-ray diffraction, scanning electron microscopy and
release kinetics. These trials provided evidences for the inclusion complexation of CND in HP-3-CD,
considering the differences between endothermic peaks, diffraction patterns, standard crystallinity and
sustained release, respectively. Nuclear magnetic resonance experiments revealed a low binding constant
between clonidine and HP-B-CD (Ka = 20 L/M™) but provided molecular details on the insertion of the
aromatic ring inside the HP-B-CD macromolecular cavity. Despite that, the anesthetic effect of
clonidine:HP-B-CD complex in animals was considerably higher than that evoked by clonidine and
bupivacaine alone, pointing out the future use of this drug delivery formulation in association with local
anesthetics, for surgical anesthesia procedures.

Keywords: clonidine, cyclodextrin, bupivacaine, anesthesia, inclusion complex
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1. INTRODUCAO

1.1. Dor: aspectos fisioldgicos e contribuicdo noradrenérgica como mecanismo de controle

A dor é um fendmeno dinamico. Das areas periféricas ao cérebro, os sinais nociceptivos sao
modulados em todos os niveis pelo sistema nervoso central (SNC) (Marchand, 2008). A dor é o sintoma
mais comum nas doencas humanas e é definida como uma sensacdo desagradavel que pode,
primariamente, estar associada ou ndo a lesdo tecidual (Lampl, 2012). Apesar de incobmoda, a dor
desempenha uma fungao bioldgica essencial. E a resposta do organismo a um trauma real ou potencial.
Porém, em algumas situagdes, o sofrimento doloroso perde sua funcao biolégica e passa a ser uma
consequéncia insuportavel as desordens refratarias aos tratamentos (Stevens, 1992). Do ponto de vista
do mecanismo fisiopatoldgico a dor pode ser classificada como nociceptiva ou neuropética (Schestatsky
& Nascimento, 2009). J&4 em relagdo a duragao pode ser classificada como aguda ou cronica (Vadivelu et
al., 2009).

1.1.1.  Dor nociceptiva: aspectos periféricos e centrais

A transducdo e transmissdo de estimulos nocivos em tecidos periféricos ocorrem através de
neurdnios especializados que se projetam para o sistema nervoso central, onde este estimulo periférico é
processado e transmitido para que haja a percepg¢do da dor (Price & Geranton, 2009). Um impulso
nociceptivo é conduzido através de um neur6nio aferente primario que entra no tronco encefélico e faz
sinapse com um neur6nio de segunda ordem para ser transmitido ao talamo. A fibra que carrega esse
impulso aferente primario pode ser do tipo Ad, mais grossa, ou C, mais fina (Patel, 2010). O corno dorsal
da medula espinhal, local onde os neur6nios fazem suas sinapses, é subdividido em camadas (laminas)
distintas de acordo com as caracteristicas citolégicas de seus neurdnios. As fibras C nao-mielinizadas
terminam nas laminas |, Il e V do corno dorsal, enquanto as fibras mielinizadas Ad terminam na laminas |
e Il e também penetram mais profundamente nas laminas V e X (Carvalho & Lemonica, 1998; Purves et
al., 2005). Embora haja também as fibras do tipo AB, apenas as fibras Ad e C possuem capacidade para
transmitir estimulos nociceptivos (Belmonte & Cervero, 1996). A tabela 1 descreve os tipos de fibras

sensitivas.



Tabela 1: Tipos de fibras sensitivas, sua mielinizagéo e velocidade de conducao de impulsos (Belmonte &
Cervero, 1996; Marchand, 2008; Steeds, 2009).

Velocidade de

Tipo Diametro Mielinizagao conducao
AB > 10 um Grossa 30— 100 m/s
Ad 2-6pum Fina 12-30 m/s

C 0,4—-1,2pum Ausente 0,5-2m/s

A fibra Ad é responsavel pela condugdo do estimulo através do trato neoespinotalamico, que é
conduzido de forma rapida diretamente para o talamo, sendo, portanto, responsavel pela dor rapida
(Marchand, 2008). Acredita-se que o glutamato (Glu), um dos neurotransmissores excitatérios mais
utilizados no SNC, é o neurotransmissor secretado nas terminacdes destas fibras, tendo, geralmente,
uma duracdo de acao de poucos milissegundos (Serpell, 2005). A fibra C faz sinapse com um neur6nio
nociceptivo especifico que conduz o estimulo para os centros superiores através do ftrato
paleoespinotalamico, que, por sua vez, nao ascende diretamente para o tdlamo, passando pela formagao
reticular, onde pode sofrer influéncia de neurénios moduladores (Carvalho & Lemonica, 1998; Guyton &
Hall, 2011). A substancia P (SP) é o provavel neurotransmissor secretado nas fibras do tipo C, envolvidas
na dor cronica. Pesquisas sugerem que as porcdes terminais das fibras do tipo C secretam tanto Glu
quanto SP (Guyton & Hall, 2011). O Glu age instantaneamente e a SP ¢é liberada mais lentamente, tendo
acao que dura de segundos a minutos. Acredita-se que a dupla sensacgéo dolorosa, sentida com a picada
de uma agulha, por exemplo, é resultado da acao rapida do glutamato enquanto a sensacgao “tardia” da
dor seria provocada pela acdo da substancia P (Bernacchio et al., 2005; Guyton & Hall, 2011).

Apods sofrer as influéncias de modulagdo do corno dorsal alguns impulsos nociceptivos passam
diretamente ou através de interneurénios para as células do corno anterior e anterolateral onde
estimulam neurbnios somatomotores e pré-ganglionares simpaticos, provocando resposta nociceptiva
segmentar autonémica reflexa. Outros impulsos nociceptivos sdo transmitidos para neurdnios que fazem
sinapse com neurdnios do trato espinotalamico e outros sistemas ascendentes que entdo convergem
para o tronco encefdlico e estruturas supraespinhais onde promovem respostas reflexas
suprasegmentares e corticais (Marchand, 2008; Patel, 2010; Ossipov et al., 2010)

Diversos neurotransmissores, aminoacidos e neuropeptidios sao liberados pelos terminais dos
neurdnios aferentes primarios no corno dorsal da medula, onde exercem importante papel na modulagao
da transmissao nociceptiva. Entre tais substancias destacam-se os aminoacidos excitatérios glutamato e
aspartato e diversos outros neurotrasmissores e neuropeptidios, incluindo as taquicininas (substancia P,
neurocinina A e neurocinina B), peptideo geneticamente relacionado com a calcitonina (CGRP),
colecistocinina, somatostatina, 6xido nitrico, prostaglandinas, galanina, encefalinas e endorfinas
(Carvalho & Lemonica, 1998; Ossipov et al., 2010; Perl, 2011).



Em resumo, ha duas vias principais de condugado do impulso doloroso chamados de sistemas da via
do grupo lateral (trato neoespinotalamico) e de via do grupo medial (trato paleoespinotalamico) da dor. A
via do grupo lateral é responsavel pela comunicagédo dos componentes sensério-discriminativos da dor, e
a via do grupo medial é responséavel pelos componentes afetivo, motivacional e avaliativo do processo
doloroso (Fernandes & Gomes, 2011). Observa-se estreita relacao topografica entre a area estimulada na
periferia e as regides talamicas e corticais ativadas, ou seja, ha somatotropia. Isto contribui para que o
individuo saiba precisar com exatiddo o ponto de origem da dor em um trauma (Bear et al., 1996). A

figura 1 resume os mecanismos de transmissao e interpretacdo do estimulo doloroso.
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Figura 1: Mecanismos de transmisséo e interpretagdo de impulsos dolorosos

A medula, formada por complexa estrutura contendo grande variedade neuronal e arranjos
sinapticos, permite ndo somente a recepgado e transmissdo dos impulsos sensoriais como também um
elevado grau de modulagdo central, envolvendo abstracdo local, integracdo, sele¢cdo e dispersao
apropriada dos impulsos sensoriais. Esta complexa forma de processamento medular é ativada através

de fendmenos centrais de convergéncia e somagao, bem como através de influéncias excitatérias e



inibitérias, envolvendo vias neuronais periféricas, interneurénios locais, vias neuronais do tronco
encefalico e supraespinhais e cértex cerebral (Carvalho & Lemonica, 1998; Marchand, 2008; Patel, 2010).

Apoés estimulagao repetida os nociceptores podem apresentar resposta aumentada a estimulos
nocivos ou adquirir responsividade maior a quaisquer estimulos, incluindo os ndo nocivos, levando a
reducao do limiar de sensibilidade e hiperalgesia (Baranauskas & Nitri, 1998). Esta pode ser classificada
como hiperalgesia primaria e secundéria. A hiperalgesia primaria € conceituada como sendo o aumento
da resposta ao estimulo doloroso no local da lesdo, enquanto a hiperalgesia secundaria é aquela que se
estende para areas adjacentes (Svendsen et al., 1997; Baranauskas & Nitri, 1998). Estes quadros
envolvem tanto a sensibilizacdo das terminagdes nervosas periféricas, quanto a sensibilizagao central.
Além da hiperalgesia, os fendbmenos de sensibilizagdo mediam o processo de alodinia e reflexos do
comportamento sensério-discriminativo da dor (Pedersen et al., 2006).

Sempre que ha uma leséo tecidual provocada por um estimulo néxico, os nociceptores modificam-se
lentamente gerando dor prolongada em decorréncia da alteragdo da estrutura subcelular e da
funcionalidade do sistema nervoso periférico. Sao liberadas no meio extracelular substancias
algiogénicas que podem ativar os nociceptores através de receptores ionotrépicos que promovem
diretamente a abertura de canais ibnicos e a consequente despolarizacdo da membrana dos
nociceptores. E o caso, por exemplo, do glutamato (Davidson et al., 1997). Outras substancias como as
prostaglandinas ou a bradicinina, atuam sobre receptores que vao ativar sistemas de transducao
intracelulares, levando a modificagées na concentracao de moléculas como o AMPciclico, o diacilglicerol,
o inositol trifosfato ou célcio. Estas substancias vao, por sua vez, modular o funcionamento de canais
ibnicos ou receptores, através da sua fosforilagdo por intermédio da ativacdo de enzimas intracelulares
(Wood & Docherty, 1997; Rocha et al., 2007; Marchand, 2008).

Em resumo, a agressao tecidual resulta na acumulacdo de metabdlitos do acido araquidonico. A
produgéo de prostaglandinas e de leucotrienos leva a desgranulagéo de mastécitos e a ativagéo direta de
fibras nervosas, macréfagos e linfécitos. Ha liberacdo de mediadores, como potassio, serotonina,
substancia P, histamina e cininas. Ocorrem alteragdes na permeabilidade vascular, no fluxo sanguineo
local e produgéo dos sinais classicos inflamatérios de rubor, calor, dor, tumor e impoténcia funcional. Tem
inicio o processo de sensibilizacdo periférica com consequente exacerbacdo da resposta ao estimulo
doloroso (Woolf, 1989; Rocha et al., 2007; Ossipov et al., 2010).

A estimulagdo persistente de nociceptores provoca dor espontdnea, mesmo quando cessam a
resposta inflamatéria e a dor. Desta forma, a sensibilizacdo periférica ndo é o unico fenémeno
responsavel por essas mudangas, havendo envolvimento do sistema nervoso central neste processo
(Marchand, 2008; Ossipov et al, 2010). A sensibilizagao central implica em altera¢cdes dos impulsos
periféricos, com adaptacdes positivas ou negativas. Além de redugao do limiar ou aumento da resposta
aos impulsos aferentes, ocorrem descargas persistentes apds estimulos repetidos e ampliacdo dos
campos receptivos de neurdnios do corno dorsal. Neste caso, os neurdnios nociceptivos do corno dorsal
da medula espinhal tem sua sensibilidade aumentada a estimulagao sensorial (Rocha et al., 2007).



A figura 2 resume a sequéncia de eventos responsaveis pela sensibilizagdo neuronal no SNC.
Observa-se que a ativacdo intensa de neurbnios aferentes primarios estimula a liberacdo de Glu e
substancia P (SP). O receptor NMDA, em fungdo do papel do magnésio (Mg®*), é inicialmente nao-
responsivo ao Glu; mas seguindo a despolarizacdo do receptor AMPA pelo Glu no receptor
metabotropico estimula a ativagao de fosfolipase C (PLC) mediada pela proteina G, levando a hidrélise e
transformagao do 4,5-fosfatidilinositol bifosfato (PIP,) em inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol. O
diacilglicerol estimula a producéo de proteina cinase C (PKC), a qual é ativada na presenca de elevados
niveis de calcio (Ca®") intracelular. IP; estimula a liberagdo de calcio intracelular de estoques
intracelulares no reticulo sarcoplasmatico. PKC aumentada induz o aumento sustentado da
permeabilidade da membrana e, em conjuncdo com o aumento do Ca®" intracelular, leva a maior
expressdo de protoncogenes, como c-fos e c-jun. As proteinas produzidas por esses protoncogenes
codificam neuropeptideos como as encefalinas, dinorfinas e taquicininas. Esse aumento também leva a
ativagdo de fosfolipase A2 (PLA,;) e da sintese de Oxido nitrico (NOS) por um mecanismo calcio-
calmodulina dependente. PLA, catalisa a conversdo de fosfatidilcolina (PC) em metabdlitos do acido
araquidénico, como prostaglandina (PG), tromboxano (TX) (via cicloxigenase) e leucotrienos (LT) (via
lipoxigenase). NOS catalisa a producdo de proteina cinase e alteragbes na expressao génica. NOS
difunde-se do interior da célula para o terminal do aferente primario, onde aumenta a liberacdo de
glutamato (Rocha et al., 2007).
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Figura 2: Sequéncia de eventos que leva a sensibilizagéo central dos neur6nios (adaptado de Rocha et
al., 2007). DAG (diacilglicerol), ENC (encefalinas), DIN (dinorfinas)




1.1.2. Dor neuropatica

A dor neuropdtica, é definida como a dor iniciada por uma lesdo ou disfungdo do sistema
somatossensorial, resultante da atividade anormal das vias centrais e periféricas (Schestatsky &
Nascimento, 2009). Ela esta entre as sindromes mais prevalentes como causa de dor cronica. Pacientes
com dor de origem predominantemente neuropatica apresentam idade mais avangada e dor mais grave e
frequente que em outros tipos de dor crénica (Resende et al., 2010).

A dor neuropatica tem etiologias muito diversas e é classificada, de acordo com a localizacdo da
lesdo ou inflamacdo no sistema nervoso, em periférica ou central (Resende et al., 2010). Ela € uma
sindrome complexa, com mecanismos biolégicos pouco esclarecidos, envolvendo fenémenos
inflamatérios e imunes (Kraycheti et al.,, 2008). Comum na pratica clinica, a maior parte dos casos é
oriunda de quatro classes principais (Baron, 2006):

» Lesao nervosa periférica e multifocal (traumatica, isquémica ou inflamatéria)

= Polineuropatias periféricas (metabdlicas, téxicas, hereditarias ou inflamatérias)

= Lesbes no SNC (esclerose multipla, lesbes na coluna vertebral ou acidente vascular
cerebral)

= Distlrbios neuropaticos

As principais queixas se dividem em dores esponténeas, que aparecem sem nenhum estimulo
detectavel, como as parestesias; e dores evocadas, que sao respostas anormais ao estimulo, como a
hiperalgesia e alodinia (Schestatsky, 2008).

Contribuindo para o desenvolvimento da dor neuropatica, ocorrem alteragées no sistema nervoso
periférico e na medula espinhal, as quais incluem a formagédo de impulsos ectdpicos que sensibilizam os
neurdnios (Roberts, 1999). As fibras AB, normalmente envolvidas na transmissdo de impulsos ndo
nocivos, sdo as que apresentam maior quantidade de impulsos ectépicos na vigéncia de lesdo em nervo
periférico. Estas fibras enviam respostas exageradas para a medula espinhal e, associados a
sensibilizagdo central, contribuem para o desenvolvimento da dor espontanea, da hiperalgesia e da
alodinia (Schaible & Richter, 2004). Estima-se que a sensibilizagdo central seja responsavel pela
hiperalgesia secunddaria e pela alodinia tatil, comuns aos processos inflamatérios e neuropaticos
(Resende et al., 2010).

No tecido normal o sistema nervoso simpatico nao ativa fibras aferentes primérias. Em casos de
lesdo de nervo, porém, estas fibras aferentes tornam-se sensiveis a mediadores adrenérgicos (Schaible
& Richter, 2004). Em casos de lesdo, neurbnios sensoriais apresentam aumento da responsividade a
adrenalina circulante ou noradrenalina liberada das terminagbes simpaticas pds-ganglionares.
Adrenoreceptores a4 e ap participam deste mecanismo. A sensibilidade a noradrenalina é mediada pela
expressao de receptores aq-adrenérgicos nas terminacdes de nervos lesados. Enquanto esta ativagao
esta relacionada a nocicepgao, a ativagao dos receptores ap-adrenérgicos induz antinocicepgao (Nam et
al., 2000; Schaible & Richter, 2004).



