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RESUMO

A ropivacaina (RVC), um anestésico local (AL) de longa duracdo, tem sido amplamente
utilizada na prética clinica devido ao seu perfil clinico farmacoldgico relativamente
seguro. No entanto, devido a sua rapida transferéncia e redistribuicdo do local da
injecdo apresenta duracdo de acdo relativamente curta. Assim, varias abordagens tém
sido adotadas para aumentar os efeitos terapéuticos e diminuir a toxicidade deste AL
como lipossomas, ciclodextrinas e polimeros. O uso desses carreadores tém se mostrado
promissor no desenvolvimento de formulagfes anestésicas de liberacdo prolongada
capazes de manter o farmaco por mais tempo e em maior concentracdo no sitio de acao.
Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a farmacocinética de novas formulagdes de
RVC 0,5% associada & lipossomas, ciclodextrinas e polimeros, comparando—as com a
RVC livre na mesma concentracdo. Foram utilizados 24 coelhos, divididos em quatro
grupos (n=6), que receberam os seguintes tratamentos: RVC livre (RVCqsy%), RVC
encapsulada em lipossoma (RVCyswLuv), RVC complexada em 2-hidroxipropil-beta-
ciclodextrina (RVCosucp) € RVC associada a polimeros (RVCoswpor). OS niveis
plasmaticos de RVC obtidos ap6s o bloqueio do nervo ciatico (3mL), com estas
formulacGes foram determinados com espectrometria de massas (CLAE-EM-EM), antes
0 (pré-dose), 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180, 240, 300, 360, 420, 480 e 540 minutos apos a
injecdo. Os parametros farmacocinéticos foram determinados com o programa
WinNonlin  (version 5.3). Os dados obtidos foram analisados pelos testes de
ANOVA/Tukey-Kramer (p<0,05). De maneira geral, os niveis plasmaticos obtidos apds
a administracdo das diferentes formulagées (RVCoswiuv, RVCosuco € RVCoswpor) NAO
apresentaram diferenca estatisticamente significativa daqueles obtidos apés a injecdo de
RVCys0. Porém a injecdo de RVCy sywpoL promoveu concentragcdes menores que aquelas
obtidas ap06s a injecdo de RVCysy nos tempos 15, 30 e 45 minutos (p<0,05). As
formulacGes de RVC livre e RVCysypoL apresentaram diferengas significativas em
relacdo a concentracio maxima observada (Cmax), p<0,05. Area sob a curva do tempo
0 a 540 minutos (ASCo.s40), area sob a curva do tempo 0 a infinito (ASCo..), tempo em
que ocorre Cmax (Tmax), tempo de meia vida (t1/2), volume de distribuicdo (Vd),
clerance (Cl) e tempo de residéncia médio (MRT) ndo apresentaram diferencas
significativas entre as quatro formulagdes testadas (p>0,05). Diante dos resultados
obtidos, podemos concluir que somente a associacdo de RVC com polimeros alterou a
absorcao deste anestésico.

PALAVRAS CHAVE: ropivacaina, lipossoma, ciclodextrina, polimero, liberacdo
sustentada.
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ABSTRACT:

Ropivacaine (RVC), a long acting local anesthetic (LA), has been widely used in clinic
practice because of its pharmacological clinical behavior relatively safe. However, due
to its quick redistribution and transference from the injection site has relatively short
action duration. Thus, several approaches have been taken to increase the therapeutical
effects and reduce the toxicity of the LA such as liposome, cyclodextrin and polymers.
The use of these carriers have shown promising in the development of slow release
anesthetic formulations able to mantain the drug for a longer period of time, and in a
larger concentration in the action site. The aim of this study was to evaluate the
pharmacokinetic of new LA formulation associated with liposome, cyclodextrin and
polymers, comparing them to RVC 0,5% in the same concentration. 24 rabbits were
divided, into four groups (n=6), which received the following treatments: RVC plain
(RVCos%), RVC liposome-encapsulated(RVCoswLuv), RVC inclusion complex in 2-
hidroxipropil-beta-cyclodextrin (RVCoswucp) and loaded to polymers(RVCosopor). RVC
plasmatic levels obtained after sciatic nerve (3ml), with these formulations were
determined by mass spectrometry (HPLC-MS-MS), before 0 (predose), 15, 30, 45, 60,
90 , 120, 180, 240, 300, 360, 420, 480 and 540 minutes after the injection.
Pharmacokinetics parameters were determined through WinNonlin progran (version
5.3). The data obtained were analyzed by ANOVA/Tukey tests. In general, plasmatic
levels obtained after the administration of different formulations (RVCoswLuv,
RVCosomp-p-co € RVCoswpoL) did not show any statistically significant difference
considering those obtained after RVC plain injection. But, the RVCysypoL injection
promoted lower concentrations than those obtained after the RVC injection in times 15,
30 e 45 minutes (p<0,05). RVC plain and RVCysepoL Showed significant diferences in
relation to the maximum observed concentration Cmax (p<0,05). Area under the curve
from time 0 to 540 minutes (AUCy.s40), area under the curve from time 0 to infinity
(AUCy.,), in which time is Cmax (Tmax), half-life (t1/2), volume of distribution (\Vd),
clerance (CI) e mean residence time (MRT) did not show any differences among the
four tested formulations (p>0,05). Based on these results, we conclude that only RVC
loaded polymers modified the absorption of the anesthetic.