Observa-se ainda que em nivel pré-sinaptico a liberacdo de glutamato é inibida por ativagcdo de
receptores gabaérgicos. A reducdo ou a falha da funcdo desses receptores podem levar a
hiperexcitabilidade neuronal do nervo lesado. Também pode haver aumento das subunidades de canais
de calcio tipo a2y no ganglio da raiz dorsal e na medula espinhal, fato que provoca a liberagdo de
neurotransmissores excitatérios. A alteragdo fenotipica de fibras Ad na dor neuropatica causaria, de
maneira semelhante, a liberagdo pré-sinaptica de substancia P facilitando a sensibilizagdo do corno
dorsal da medula espinal. Em relacdo as alteracbes pés-sinapticas a liberacdo de substancia P e
peptideo relacionado com o gene da calcitonina além de outros neurotransmissores excitatorios
(aspartato e glutamato) na fenda sinaptica, causa ativagéo de receptores NMDA e AMPA com aumento
da entrada de célcio na célula, formacdo do complexo calcio-calmodulina, ativacdo da enzima calcio-
calmodulina cinase |l e das vias neuronais do 6xido nitrico sintetase, com formagao de 6xido nitrico. Isso
promove acao especifica de cinases e de fatores transcricionais que, ao serem fosforilados, se ligam a
promotores de c-fos e de c-jun, resultando na sintese de produtos génicos nucleares que facilitam a
excitabilidade neuronal e alteragdes da neuroplasticidade no corno dorsal da medula espinal. Por outro
lado, apd6s a lesdo do nervo, pode existir reducdo da expressdo de receptores inibitérios e a
sensibilizagdo neuronal provavelmente sera decorrente de mecanismos facilitadores (Schaible & Richter,
2004; Kraycheti et al., 2008).

A dor neuropatica ainda € um desafio para os pesquisadores clinicos e experimentais. Os
mecanismos, complexos e nao completamente elucidados, desenvolvem-se dinamicamente com
resultados, por vezes, contraditérios. Entender a neurobiologia da dor neuropatica é um passo para
melhoria dos resultados no tratamento dessa sindrome. Essa compreensdo podera resultar na
elaboracdo de farmacos que visem a alvos especificos e que proporcionem respostas eficazes (Baron,
2006; Kraycheti et al., 2008; Schestatsky, 2008).

1.1.3. Controle da dor: modulagdo noradrenérgica e contribuicdo do sistema a-2

Apesar de haver, desde o inicio do século, evidéncias sobre a existéncia de mecanismos
supressores, foi com a apresentagao da teoria de comporta, por Melzack e Wall, em 1965, que os
sistemas modulatérios da dor passaram a ser reconhecidos (Carvalho, 1999). O conhecimento
bioquimico destas vias inibitérias descendentes tem propiciado o surgimento de importantes farmacos,
alguns ja em uso e outros em fase de ensaios clinicos ou pré-clinicos (Carvalho & Lemonica, 1998).

Segundo Patel (2010), sdo conhecidos trés mecanismos principais de controle enddégeno da dor que
sd0: a inibicdo segmental, o sistema opidide enddgeno e a via descendente inibitéria. O controle via
inibicdo segmental baseia-se na esséncia da teoria de comporta, ou sistema portdo. Nesta teoria propde-
se que a transmissdo de informagao através do ponto de contato (sinapse) entre a fibora Ad e C e as
células do corno dorsal da medula espinhal pode ser diminuida ou blogueada (Patel, 2010). Esta

associada a esta questéo a ativagéo de fibras AB, ndo nociceptivas, que induzem analgesia e diminui¢ao
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da percepcao da dor através do recrutamento de interneurénios na substancia gelatinosa com liberagao
de encefalinas, que sao neurotransmissores inibitorios; e inibicdo da liberacao de substancia P, havendo,
assim, blogqueio na transmissao do sinal doloroso (Marchand, 2008).

O sistema opidide enddégeno consiste de uma familia de neuropeptidios e receptores opidides
distribuidos no sistema nervoso central. Os opidides, embora de uso bastante antigo, tiveram seu
mecanismo elucidado somente a partir de 1973 (Carvalho e Lemonica, 1998; Fields, 2004). Até o
momento ja foram descritos os seguintes receptores opidides: mu (), kappa (k), sigma (o), delta (o) e
epsilon (g) (Millan, 2002). Sabe-se atualmente que, no nivel molecular, a ativagdo dos receptores y e o
encontra-se associada a elevagdo na condutancia ao potassio (abertura dos canais de K%),
hiperpolarizando a célula. O receptor p esta funcionalmente acoplado a adenilciclase, um sistema efetor
da proteina G. A ativacao do receptor k induz redug¢édo na condutancia do célcio. Este efeito é devido ao
fechamento dos canais de calcio tipo N, também associados a proteina G. Acredita-se que o receptor ¢
esteja associado aos canais iGnicos ativados pelo glutamato e pode contribuir para a disforia produzida
por alguns opiodides (Stacey & Watkins, 1994; Carvalho e Lemonica, 1998; Millan, 2002; Fiedls, 2004;
Ren & Dubner, 2008).

Quanto ao sistema descendente inibitério da dor, é descrito haver quatro partes interligadas do SNC:
a) sistemas corticais e diencefalicos; b) substancia cinzenta periaquedutal e periventricular, que sao ricas
em encefalinas e receptores opidides e que podem ser ativadas tanto por estimulagao elétrica como por
microinje¢des de pequenas quantidades de opidides; c¢) partes do bulbo rostroventral, especialmente o
ndcleo magno da rafe (NMR) e nucleos adjacentes, que recebem impulsos excitatérios da PAG, e que
por sua vez, enviam fibras serotoninérgicas e noradrenégicas, via funiculo dorsolateral, que se projetam
para o corno dorsal da medula e bulbo; d) corno dorsal bulbar e medular que recebe terminais de axénios
do NMR e nucleos adjacentes (Carvalho e Lemonica, 1998; Millan, 2002; Yoshimura & Furue, 2006; Ren
& Dubner, 2008;). Estas fibras descendentes sdo serotoninérgicas e noradrenérgicas e terminam entre as
células de transmissdo nociceptiva nas laminas I, Il e V, onde inibem seletivamente neur6nios
nociceptivos, incluindo interneurénios e os tratos ascendentes que se projetam rostralmente, como os
tratos espinotalamico, espinorreticular e espinomesencefalico. Os neurénios noradrenérgicos, originarios
no locus ceruleus, representam outro importante grupo de fibras que contribuem para a formagédo do
sistema enddgeno da dor (Carvalho e Lemonica, 1998; Millan, 2002; Yoshimura & Furue, 2006).

A noradrenalina é biossintetizada a partir de tirosina. A tirosina € primariamente convertida em
diiidroxifenilalanina (DOPA) pela tirosina-hidroxilase, que é, posteriormente, convertida em
dopamina através de descarboxilagdo. A dopamina, por sua vez, € convertida em noradrenalina pela
dopamina-B-hidroxilase (Pertovaara, 2006). No cérebro, os grupos de células noradrenérgicas sao
classificados de A1 — A7. O grupo A1 estéa localizado no nivel da area postrema, A2 esta distribuido por
todo complexo vagal dorsal, A3 esta na formacao reticular medular e A4 circunda todo o quarto
ventriculo. O grupo A5 esta na ponte ventrolateral, A6, ou locus ceruleus, esta localizado dorsalmente a
ponte e A7 na parte lateral da ponte, préximo ao lemnisco lateral (Millan, 2002; Pertovaara, 2006). As

principais vias ascendentes de projecao noradrenérgica no SNC sao os feixes dorsal e ventral e o feixe
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periventricular (Cooper et al, 2003). As células do grupo A5-A7 tem proje¢cdes noradrenérgicas
significativas para a medula espinhal. Na periferia, o sistema nervoso simpatico é a principal fonte neural
de noradrenalina (Cooper et al., 2003; Pertovaara, 2006).

Os receptores adrenérgicos a, desempenham um importante papel na modulagdo da dor,
especialmente nos casos de dor neuropdtica (Macpherson, 2000). A estimulagdo elétrica da regiao
cinzenta periaquedutal do mesencéfalo e da medula ventromedial rostral para induzir a antinocicepgao,
aumenta os niveis mensuraveis de norepinefrina no fluido cefalorraquidiano. Este achado sugere uma
forte contribuicdo da noradrenalina na antinocicep¢ao associada com inibicdo descendente. Embora nem
a regido cinzenta periaquedutal do mesencéfalo nem a medula ventromedial rostral contenham neurénios
noradrenérgicos, ambas as regides comunicam-se com sitios noradrenérgicos importantes para a
modulacao da dor, incluindo o locus ceruleus e o nicleo de Kolliker-Fuse, que sdo as principais fontes de
projecdes noradrenérgicas para a medula espinhal, e, provavelmente, podem servir para inibir a resposta
pré-sinaptica e pds-sindptica da dor nos neurdnios espinhais. Numerosos estudos tem demonstrado que
a ativacdo de receptores a,-adrenérgicos na medula exerce forte efeito antinociceptivo (Millan, 2002;
Yoshimura & Furue, 2006; Ossipov et al., 2010). Uma série de teorias tém sido propostas para explicar
esse efeito, que inclui 0 aumento da ativagéo da via descendente inibitoria através do locus coeruleos,
um efeito inibitorio direto sobre a ativagcdo neuronal em sitios receptores da substancia gelatinosa e uma
reducdo na liberagdo de substancia P (Macpherson, 2000). A ativagdo de receptores a,-adrenérgicos
causa inibicdo da transmissao nociceptiva ao nivel da medula espinhal através de atividade pré-sinaptica,
inibindo a liberagdo de neurotransmissores excitatérios a partir de terminais aferentes primarios, bem

como através de sitios pds-sinapticos (Ossipov et al., 2010).

1.2.Clonidina: da agao vasoconstritora a adjuvante na anestesia

O primeiro ndo-opidide e analgésico a ser extensivamente estudado e aprovado para administracéo
epidural foi o agonista dos receptores adrenérgicos CND (Crews, 2000). A CND (Figura 3) é uma
imidazolidina com agéo anti-hipertensiva, que ativa receptores a adrenérgicos, especificamente os
receptores a,. Como efeito da ativagao destes receptores, tem-se redugao do ténus simpatico, resultando
em queda na pressao sistélica e diastdlica e da frequéncia cardiaca (Martindale, 2011).

Sintetizada em 1960 com indicagdo terapéutica de descongestionante nasal devido a acao
vasoconstritora (Simonetti et al., 1997), a CND foi, posteriormente, introduzida na terapia anti-
hipertensiva, quadro para o qual permanece em mercado (Martindale, 2011), para casos refratarios. Com
a elucidacao do mecanismo de agao e observagao da ocorréncia do efeito sedativo, o farmaco ganhou
expressivo interesse em anestesiologia, com indicagdo também para uma variedade de quadros de dor
crdnica e neuropédtica (Lauretti et al., 2002; MacCartney et al., 2007; Feng et al 2009).

O receptor a, adrenérgico consiste de uma cadeia polipeptidica e pertence a familia dos receptores

de membrana de 7 hélices transmembranares. Na face citoplasmatica da membrana existem os pontos



de contato para a proteina G, e a resposta elucidada via AMPc inclui efluxo de K* e supresséo do influxo
de Ca™, através de seus respectivos canais (Pertovaara, 2006).

Devido a densa participacdo da noradrenalina na via descendente inibitoria da dor, sabe-se que a
CND, por ser um agonista dos receptores a,, mimetiza a agdo da noradrenalina nesses receptores
(Simonetti et al., 1997). Uma outra propriedade da CND é sua acao anestésica local propria, que ensejou
sua utilizagdo em combinacdo com anestésicos locais para bloqueio de nervos periféricos. Esta acao foi
confirmada por pesquisadores que observaram que além de inibir (Singelyn et al 1992), a CND diminui a
velocidade de condugao de impulsos nas fibras C (Buttner et al 1992). Soma-se a isso 0 mecanismo de
vasoconstricdo mediado pelos receptores a, pés-sinapticos, que reduz a absorgdo e permite maior tempo
de contato de anestésicos locais com o tecido neural (Rhee et al., 2003; Neves et al., 2006).

A CND tem sido utilizada no tratamento profilatico da enxaqueca e em associagdo com opidides no
tratamento da dor oriunda de céncer (Martindale, 2011). No manejo da dor do cancer, pode ser
administrada com opidides por infusdo peridural continua, em dose de 30 microgramas/hora (Martindale,
2011). Os principais efeitos adversos da CND referem-se ao sistema nervoso central: sedagao, boca
seca, desanimo e perda de concentracio sao frequentes e mais intensos no inicio do tratamento. Com o
tratamento mais prolongado, ginecomastia, galactorréia, pesadelos, impoténcia sexual e hipotensao
postural ja foram relatados. A CND pode causar aumento exagerado da pressao arterial (efeito rebote),
quando da interrupgédo abrupta do tratamento. O uso concomitante com antidepressivos triciclicos pode
diminuir o efeito hipotensor da CND (Tavares & Plavnik, 1998).

N| Cl
H—N M—H

/

(@) (b) ()

Figura 3: Estrutura quimica da CND ou 2-[2,6-diclorofenilimino] imidazolidina (a) e representagdo do

tautdmero imina (b). Conformagdes de minima energia da forma basica (c), de acordo com Remko et al
(2001).

Este farmaco tem sido também usado sozinho ou em associagdo com anestésicos gerais, locais ou
opidides. A administracao epidural em dose de 0,5 — 2,0ug/kg/h por infusdo continua produz analgesia
pbs-operatédria dose dependente, sem maiores efeitos colaterais (Crews, 2000). Na pratica anestésica, a

CND mostrou reduzir os niveis requeridos de anestésicos para anestesia geral e também é usada na
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prevencdo de tremores, apds a anestesia geral ou local (Macpherson, 2000). Uma vez que produz
sedacdo e reduz a ansiedade sem associagdo a depressao respiratéria, seu uso também é destacado
como medicacao analgésica em procedimentos pds-operatérios para controle da dor. No entanto, sua
duracao de agao é relativamente curta, quando comparada com a potencial duragdo da dor, exigindo
varias aplicacbes para manutencao dos niveis plasmaticos (Nunes et al., 2005).

A CND adicionada aos anestésicos locais promove efeitos benéficos (Columb & Ramsaran, 2010)
como: a) reducgao significativa do tempo de laténcia para instalagdo do bloqueio; b) prolongamento da
duracao e intensificacdo do blogueio sensitivo, possivelmente por agao anestésica local prépria nas fibras
C e ADd ; c) sedagao devido a absorcao sistémica (uma propriedade desejavel como medicacdo pré-
anestésica) (Simonetti et al., 1997; Dahmani et al., 2010; Singh et al2011). A qualidade da analgesia pos-
operatéria em mulheres submetidas a cesariana foi avaliada pela associacdo da CND (15 e 30ug) a
bupivacaina hiperbarica (12,5mg) e morfina (100ug), onde observou-se que a adigdo do agonista
adrenérgico a, melhorou a qualidade da analgesia, sendo a dose minima recomendada deste farmaco
igual a 15ug (Neves et al., 2006). Resultados semelhantes foram relatados por Tuijl e colaboradores
(2006), porém em dose de 75ug de CND associada a bupivacaina 0,5%. Apesar disso, é relatado que
esta dose (75ug) leva a maior ocorréncia de hipotensdo arterial quando comparada a menores doses
(ex.: 45 ug), havendo mesmo efeito anestésico e analgésico para ambas as doses (Braz et al., 2003), fato
que reforca a necessidade de menores doses do agonista a, com o intuito de evitar os efeitos
hemodinamicos indesejados. Doses de 25ug e 75ug de CND foram empregadas associadas a morfina
(250ug) para analgesia pds-operatéria de artroplastia total de joelho, tendo sido observada diminuigao no
consumo de morfina, apesar da maior incidéncia de hipotensdo nos grupos tratados com CND (Sites et
al., 2003).

No caso de pacientes nao-responsivos aos tratamentos convencionais para dor neuropatica, que
inclui o uso de antiinflamatérios nao-esteroidais, antidepressivos, fisioterapia e opidides, a associacio de
90 pg/dia de CND com lidocaina 1%, resultou em acao antinociceptiva (Lauretti et al., 2002). Quando
administrada por via espinhal, a CND foi eficaz para a alodinia e para a dor cronica neoplasica refrataria a
morfina, particularmente do tipo neuropatica, em que os pacientes receberam infusdo continua de CND
30ug/h (Lauretti et al., 2002). Feng et al (2009) demonstraram, em modelos animais com dor neuropatica
induzida por ligagdo parcial do nervo ciatico, que a administragcdo intratecal de CND tem efeito
antialodinico por inibicao direta de citocinas pro-inflamatérias. Braga et al (2012) avaliaram a associagao
de diferentes adjuvantes a bupivacaina hiperbarica em raquianestesia para cesariana e observaram que
a dose de 75ug foi adequada para anestesia e analgesia pds-operatéria. Braga et al (2013) avaliaram
ainda a associacao de CND (75ug) e morfina (100ug) a bupivacaina em doses de 8 e 10mg, observando
anestesia adequada mesmo nos grupos tratados com menor dose do anestésico. McCartney e col.
(2007) revisaram estudos clinicos do uso da associagdo entre CND e anestésicos locais (lidocaina,
mepivacaina, ropivacaina, levobupivacaina e bupivacaina) e concluiram pela maior aplicabilidade da
associagdo para anestésicos de agao intermediaria (menos lipofilicos, como lidocaina e mepivacaina),

com aumento do tempo de anestesia sem modificacdo da laténcia. A revisdo indicou ainda que doses
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moderadas de CND, i.e., abaixo daquelas capazes de induzir hipotensao, sdo as mais indicadas para
prolongamento do efeito anestésico. De fato outra revisdo do uso da CND (Elia et al., 2008), recomenda
sua associagao aos anestésicos locais.

Desde os relatos iniciais da eficacia analgésica da CND, outras investigagbes demonstraram seu
uso em uma variedade de estados de dor crbnica e neuropatica. Devido & alta densidade de receptores
0o na medula espinhal, é difundido o uso da CND por administragdo epidural. No tratamento da dor
aguda, resultados utilizando este método sdo animadores, com uma série de estudos mostrando redugéao
na necessidade de opidides (Macpherson, 2000). A CND, que vem ocupando uma posicao Unica na
anestesiologia, promete se firmar no terreno da analgesia p6s-operatéria por ndo apresentar os efeitos
colaterais dos opidides. Em contrapartida, essa onipresenga da CND na anestesiologia ndo se faz sentir
efetivamente no terreno dos bloqueios de nervos periféricos, embora ela seja importante neste particular.
Em razéo disto, urge a retomada da valorizagdo da CND como adjuvante nesta modalidade de técnica
regional (Simonetti et al., 1997).