KEY WORDS: ropivacaine, liposome, cyclodextrin, polymer, sustained release.
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1. INTRODUCAO

O estudo da dor &, possivelmente, uma das maiores e mais importantes areas da
Medicina. Segundo a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor, esse fendmeno é
uma experiéncia sensitiva e emocional desagradavel onde ha percepgdo de um estimulo
nocivo associado a uma lesdo tecidual real ou potencial (Carpenter & Dickenson, 2002).
Apesar de incomoda, a dor desempenha uma funcdo bioldgica essencial. Porém, em
algumas situacbes, o sofrimento doloroso perde sua funcdo biolégica e comega a
representar uma conseqiiéncia insuportavel as desordens refratarias aos tratamentos
(Stevens, 1992). Mesmo com 0s recentes avangos na pesquisa de novos agentes
terapéuticos, a capacidade de instituir novos métodos de tratamento com o objetivo de
produzir analgesia, isto é, aliviar ou eliminar a dor, ainda é um desafio atual para a
ciéncia (Grillo et al., 2010).

Pode-se destacar ainda o procedimento cirdrgico que geralmente resulta em dor
aguda pos-operatoria, a qual, se ndo tiver o controle adequado, pode aumentar a
morbidade pos-operatoria e a incidéncia de dor crénica pos-cirurgica. Desta forma,
estratégias para o controle da dor continuam a ser desenvolvidas, ja que nenhum método
isolado se mostrou eficaz e livre de efeitos adversos associados (Almeida et al., 2011).

Existem alguns métodos que induzem analgesia, sendo o tratamento
farmacoldgico o mais utilizado. Substancias quimicas podem alterar mecanismos
periféricos ou centrais de detec¢do e elaboracdo da informacdo dolorosa, reduzindo a
reacdo emocional a dor ou ainda interferindo no estado de consciéncia necessario a
percepcao dolorosa. Os medicamentos responsaveis por esses efeitos sdo denominados
analgésicos, antiinflamatdrios, analgésicos opidides (morfina e derivados), anestésicos
gerais e locais (Sudo-Havashi & Bersani-Amado, 2001).

Os anestésicos locais (AL) apresentam grande aplicacdo clinica em Medicina e
Odontologia e estdo entre a classe de compostos farmacoldgicos usados para atenuar ou
eliminar a dor, sendo utilizados em bloqueios regionais, na indugdo de analgesia
operatoria e/ou pos-operatéria, no tratamento da dor aguda e crénica e, até para tratar
arritmias ventriculares_(Carpenter e Dickenson, 2002; Krenzischek et al., 2008). Séo
amplamente utilizados devido a sua capacidade de bloquear a fungdo sensorial, apesar

de também promoverem bloqueio motor (Grillo et al,. 2010). No entanto, as formas



comerciais disponiveis apresentam duracdo de acdo relativamente curta, devido a sua
répida transferéncia e redistribuicdo do local da injecdo; o que dificulta o seu uso
clinico. Assim, vérias abordagens como o desenvolvimento de sistemas de liberagéo
sustentada de AL (“drug delivery systems”) tém sido adotadas para aumentar os efeitos
terapéuticos e diminuir a toxicidade de AL. (Chen et al,. 2004; de Paula et al., 2010).
Lipossomas, ciclodextrinas e polimeros, entre outros, tém se mostrado
promissores no desenvolvimento de formulagBes anestésicas de liberacdo prolongada
capazes de manter o farmaco por mais tempo e em maior concentracao no sitio de acéo.
As vantagens dessas formulacGes incluem aumento na duracéo do efeito e diminuicéo
da toxicidade da droga (Gesztez & Mezei, 1988; Langerman et al., 1992; Boogaerts et
al., 1993 a,b; Mowat et al., 1996; Bucalo et al., 1998; Davis & Brewster, 2004; Rose et
al., 2005; Torchilin, 2005; Samad et al., 2007; De Paula et al., 2010). Estes sistemas
atuam como reservatorios no sitio de injecdo, o AL é lentamente liberado e prolonga a
duracdo do bloqueio nervoso, previne altas concentracdes plasmaticas, e dessa forma
reduz o risco de toxicidade sistémica (De Paula et al., 2010). Pacientes submetidos a
cirurgias (no alivio da dor pds-operatéria) e com dor cronica (que necessitam de
administracdes repetidas de AL, seja para blogueio de nervos periféricos, centrais ou
autondmicas) seriam o0s principais beneficiados pelo desenvolvimento dessas
formulacGes, denominadas de liberagdo sustentada ou prolongada, que possibilitariam
um aumento na duracdo da anestesia, diminuindo a freqliéncia de administracGes diarias

e reduzindo a toxicidade sisttémica (Araujo et al., 2003; Oliveira et al., 2011).

1.1. Anestésicos locais: ropivacaina

Os AL sdo compostos quimicos cuja atividade farmacoldgica primaria envolve o
blogueio reversivel da conducdo nervosa. Essa propriedade é uma consequéncia da
inibicdo do processo de excitagcdo-conducdo em nervos periféricos, ap6s aplicacdo local
e em concentracdes adequadas. Uma das mais importantes propriedades de um AL de
longa duracdo de acdo é impedir a condugdo dos impulsos nervosos, que apesar de
causar um prolongado bloqueio motor leva também a um bloqueio sensorial apropriado
para anestesia em diferentes tipos de cirurgias (Kuthiala & Chaudhari, 2011).

Por serem moléculas anfifilicas, os AL tém grande afinidade pelas membranas
celulares excitaveis, inativando os canais de sddio voltagem-dependentes e impedindo

assim o influxo de ions necessarios a despolarizacdo da membrana (Araujo et al, 2008;



Braga et al., 2009). Os AL produzem seus efeitos por impedirem o rapido influxo de
fons sodio para o interior do axénio, assim essa acdo interrompe a formacdo e
deflagracdo do potencial de agdo (Kuthiala & Chaudhari, 2011). Acredita-se que a
diminuicdo da permeabilidade da membrana aos ions sodio ocorra por dois
mecanismos: alteracbes gerais na fluidez da membrana (levando a modificacbes
conformacionais na proteina-canal de sodio voltagem-dependente) e/ou pela interacéo
especifica dos compostos AL com os canais de sodio (Ragsdale et al., 1996; Ragsdale &
Avoli, 1998; Araujo et al., 2008; Braga et al., 2009).

O primeiro composto a ser utilizado como AL foi a cocaina obtida em 1860 por
Niemann, ao isolar um alcaldide das folhas de Erithroxylon coca (folhas que ja eram
usadas por nativos da America do Sul desde o século XIX, as quais produziam
entorpecimento dos labios quando mascadas) (Araujo et al., 2008; Reis Jr, 2008). Esta
planta teve seus efeitos demonstrados por Kéller em 1884, ao utiliza-la como anestésico
oftalmico, e logo em seguida seus primeiros efeitos colaterais foram relatados (Melo et
al., 2010). Apesar de ter sido empregada na clinica durante longo tempo, devido aos
seus efeitos toxicos como dependéncia fisica e psiquica, a cocaina foi substituida por
outros compostos (Ruetsch et al., 2001; Araujo et al., 2008).

Dessa forma outros anestésicos foram sintetizados ap6s investigagdes com mais
de uma centena de amino-ésteres derivados do acido paraminobenzdico, tais como:
procaina (em 1904); benzocaina, piperocaina e tetracaina (até 1932); e a partir de 1943
com o0s AL modernos (amino-amidas), como lidocaina, prilocaina, etidocaina,
bupivacaina, levobupivacaina e ropivacaina (dos Reis Jr, 2008). Os AL mais
comumente usados na clinica médica sdo pertencentes a familia das amino-amidas:
bupivacaina, ropivacaina, lidocaina, mepivacaina e prilocaina (Koehler et al., 2005), que
apesar de serem menos potentes que 0s amino-ésteres possuem menor grau de
toxicidade sistémica, além de serem biotransformados pelo figado (via citocromo 450) o
que os leva a apresentar uma meia-vida plasmatica mais longa (Araujo et al., 2008).

Um AL exerce sua acgdo reversivel em qualquer tecido excitavel (Covino, 1986;
Melo et al., 2010) e pode causar reacdes adversas pelo bloqueio ndo especifico de canais
ibnicos das membranas nervosas, sendo 0 sistema nervoso central e o sistema
cardiovascular os locais mais suscetiveis as suas agdes. O sistema nervoso central € o
local mais suscetivel aos efeitos toxicos destes farmacos e a toxicidade pode apresentar—
se em dois estagios: em baixas concentragdes 0s neurdnios inibitorios sdo blogueados

resultando em convulsbes generalizadas, e em altas concentrag0es ocorre depressao



generalizada (Groban, 2003; Mercado et al. 2011). Além disso, os AL séo cardiotoxicos
exercendo efeitos indiretos mediados centralmente e diretos no miocéardio, relacionados
com a interagdo dos anestésicos com canais i6nicos. A¢des diretas causam efeitos
cronotrdpico, dromotropico e inotropico negativos (Graf, 2001; Cacerez et al, 2008)
enquanto a cardiotoxicidade indireta produz efeitos iniciais estimulantes, seguidos de
depressdo com o0 aumento da dose.