1.2.1. Propriedades fisico-quimicas da Clonidina

A CND ou 2-[2,6-diclorofenil)imino] imidazolidina (CgHyCloN3, massa molecular de 230,1g/mol), é
descrita como um farmaco lipofilico (log P octanol/agua = 1,59), caracteristica que seria responsavel pela
sua facil penetracédo e agdo no SNC (Remko et al., 2001).

Remko e colaboradores (2001), por estudos de modelagem molecular, demonstraram que a forma
basica da CND assume uma geometria em que seus anéis fenil e imidazolinico sdo praticamente
perpendiculares um ao outro (Figura 3c), sendo esta ndo coplanaridade um requisito para a interagao da
CND com os receptores adrenérgicos, para exercer seu efeito bioldgico. Além disso, a CND prefere a
forma tautomérica de imina, com uma dupla ligagédo exociclica ([rN=C(NHR)R'], o que a torna uma Base
de Shiff, representada na figura 3b, como demonstraram experimentos teéricos (Remko et al., 2001) e
medidas de RMN (Jackman & Jen, 1975). Célculos de modelagem molecular indicaram que os sitios
primarios de protonacao da CND estdo no grupo imidazolinico (Remko et al., 2001). O pKa da CND ¢ 8,3
(Remko et al., 2006), tal que em pH fisioldgico a CND esta 80% protonada. Ela é comercializada na forma
de cloridrato, e se apresenta como um pé cristalino esbranquigcado, soluvel em agua e etanol absoluto
(Martindale, 2011; Merck Index, 2001).

1.2.2. Relagdo com anestésicos locais

Assim como para os anestésicos locais (AL), acredita-se que a forma neutra da CND é a
responsavel pela penetra¢do através das membranas, permitindo que o farmaco atinja o sitio de agao,
havendo indicagdes de que a forma protonada seria a responsavel pela interagcdo com os receptores o-

adrenérgicos, i.e., a forma ativa (Remko et al., 2001). A correlagéo entre hidrofobicidade do composto e
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sua habilidade de penetrar dominios hidrofébicos da membrana celular também é reivindicada para a
CND, assim como para os AL (de Paula & Schreier, 1996; de Araujo et al., 2008).

Os anestésicos locais de uso clinico sdo moléculas que consistem numa parte aromatica ligada a
uma cadeia lateral basica por uma ligacdo éster ou amida. Sao, em geral, bases fracas (de Paula &
Schreier, 1996), por possuirem grupo amina ionizavel em pH entre 7,6 e 8,9 (de Araujo et al 2008), razao
pela qual encontram-se em grande parte ionizados em pH fisioldgico. Este aspecto é importante no que
concerne a sua capacidade de penetrar na bainha dos nervos e na membrana axénica (Schulman &
Strichartz, 2009), sendo necessarias as formas protonada (mais solivel em agua) e neutra (mais
lipofilica) para bloquear a condugéo do impulso nervoso. Os AL podem prover analgesia em varias partes
do corpo através de aplicacdo tépica, injecdo nas vizinhangas das terminagdes nervosas periféricas e
troncos nervosos maiores, ou instilagao dentro dos espagos peridurais ou subaracnéideos (Strichartz &
Covino, 1990). As caracteristicas desejaveis para uma molécula anestésica sdo: a longa duragao de
acao, baixa toxicidade local e/ou sistémica e seletividade para o bloqueio sensorial em relagao ao
bloqueio motor (Strichartz & Covino, 1990; de Araujo et al., 2003). Os principais efeitos adversos dos
anestésicos locais afetam o SNC e o sistema cardiovascular. Podem ser observados tremores, agitagao,
vasodilatagdo e redugdo da contratiidade miocardica (Rang et al 2012). Devido a tais eventos,
principalmente aqueles que levam as alteragdes hemodinamicas, a associagdo dos AL com farmacos que
levem a diminuicao da dose requerida deste Ultimo para anestesia efetiva, é racionalmente bem-vinda. A
CND é um farmaco conhecido por prolongar os efeitos dos anestésicos locais, reduzindo a dose
requerida para anestesia, sem maiores eventos adversos (Rhee et al., 2003; Neves et al., 2006; Tuijl et
al., 2006; Elia et al., 2008). Devido a tais fatos, a associacdo entre a CND e o anestésico local
bupivacaina, sera avaliada no presente trabalho.

1.3. Bupivacaina

A bupivacaina (BVC) é o anestésico local, pertencente a classe das amino-amidas, mais utilizado em
procedimentos cirdrgicos, principalmente para bloqueios regionais prolongados. Este farmaco foi o
primeiro anestésico que combinou propriedades como inicio de agdo moderada, longa duragao, bloqueio
da conducdo e separacdo significante entre bloqueio sensorial e motor (Malamed, 2001; de Araujo,
2002). A duragdo da anestesia com BVC é tal que, para a maioria das indicagbes, uma dose Unica é
suficiente. E encontrada comercialmente em doses que variam de 0,1 a 0,75% (McLure & Rubin, 2005).
Na pratica clinica, emprega-se doses de 0,25% e 0,5% (Martindale, 2011).

Nas doses recomendadas, a bupivacaina produz completo bloqueio sensitivo, mas o efeito na fungao
motora difere entre as concentragbes mais usuais na clinica:

» 0,25%: quando usada para bloqueio caudal, peridural ou do nervo periférico, produz bloqueio
motor incompleto. Deve ser usada em cirurgias em que o relaxamento muscular ndo é importante,
ou quando outro meio de produzir relaxamento muscular for usado simultaneamente. O inicio da

acao pode ser mais lento do que com as concentragdes de 0,5% e 0,75% (Martindale, 2011).
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= 0,5%: promove blogueio motor para bloqueio caudal, peridural ou nervoso, mas o relaxamento

muscular pode ser inadequado para cirurgias em que o relaxamento muscular é essencial

(Martindale, 2011).

» 0,75%: produz completo bloqueio motor. Mais util para bloqueio peridural em operagdes

abdominais que necessitam de completo relaxamento muscular e para anestesia retrobulbar

(Martindale, 2011).

Em relagdo as propriedades fisico-quimicas, apresenta-se como pé cristalino branco, com férmula
molecular C4gHogN-O.HCI. A solubilidade em agua é de aproximadamente 100mg/mL a 20°C (como
cloridrato), e possui pK de 8,09 (Merck Index, 2001).

A presenca de um carbono assimétrico em sua molécula permite a existéncia de dois
estereoisébmeros: a dextrobupivacaina (R+) e a levobupivacaina (S-). O advento das pesquisas sobre
estereosseletividade possibilitou a modificacdo das proporgées dos esterecisdbmeros R(+) e S(-) da
bupivacaina e a sintese de nova formulagcdo anestésica local, contendo 25% do isbmero R (+)-
bupivacaina e 75% do isémero S(-)-bupivacaina, melhorando o perfil anestésico do farmaco em relagéao a

levobupivacaina e aumentando sua margem de seguranca (de Araujo, 2005).

1.4. Ciclodextrinas

As ciclodextrinas sao oligossacarideos ciclicos formados por, pelo menos 6 unidades de
glicopiranose. S&o obtidas a partir do amido por agdo da enzima ciclodextrina glicosiltransferase
(CGTase) de microorganismos, um tipo de amilase que provoca a clivagem da estrutura do amido,
originando uma mistura de dextrinas ciclicas e lineares que contém 6 a 12 unidades de glicose
(Fernandes & Veiga, 1999a; Loftsson & Duchene, 2007). As ciclodextrinas naturais que se obtém em
maiores percentagens sao: a—ciclodextrina (6 unidades de glicopiranose), B-ciclodextrina (7 unidades) e a
y-ciclodextrina (8 unidades); sendo que as suas quantidades relativas dependem do tipo de
microrganismo que produz a enzima e das condi¢oes de reagdo (Fernandes & Veiga, 1999 (b); Al Omari
et al.,, 2006).

Devido a conformacdo em cadeira da glicopiranose, as ciclodextrinas assumem um formato de cone
truncado, ou toroidal, ao invés de um cilindro perfeito (Brewster & Loftsson, 2007). Analises de raios-X
revelaram que 0s grupos hidroxila secundarios (C2 e C3) estédo localizados nas proximidades da borda
maior (cabega) deste cone truncado, enquanto os grupos hidroxila primarios (C6) estdo na ponta (cauda)
desta estrutura. Além disso, os hidrogénios dos carbonos apolares C3 e C5 e os oxigénios tipo éter estao
voltados para o interior destas moléculas de formato toroidal (Figura 4). Isto resulta num arranjo
macromolecular com exterior hidrofilico, solivel em agua, e uma cavidade apolar, fornecendo uma matriz

hidrofdbica, descrita como um microambiente heterogéneo (de Paula et a/ 2010a).
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Figura 4: Estrutura quimica das ciclodextrinas naturais e representagéo do anel macrociclico, em formato
toroidal (de Paula et a/ 2010 (a)).

A habilidade das ciclodextrinas de formarem complexos de inclusdo depende essencialmente da
compatibilidade estérica e da polaridade com o farmaco convidado (“guest”). Além disso, as forcas que
governam a complexagdo tém sido atribuidas a alta energia de repulsdo da agua existente na cavidade
das ciclodextrinas, as interacoes de Van-der-Waals, ligacdes de hidrogénio e interagdes hidrofébicas, ja
que a cavidade interna das ciclodextrinas naturais tem diametros de 5 a 9,5 A sendo, no caso da B-
ciclodextrina (7,8 A), grande o bastante para acomodar um hexanel aromatico (Loftsson & Brewster,
1997; de Aravjo et al, 2003; de Paula et al, 2010). As moléculas complexadas permanecem,
normalmente, orientadas em posicdo onde ha o maximo contato entre sua por¢ao hidrofébica e a
cavidade apolar do anel macrociclico, estando sua porgao hidrofilica em contato com os grupos hidroxil
da ciclodextrina (de Aradjo et al., 2003).

As ciclodextrinas sofrem biotransformacao no célon, comparavel a do amido, porém com velocidade
mais lenta, o que se explica pelo fato de as ciclodextrinas (que sdo produtos ciclicos) ndo serem
hidrolisadas pelas (B-amilases, mas somente pelas a-amilases, que promovem hidrélise muito lenta. A
velocidade de degradagdo diminui na sequéncia y>B>a, a tal ponto que a a-ciclodextrina é excretada
praticamente inalterada pelas fezes (Korolkovas, 1992).

A administragdo oral de ciclodextrinas naturais nao resulta em toxicidade aguda, porém na
administragdo parenteral ndo se observa o mesmo. Se administradas por via infiltrativa, a excregédo é
renal, resultando em nefrotoxicidade e eventos hemoliticos (Duchene & Wouessidjewe, 1990a; Loftsson
et al., 2005). A atividade hemolitica das ciclodextrinas & devida a ruptura de membranas, causada pela
remocao de componentes da mesma, como os fosfolipideos e colesterol que se complexam com o anel
macrociclico. A administracao intramuscular pode levar a ulceragbes (Duchene & Wouessidjewe, 1990b).
As caracteristicas das ciclodextrinas naturais tém limitado a sua aplicagdo enquanto carreadores de
farmacos, quer devido a sua relativa baixa solubilidade aquosa e em solventes organicos, quer devido a
toxicidade que apresentam quando utilizadas em preparagdes parenterais (Brewster & Loftsson, 2007).

Para garantir maior seguranga de uso, as ciclodextrinas tem sido modificadas para uso parenteral,

preferencialmente nas hidroxilas dos carbonos nas posi¢des 2, 3 ou 6, que sdo os mais reativos. Os
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derivados das ciclodextrinas podem ser obtidos pela substituicdo de grupos metila, etila, carboximetila,
hidroxietila, hidroxipropila, sacarideos ou através de polimerizagdo. As ciclodextrinas sintéticas de maior
representatividade em tecnologia farmacéutica sdo as ciclodextrinas hidrofilicas (metiladas,
hidroxialquiladas e ramificadas), hidréfobas (etiladas) e ionizaveis (Fernandes & Veiga, 1999a). Apenas a
hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD), sulfobutil-B-ciclodextrina e y-ciclodextrina possuem respaldo
toxicoldgico para uso parenteral como carreadores de farmacos (Szejtli, 1998; Loftsson & Duchene,
2007). A HP-B-CD é muito mais sollvel que a B-ciclodextrina natural; é considerada nao tdxica e pode ser
encontrada numa série de formulagdes farmacéuticas disponiveis no mercado, com doses orais de até 8g
HP-B-CD/dia e parenterais de até 16g HP-B-CD/dia (Sporanox® — Janssen). E bem tolerada em
humanos, tendo como efeitos adversos principais a ocorréncia de fezes moles e diarréia (em doses de
16-24g HP-B-CD/dia por 14 dias). O tempo de meia vida € de aproximadamente 1,7 horas e o volume
aparente de distribuicao 0,2 L/kg. Apds administracao intravenosa é quase que completamente eliminada
pelos rins, via filtragdo glomerular (Brewster & Loftsson, 2007).

Durante as ultimas décadas, as ciclodextrinas e seus derivados tém sido cada vez mais investigados
na area farmacéutica devido a sua habilidade de acomodar inteiramente, ou pelo menos parcialmente,
moléculas de tamanho e polaridade apropriados em suas cavidades (Dollo et al., 1996; Davis & Brewster,
2004). Uma ou duas moléculas-hdspede podem ser complexadas com uma, duas ou trés ciclodextrinas
(de Paula et al., 2010b). Através desta propriedade, produtos liquidos, como éleos essenciais, podem ser
transformados em po6; produtos que sdo oxidaveis, volateis ou instaveis na presenga de ar, luz ou calor
podem ser estabilizados e, em alguns casos, 0 mesmo resultado pode ser observado para produtos que
sao susceptiveis a hidrolise (Duchene & Wouessidjewe, 1990). Estes efeitos levam a modificagdes Uteis
nas propriedades fisicas e quimicas da molécula-héspede (Dollo et al., 1996), permitindo otimizagdo da
estabilidade, aumento da solubilidade e taxa de dissolucdo em agua, permeabilidade a membranas e da
biodisponibilidade (Dollo et al., 1996; Fraceto et al., 2007a; de Paula et al., 2010).

As moléculas do farmaco livre estdo em equilibrio com as moléculas ligadas a cavidade das
ciclodextrinas. A determinagcdo da constante de equilibrio ou estabilidade do complexo farmaco-
ciclodextrina é importante, uma vez que este € um indicador de mudangas nas propriedades fisico-
quimicas do farmaco, no complexo de inclusdo (Loftsson, 1996). Em consequéncia da dissolugdo dos
complexos, um equilibrio é estabelecido entre as espécies dissociadas e associadas e este fato é
expresso pela constante de estabilidade do complexo (K,). A associagédo da ciclodextrina e da molécula-
héspede e a dissociagdo do complexo formado sdo governadas por um equilibrio termodinédmico (Szeijtli,
1998), descrito por:

CD + D < CD.D K, = [CD.D]

= (1)
[CD1.ID]

onde CD = ciclodextrina, D = farmaco e CD.D = complexo, na estequiometria de 1:1.
O método mais usado para a deteccdo da formacdo de complexos em solugdo é o método da

solubilidade de fases, descrito por Higuchi e Connors (1965), porém métodos de titulagdo como o
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Beneshi & Hildebrand tem sido bastante empregados, principalmente por permitir discriminar complexos
formados com diferentes estequiometrias: 1:1; 1:2 ( Saltdo & Veiga, 2001; Banerjee et al., 2004).

Uma variedade de técnicas tem sido usada para analisar os complexos. Dentre eles, a ressonancia
magnética nuclear (RMN) é a mais indicada por fornecer evidéncias inequivocas de formagédo do
complexo, como medidas de proximidade espacial entre hidrogénios ou carbonos da molécula anfitria e
convidada (Hedges, 1998; de Paula et al., 2010a). A calorimetria exploratoria diferencial também pode
ser usada, porém para analise por esta técnica, a molécula héspede deve ter ponto de fusdo abaixo de
300°C, temperatura na qual a ciclodextrina se decompde (Giordano et al., 2001). Muitas outras técnicas
também tem sido usadas para caracterizar complexos como rotagdo Optica, dicroismo circular,
espectrometria de massas (Hedges, 1998), absorcdo UV-VIS (Crupi et al 2007), fluorescéncia, difracdo
de Raios-X (Sinha et al., 2010) e microscopia eletrénica de varredura.

O beneficio terapéutico de farmacos administrados na forma tradicional €, algumas vezes, limitado
pelas propriedades fisico-quimicas (solubilidade), toxicoldgicas, concentragdo do farmaco, condi¢des e
fluxo sanguineo no local de absorgdo (Goodman & Gilman, 2007), bem como pelas barreiras fisiol6gicas
(de Aradjo et al., 2003). Prolongar o efeito de farmacos através do uso de carreadores é uma estratégia
de tecnologia farmacéutica que tem sido extensivamente descrita na literatura. No caso de farmacos com
acao anestésica e analgésica, carreadores como lipossomas, biopolimeros e ciclodextrinas tém sido
sugeridos, devido sua capacidade de encapsular farmacos hidrofilicos e lipofilicos em um variado
percentual (Nunes et al., 2005), alterando suas propriedades fisico-quimicas limitantes (de Paula et al.,
2010b). Através do desenvolvimento de sistemas de liberagdo sustentada € possivel manipular algumas
dessas propriedades além de melhorar os efeitos terapéuticos das farmacos, favorecendo sua utilizagao
clinica (de Araujo et al., 2003; de Paula et al., 2010b).