A ropivacaina (RVC) [(S)-propyl -2°,6’- pipecolilxilidida], um AL de longa
duracdo, descoberto recentemente, pertencente a classe das amino-amidas, tem sido
amplamente utilizada na pratica clinica devido ao seu perfil clinico farmacologico
relativamente seguro. Apresenta propriedades farmacodindmicas semelhantes as da
bupivacaina, porém, ao contrario desta, que € uma mistura racémica, a RVC é um
enantiébmero levogiro puro (S) (Graf et al., 2002; Mathieu et al., 2006) e possui uma
toxicidade menor, se comparada a bupivacaina (BVC) (Martins et al., 2005; Ratajczak-
Enselme et al., 2009; Melo et al., 2009; Ranasinghe & Birnbach, 2010). Promove ainda
bloqueio sensorial predominantemente em relagdo ao motor, por isso tem grande
utilizacdo na anestesia epidural e no alivio da dor po6s-operatéria (Leone et al., 2008).
Diversos estudos demonstraram que o bloqueio sensorial da RVC é semelhante ao da
BVC, no entanto, 0 mesmo nao ocorre com 0 bloqueio motor, devido a separagdo
sensorio-motora da RVC (Martins et al., 2005).

A RVC e a BVC apresentam laténcia, poténcia e duracdo de acdo similares. A
eficacia clinica da RVC e BVC tem sido comparada sob as mais diversas formas de
anestesia regional, tanto em animais de laboratério quanto em humanos (Knudsen et al.,
1997; Malinovsky et al., 2000; Whiteside & Wildsmith, 2001). No entanto, o principal
atributo deste novo AL € uma menor toxicidade no sistema nervoso central e
cardiovascular (Reif et al.,1998; Mio et al., 2004; Zuo et al., 2004; Kuthiala &
Chaudhari, 2011), além de uma recuperacéo do bloqueio motor mais rapida (Knudsen et
al., 1997; Dony et al., 2000; Wang et al., 2001; Kuthiala & Chaudhari, 2011). Estudos
mostraram que a dose cumulativa de ropivacaina para produzir parada cardiaca em
coelhos é de 108 + 27 mg/kg, enquanto para a bupivacaina racémica € de 39 + 9 mg/kg.
Além disso, ap0s inje¢des intravasculares de ropivacaina em voluntarios saudaveis nao
foram relatados acidentes vasculares cerebrais ou altera¢fes duracéo dos intervalos PR,
QRS, QT e da fregiiéncia cardiaca (Leone et al., 2008).

A RVC ¢ 10 vezes menos soltvel em lipidios e é eliminada através do figado

mais rapidamente que a bupivacaina, esta biotransformacgdo ocorre pela acdo de



diferentes isoenzimas do citocromo P-450 (Mathieu et al., 2006). O metabolito de maior
ocorréncia € o 3-hidroxi-ropivacaina, que representa 37% da dose administrada
(Emanuelsson et al., 1997), outros metabdlitos incluem 4-hidroxi-ropivacaina, e 2-
hidroxi-metil-ropivacaina encontrados em analises de urina humana (Reif et al., 1998).
Além disso, a RVC se liga extensamente a proteinas plasmaticas (cerca de 94%),
principalmente a glicoproteina alfa 1 4cida. Assim, ocorre aumento da fragdo ligada
quando ha aumento de glicoproteina alfa 1 &cida, como no processo inflamatorio
(Mathieu et al., 2006).

1.2. Formulagdes anestésicas com sistemas de liberacéo sustentada:

1.2.1. Lipossomas:

Dentre os diversos veiculos para liberagdo lenta de farmacos, os lipossomas tém
gerado grande interesse devido a sua versatilidade (Felnerova et al., 2004, Kshirsagar et
al., 2005). Estes veiculos foram desenvolvidos hd mais de 40 anos para liberacdo
sustentada de drogas (Rose et al., 2005). Gregory Gregoriadis, logo apo6s a publicacédo
de um trabalho que caracterizou o sistema de vesiculas fosfolipidicas realizado por Alec
Banghan e colaboradores, prop0s pela primeira vez sua utilizagdo como sistema
transportador de farmacos (Santos & Castanho, 2002). Desde entdo tém recebido
atencdo difundida como um sistema carreador para componentes terapeuticamente
ativos, devido a suas caracteristicas Unicas tais como capacidade de incorporar drogas
hidrofilicas e hidrofébicas, boa biocompatibilidade, baixa toxicidade, falta de ativacdo
do sistema imune, e entrega de marcadores de compostos bioativos para o sitio de acdo
(Mufamadi et al,. 2011). Apesar de terem sido 0s primeiros nanossistemas utilizados na
clinica e aprovados para administracdo intravenosa (Rossi-Bergmann, 2008) sendo
comercializados desde a década de 80 para o tratamento de infec¢bes flngicas
sistémicas e do cancer, problemas na area tecnoldgica e bioldgica ainda fazem com que
as formulagdes lipossomais continuem a ser estudadas (Batista et al., 2007).

Os lipossomas (Figura 1) sdo formados pela interacdo de lipidios anfifilicos com
uma fase aquosa (Banerjee, 2001), especialmente fosfolipidios (Sarpietro & Castelli,
2011), e consistem de esferas micro ou nanométricas de uma ou mais bicamadas de
lipidios cujas caudas hidrofobicas estdo voltadas para o interior da bicamada e as

cabecas polares para o exterior, em contato com a fase aquosa (Ranade, 1989; Torchilin,



2005); dessa forma, compostos farmacologicamente ativos podem ser incorporados
tanto no compartimento aquoso interno (substancias hidrossolUveis) quanto em suas
membranas (substancias lipofilicas) (Frézard et al.,, 2005). Além de serem
biocompativeis, biodegradaveis e ndo imunogénicos, sua versatil estrutura combinada
com sua habilidade para encapsular diferentes compostos, tais como AL, representam

uma grande vantagem para o seu uso (de Paula et al,. 2010).
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Figura 1: Caracteristicas estruturais dos lipossomas (Adaptado de Frézard et al., 2005).

A encapsulacdo de farmacos nos lipossomas é orientada pela hidro ou
lipofilicidade das mesmas, ja que compostos hidrofilicos tém tendéncia a permanecer no
compartimento aquoso e compostos hidrofobicos inserem-se na bicamada lipidica
(Sharata & Katz, 1996; Araujo et al., 2003; Batista et al., 2007). Drogas anfipaticas,
como os AL, sdo encapsuladas dentro da bicamada lipidica e/ou do compartimento
aquoso (Rose et al., 2005). Desta forma, os lipossomas sdo capazes de proteger 0s
principios ativos encapsulados da metabolizacdo, prolongando sua presenca no
organismo e fazendo com que alcancem o seu sitio de acdo em concentragfes efetivas
maiores (Araujo et al., 2003). Com essa maior biodisponibilidade do principio ativo
pode-se obter a potencializacdo de sua acdo bioldgica e redugdo dos efeitos colaterais
(Frézard et al., 2005).



Os lipidios constituintes da bicamada sdo materiais biocompativeis de ocorréncia
natural, como fosfolipidios e colesterol (Ramana et al., 2010), assim estas vesiculas
lipidicas sdo semelhantes as membranas bioldgicas e sdo biodegradaveis além de
apresentarem baixa toxicidade e imunogenicidade reduzida ou inexistente (Kuzma et al.,
1997; Kshirsagar et al., 2005; Hung, 2006; Kelly et al., 2011). A similaridade dos
mondmeros constituintes dos lipossomas com o das membranas bioldgicas elimina o
risco de antigenicidade ou de lesBes histoldgicas (Malinovsky et al., 1997; Cereda et al.,
2008; Tofoli et al., 2010) apds sua administracdo. Lipossomas puros nao tém atividade
farmacologica inerente (Grant et al., 1994).

Depois da liberagdo da droga, os lipossomas sédo removidos do local da injecdo por
macrdofagos e pelo sistema linfatico, sendo rapidamente fagocitados ao entrar na
circulacdo sistémica (Mallipeddi & Rohan, 2010), sua captura € favorecida pelo
processo de opsonizagdo que ocorre assim que eles entram em contato com 0s
componentes do sangue (Frézard et al., 2005). Lipossomas intravasculares s&o
eliminados por uma combinacdo de processos que incluem a participacdo de mondcitos
circulantes, sistema reticular endotelial e proteinas de alta densidade (Mashimo et al.,
1992; Gregoriaridis & Florence, 1993).

A maior eficicia anestésica e menor toxicidade de preparagdes lipossomais de
diversos anestésicos locais tém sido demonstradas em animais (Malinovsky et al., 1997;
Grant et al., 2001; Boogaerts et al., 1993a,b; Mashimo et al., 1992; Yu et al., 2002;
Araujo et. al, 2004; Cereda et al., 2004; Cereda et al., 2006; Araujo et al., 2008).

O uso clinico do sistema lipossomal de liberagdo prolongada para anestesia local
tem confirmado as vantagens terapéuticas com resultados promissores. Varios estudos
demonstraram a efetividade destas preparacfes apos a aplicacdo topica (Foldvari, 1994;
Singh & Vyas, 1996; Fischer et al., 1998; Friedman et al., 1999; Eichenfield et al.,
2002, Taddio et al., 2005; Nestor, 2006; Franz-Montan et al., 2007). A efetividade
clinica das preparacfes lipossomais com diversos sais anestésicos também ja foi
demonstrada em estudos com voluntarios (Lafont et al., 1994; Boogaerts et al., 1994;
Lafont et al., 1996; Grant et al.; 2004; Franz-Montan et al., 2011; Tofoli et al., 2011).