Na terapia da dor destaca-se o0 uso de carreadores do tipo ciclodextrina, para complexacdo de
anestésicos locais e opiodides. Jang et al (1992) mostraram, em modelos animais, que a inclusdo de
morfina, lofentanil, alfentanil e sufentanil em HP-B-CD prolongou a duracdo da anestesia e reduziu a
ocorréncia de catalepsia. Em revisdo literaria, Challa et al (2005) demonstraram que a inclusdo de
morfina com a-ciclodextrina, veiculada em supositdrios, aumentou a biodisponibilidade do farmaco por
inibir a circulagdo da morfina para 6rgaos onde ha impacto pelo metabolismo de primeira passagem.
Volobuef et al (2012) mostraram que a complexacao de sufentanil com HP-B-CD levou a aumento do
tempo de anestesia com menor efeito hemolitico, sendo a formulagdo um alternativa viavel para a
administragdo do opidide. O laboratério de Biomembranas do Instituto de Biologia da Unicamp tem se
destacado no uso destes carreadores, através da publicagcao de inUmeros trabalhos (Pinto et al., 2005, de
Araujo, 2005, 2006, 2008; Moraes et al., 2006, 2007a,b, Arantes et al., 2009; Lima et al., 2012), além de
um deposito de patente relacionada a complexagado de B-ciclodextrina com AL, como bupivacaina e
benzocaina (P13039846, 2003). De fato, em artigos de revisdo recente do grupo (de Paula et al., 2010,
2012), avaliando publicacdes e patentes para liberagdo sustentada (drug delivery) de AL, a ciclodextrina é
apontada como o carreador mais promissor para uso futuro em anestesia regional. No caso da

ropivacaina, por exemplo, a complexa¢cdo com HP-B3-CD levou a modulagédo da liberagao, diminui¢cdo de
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efeitos hemoliticos e aumento da intensidade e duragao do bloqueio sensorial deste anestésico (de
Araujo et al., 2008).

Estudos de caracterizagdo de complexos lidocaina:HP-B-CD evidenciaram a eficiéncia deste
carreador em acomodar o farmaco. Os resultados indicaram diminuicao da taxa de liberagédo da lidocaina
apds complexagado bem como a perda do pico endotérmico caracteristico deste farmaco, observado por
DSC, apds este processo. Estudos termodindmicos envolvendo cromatografia liquida de alta eficiéncia
revelaram a estabilidade do composto formado (Moraes et al., 2007b). Pesquisas com bupivacaina
racémica (S50-R50) e com excesso enantiomérico de 50% (S75-R25) mostraram que, apesar da
eficiéncia da complexagédo de ambas com HP-B-CD e da potencializagao do bloqueio nervoso aferente e
diminuicdo da laténcia (sem modificacdo na duragdo do bloqueio motor), o farmaco com excesso
enantiomérico de 50% mostrou-se mais viavel clinicamente, pela menor toxicidade que apresenta frente a
bupivacaina racémica (S50-R50) (de Aradjo et al., 2006).

Neste trabalho preparamos e caracterizamos o complexo clonidina:hidroxipropil-B-ciclodextrina,
objetivando que a inclusdo da CND levasse a modulacdo de sua liberacdo no sitio alvo, bem como
diminuisse a incidéncia de eventos adversos relacionados ao farmaco. A passagem pela barreira hemato-
encefélica (indesejavel) também é outro fator que possivelmente sera contornado pelos complexos de
inclusdo que, por serem mais hidrofilicos, teriam mais dificuldade em atravessar aquela barreira
(Monnaert et al., 2004) que é seletiva a moléculas muito hidrofébicas e de pequeno tamanho (Rojas,
2011). Esta caracteristica, possivelmente, contornaria o efeito central do farmaco (hipotenséo) associado
ao seu uso como adjuvante em anestesia. Obtido e caracterizado o complexo, testamos a atividade
antinociceptiva da CND complexada com ciclodextrina, objetivando seu uso em associacdo com
anestésicos locais (Rhee et al., 2003; Neves et al., 2006; Tuijl et al., 2006; Elia et al., 2008), de forma a
prolongar o efeito anestésico em procedimentos cirdrgicos, sem necessidade de aumento da dose do

anestésico local, evitando assim efeitos colaterais como repercussées hemodinamicas desfavoraveis.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

Preparar, caracterizar e avaliar a eficacia farmacologica de formulagdes de liberagdo modificada
contendo cloridrato de clonidina complexado com hidroxipropil-B-ciclodextrina, com o intuito de otimizar

as propriedades farmacolégicas desta.

2.2. Objetivos especificos

= Preparar o complexo de inclusao entre clonidina e hidroxipropil-B-ciclodextrina.

» Caracterizar a interacao do cloridrato de clonidina com hidroxipropil-B-ciclodextrina, determinando
a estequiometria de formagao do complexo.

= Caracterizar o complexo formado, comparado ao farmaco ndo complexado, através de ensaios
de calorimetria exploratéria diferencial (DSC), difracdo de Raios-X, ressonancia magnética
nuclear, microscopia eletrénica e liberagéo in vitro.

» Avaliar o efeito citotéxico do complexo formado, em comparagao com a CND livre, bupivacaina
livre e associacao de bupivacaina com complexo CND:HP-B-CD.

= Avaliar o efeito antinociceptivo do complexo formado, em comparagcdo com a CND livre,
bupivacaina livre e associagao de bupivacaina com complexo CND:HP-B-CD.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. MATERIAIS
3.1.1. Farmacos, sais e solventes

Farmacos: Cloridrato de Clonidina (Cristdlia Ind. Farmacéutica) e Cloridrato de Bupivacaina (Cristalia
Ind. Farmacéutica)

Ciclodextrina: hidroxipropil-pB-ciclodextrina (Roquete Tech. Lab.)

Tampdes: Hepes 20mM pH 7,4; citrato de s6dio 5mM pH 5,5; PBS 20mM pH 7,4; tampao universal
PBC ajustado em pH 5,5; 7,4 e 12,0; solugao carbonato de forga ibnica 5mM pH 12,0.

Solventes: acetonitrila (JT Baker), octanol (JT Baker)

3.1.2. Equipamentos

= Liofilizador Labconco-freeze dry system/Freezone

= Espectrofotobmetro Varian 50BIO

= Cromatégrafo a liquido de alta eficiéncia Varian 9012 com injetor automatico ProStar 410
= Calorimetro Mettler Toledo MultiSTAR HSS7

= Calorimetro TGA Mettler Toledo 851

= Difratémetro Rigaku — geometria Bragg-Bretano 06-6

= Espectrémetro de RMN Bruker Avance Il 600 MHz

»  Microscopio Eletrénico de Varredura JSM 500 LV

= Evaporador de carbono Bal-Tec Med 020 Coating System

= Capela de fluxo laminar Veco
3.1.3. Animais

Durante a realizagédo deste trabalho foram usados ratos Wistar adultos, machos e com peso variando
entre 250-350g. Os animais, provenientes do CEMIB (Centro de Bioterismo da Unicamp), foram
submetidos a ciclos claro/escuro de 12 horas, com agua e alimentagao ad libitum, temperatura ambiente
monitorada a 22 = 3°C, alojados coletivamente (5 animais por gaiola) e aclimatados ao local de
experimentagdo por pelo menos 7 dias. Todos 0s experimentos encontravam-se de acordo com 0s
Principios Eticos na Experimentagdo Animal, adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais
de Laboratério (SBCAL) e em consonancia com a legislagéo vigente (Lei n° 11.794, de 8 de outubro de
2008 e Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009), sendo aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA/Unicamp), sob o protocolo 2708-1 (Anexo ).
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3.2. METODOS
3.2.1. Caracterizacao fisico-quimica da clonidina
3.2.1.1. Caracterizagdo do Cloridrato de Clonidina por espectrometria UV-VIS

A espectrofotometria de absor¢gdo molecular no ultravioleta/visivel (UV/VIS) é um método analitico
baseado na propriedade das espécies idnicas ou moleculares de absorverem energia de determinados
comprimentos de onda na regido do UV/VIS (Leal et al., 2008). Quando os compostos absorvem luz, os
elétrons sao excitados dos niveis de energia mais baixos para os niveis mais altos (Solomons & Frylhe,
2009). Tendo em vista que os niveis energéticos das moléculas sao quantizados, a absor¢ao de energia
pode ser considerada como um processo especifico, relacionado com a estrutura da espécie absorvente,
a qual determina a energia envolvida na transi¢édo, e a probabilidade com que esta ocorra. A intensidade
da radiacdo que incide na amostra pode ser medida e relacionada com a concentracdo da espécie
absorvente (Rocha & Teixeira, 2004).

Com o intuito de avaliar o comprimento de onda maximo de absorcao do Cloridrato de Clonidina, a
partir de uma solugéo estoque, foi preparada uma solugdo em concentracdo de TmM em agua deionizada
e observado o espectro de absorgdo desta, na faixa de 200nm a 800nm, utilizando-se uma cela com

caminho 6tico de 1 cm.

3.2.1.2. Determinagéo da absortividade do Cloridrato de Clonidina em diferentes meios

A absortividade, molar expressa a intensidade de absorgdo de uma espécie absorvente. E, em suma,
a constante de proporcionalidade que relaciona a absorbancia (A) registrada em um comprimento de
onda especifico (\) no UV-VIS com a concentracdo da amostra e a largura (l), em centimetros, do
caminho optico da luz incidente na amostra (Solomons & Frylhe, 2009). Com o intuito de elucidar os
valores de absortividade do cloridrato de clonidina em diferentes pH, a partir de uma solugao estoque
foram preparadas diluigdes em triplicata em concentracao final de 1mM, as quais foram lidas em triplicata
em 271 e 284nm, respectivamente os comprimentos de onda de maxima absorgao determinados para a
CND em pH 5,5 (tampao acetato 50mM), 7,4 (tampéao Hepes 20mM) e 12 (carbonato 20mM). A partir da
média dos valores das triplicatas, determinou-se a concentracdo do fa&rmaco, pela curva de calibracao

tracada para cada pH.
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3.2.1.3. Determinacdo do comportamento dptico em meios de diferentes constantes dielétricas

A polaridade do solvente tem influéncia direta no comportamento 6tico de um composto quimico
(Reichardt, 2003). Para verificar a influéncia da polaridade do meio na absor¢cao da CND na regiao do
UV-VIS, foram preparadas amostras em concentragdo constante do farmaco (1mM) diluido em diferentes
propor¢bes de dgua:etanol, atingindo um volume final de 5mL por tubo (Tabela 2). A quantidade de cada
solvente foi ajustada de maneira que fossem obtidas solucbes de diferentes constantes dielétricas, de

acordo com Deyhimi e col. (2004).

Tabela 2: Gradiente de polaridade agua-alcool utilizado para obtencdo de solugcbes de diferentes
constantes dielétricas

tubo % volume agua % volume alcool Constante dielétrica
1 100 0 78,0
2 90 10 72,8
3 80 20 67,0
4 70 30 61,1
5 60 40 55,0
6 50 50 49,0
7 40 60 43,3
8 30 70 38,0
9 20 80 32,8
10 10 90 28,1
11 0 100 24,3

3.2.1.4. Determinag&o da solubilidade do Cloridrato de Clonidina em diferentes meios

A solubilidade de uma substancia pura em dado solvente a temperatura constante & parametro
caracteristico da mesma, podendo servir para fins de identificacdo e avaliagdo de seu grau de pureza
(F.BRAS, 2010). A solubilidade maxima do cloridrato de Clonidina em diferentes meios (tampao Hepes
20mM pH 7,4, tampéo acetato de sédio pH 5,0 e tampéo carbonato pH 12 ou em tampao universal
fosfato-borato-citrato (PBC)), foi determinada, conforme metodologia adaptada da Farmacopéia Brasileira
52, Edicdo (ANVISA, 2010). O ensaio consistiu na adicdo de excesso de amostra (CND) a volumes
constantes de solvente, visando a obtengdo de solugdo saturada. Uma vez promovido o equilibrio do
sistema, por agitagdo prolongada e sob temperatura constante, foi determinado o contetdo total de soluto
na solugdo sobrenadante (F.BRAS, 2010). Para cada tampao, foi tragada a curva de calibragdo, sendo

considerados apenas os resultados com r® maior que 0,99.
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3.2.1.5. Determinacéo do pK do cloridrato de Clonidina

O equilibrio quimico envolvendo acidos e bases, principalmente em meio aquoso, € de fundamental
importancia, haja vista sua atuacdo em uma variedade de fun¢des nos organismos vivos. Este equilibrio
pode ser representado pela classificagdo de Bronsted-Lowry, tal que quanto maior o carater acido da
substancia (i.e. sua tendéncia de liberar ions H" em solugéo, dada pela constante de equilibrio K,), menor
serd o valor de seu pKa (Previdello et al., 2006). Assim, a razdo de concentragées da forma acida a
basica da substancia pode ser controlada pela concentracdo de ions hidrogénio, de acordo com a

equacao de Henderson-Hasselbach:

pH = pKa +1og [ forma bdsica]

[ forma dcidal] 2)

Para determinacdo do pK da CND, foi preparada uma amostra em concentracao final de TmM em
volume final de 200mL. Esta solugéo foi segregada em quatro por¢des de 50mL, duas solugdes foram
tituladas com solucdo de HCI 1M e as demais com solugdo de NaOH 1M. As amostras foram deixadas
sob agitagdo magnética constante e a cada adigdo de 5uL de NaOH ou HCI o pH foi aferido. O
experimento foi realizado em duplicata, a temperatura ambiente. As curvas foram coletadas em faixa de
pH que variou de 3,0 — 12,0.

3.2.1.6. Determinagdo do coeficiente de particao octanol-agua

O coeficiente de particdo de uma determinada espécie quimica é definido como sendo a razao entre
as concentragdes da mesma, quando dissolvida em sistema constituido por uma fase orgénica e uma
fase aquosa, e estd associado a mudancga de energia livre provocada pela substancia sobre o equilibrio
termodinamico do sistema (Tavares, 2004). Esta relagao pode ser expressa pela equagao:

[organica] _no(s)/Vo

P(s)= na(s)/Va

P(s)
laquosal ou

Onde P é a particdo do composto analisado (s). A concentracdo do composto na fase orgénica
([organica)) e na fase aquosa ([aquosa]) nas condi¢des de equilibrio deve ser expressa em termos de n, 0
namero de moles do composto. V representa o volume das fases e no + na = nt (nimero de moles total
do farmaco) (de Paula & Schreier, 1996; de Araujo, 2005).

A fim de determinar o coeficiente de particdo (P) do cloridrato de clonidina em sistema
octanol/tampéao Hepes 7,4 uma solugao de 25mL de concentracdo conhecida (pela leitura de absorbancia
inserida no intervalo contemplado na curva de calibragéo, de 0,37 a 0,81) foi deixada sob agitagédo por 2

horas com 25mL de octanol. Apds este periodo a solugéo foi transferida para um funil de separagéo para
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remocao da fase aquosa, que foi posteriormente filtrada e submetida a leitura em espectrofotdémetro, em

271nm. Pela equacao da reta determinou-se a concentragao final de CND na fase aquosa.

3.2.1.7. Determinag&o da particdo em lipossomas

A porcentagem de CND encapsulada foi determinada em suspensdes de lipossomas multilamelares
(MLV), na concentracdo de 6mM, onde foram adicionadas solu¢des para que fosse obtida uma
concentracdo final de 1mM de CND. Todas as amostras foram preparadas em tamp&o Hepes 20mM pH
7,4 contendo NaCl 150mM e deixadas em repouso por pelo menos duas horas, para que atingisse
equilibrio. Posteriormente, as suspensdes foram submetidas a ultracentrifugacao (120.000 x g) por duas
horas a temperatura de 10°C. Apds separacdo, aliquotas do sobrenadante foram analisadas por
espectrofotometria UV em 271nm. A porcentagem de CND encapsulada em MLV foi calculada a partir da
medida da porcentagem de farmaco ndo encapsulado, presente no sobrenadante. Para calcular a
absorbancia do farmaco encapsulado (Abs MLV:CND) a absorbancia da solucao inicial de CND (Abs
CND) foi subtraida daquela do sobrenadante teste (CND livre), sendo este ultimo valor corrigido ainda
pela subtragdo da absorbancia de uma amostra-controle, contendo somente lipossomas (MLV) (de Paula
& Schreier, 1995; de Araujo, 2005).

Abs|[MLV :CND] .
Abs[CND]

% EE = 100 4)

Os valores de porcentagem de encapsulacdo podem também ser expressos em termos de
coeficiente de particdo (P) do farmaco entre duas fases imisciveis, pela razdo das concentracdes desse

entre a fase membranar (m) e a aquosa (a), de acordo com a equacao 3.

3.2.1.8. Determinacéo da particdo em membranas artificias imobilizadas (IAM)

A correlacdo entre dados de retencao e propriedades biolégicas melhoram quando colunas analiticas
possuem maior grau de mimetismo com sistemas biol6gicos (Diniz, 2007). Neste sentido, o uso da
cromatografia em membranas artificiais imobilizadas, I1AM, do inglés Immobilized Artificial Membranes,
tem mostrado ser uma forma eficiente de predizer o comportamento lipofilico de moléculas e util para o
estudo de absorgdo por biomembranas (Leponte & Poole, 2002). E uma alternativa para determinagéo
da particdo entre octanol-agua e lipossomas-agua, visto que une a rapidez do HPLC em um modelo de
fosfolipideo (Taillardat-Bertschinge et al., 2003). As colunas sdo constituidas de membranas artificiais
ligadas covalentemente a particulas de silica (Yang et al., 1996; Taillardat-Bertschinger et al., 2002),
mimetizando, assim, o ambiente lipidico de uma membrana celular fluida em uma matriz sélida (Ottiger et
al., 1999).