A encapsulacao de ropivacaina em lipossomas aumentou a intensidade e a duracéo
do blogueio do nervo infra-orbital e do nervo ciatico em ratos, como demonstrado por
Araujo et al (2008a), que comparou uma formulacdo de RVC lipossomal com uma

solugéo de RVC livre e que encontrou uma menor citotoxicidade e melhora na duragéo



e intensidade dos efeitos analgésicos. Dessa forma, tal estudo sugere a RVC lipossomal
como uma nova formulacao potencial, ja que a RVC é um agente AL seguro.

Em vérios estudos a efetividade de RVC tem sido demonstrada em modelos
animais, e hd a hipdtese de que a maioria das caracteristicas da RVC podem ser
melhoradas com a encapsulacdo da mesma em lipossomas (Franz-Montan et al., 2011).
Em outro estudo Franz-Montan e colaboradores (2010) observaram o perfil
farmacocinético de RVC g5y encapsulada em lipossomas e RVC (54 com epinefrina
1:200.000 apos a anestesia intra-oral infiltrativa em voluntario saudaveis. Os autores
ndo observaram diferencas significativas entre as duas formulagdes em todos 0s
periodos avaliados. O perfil farmacocinético semelhante indicou que a formulagéo
lipossomal com o AL pode ser uma alternativa mais segura pela auséncia do

vasoconstritor.

1.2.2. Ciclodextrinas (CD):

Descritas pela primeira vez em 1891 por Villiers, as ciclodextrinas continuam a
ser consideradas como um modelo de excipientes de inexploravel potencial (Loftsson &
Duchéne, 2007). Sao oligossacarideos ciclicos de ligagdo o-1,4, produzidos pela
degradacdo enzimatica do amido pela enzima ciclodextrina glicosiltransferase
(CGTase), uma enzima presente em alguns microrganismos, sendo o Bacillus macerans
a fonte mais usada (Loftsson & Duchéne, 2007; Welliver & McDonough, 2007). As
CDs possuem uma biodisponibilidade limitada e apds a absorcdo sdo distribuidas entre
varios tecidos como rins, bexiga urinaria, figado, glandula adrenal, etc. Sdo também
rapidamente eliminadas do corpo através da excrecdo urinaria sem modificacGes (Stella
& He, 2008).

As trés CD naturais sdo a alfa (a-CD), a beta (B-CD) e a gama (y-CD)
compostas de seis, sete e oito unidades de D-(+)-glicopiranose, respectivamente (Kaur
et al., 2004; Welliver & McDonough, 2007; Stella & He, 2008). Essas unidades
apresentam em sua estrutura grupos hidroxil primarios e secundarios orientados para o
exterior e, em consequéncia disso, as ciclodextrinas se apresentam com a superficie
exterior hidrofilica (formada por grupos hidroxilas, sendo altamente polar) e uma
cavidade central hidrofobica (apolar) (Patel et al,. 2008). Essa cavidade central torna a

ciclodextrina capaz de formar complexos com muitas drogas e de alterar as



propriedades fisico-quimicas das mesmas (Loftsson & Masson, 2001; Davis &
Brewster, 2004, Fernandes et al., 2007).

Os complexos com ciclodextrinas (Figura 2) podem ser usados para aumentar a
solubilidade e a estabilidade, diminuir a volatilidade e alterar a biodisponibilidade de
farmacos. Das ciclodextrinas naturais, a mais amplamente utilizada é a B-CD, pois
apresenta sua cavidade interna com aproximadamente 6A de didmetro e pode acomodar
0S grupos aromaticos encontrados na maioria das drogas. Podem levar uma molécula
hidrofobica em solugdo, mantendo-a dissolvida e transportando-a @ membrana celular
lipofilica (Kaur et al., 2004; Grillo et al, 2008). O didmetro da cavidade interna da a-CD
€ muito pequeno e a y-CD tem um custo muito elevado, 0 que torna 0 seu uso
desfavoravel. Uma caracteristica negativa das B-CD é a sua solubilidade aquosa
limitada (Rajewsky & Stella, 1996; Davis & Brewster, 2004; Kaur et al., 2004; de Paula
et al., 2010) em relacdo as demais.