24



A particao de farmacos em membranas é regida pela constante de ligacdo especifica para cada
droga (Figura 5A), que pode ser determinado pela cromatografia IAM (Pidgeon et al., 1995; Yang et al.,
1996). A IAM pode modelar com precisdo as interacoes eletrostaticas e hidrofébicas que ocorrem
guando os farmacos ligam-se a interface da membrana ou particionam-se na mesma (Pidgeon et al.,
1995). Valores de particdo de solutos, medidos em sistemas lipossomais sédo, de igual maneira, bem
estimados através da cromatografia IAM (Ong et al., 1996) (Figura 5B), porém com maior rapidez e
reprodutibilidade (Taillardat-Bertschinge et al, 2003). O fator de capacidade é calculado através dos
tempos de retengado do analito e de compostos néo retidos (Figura 5¢) (Taillardat-Bertschinger et al.,
2002).

AR e, s

Bicaumde Rpadia Fator de capacidade do soluto medido

i ariced) Superficie AM em colunas com membranas artificiais
imobilizadas

Figura 5: Representacdo esquematica da particdo de solutos em bicamadas lipidicas (A) e em superficie
de membranas artificiais imobilizadas (B) e do calculo de fator de capacidade em colunas IAM. (adaptado
de Pidgeon et al., 1995; Ong et al., 1996; Yang et al., 1996).

Para determinacdo da particao em |AM foram preparadas solugdes em triplicada de acido citrico
(1Img/mL), cloridrato de Clonidina 300pg/mL e complexo Clonidina:HP-B-CD com farmaco em
concentracao final de 300ug/mL. Previamente a injecdo de 20uL de cada amostra, foi feito o
condicionamento da coluna através da passagem de 10 a 15 volumes (da coluna) de fase movel
composta de tampdo PBS:Acetonitrila 95:5, até obtengdo de linha de base estavel. Foi injetado

inicialmente o acido citrico para determinacao de ty e, sequencialmente, cada amostra a analisar.
3.2.2. Preparacido do complexo
3.2.2.1. Determinacéo da estequiometria de complexacao

A estequiometria de complexacao foi determinada através das técnicas de variagdo continua (Job
plot) e de titulagdo. A técnica de variagao continua Job plot baseia-se na variagdo de um parametro

fisico-quimico do composto (CND) observado na presenga de CDs e que pode ser medido por técnicas
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espectroscépicas (Shafi & Shihry, 2009). Na verdade este método € valido para qualquer técnica
experimental que meca uma magnitude diretamente proporcional a concentracdo do complexo formado.
Baseia-se no fato de que qualquer fungdo que dependa diretamente da concentracdo do complexo,
apresenta um méaximo referente & fragdo molar de um dos componentes que formam o complexo. Em
fungé@o deste maximo pode-se obter o coeficiente estequiométrico da reagdo de complexagéao (Lyra et al.,
2010).

Experimentos de absorcdo da radiagcdo UV-VIS e fluorescéncia permitem a determinacdo da
estequiometria de formagcdo de complexos de inclusdo através do emprego da equacdo de Benesi-
Hildebrand (1949) (Sosnowska,1997; Banerjee et al., 2004). Esta equacao é aplicavel se a concentracao
de ciclodextrina estiver em excesso, quando comparada a concentracdo do farmaco e desde que haja
uma variacao na intensidade da medida com o aumento na concentracdo de ciclodextrina (Banerjee et
al., 2004; Tablet et al., 2012).

Para o experimento de Job Plot foram preparadas solugdes estoque de CND e HP-B-CD. A partir
delas foram feitas diluicbes de modo que, em volume final de 5mL (completado com agua deionizada),
houvesse concentracao final constante de 2mM (Tabela 3). Apds agitacdo por 24 horas, o contetdo de
cada tubo foi lido em espectrofotobmetro UV-VIS e os resultados de variagdo de absorbancia foram
graficados em fungéo de r, definido como (Carvalho, 2007):

~ [cND]
' [CND],,., +|HP - B — CD]

total

Onde: [CND] é a concentragdo de Clonidina, [HP-B-CD] é a concentragdo de hidroxipropil-beta-
ciclodextrina e [CND];o1al € @ concentracao total de Clonidina

Tabela 3: Concentragdes de CND e HP-B-CD utilizadas no experimento de Job plot

tUbo Concentragao CND Concentragao HP-B-CD Concentragao total

(mM) (mM) (mM)
1 0 2,00 2,00
2 0,25 1,75 2,00
3 0,50 1,50 2,00
4 0,75 1,25 2,00
5 1,00 1,00 2,00
6 1,25 0,75 2,00
7 1,50 0,50 2,00
8 1,75 0,25 2,00
9 2,00 0 2,00
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Para o experimento de titulagdo, a uma solugdo de CND 1mM foram adicionadas concentragdes
crescentes de HP-B-CD, mantendo-se fixa a concentragao do farmaco. As absorbancias foram lidas nas
razdes molares 1:1; 1:10; 1:20; 1:30; 1:40; 1:50; 1:75; 1:100 CND:HP-B-CD. Apds agitacdo os espectros
foram coletados e os resultados obtidos tratados de acordo com a equagdo modificada de Benesi-
Hildebrand (Banerjee et al., 2004):

[cnD] 1
A-A, [HP-p-CD)"

Onde: [CND] é a concentracdo de Clonidina, [HP-B-CD] é a concentracdo de hidroxipropil-beta-

ciclodextrina, A é a absorbancia na presenca de HP-B-CD e Ay a absorbancia na auséncia de HP-B-CD.

3.2.2.2. Preparo do complexo de incluséo

O complexo foi preparado pelo método de co-solubilizacdo (Fraceto et al, 2007b), na razéo
estequiométrica 1:1, e mantido sob agitacdo por 24 horas para atingir equilibrio. Posteriormente, a
solucéo foi liofilizada e armazenada em freezer (-20°C) para posterior uso (de Araujo, 2006).

3.2.3. Caracterizacdo do complexo
3.2.3.1. Calorimetria exploratdria diferencial

Os métodos térmicos sdo amplamente utilizados na caracterizagdo de complexos de inclusao,
principalmente pela precisdo e rapidez das andlises. Dentre os mais utilizados, tem-se a calorimetria
exploratéria diferencial (DSC), que permite a deteccdo quantitativa de todos os processos que requerem
energia (Figueiras et al., 2007 (b)). Trata-se de uma técnica bastante utilizada na pratica farmacéutica,
por fornecer informacdes detalhadas sobre as propriedades fisicas e energéticas de uma substancia; é
considerada como um instrumento analitico importante na caracterizacao de interagdes de farmacos e
CDs no estado soélido (Araujo et al., 2009). A formagao do complexo de inclusao pode ser identificada nos
perfis de DSC, pelo desaparecimento de picos endotérmicos ou exotérmicos e por variagdes relevantes
na entalpia do farmaco puro ou complexado (Dollo et al., 1996; Figueiras et al., 2007 (a); Ribeiro et al.,
2003).

Para viabilizar as andlises, foram preparadas amostras de CND, HP-B-CD, do complexo CND:HP-j-
CD e mistura fisica (CND + HP-B-CD, em meio sélido), na razdo molar 1:1. Os estudos de DSC e TG
foram conduzidos com aproximadamente 5mg de amostra, para avaliagcdo da diferenca de calor

absorvido pelos materiais numa ampla faixa de aquecimento (0 — 400°C), em velocidade de 10°C/min,
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em cadinho de aluminio hermeticamente fechado, sob atmosfera de nitrogénio. Um padréo de indio foi

utilizado para calibragdo do instrumento.

3.2.3.2. Difracdo de Raios-X

A analise de difragcao de raios X de monocristal € um dos melhores métodos para a investigagdo de
complexos de inclusdo no estado solido pois permite ndo s6 detectar a formagdo do complexo, como
também conhecer quer a sua estrutura e as interacdes que se estabelecem entre a molécula héspede e a
ciclodextrina. Se ocorrer a formacdo de complexo, o difratograma do complexo de inclusdo é
completamente diferente da sobreposicdo dos difratogramas dos componentes isolados (Fernandes &
Veiga, 1999 (a), Aradjo et al., 2008).

As medidas de difragédo de raios-X da HP-B-CD, CND, do complexo CND:HP-B-CD e da mistura fisica
de ambos foram realizados em um difratbmetro Rigaku, de geometria Bragg-Bretano 6-8 e pertencente
ao Lab. Nacional de Luz Sincrotron. Foi utilizado um tubo de cobre (Cu) e por isso a linha Ka com
comprimento de onda tipico de A(ka) = 1.5406 A foi usada no experimento de difracdo. Também foi
utilizado um detector cintilador SC-50 e a fonte de radiagdo RINT2100 Rigaku (1.8kW) com tenséo e
corrente ajustado para 40 kV e 30 mA, respectivamente. Os difratogramas de raios-X foram obtidos
utilizando um cristal de grafite pirolitico com filtro para redugéo de background, a uma taxa de 1°/minuto,

entre 5° e 70 ° em 26, numa configuragéo 6-26.

3.2.3.3. Ressonancia magnética nuclear

A ressonancia magnética nuclear representa uma das ferramentas mais poderosas para
caracterizagdo de complexos de inclusdo em solugdo. Esta técnica fornece informagdes estruturais
Unicas sobre estequiometria, constantes de estabilidade e orientacdo molecular do farmaco dentro da
cavidade da ciclodextrina (Ernst et al., 1986; Fraceto et al., 2007a; de Paula et al, 2010 (a)). A
modificagao nos sinais das ciclodextrinas observada nesta técnica é consequéncia direta das alteragoes
causadas pela associagdo com o farmaco, que pode alterar 0 microambiente ao redor dos atomos de
hidrogénio no interior da cavidade. Da mesma forma, o farmaco incluido mostra alteragdes na leitura dos
sinais correspondentes aos atomos que penetraram nas cavidades das ciclodextrinas, que constituem um
microambiente diferente daquele em que estava originalmente solvatado (Venturine et al., 2008; de Paula
et al., 2010).

Em geral, medidas de RMN de hidrogénio (H1-RMN) detectam, durante a complexacao, variagdes no
deslocamento quimico dos hidrogénios H-3 e H-5 da ciclodextrina, localizados no interior da cavidade
para valores de campo mais altos, e enquanto que os hidrogénios da superficie externa das
ciclodextrinas (H-1, H-2, H-4 e H-6) n&o sao afetados ou mostram desvios minimos (Veiga et al., 2006; de
Paula et al,, 2010). H'-RMN é sem duvida a técnica mais utilizada para este tipo de estudo, devido a

facilidade de interpretagédo e sensibilidade para determinar os fenémenos de complexacdo. Os desvios
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qguimicos nos hidrogénios diretamente envolvidos na encapsulagdo fornecem importantes informacdes

sobre a geometria de complexagao (Cunha-Filho & Sa Barreto, 2007; Figueiras et al., 2007b).
3.2.3.3.1. Coeficiente de difusdo e determinagcdo da constante de afinidade

O coeficiente de difusao fornece informacdes importantes sobre organizacao molecular e estrutura de
fases. Ha varias maneiras de medir coeficientes de difusdo em liquidos, destacando as técnicas de
espalhamento de luz, célula de diafragma, interferométrica, por injecdo em fluxo, dispersao de Taylor-Aris
e ressonancia magnética nuclear (Souza & Laverde, 2002). A difusdo molecular consiste nos movimentos
aleatérios (brownianos) das moléculas devido a energia térmica do sistema e pode ser calculada através
da equacao 7.

_ kT
67nr

D (7)

Onde D é o coeficiente de difusdo (m?s™), k é a constante de Boltzman (1,3806 x 10-23 J), T é a
temperatura absoluta (K), n é a viscosidade dindmica (Pas) e r é o raio da molécula (de Paula et al,,
2010).

A sequéncia de pulsos de H'-RMN chamada de difusdo molecular com gradiente de campo
(DOSY) permite avaliar esses movimentos brownianos, que dependem basicamente do tamanho da
molécula e da resisténcia que o meio oferece a difusao e que utilizam a energia térmica do sistema.

A técnica de DOSY é uma ferramenta utilizada para determinacdo da constante de associacédo, o que
€ particularmente importante para evidenciar a ligacao entre moléculas de diferentes tipos e tamanhos. O
conhecimento da constante de associacdo (K,s) e dos pardmetros termodindmicos (entalpia, entropia e
energia livre de Gibbs) é crucial para compreensao da interagdo hospedeiro-héspede (de Paula et al.,
2010). Para complexos de inclusdo em ciclodextrinas, a constante de associacdo pode ser expressa
pelas seguintes equagoes:

G+CD<-G:CD (8)
[G:cD]
Kas =+———= 9)
[6]cD]

Onde [CD] é a concentragdo de ciclodextrina, [G] € a concentracdo da molécula héspede (guest) e
[G:CD] é a concentragdo do complexo de incluséo.
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Sabendo que ha interagbes moleculares entre a ciclodextrina e a molécula hospede, o coeficiente de
difusdo observado (Dgpservado) refletira os coeficientes das populagdes da molécula héspede (livre e ligada)
e da ciclodextrina (de Paula et al., 2010).

Dobservada = fligadoDligado + flivreDlivre (1 O)

Onde Dgpservado € 0 coeficiente de difusdo da molécula hoéspede (CND), figaqo € a fragio ligada a
ciclodextrina, Digaqo € 0 coeficiente de difuséo desta fracéo, fiwe € a fragdo livre do hospede em solucéo e
Divre € 0 coeficiente de difusao de hdspede livre em solugao.

A equagao 10 pode ser rearranjada da seguinte maneira (de Paula et al., 2010):

D 5 fu(u_Divre
f[[gado — ( (gbser\ { i ) (1 1)

ligado ~ livre

Logo, podemos obter a constante de associacdo aparente da fracao ligada (de Paula et al., 2010), de

acordo com:

fi ado
Kas=( figad (12)

1- fligado) ( [G]_ fligada : [CD] )

Os espectros monodimensionais de RMN, de difusdo (DOSY) e de ROESY foram colhidos no
equipamento Bruker Avance lll 600 MHz (operando em um campo de 11,7 Tesla, frequéncia para
hidrogénio de 499.73 MHz) do Lab. Nacional de Luz Sincrotron. A andlise dos dados foi realizada
utilizando-se o software (livre de licenga) TopSin 3.0. Espectros monodimensionais permitiram a
atribuicdo dos hidrogénios pertencentes a CND e HP-B-CD.

Para o ensaio, as amostras de CND, hidroxipropil-B-ciclodextrina e complexo CND:HP-3-CD Foram
dissolvidas em &gua deuterada (D.O). Aliquotas de 500 pL foram levadas ao espectrémetro de
ressonancia, em sondas Cryoprobe® CPTCI de 5mm de diametro. Os espectros foram coletados a 25°C

usando-se como referéncia o pico da agua residual ajustado em 4,8ppm.
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3.2.3.4. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A MEV permite conhecer o estado cristalino resultante do processo de complexacao, que é diferente
do obtido pela simples mistura da molécula-h6spede com a ciclodextrina. Estas alteragbes na
cristalinidade  dos compostos sdlidos puros e associados servem de suporte para um melhor
conhecimento da complexacédo (Fernandes & Veiga, 1999 (a)). Em geral, cristais de ciclodextrinas sao
globulares, medindo de 1 a 180um, enquanto que os farmacos apresentam-se em forma cristalinas
menores, de formatos irregulares e variados, porém com uma distribuicdo de tamanho de particula mais
homogénea (Ribeiro et al.,, 2003). Nas misturas fisicas & possivel distinguir os cristais do farmaco das
particulas de ciclodextrina, porém, quando um complexo € formado, o estado cristalino resultante é
diferente do obtido pela simples mistura da molécula héspede com as CDs (Lyra et al., 2010).

As amostras do complexo CND:HP-B-CD (liofilizado) e HP-B-CD, CND e mistura fisica (submetidas
ao mesmo estresse mecanico de congelamento/sublimagao) foram depositadas sobre fita de carbono,
previamente coladas a stub de alumino. Os stubs foram depositados em evaporador de carbono (Bal-Tec
Med 020 Coating System), onde foram realizados 3 ciclos de emissao de carbono de 20 segundos cada
um a uma corrente de 75A. Os materiais foram entdo levados ao microscopio e analisados por meio da

emissao de elétrons secundarios.

3.2.3.5. Ensaios de liberagdo in vitro

Os efeitos da complexagdo sobre as propriedades de dissolugdo podem ser atribuidos a fatores
como mudanga no estado cristalino do farmaco, aumento da molhabilidade dos so6lidos e da solubilidade
aparente dos farmacos (Spricigo et al, 2008). Os dados de dissolugdo podem ser apresentados e
tratados utilizando-se varios métodos de analise: perfis de dissolucéo, tempos de dissolucdo, fracdo de
farmaco dissolvido num intervalo de tempo e eficiéncia de dissolugao (Rama et al., 2006).

Para avaliar a cinética de liberagcdo da CND complexada com a HP-B-CD, foi utilizado um sistema de
dois compartimentos separados por membrana de poro para exclusdao molecular de 1000 Da, que
permitiu observar a liberagdo da CND livre e complexada, desde o compartimento doador (1mL) até o
compartimento aceptor (100mL), contendo tampéao Hepes 20mM, pH 7,4. As amostras foram coletadas 5
horas e cada aliquota retirada para leitura foi substituida no compartimento aceptor por igual volume de
tampao (Fraceto et al., 2007b; Grillo et al., 2008).