CD FFarmaco Complexo 1:1
farmaco-CD
Figura 2: Formacdo de complexos de inclusdo entre farmacos e ciclodextrina,

nas proporcdes de 1:1. (Adaptado de Davis & Brewster, 2004)

Por possuir essa solubilidade aquosa limitada, fato que pode ser proveniente das
ligagBes intramoleculares de hidrogénio entre os grupos hidroxil secundérios, a B-CD
apresenta uma interacdo desfavoravel com moléculas de agua (Kaur et al., 2004). Por
essa razao, varias modificacbes tém sido feitas na estrutura quimica da B-CD, com o
objetivo de melhorar essa propriedade. Um dos derivados utilizado é a 2-hidroxipropil-
B-ciclodextrina (HP-B-CD), comercialmente desenvolvida pela empresa farmacéutica

Janssen (Stella & He, 2008), o qual apresenta maior solubilidade em &gua que a B-CD e



menor potencial toxico (Irie & Uekama, 1997; Davis & Brewster, 2004; Brewster &
Loftsson, 2007; de Paula et al., 2010), alem da melhora na capacidade de complexagéo.

Os rins sdo os 6rgdos mais afetados pela CD, ap0s a absor¢éo sistémica. Tanto a
B-CD quanto a HP-B-CD formam um complexo com colesterol ou seus ésteres no
sangue, porém apenas com a 3-CD o complexo formado é insoltvel. Tal complexo, na
urina, passa por filtragdo glomerular e é retomado pelas células tubulares renais, o que
traz danos aos rins (Stella & He, 2008).

A complexacéo de anestésicos locais com ciclodextrinas tem demonstrado ser de
grande interesse e valia, pois com a biodisponibilidade do anestésico aumentada no sitio
de acdo, h4a a diminuicdo da concentracdo plasmatica e, consequente aumento da
duracdo do efeito anestésico. Dollo et al. (1996 a, b) descreveram e caracterizaram a
complexacdo de cinco anestésicos locais (bupivacaina, etidocaina, lidocaina,
mepivacaina e prilocaina) em B-CD e seus derivados e obtiveram como resultado um
aumento da solubilidade dos anestésicos quando complexados (destaque para a
bupivacaina). Em 1998, esses mesmos autores completaram tais estudos com a
demonstracdo da melhora do indice terapéutico em animais pela bupivacaina apds
complexacdo em ciclodextrinas (Dollo et al., 1998) e desde entdo outros estudos
sugerem que AL complexados em CD tem sua seguranca e eficdcia como “drug
delivery” aumentadas (Welliver & McDonough, 2007). Em alguns estudos a HP-B-CD
tem-se mostrado bem tolerada em animais e humanos (Kaur et al., 2004), sendo a
administragdo considerada ndo toxica em baixas e moderadas doses (de Paula et al,.
2010); além de nao promover necrose celular mesmo apds altas doses, como encontrado
em estudos com a B-CD (Stella & He, 2008).

Nos ultimos anos, a RVC complexada em HP-B-CD tem sido testada in vivo,
resultando em aumento significativo na atividade anestésica. Aradjo et al (2008b)
observaram o aumento no tempo de anestesia da RVC complexada, quando comparada
com a formulacdo livre, ap6s o bloqueio do nervo ciatico de ratos. Segundo os autores,
as caracteristicas do complexo RVC- HP--CD melhoram a biodisponibilidade da RVC

no sitio de acéo favorecendo o seu futuro uso clinico.
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1.2.3. Polimeros:

Os polimeros fazem parte do nosso cotidiano e estdo entre as classes de
materiais mais versateis, dentre suas aplicacbes estdo as do setor farmacéutico
(Villanova et al., 2010). O uso destas substancias como sistemas de liberacéo sustentada
tém promovido aumento da disponibilidade bioldgica do farmaco, reducdo da
toxicidade, supressdo das reacdes adversas e diminuicdo do nimero de doses diarias
(Grillo et al., 2010; Villanova et al., 2010). Polimeros usados para liberacdo lenta de
farmacos foram considerados como componentes biologicamente inertes que protegem
as drogas da degradacdo, prolongam a exposicdo da droga nos tecidos-alvo e melhoram
o transporte da droga para dentro da célula (Batrakova et al., 2008).

Dentre os polimeros utilizados para manutencdo de formulagBes por tempo
prolongado no local de a¢do podemos citar os Poloxameros (Figura 3). Estes séo blocos
de copolimeros constituindo de unidades alternantes hidrofilicas (6xido de etileno — OE)
e hidrofdbicas (6xido de propileno — OP) (Mitchell et al., 2011). Os blocos sdo
organizados numa estrutura de tri-blocos: OE-OP-OE (Batrakova et al., 2008; Obstein
et al., 2010); o nucleo formado por OP é pobremente solivel em &gua, j4 a casca
formada por OE é altamente soltvel em solventes aquosos (Ricci et al., 2002). Este
copolimero de carater anfifilico pode apresentar hidrofilicidade e lipofilicidade
variaveis, e a incorporacéo de farmacos pode aumentar a estabilidade e solubilidade dos
mesmos, além de melhorar a farmacocinética e biodistribuicdo (Batrakova et al., 2008).
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Figura 3: Copolimero em bloco (A) e micela com uma droga solubilizada (B)
(Adaptado de Batrakova et al., 2008)