3.2.4. Avaliacao farmacoldgica

3.24.1. Ensaios de toxicidade in vitro: cultura de células 3T3

A viabilidade celular de células da linhagem 3T3 (fibroblastos de camundongos Balb/c) expostas ou

nao aos farmacos foi determinada através do teste de reducdo do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
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brometo de difeniltetrazélio). O principio do teste consiste na captagdo do MTT pelas células e redugao a
formazan (composto purpura) pelas desidrogenases mitocondriais; resultando em acumulo desse
composto em células viaveis. A solubilizagdo das células possibilita a liberacdo do formazan, que pode
ser facilmente detectado por fotometria em 570nm (Denizot & Lang, 1986; Weder, 1992). As células
foram mantidas em cultura continua (meio de cultura DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino,
100Ul/mL de penicilina e 100 pug/mL de sulfato de esptreptomicina, pH 7,2-7,4, 37°C, sob atmosfera
Uumida com 5% de CO,) através de repiques periédicos.

O plagueamento foi realizado inoculando-se 2 x 10* células vidveis em placas de 96 cavidades,
incubadas por 48 horas, até atingirem a semiconfluéncia. As células foram incubadas por 24 horas com
as amostras (CND, HP-B-CD, complexo CND:HP--CD, CND + BVC e complexo CND:HP-B-CD + BVC).
Em seguida, o meio de cultura foi substituido e as células incubadas com MTT (1mg/mL) por 3 horas. Ao
final desse periodo, o meio contendo MTT nao reduzido foi removido cuidadosamente e a cada placa foi
adicionado 0,1mL de etanol, a fim de dissolver os cristais de formazan produzidos pela reducdo do
corante. A absorbancia da solugdo em cada cavidade foi medida por fotometria em 570nm e os
resultados expressos em porcentagem de céulas viaveis em relagao ao controle (Babich et al, 1991; Lee
etal, 2011).

As amostras de CND e do complexo CND:HP-B-CD foram usadas nas concentracbes de 50uM,
100uM, 250uM, 500uM, TmM, 3mM e 6mM. A BVC foi utilizada em sua concentragédo de IC50 (1,67mM)
e mantida constante em cada tratamento realizado, haja visto que o objetivou-se com o experimento
determinar a curva de viabilidade das células em fungéo de diferentes concentracées de CND, sendo que
€ sabido, devido a experimentos anteriores de nosso grupo (de Araujo, 2002), a viabilidade celular da
BVC em células desta mesma linhagem.

3.24.2. Ensaios in vivo: teste de Tail-flick

O bloqueio sensorial foi medido pelo limiar de remocao da cauda dos animais, frente a um estimulo
térmico (D’Amour & Smith, 1941; Dewey et al., 1970; Abbott et al., 1982; AlSharari et al., 2012). Para
injecdo intratecal, os animais (ratos Wistar adultos (6 semanas), machos e com peso variando entre 250-
3509) foram contidos firmemente enquanto uma agulha, conectada a uma seringa de Hamilton foi
inserida perpendicularmente no espago entre as vértebras L5 e L6. O sitio de injecao selecionado estava
restrito a regido onde a medula espinal termina e a cauda equina comeca, de forma a reduzir a
possiblidade de dano espinal e facilitar a acessibilidade intervertebral (Figura 6A) (Queiroz, 2012). No
momento em que a agulha foi inserida no espaco subaracnoidal, foi observado um subito movimento da
cauda, reflexo este que foi utilizado como indicativo de pungéo correta, assim como descrito por Mestre et
al., (1994).

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 9 grupos (n = 7) (Tabela 4). Cada farmaco proposto

no estudo foi injetado isoladamente, com volume de injecdo de 20uL, para posterior avaliagao
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farmacolégica da associagédo entre BVC e CND (livre ou complexada) em injecdes distintas. Apds
administragdo do farmaco, os animais foram colocados em contentores e a cauda posicionada em fonte
de calor (Figura 6B). O tempo para remocédo da cauda foi medido periodicamente, para cada grupo
estudado.

As doses de bupivacaina foram selecionadas baseando-se nas concentra¢des usuais na pratica
clinica (0,125% e 0,25%), bem como em trabalhos anteriores de nosso grupo (Queiroz, 2012). A dose de
CND foi selecionada de modo que estivesse abaixo daquela capaz de induzir hipotensao, ou seja, 100ug,
bem como através de revisdo da literatura onde o teste de Tail-flick foi empregado. Ponderou-se, ainda,
as discussoes a respeito da dose ja exploradas na introducdo deste trabalho. Tejwani & Rattan (2000)
empregaram o teste de Tail-flick e avaliaram o uso de CND em ratos (dose 1-30ug) associado ao
cetorolaco para elucidacdo do mecanismo de antinocicep¢do quando desta associacdo medicamentosa.
A associagao entre opidides, anestésicos locais e agonistas a-2, também foi feita por Ossipov et al.
(1988) que observaram através do teste de Tail-flick que a dose onde 50% do maximo efeito possivel era
obtida para a CND foi 46pg. Em trabalho posterior, Ossipov et al. (1997) utilizaram da mesma técnica,
porém avaliando novas doses do farmaco (3; 30 e 100ug). Post et al. (1987) avaliaram também o efeito
antinoceptivo da CND através do mesmo ensaios, sendo que foram empregadas doses variaveis do
farmaco em cada animal (12,5; 25 e 50ug). Avaliando a resposta antinociceptiva em ratos com dor
neuropatica, doses de 20ug foram injetadas em cada animal conforme trabalho de Roh et al. (2008).
Horvarth et al. (1990) utilizaram ratos wistar de 200g para o teste de Tail-Flick, sendo utilizado uma dose

de 2 a 40ug por animal.

Tabela 4: Grupos utilizados em ensaios de avaliagao farmacolégica in vivo

Grupo Farmaco / Concentracao final

1 BVC 0,125%
BVC 0,25%
CND 0,15%
Complexo CND:HP-B-CD 0,15%
BVC 0,125% + CND 0,15%
BVC 0,125% + Complexo CND:HP-B-CD 0,15%
BVC 0,25% + CND 0,15%
BVC 0,25% + Complexo CND:HP-B-CD 0,15%
Controle - HP-3-CD

© 00 N O 0o A W DN
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PROCESSO ESPINHOSO

CORDAO ESPINHAL ( CAUDA EQUINA

Figura 6: A — Representacdo esquematica de insercao de agulha no espaco intervertebral (L5-L6) para
injecdo intratecal em ratos (Queiroz, 2012); B — equipamento utilizado nos ensaios farmacol6gicos (teste
de Tail-flick)

3.2.5. Avaliacao e tratamento estatistico dos dados

O tratamento dos dados foi feito através do software Origin PRO 8 (2007). Os grupos experimentais
no teste de tail flick foram comparados por analise de varidncia com posterior teste de Tukey-Kramer. O
teste Tukey foi empregado para andlise de variancia dos grupos experimentais no teste de cultura de

células 3T3. Os dados foram apresentados como média e desvio padréo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Caracterizacao fisico-quimica do Cloridrato de Clonidina
4.1.1. Avaliagao das propriedades dpticas, do pKa e da solubilidade do cloridrato de Clonidina

Para realizagdo dos estudos com a CND, bem como sua interacdo com a HP-B-CD, suas
propriedades épticas foram determinadas. A Figura 7 mostra seu espectro de absorgao em agua, 25°C.
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Figura 7: Espectro de absor¢do UV/VIS da CND em &gua, 25°C

Assim como evidenciado na Farmacopéia Americana (USP-35), observa-se dois maximos de
absorcdo, em 271 e 279nm. Este resultado também estd em consonancia com demais compéndios
consultados, como a Farmacopéia Britanica (2012) e Japonesa (2011).

A fim de se observar o comportamento do espectro de absor¢gdo da CND em diferentes meios, foram
preparadas solugdes de CND 1mM em diferentes tampdes. Assim como esperado, é observada diferenca

no comportamento éptico, proporcionado pelo meio no qual a molécula esta inserida (Figura 8).
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Figura 8: Espectro de absorcao do cloridrato de clonidina (1mM) em suas formas protonada (em agua e

tampéo acetato pH 5,0), neutra (tampao carbonato, pH 12) e em pH fisiolégico, 25°C.

Os espectros em agua e em tampéao acetato pH 5,5 referem-se a forma ionizada da CND e mostram

dois picos similares, com maximos de absorcdo em 271 e 279nm. Em meio basico, como no tampéao

carbonato pH 12,0, registramos efeito hipercrémico (aumento da absorcao) e batocrémico (deslocamento

dos picos para comprimentos de ondas maiores, no sentido do infra-vermelho) (276 e 284nm), i.e., uma

variagdo de 5nm para cada maximo da clonidina neutra em relagéo a forma ionizada da molécula. Como

esperado, em pH 7,4 o espectro registrado tem caracteristicas intermediarias as das formas protonada e

neutra da CND, cujo pKa é de 8,0 (Figura 9).

A seguir foi realizada a titulacdo potenciométria para determinar a constante de dissociacdo do grupo

imino da CND, como mostra a Figura 9.
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Figura 9: Determinacao do pKa da CND por método potenciométrico de titulagdo com solugbes de HCl e

NaOH, 25°C
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Conforme mostra a figura 9, ha uma pequena faixa de pH (entre 7-9), em que as adicées de OH-

ndo sao acompanhadas por grande variacdo de pH. Segundo Remko e col. (2001) esta regidao de

tamponamento corresponde ao pKa dos nitrogénios do grupo imidazolinico, determinado por eles em pH

= 8,3. Nossos resultados indicam pKa = 8,0 (figura 10), evidenciando que, em pH fisioldgico, predomina a

forma protonada da CND (ca. 75%), enquanto que a forma neutra corresponde a 25%.

Nestes mesmos pH, a solubilidade da CND foi determinada (Tabela 5). O calculo foi feito a partir da

leitura do sobrenadante de solucdes saturadas do farmaco, como descrito em métodos. Para elucidagcao

deste valor, previamente foram tracadas as curvas de calibracdo em cada meio estudado (Figura 10),

através da leitura de sete solucdes diluidas em concentracdo crescente de CND, em absorbancia com

intervalo confiavel para leitura (0,2 — 0,8nm). As mesmas curvas serviram ainda para determinacdo da

absortividade molar, onde a concentragédo das solugdes preparadas foram obtidas através do preparo de

novas solugdes (conforme item 3.2.1.2) com leitura dentro dos intervalos destas curvas (Tabela 4).
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Figura 10: Curvas de calibracao para determinacao da absortividade molar da CND em diferentes pHs: a)

55 b) 7,4 c)12,0.
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Foi possivel observar que, com o aumento do pH do meio ha decréscimo na solubilidade da CND.
Este achado é condizente quando pondera-se a porcentagem de ionizacdo nos diferentes pHs. Como o
farmaco tem pK = 8,2 (Figura 9) espera-se maior solubilidade em pH &cido, i.e, na forma protonada
quando comparado a valores de pH superiores. Em contrapartida, com o aumento do pH houve aumento
do coeficiente de absortividade molar (Tabela 5), resultado também coerente com as varreduras iniciais
(Figura 10), onde observou-se aumento na intensidade de absorgéo para a forma neutra da CND.

Tabela 5: solubilidade e absortividade molar da CND em diferentes meios, 25°C

Meio Solubilidade (mM) Absortividade molar
(M)
Tampé&o Acetato pH 5,5 50mM 277,0 + 0,1 e 571520
Tampao Hepes pH 7,4 20mM 221,2+0,1 e, 528
Tampao Carbonato pH 12,0 20mM 3,0+0,1 e 576 . 1396

No intuito de verificar a interferéncia dos sais dos meios testados, os mesmos experimentos foram
conduzidos em tampao universal PBC. Resultados similares foram encontrados, isto €, decréscimo de
solubilidade e incremento de absortividade molar com aumento de pH, o que nos permitiu concluir que

nao houve interferéncia dos tampdes na absorgéo registrada nos diferentes valores de pH.

4.2. Determinacao da estequiometria de complexacéao do Cloridrato de Clonidina

4.2.1. Determinagdo da estequiometria pelo método de Job

Devido ao fato de nossos experimentos terem evidenciado que a CND nao possui fluorescéncia
intrinseca, e, sabendo que em técnicas espectroscopicas o principal efeito que prové indicios de
complexacao é a alteragdo em intensidade ou deslocamento de bandas (Misiuk et al., 2011; Tablet et al.,
2012), o espectro de absorgdo UV-VIS da molécula foi coletado antes e ap6s adicdo de excesso de HP-
B-CD, respeitando-se o tempo de equilibrio de complexacdo, de 24hs. Como mostra a Figura 11a, foi
observado efeito hipercrémico quando compara-se o espectro da CND na auséncia e presenca de HP-B-
CD. Esta alteragdo no espectro sugere alteracdes no microambiente imediato do croméforo, induzidas
pela inclusdo do mesmo no interior da cavidade da ciclodextrina (Wang & Chen, 1995). De fato, este
aumento na absorcado de energia é condizente com a transferéncia da molécula de um meio altamente
polar (agua, constante dielétrica = 78) para meio menos polar (Warren, 1987) como o da cavidade da
ciclodextrina, cuja constante dielétrica estimada é de ca. 30 (Szetlij, 1998; El-Kemary et al., 2002) (Figura
11 b, ¢).
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Figura 11: espectro de absor¢do da CND em excesso de HP-B-CD (a), varreduras em diferentes

constantes dielétricas (b), espectro em constantes dielétricas extremas e em excesso de HP-3-CD (c)
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As varreduras realizadas com a CND em meios de diferentes constantes dielétricas nos confirmam
esta constatacdo de El-Kemary e col. (2002), i.e., ha alteragdo no comportamento éptico do farmaco
nestes diferentes meios. O mesmo efeito hipercrobmico observado quando da adicao de HP-B-CD no
meio, foi observado a medida que a polaridade do meio foi diminuida (Figura 11b). E possivel verificar
ainda, que este efeito hipercromico manifesta intensidade intermediaria quando compara-se meios
completamente polares e apolares (Figura 11c). Contudo, o espectro da amostra CND:HP-B-CD nao se
sobrepds aquele em constante dielétrica 32,8 (propor¢édo 80:20) conforme mencionado por El-Kemary et
al. (2002), o que pode sugerir que esta interacao é rapida. Estes achados constituiram as primeiras
evidéncias de insercao da CND na cavidade da HP-B-CD.

Para determinagdo da estequiometria pelo método de Job, a variagdo do parametro absorbéancia,
relacionada a formagéo do complexo, foi medida conforme descrito no item 3.2.2.1 e graficado em fungéo
de r (r = [CNDygta] / [CNDygtar] + [ HP-B-CDyotal]). Conforme ja descrito na literatura (Connors 1987; Brewster
& Loftsson, 2007) a estequiometria 1:1 foi confirmada pela obtencao de valor maximo de r = 0,5 (Figura
12).
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Figura 12: Grafico de Job evidenciando estequiometria 1:1 CND:HP-B-CD.

4.2.2. Determinacdo da estequiometria por Benesi-Hildebrand

Conforme observado na Figura 11a, a intensidade de absorcdao da CND sofre variagdo quando da
presenca de ciclodextrinas. Este evento foi confirmado quando foram adicionadas concentragoes
crescentes de HP-B-CD em solugdes com concentragdo fixa de CND. Os resultados obtidos nos
espectros (Figura 13a) foram tratados pela equagcdo modificada de Benesi-Hildebrand (Banerjee et al.,
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2004), onde duas hipéteses matematicas foram contempladas (Figura 13b e 13c): de complexagao molar
1:1 e 1:2 CND:HP-B-CD.
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Figura 13: Variacdo da absorcdo da CND na presenca de concentragdes crescentes de HP-B-CD (a).

Aplicagéo da equagao de Benesi-Hildebrand para estequiometria 1:1 CND:HP-3-CD (b) ou 1:2 CND:HP-
B-CD (c).

Assim como no experimento de Job (Figura 12) o tratamento de Benesi-Hildebrand revelou uma
correlacgao linear quando a estequiometria de complexagdo 1:1 foi considerada (r2 = 0,9986). Ja quando
foi considerada a estequiometria 1:2 foi observado que nao ha correlacao linear (Fig. 13c), comprovando

que a estequiometria 1:1 é, de fato, a observada em complexos CND:HP-3-CD.
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A partir desses resultados, a caracterizagdo do complexo foi feita, respeitando-se a razdo molar 1:1
CND:HP-B-CD no preparo das amostras.

4.3. Caracterizacao do complexo de inclusao

4.3.1. Caracterizacdo do complexo por medidas de calorimetria (DSC e TG)

Confirmada a estequiometria de complexacao, o complexo preparado foi caracterizado por diferentes
técnicas, que forneceram evidéncias da associagdo da CND com a cavidade da HP-B-CD. Através de
andlises comparativas de calorimetria exploratéria diferencial e termogravimetria da CND, HP-B-CD,
complexo e mistura fisica, na razdo molar 1:1, foram observadas diferencas no comportamento

calorimétrico de cada amostra (Figuras 14 e 15).

Figura 14: Curvas de DSC obtidas para clonidina (preto), HP-B-CD (verde), complexo (vermelho) e
mistura fisica (azul), na raz&o molar de 1:1. Taxa de aquecimento de 10°C/min, sob atmosfera inerte, em

cadinho hermeticamente fechado.
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Assim como descrito na literatura (Merck Index, 2001; Martindale, 2011) foi observada fusdao da CND
proximo a 270°C. Este evento também é relativo a decomposicado da amostra de CND, visto que a curva
de termogravimetria (Figura 15b) mostra que, nesta temperatura ha perda de 44% de massa, indicando
fusdo seguida de decomposi¢cdo de parte da clonidina. Ja para a HP-B-CD, que nao tem estrutura
cristalina definida, observam-se a perda de &gua confinada na cavidade do anel macrociclico,
manifestada por evento endotérmico proximo a 100°C e outro evento préximo a 300°C, correspondente a
caramelizagado da ciclodextrina (Giordano et al., 2001). Para a mistura fisica, foi observada diminui¢cdo do
ponto de fusdo da CND em aproximadamente 70°C e manutengao do pico endotérmico referente a agua
da cavidade da HP-B-CD, o que comprova que nao houve substituicdo dessas pela molécula de CND,
fato também observado no complexo, onde houve perda de massa de aproximadamente 55,2% em
temperaturas acima de 210°C (ver figura 15c¢). Na amostra do complexo, houve perda parcial do pico
endotérmico da HP-B-CD préximo a 100°C, que ¢é indicativa da formagao de complexos de inclusao (Dollo
et al., 1996; Pinto et al., 2005; Dodziuk, 2006) e foi observada diminuicdo na temperatura de fusdo da
CND, como observado para a mistura fisica. Estes dados consistiram na primeira evidéncia de
complexacdo molecular entre a CND e a HP-B-CD.

As medidas de TG mostraram que a perda de agua da cavidade da HP-B-CD néo foi completa.
Segundo a literatura, tem-se menos que 10% de agua no peso da HP-B-CD (Rowe et al., 2000; USP 35),
fato comprovado na curva de TG da Figura 15a, pela perda de 7,56% de agua durante aquecimento da
amostra da ciclodextrina pura. Ja para a amostra do complexo CND:HP-B-CD 1:1 (Figura 15c) esta perda
foi de aproximadamente 6,2%, ou seja, 82% daquele da HP-B-CD pura. Desta forma infere-se que a
interacao da CND com a HP-B-CD nao foi total ou ainda que é um processo altamente dindmico, pois nao
houve deslocamento completo das moléculas de agua da cavidade da ciclodextrina para alojamento da
CND visto que a quantidade remanescente de agua na amostra, proveniente da cavidade, ainda
permanece significativa. A ligacdo dos farmacos a ciclodextrina ndo é um processo fixo ou permanente,
mas sim um equilibrio dinamico (Del Valle, 2003). A principal forca motriz para formacédo do complexo de
incluséo é a liberagdo de moléculas de agua da cavidade da ciclodextrina (ricas em energia entalpica), o
que diminui a energia do sistema. Contudo, outras forcas como ligagdes de hidrogénio, interagcbes de
Van-der-Walls e interagdes hidrofébicas estdo envolvidas no processo de formacdo do complexo
(Loftsson & Brewster, 1996). Excetua-se a estas as ligacées covalentes, razao pela qual este equilibrio
dindmico é observado entre moléculas no interior e exterior da cavidade (Loftsson & Masson, 2001). Em
solugbes aquosas complexos de farmaco/ciclodextrina estdo em constante formagéo e ruptura, em taxas
muito proximas do limite de difusdo (Rajewski & Stella, 1996; Loftsson & Masson, 2001). Estas
consideragbes refletem em muito os achados obtidos nos ensaios de calorimetria, reforgando o
dinamismo do equilibrio de complexos CND:HP-B-CD e podem explicar a maior constante dielétrica (Fig.

11) observada para o complexo.
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Figura 15: Curvas termogravimétricas para HP-B-CD (a), CND (b) e complexo CND: HP-B-CD (c) na
razdo molar 1:1.

4.3.2. Caracterizacdo do complexo CND:HP-B-CD, por difragcdo de raios-X
A figura 16 mostra os difratogramas de raios-X obtidos para as amostras em estudo.
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Figura 16: Difratogramas de raios-X para CND (a); HP-B-CD (b), complexo (c) e mistura fisica (d).
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Os padrdes de difragdo confirmam a natureza cristalina da CND caracterizada pelos varios picos
estreitos da figura 16a. Este resultado estd de acordo com Gaignaux et al (2012) que mostra padrao de
difracdo semelhante ao obtido em nossos experimentos. Em contrapartida, a HP-B-CD possui estrutura
amorfa, ou nao cristalina (Figura 16b), conforme ja descrito em literatura (Spamer et al., 2002). A analise
de Raios-X da amostra do complexo mostrou que o padrao cristalino da CND desaparece com a
formagao do complexo de inclusédo (Figura 16c) enquanto que para a mistura fisica existe a superposi¢ao
do padrao cristalino da CND e do padrdo amorfo da HP-B-CD (Figura 16d). Além disso, as diferencas de
intensidade observadas nos difratogramas da CND pura e do complexo (Figuras 16a e 16¢) reforcam a
teoria de que o fendbmeno de complexacao realmente ocorreu: houve reducdo de 75% na intensidade
entre os dois padrdes de difracdo indicando a contribui¢cdo do arranjo estrutural obtido pela formagéao do
complexo. Este achado vai de encontro ao ja descrito por Chadha et al (2004), que reportam diferengas
nos padroes de difracdo de nimesulida, &cido retindico e ibuprofeno complexados com B-ciclodextrina e
do oxazepam quando complexado com HP-B-CD.

4.3.3. Caracterizagdo do complexo CND:HP-B3-CD por MEV

Através da andlise de microscopia eletronica de varredura foi possivel observar que ha diferencas

marcantes entre as amostras estudadas, antes e apdés complexacdo. A figura 17 mostra as

fotomicrografias obtidas para a HP-B-CD, clonidina, mistura fisica e complexo (na razdo molar 1:1).

Figura 17: Fotomicrografias da HP-3-CD (a), clonidina (b), mistura fisica (c) e complexo (d). Magnificacao

de b (CND) de 100x. Magnificagao de 1000 vezes para a, ¢, d e insert da figura b.
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E possivel observar que cada amostra se organiza de maneira distinta, em meio sélido. Para a HP-B-
CD foi observada a presenga de estruturas amorfas de tamanho aproximado de 50um. Ja a CND
apresenta-se como cristais hexagonais de até 100um com caracteristicos eixos ternarios de simetria
(insert Figura 17b), inerentes a este tipo de cristal. Na mistura fisica foi possivel observar preservacao
das caracteristicas estruturas amorfa e cristalina, préprias de cada composto puro (HP-B-CD e CND,
respectivamente) indicando que a complexagdo nao ocorre pela simples mistura dos compostos
hospedeiro e héspede, em meio soélido. Ja na amostra do complexo CND:HP-3-CD, é bastante evidente a
perda completa da estrutura cristalina da CND, i.e, houve alteracdo da morfologia original, gerando
material amorfo, de estrutura menor (que a dos compostos puros) e pouco definida, evidenciando a
formagéo do complexo de inclusao.

4.34. Caracterizacdo do complexo por 'H-RMN

A espectroscopia de RMN é uma das técnicas mais utilizadas na investigagcdo da estabilidade,
estequiometria, energia do processo de complexagdo e determinacdo da geometria do complexo de
inclusdo (Bouquet et al., 2007). Através dos experimentos de DSC, TG, Raios-X e MEV obtivemos
evidéncias da ocorréncia da complexag¢ao, mas para avaliarmos estas interagdes em nivel molecular, os
espectros de 'H-RMN foram coletados para as amostras em estudo (CND, HP-B-CD e complexo). A
Figura 18 mostra os espectros da CND e da HP-B3-CD, com atribuigdo dos picos de absorgdo, bem como
o espectro do complexo CND:HP-B-CD. A Tabela 6 redne os valores de deslocamentos quimicos destes

espectros.
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Figura 18 (cont.): Espectros de 'H-RMN complexo CND:HP-B-CD (c) na razdo molar 1:1. 500 MHz,
temperatura 25°C

Tabela 6: Deslocamentos quimicos (Ad, em ppm) e atribuicdo de hidrogénios para as amostras de CND,
HP-B-CD e complexo CND:HP-B-CD (de acordo com Figura 18).

HP-B-CD Hidrogénio Oauséncia Opresenca Ad

H, 4,974 4,966 - 0,008
H, 3,542 3,535 - 0,007
Hs; 3,863 3,837 - 0,026
H, 3,393 3,390 - 0,003

Hs 3,757 * *
He 3,775 3,770 - 0,005
CHg (hidroxil) 1,055 1,049 - 0,006
CND Hanel imidazol 3,6806 3,6860 0,0054
Hieta 7,4681 7,4778 0,0097
Hmeta 7,4548 7,4642 0,0094
Hpara 7,3193 7,3266 0,0073

* Deslocamento ndo mensurado devido a sobreposigao espectral
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A atribuicao dos picos da CND esta de acordo com a literatura (Chemical book) e nele (Figura 18a)
identificam-se picos correspondentes aos hidrogénios (equivalentes) do anel imidazolinico (em 3,68ppm),
e do anel aromatico: hidrogénio em substituicao para (7,32ppm) e hidrogénios em meta (7,45 e 7,47ppm).
Com a complexagédo ndo houve variagao significativa (> 0,05ppm) para qualquer desses hidrogénios
(Tabela 6).

Os picos da HP-B-CD estao atribuidos em concordancia com trabalhos anteriores de nosso
laboratério (Pinto, 2002; de Jesus, 2006; Carvalho, 2007; Lima, 2010) e da literatura (Castelli et al., 2008;
Soares et al., 2009; de Paula et al., 2010a; Tsao et al., 2012), porém nao houve variacao significativa no
deslocamento quimico (Ad), o que nos sugere pouca ou rapida interacdo da CND com a cavidade da HP-
B-CD. Em geral, os hidrogénios 3 (H3) e 5 (H5), situados na cavidade interna do anel macrociclico da
ciclodextrina, sdo os mais afetados pela complexacdo, devido a entrada e acomodacdo da molécula
convidada naquela cavidade (Pinto et al., 2005; Grillo et al., 2008; de Paula et al., 2010a). No caso do
complexo CND:HP-B-CD, observamos que o atomo mais afetado € o H3, com deslocamento superior aos
demais. O H5 nao é afetado pela inclusdo da CND na cavidade da HP-B-CD, sendo que a interagdo com
0 H3 se dad com o Hy, da CND. Este fato pode ser explicado pelo impedimento (estérico e de
polaridade) gerado pelos volumosos atomos de cloro substituidos em orto, no anel aromatico da CND.
Além disso, os valores baixos em deslocamento quimico confirma-nos a fraca interacao evidenciada nos
experimentos de analise térmica, onde a retirada da agua da cavidade da HP-B-CD nao foi completa
(Figura 15), evento esperado devido a complexacéo (Giordano et al., 2001).

Outro fato que corrobora com a baixa interago ¢ o valor da constante de associagdo, Ka = 20 L/M™,
determinado pela técnica de DOSY (Figura 19), que evidenciou baixa afinidade CND:HP-B-CD (Tabela 7)
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Figura 19: Espectros pseudo-bidimensionais de 'H-RMN: experimentos de DOSY para clonidina (a), HP-
B-CD (b), complexo CND:HP-B-CD (d) e mistura fisica (c), na razédo molar 1:1.
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O coeficiente de difusdo das moléculas pequenas como a agua e a CND (Figura 19a) é grande e
deve diminuir com a formacédo do complexo, ja que a ciclodextrina apresenta mobilidade reduzida em
solugédo, em comparagao com a agua. Esta menor difusdo permite a determinacao da fracdo da molécula
héspede associada ao anel macrociclico e da constante de associacao, por DOSY. Porém, como pode
ser observado nos espectros de DOSY, ndo houve alteracdo significativa na mobilidade da CND por
ocasiao da complexacgao (Figura 19d), i.e, reflexo da baixa afinidade entre a CND e a HP-B-CD. Loukas
et al (1998), descreveu que valores de Ka menores que 100 M indicam que as forgas responsaveis pela
manutengdo do complexo séo fracas, ao passo que valores maiores que 500M" indicam a formacéo de

complexos estaveis.

Tabela 7: Coeficientes de Difusao (D) da CND, HP-B-CD, e do complexo CND:HP-B-CD, fragdo molar do
complexo e constante de associagéo (Kas) CND:HP-3-CD.

Composto D (10" m%™) Fracao molar do K. (L/mol)*
complexo (%)*
CND 6,20 + 0,044 - -
HP-B-CD 2,47 + 0,011 - _
CND:HP-8-CD 5,68 + 0,023 14 20
* Célculos:

Coeficiente de Difusdo da CND:
f=Dcnp — DCND:HP—B-CD / Denp — DHP-B—CD
f=6,20 — 5,68 /6,20 — 2,47
f=0,52/3,73

f=0,14 ou 14% de fracdo complexada

Constante de associagao
Kq = f/(1 = f) ((HP-B-CD] — f{CND])
Ka=0,14/(1 - 0,14) (10 10° - (0,14 x 10 10?)
Ka=0,14/0,86 x 8,6 10°
K,=20

Visando confirmar a baixa afinidade observada nos experimentos de DOSY, foram coletados os

espectros nas coordenadas giratérias com trava de spin (ROESY) para determinarmos interacbes
intermoleculares e possivelmente dimensionarmos a geometria da interacdo entre CND e HP-B-CD,
informacao possivel de extrair por estes experimentos de efeito nuclear Overhauser (Glinther, 1994; de
Paula et al., 2010 (a)). A figura 20 apresenta o espectro de ROESY total (a) e ampliado (b).
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Figura 20: Espectro de ROESY do complexo CND:HP-B-CD (a) e ampliagcdo da regido de 3,2 a 4ppm (b)
para identificagdo de interagdes intra e intermoleculares envolvendo hidrogénios pertencentes a HP-B-
CD.

Os espectros revelam que ha uma interagao, apesar de fraca, que se da pelo sinal 7,47ppm da CND
(Hmeta) € 3,86 da HP-B-CD. Além disso, ha outra interagio fraca que se da pelo sinal em 3,68ppm da
CND, referente aos hidrogénios do anel imidazélico e 3,52ppm da HP-B-CD, referente ao hidrogénio H2.
Este resultado pode indicar a formagao de complexos de nao inclusao, com interagdes “fora do anel”, via
ligacoes de hidrogénio. A formacao de complexos de ndo-inclusao ja foi descrita e também pode resultar
em resultados farmacolégicos significativos (otimizacdo da acdo farmacolégica ou diminuicdo da
toxicidade), como ja observado para a riboflavina (de Jesus et al., 2012) e meglumina (Martins et al.,
2009) complexadas com ciclodextrinas, bem como otimizar propriedades fisico-quimicas (Duan et al.,
2005) e a estabilidade de farmacos (Hazecamp & Verpoorte, 2006). Porém, levando em conta a variagao
de deslocamento quimico (ja discutido para o hidrogénio 3 (H3) (destaque Fig. 20a)) e o crosspeak
envolvendo o pico H3 da ciclodextrina e o anel aromatica da CND, é mais provavel que ocorra a interagao
intermolecular entre CND e HP-B-CD, formando um complexo de inclusdo, porém de baixa afinidade e

dindmica de associagao/dissociacao rapida.

4.3.5. Caracterizagdo do complexo: cinética de liberagdo do farmaco

Devido ao fato da complexagéao alterar a cinética de liberagdo dos farmacos, os estudos que avaliam
a cedéncia do farmaco ao meio sdo importantes para a verificagao do efeito da complexagao sobre esta
propriedade (Paavalola et al., 1995; Spricigo et al., 2008). Para o complexo CND:HP-B3-CD foi avaliada a
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cinética de liberacdo, em comparacado com o farmaco livre, em condigbes de pH, temperatura e agitacao
controladas. A figura 21 mostra o perfil de liberacdo da CND no meio de dissolucao (tampao Hepes pH
7,4) durante tomadas de amostra em 300 minutos de experimento, tempo no qual a curva para ambas as
condi¢des (CND e complexo) atingiu platd de equilibrio.

—&— Clonidina
—&— Complexo

100
80 o
60

40

Porcentagem de liberagao

20

T T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
Tempo

Figura 21: Perfil de liberagao da CND e complexo CND:HP-B-CD em tampao Hepes pH 7,4; 25°C.

Nas replicatas com CND observou-se liberagdo maior que 90% em aproximadamente 1 hora de
experimento, valor ndo atingido para o complexo, cujo equilibrio ocorreu com mais de 3 horas de
experimento. A partir de 220 minutos de estudo, observamos que, nas tomadas de amostra, houve
tendéncia a superposicao das curvas. Apesar da diferenga nas curvas ndo ser tdo pronunciada, o que
pode refletir a baixa afinidade da CND com a HP-B-CD, houve um retardo significativo na liberagdo da
CND para o meio (ASC CND = 25541,4 e ASC CND:HP-B-CD = 24175,3). Além disso, experimentos
anteriores de nosso laboratério mostraram que mesmo que exista esta condicdo (baixa afinidade) o efeito
in vivo do sistema farmaco:ciclodextrina pode ser bastante promissor, como mostrado para a bupivacaina

e ropivacaina (de Araujo, 2005).

4.4. Avaliacao farmacoldgica do complexo de inclusdo e associacdo ao anestésico local

Bupivacaina

Diversos medicamentos podem ser utilizados a fim de diminuir ou bloquear a transmissao da dor. A
associagao de farmacos pode proporcionar efeito melhor que o uso isolado de um agente. O anestésico

local pode ser administrado isolado ou associado a outro farmaco (Harris & Benveniste, 2000). A
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bupivacaina (BVC), pertencente a classe das amino-amidas, € o anestésico local mais utilizado em
procedimentos cirdrgicos, principalmente para bloqueios regionais prolongados. Este agente foi o
primeiro anestésico local que combinou propriedades como inicio de agdo moderada, longa duragao,
bloqueio da conducdo e separagao significante entre bloqueio sensorial e motor (Malamed, 2001).
Diversos autores tem mencionado seu uso em associagcdo a CND (Klimscha et al., 1995; Fonseca et al.,
2001; Rochette et al., 2004; Neto et al., 2009) para aumento do tempo de anestesia e diminuicdo da
quantidade requerida de anestésico (Sites et al., 2003; Yildiz et al., 2006; Merivirta et al., 2009). Sabendo
desta descricdo, propusemos neste trabalho avaliar a acdo farmacoldgica do complexo CND:HP-B-CD,
associado a BVC, avaliando, previamente, a afinidade de cada farmaco pela cavidade da ciclodextrina.
Para isso, através de ensaios que preveem a lipofilicidade de cada molécula, foi aferida a afinidade de
cada farmaco pela cavidade do carreador HP-3-CD.

4.4.1. Determinagdo da lipofilicidade por diferentes técnicas

Para cada molécula isolada, foi avaliada a particdo em sistema octanol/agua, partigdo em lipossomas
e em membranas artificiais imobilizadas, para servirem como indicativo da lipofilicidade de cada farmaco.
Este parametro (lipofilia) pode ser indicativo de maior afinidade pela cavidade hidrofébica da
ciclodextrina, determinando maior afinidade de um farmaco em detrimento de outro, pelo carreador.

Primeiramente foi determinada a particdo da CND e da BVC em sistema octanol/agua, onde foi
evidenciado que o valor de P para a CND foi de 6,0 (logP= 0,78) e 0 da BVC foi de 83,6 (logP =1,92) em
pH 7,4. Outros autores demonstraram que o logP da CND, como base livre, é 1,59 (Remko et al 1995,
Taillardat-Bertschinger et al 2002). Este valor também é confirmado em bases de dados, como o
PubChem (pubchem.ncbi.nim.nih.gov em www.ncbi.nlm.nih.gov), que revela valor de logP de 1,57 para a
base livre da clonidina. Ha que se considerar que nosso resultado refere-se a forma cloridrato em pH 7,4 ,
em que o farmaco é mais sollvel e tende a particionar-se mais na fase aquosa, refletindo em menor valor
de logP. de Paula & Schreier (1995) determinaram a particdo da BVC em sistema octanol/agua, tendo
obtido o valor de 1,30 em pH 7,4; valor condizente ao obtido por nés.

Devido as limitagbes do sistema octanol/agua para mimetizar o ambiente de distribuicao corpérea do
farmaco (o solvente octanol representa uma fase apolar homogénea, bem diferente das barreiras
biologicas representadas pelas membranas celulares), a particdo foi também determinada entre
lipossomas de fosfatidilcolina de ovo e meio aquoso (tampao Hepes pH 7,4). A CND apresentou valor de
P de 83 (logP = 1,92). Neste tipo de lipossomas, em experimentos anteriores de nosso laboratério foi
obtido valor de P para a BVC de 136 (logP = 2,13) (de Araujo, 2002) em pH 7,4. Estes resultados, assim
como a particdo em octanol/agua, indicam maior lipofilicidade da BVC que a CND, ou seja, a BVC no
caso da associagdo medicamentosa, poderia apresentar maior afinidade pela cavidade da HP-B-CD que
a CND, deslocando-a daquele carreador.

Visando confirmar estes dados e prever a permeabilidade do complexo, foram realizados os ensaios

em membranas artificiais imobilizadas (IAM). A CND apresentou tempo de retengdo médio de 2,34
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minutos. Este valor corresponde a um fator de capacidade, K., de 11,31 ou logK = 1,05. Taillardat-
Bertschinger et al (2002) determinaram para a CND (em IAM, pH 7,0) um valor de logK de 1,36; valor
proximo ao experimentalmente obtido por nés. Este resultado também vai de encontro ao obtido por
Grumetto et al (2012), estudo no qual o logK para a CND foi de 1,32 (pH 7,0).

Através desta técnica (IAM), Barbato et al (1997) determinaram um logK para BVC de 1,45 em pH
7,0. Este resultado novamente reflete a maior lipofilicidade da BVC comparada a CND, podendo, no caso
da associagdo medicamentosa em injecdo simultanea, haver deslocamento da CND da cavidade da HP-
B-CD. Estes achados sao confirmados ainda por de Paula et al (2010) que através da técnica de 'H-RMN
mostraram que o Ka da BVC é 91 mol/L"". Nossos dados experimentais mostraram Ka de 20mol/L™ para
CND. Conforme discutido no item 4.3.4 esta baixa afinidade é reflexo, além das caracteristicas
estruturais, da menor lipofilicidade da molécula quando comparada a BVC. Adicionalmente, por estudos

de isotermas de solubilidade Moraes e col. determinaram para a BVC constante de estabilidade de 13,1

2,8 M em pH 7,4 (Moraes et al., 2007b). Para a forma neutra da BVC, estes mesmos autores (Moraes et
al 2007¢) mediram constante de afinidade de 95,4 M'. Em comparacao a lidocaina, foi demostrado maior
lipofilicidade da BVC, sendo que esta hidrofobicidade influencia diretamente a complexagéao do farmaco
com a cavidade hidrofébica da HP-B-CD (Moraes et al., 2007b).

Apesar disso, foi observado que o complexo CND:HP-B-CD apresentou tempo de retencéo de 1,59
minutos, correspondente a um K, = 7,36. Comparado a CND livre, houve diminuicdo do valor de K,
(11,31 para a CND livre) indicando que possivelmente a associag¢édo a ciclodextrina levou a diminuigao de
permeabilidade do complexo a membrana. De acordo com a Regis Technologies (2000), produtora da
mini-coluna IAM, valores de Kz entre 0 e 5 classificam os farmacos como baixa permeabilidade, 5 a 15
como média e 15 a 25 como alta permeabilidade. Estudos in vivo adicionais sdo necessarios para
apuracdo desta hipétese, onde a diminuicdo da permeabilidade do complexo reforce o mecanismo de
acao periférico da CND. Este mecanismo ¢é particularmente importante, pois, a supressao da acao central
pode levar a diminuigdo da ocorréncia do principal efeito adverso da CND, que é a hipotensdo durante a
pratica anestésica

Em resumo, através de diferentes métodos, foi possivel verificar que a BVC é mais lipofilica que a
CND e pode competir com este farmaco pela cavidade da HP-B-CD. Além deste parametro fisico-quimico
(lipofilia), a afinidade pela cavidade também é maior. Este achado é particularmente importante quando
pondera-se 0 manejo desta associagdo in vivo, evitando a injecdo em bolus, fato que possivelmente

levaria a deslocamento da CND da cavidade da HP-B-CD para alojamento da BVC.
4.4.2. Ensaios de toxicidade in vitro: cultura de células 3T3

Em triagens iniciais, observou-se que o ICs para a CND foi de 3,5mM. Para o complexo houve
ligeira antecipagao deste valor, com ICsy de 2,78mM (Figura 22). Apesar de em primeira analise inferir-se
que o complexo seria mais téxico por uma menor concentragdo provocar morte de 50% da populagao da

placa, ha que se considerar que esta diferenga néo é significativa (p = 0,9738 teste Tukey). Em trabalho
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anterior de nosso grupo (Queiroz, 2012), o ICs, da BVC foi determinado nas mesmas condigbes
experimentais, sendo o valor obtido na linhagem de células em estudo; 1,67mM.

Desta forma, como temos menor ICsq para a BVC, esta concentragéo foi escolhida para o tratamento
em associagdo com a CND, haja visto que este farmaco ja estd amplamente caracterizado pelo nosso
grupo, sendo foco do presente trabalho a avaliagédo da viabilidade celular frente a tratamentos com a
CND. Assim, conhecendo o ICso, 0s tratamentos posteriores foram feitos com concentracdes menores
que este indice, i.e, 50uM, 100uM, 250uM, 500uM, TmM de CND. Concentragcdes maiores que estas,
induziram morte significativa dos fibroblastos (Figura 22).

Conforme Figura 22, pode ser observado que ndo ha diferenca significativa entre o uso da CND e do
complexo CND:HP-B-CD, ou seja, do ponto de visto de toxicidade, o farmaco complexado nao foi mais
téxico para as células 3T3 comparado ao farmaco livre. Estes resultados também corroboram os dados
obtidos em DSC e RMN, haja visto que para aplicagdo nos pogos das placas de cultura, o farmaco foi
ressuspendido em meio de cultura. Sabendo da dindmica envolvida na formagao do complexo CND:HP-
B-CD, bem como de sua baixa afinidade, de fato ndo era esperada diferenca significativa entre estes
grupos tratados.

Quando da associagdo com a BVC, observou-se redugdo no nimero de células viaveis no grupo
tratado com complexo CND:HP-B-CD (Fig. 23). Considerando toda curva, esta reducdo pode ser
considerada significativa (p valor = 0,0289), porém se observarmos o valor utilizado in vivo, que
representa 100uM, obtivemos 50,8 £ 5,5 células viaveis, ao passo que no complexo obtivemos 42,3 + 7,2
células viaveis. Considerando este ponto, particularmente importante devido ao ensaio in vivo, e o desvio
obtido nas réplicas, podemos verificar que ambos estao contidos em intervalos similares. Desta forma,
pode-se concluir que mesmo associado a BVC o complexo ndo alterou significativamente a viabilidade
celular quando comparado ao farmaco isolado na dose utilizada nos ensaios em animais, i.e, em doses

especificas, a complexag@o ndo aumentou a toxicidade (Figura 23).
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Figura 22: Ensaios de viabilidade celular para determinagéo do ICs, para a CND em cultura de células
3T3
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Figura 23. Testes de viabilidade celular em fibroblastos 3T3, realizados em concentragbes abaixo (a) e

acima (b) do ICsy da CND, associada a BVC em concentracédo de 1,67mM

56



Em resumo, através dos ensaios de toxicidade, foi possivel observar que ndo houve diferenca
significativa na viabilidade celular quando comparou-se o uso da CND isolada e do complexo CND:HP-3-
CD, i.e, este ultimo nao foi mais toxico para as células. Quando a BVC, na concentragéo de seu ICs, foi
associada a CND, houve reducao significativa no nimero de células viaveis, mas ha que se considerar
que ponderando os desvios obtidos no teste, no ponto correspondente a concentragao utilizada nos
ensaios in vivo, este valor ndo é significativamente diferente. Nesta associacdo, ja era esperado
viabilidade de 50% das células pelo tratamento com BVC no ICs,. Portanto, em doses especificas, a

associacao da BVC com o complexo CND:HP-B-CD nao foi mais téxica para as células.

4.4.3. Ensaios in vivo: teste de Tail-flick

A avaliacdo do bloqueio sensorial permitiu a observacédo de diferencas bem marcadas entre as
formulacbes estudadas. O uso de CND, associada a bupivacaina, em concentragdo abaixo daquela
capaz de induzir hipotensdo (100ug) foi eficiente na inducdo do bloqueio sensorial, bem como no
prolongamento do tempo de anestesia induzido pela BVC, resultados em consonancia com a literatura
(Braz et al., 2003; Neves et al., 2006; Tuijl et al., 2006; McCartney et al., 2007; Elia et al., 2008).

A Figura 24 e a tabela 8 mostram os resultados obtidos durante o ensaio de bloqueio sensorial do
nervo caudal, medido pelo limiar de remogédo da cauda de ratos Wistar, frente a um estimulo térmico,
como descrito no item 3.2.4, de métodos.

Os resultados mostraram que a CND, na dose de 30ug (0,15%) induz bloqueio sensorial do nervo
caudal, reforcando os mecanismos de acao ja discutidos na introducéo deste trabalho. De forma similar, a
BVC, nas concentragoes de 0,125 e 0,25%, induz bloqueio concentragdo dependente, de acordo com o
esperado. Os resultados obtidos com a associagdo medicamentosa de ambos foi bastante interessante:
de maneira geral, os resultados mostraram um aumento na duracdo da analgesia quando da associagao
da CND com a BVC, mesmo em concentracdes mais baixas do anestésico. Estes achados séo
respaldados pelo maior tempo de recuperacéo (T,.) da analgesia e no efeito total (ASC) do farmaco nos
animais tratados (Figura 24a). Para melhor visualizacdo, a Figura 24b apresenta a comparacao entre as
formulacdes estudadas em menor concentragdo de BVC. Os resultados reforcam ainda as constatacoes
ja amplamente difundidas de potencializacdo do efeito anestésico (McCartney et al., 2007; Elia et al.,
2008) e aumento do tempo de bloqueio (Rhee et al., 2003; Yildiz et al., 2006; Merivirta et al., 2009) com
menor aporte de anestésicos (Macpherson, 2000; Sites et al., 2003). A Figura 24c evidencia que doses
maiores de BVC possuem efeito anestésico mais pronunciado quando comparado a CND isolada e
associada a HP-B-CD, fato ja esperado pelo mecanismo de agao primario da propria BVC.
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Figura 24: Avaliagcdo do bloqueio sensorial do nervo caudal de ratos Wistar apds administragao intratecal

dos farmacos clonidina (30ng, livre ou complexada com HP-B-CD), bupivacaina (0,125 e 0,25 %) e

associagdo de ambas. a) porcentagem de animais com anestesia em fungédo do tempo para todas as
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formulagbes estudadas; b) porcentagem de animais com anestesia em fungdo do tempo para o grupo
tratado com BVC 0,125% e CND livre e complexada; c) porcentagem de animais com anestesia em
funcao do tempo para o grupo tratado com BVC 0,25% e CND livre e complexada.

Tabela 8: Tempo de recuperacao (T,) € area sob a curva em fungédo do tempo (ASCy.g90) para o efeito
anestésico medido para os farmacos clonidina e bupivacaina, mais associagdes, mostrados na Figura 24.

Grupo ASC (600 Trec (Min)
BVC 0,125% 7500(6321-7853) 120 (90-120)
BVC 0,250% 19625(14864-22615)% 240(180-300)¢"
CND 0,15% 9231(7154-10607) 180 (120-240)
CND:HP-B-CD 0,15% 13909(12923-18000)*" 240 (180-300)*
BVC 0,125% + CND 0,15% 21808(17045-28385)° " 300 (240-360)° "
BVC 0,125% + CND:HP-B-CD 0,15%  34200(39545-41455)%""" 420(360-480)>""
BVC 0,250% + CND 0,15% 27429(8590-33500"" 360 (300-420)"°"
BVC 0,250% + CND:HP-B-CD 0,15%  42000(35143-45900)>"" 540 (480-600)*""

Andlise estatistica pelo método de Tukey-Kramer: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, a) CND 30ug vs CND:HP-B-CD
30pg; b) BVC 0,125% vs BVC 0,125% + CND 30pug; ¢) BVC 0,125% vs BVC 0,125% + CND:HP-3-CD 30ug; d) BVC
0,125% + CND 30pg vs BVC 0,125% + CND:HP-B-CD 30ug; e) BVC 0,250% + BVC 0,250% + CND:HP-B-CD 30ug;
f) BVC 0,250% + CND 30pg vs BVC 0,250% + CND:HP-B-CD 30ug; g) BVC 0,1250% vs BVC 0,25%; h) BVC
0,250% vs BVC 0,125% + CND 30ug; i) BVC 0,250% vs BVC 0,125% + CND:HP-B-CD 30ug; j) BVC 0,125% + CND
30pg vs BVC 0,250% + CND 30pg.

Os dados da Figura 24 e Tabela 8 evidenciam, principalmente, o grande incremento em tempo de
recuperacao dos animais tratados com o complexo de CND associado a BVC 0,25%, pelo prolongamento
significativo da base 100% até aproximadamente 320 minutos. Experimentos adicionais sdo necessarios
para confirmar a competicdo entre os farmacos pelo carreador, devido a baixa afinidade da CND
evidenciada durante os experimentos de 'H-RMN, como discutido anteriormente. Contudo, é possivel
discernir que pelo menos para a formulagdo preparada com 0,25% de BVC ndo hd HP-B-CD suficiente
para carrear ambos os farmacos visto que, sabendo da quantidade adicionada de HP-B-CD, ter-se-ia
aproximadamente 36ug de BVC a adicionar para manter a estequiometria 1:1. No caso desta associagao
medicamentosa foi injetado 50ug de BVC, ou seja, 38% a mais do que 0 necessario para manter esta
estequiometria. Em teoria ndo ha carreador suficiente para compartilhar ambos os farmacos, reforgcando-
nos a suposicao que o prolongamento do tempo de anestesia deve-se, primariamente, a associa¢ao da

CND com a HP-B-CD.
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5. CONCLUSOES

Neste trabalho preparamos e caracterizamos um complexo de inclusdo formado entre o agonista .-
adrenérgico clonidina e HP-B-CD. Através de andlises de espectroscopia UV-VIS foi possivel determinar
que a estequiometria para complexos de CND:HP-B-CD é de 1:1. O complexo, porém, apresentou baixa
afinidade, revelada pelos ensaios de 'H-RMN, através das técnicas DOSY. Medidas de ROESY
evidenciaram interagédo intermolecular do tipo complexo de inclusdo molecular entre hidrogénios da CND
e da HP-B-CD, devido ao maior deslocamento dos hidrogénios 3 (H3), apesar de nao ter isso possivel
identificar a topologia. Apesar disso, os ensaios de DSC, TG, Raios-X, MEV e didlise serviram como
indicios da ocorréncia de complexagao.

Os resultados in vivo nos apontaram a vantagem do uso do complexo CND:HP-B-CD associado a
bupivacaina em relacdo ao uso de cada anestésico/analgésico isolado e em associacdo, sem
ciclodextrina. Comparando-se o grupo tratado com o complexo CND:HP-B-CD, comparada a CND
isolada, houve aumento em aproximadamente 33% em relagdo ao tempo de recuperacdo dos animais.
Este aumento no tempo de recuperacéao foi 40% maior nos grupos tratados com o complexo associado a
BVC em concentragédo de 0,125% e 50% maior no grupo tratado com complexo e BVC a 0,25%. Em
suma, estes experimentos revelaram prolongamento significativo do tempo de anestesia, mesmo em
concentracdo mais baixa de bupivacaina, substanciando o potencial terapéutico do uso do complexo
CND:HP-B-CD associado a este anestésico.

Esta associagdo da CND com ciclodextrina ndo havia sido descrita até entdo, o que revela a
contribuicdo deste trabalho no campo da anestesia infiltrativa, face ao aumento significativo do tempo de

blogueio, que é de particular interesse em cirurgias de grande porte.
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