Estes polimeros termorreversiveis tém sido amplamente utilizados devido a sua
baixa toxicidade, boa compatibilidade com outros compostos quimicos, e alta
capacidade de solubilizar diferentes drogas (Derakhshandeh et al., 2010). A solucédo de
polimero € um gel altamente viscoso a temperatura ambiente, mas torna-se liquida a
temperatura refrigerada. A geleificacdo é termorreversivel (Ricci et al., 2002), a
formulacdo permanece no estado aquoso a baixa temperatura (4°C) durante a

a

administragdo, mas muda para o estado gel no sitio de administracdo, quando

D~

temperatura é elevada a 37°C (temperatura corporal), e dessa forma a liberacdo
retardada (Chen et al,. 2004; Derakhshandeh et al., 2010). Ainda podemos citar como

vantagem desse sistema o fato de os polimeros ndo necessitarem ser removidos do
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corpo apos o fornecimento da droga ter se esgotado e dos farmacos ndo precisarem ser
sollveis em agua (Xuan et al., 2010; Ranade 2004).

Poloxameros apresentaram melhora da biodisponibilidade e atividade de varios
medicamentos como antibioticos e antifingicos; assim como na melhora do efeito de
quimioterapicos em modelos in vivo (Batrakova et al., 2008). Varios estudos tém
demonstrado que a associagdo de AL com polaxédmeros tém prolongado a duracdo do
blogueio e diminuido sua toxicidade sistémica (de Paula et al., 2010), os AL tém seu
efeito anestésico aumentado devido ao comportamento temperatura-dependente de
geleificacdo (Chen et al,. 2004; Weinger et al., 2010).

A efetividade da associagdo de RVC com poloxamer foi demonstrada com o
teste de tail flick em ratos, a técnica anestésica foi realizada por injecéo infiltrativa na
base da cauda. Os animais que receberam RVC associada a estes polimeros
apresentaram maior duracdo de efeitos analgésicos quando comparados com a

administragdo do anestésico livre ou complexados a ciclodextrinas (Papini et al., 2011).

1.4. Farmacocinética de novas formulagdes farmacéuticas:

A determinagdo de pardmetros farmacocinéticos é fundamental para a préatica
clinica (Adams et al., 1989) e fornece informagdes fundamentais durante o
desenvolvimento de novas formas farmacéuticas (Altun et al., 2004), como as
preparacdes de liberacdo sustentada de AL. Além disso, durante o desenvolvimento de
novas formas farmacéuticas a ICH (International Conference on Harmonization) exige o
cumprimento da etapa pré-clinica de determinagdo de farmacocinética antes dos testes
em voluntarios (fase clinica).

Embora existam varios métodos para quantificacdo de um anestésico local apos
a sua aplicacdo, a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (CLAE-
EM/EM) é considerada a técnica de escolha para analise em fluidos bioldgicos (Cobb &
Andersson, 2005). O sistema CLAE-EM/EM é uma das ferramentas analiticas mais
utilizadas para determinacdo dos pardmetros farmacocinéticos de uma droga
(Korfmacher, 2005). Além disso, esta técnica é utilizada durante o desenvolvimento de
perfis farmacéuticos, o que inclui a medida de propriedades fisico—quimicas e do
metabolismo de drogas (Kerns & Di, 2006).

O sistema CLAE-EM/EM inclui um cromatégrafo liquido, uma fonte de

ionizacdo e o espectrdbmetro de massas propriamente dito, controlados por um
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computador (Korfmacher, 2005). Este sistema cromatografico separa 0os componentes
da mistura, possibilitando a determinagéo da concentragdo das substéncias analisadas. A
espectrometria de massas € uma técnica que envolve a fragmentacdo de moléculas alvo,
seguida da separacdo e da medida de massa dos fragmentos individuais (Ullman et al.,
1998).

A espectrometria de massas € uma técnica versatil e sensivel para determinar a
composigdo elementar, estrutura e concentragdo de compostos inorganicos e organicos
(Ullman et al., 1998, Korfmacher, 2005). Aléem da combinacdo com o CLAE, o
espectrometro de massas pode ser combinado com cromatografia gasosa (GC),
eletroforese capilar (CE) entre outros, 0 que aumenta ainda mais as aplicacOes desta
técnica. O resultado final de todas as andlises feitas por espectrometros de massa,
independentemente do tipo de ionizacdo ou de caracteristicas de desempenho dos
sistemas, é o fornecimento de um espectro que fornece a relacdo massa-carga no eixo x
versus o fluxo de ions detectados no eixo y (Gillette et al., 2005). Desta forma, a
espectrometria de massas tem sido utilizada em diversas areas como: proteoma,
deteccdo de proteinas e peptideos, de biomarcadores, de desordens metabdlicas, de
drogas ilicitas (testes “anti-doping”), toxicologia clinica, andlise de alimentos, de
horménios e de pesticidas entre outras (Cappiello et al., 2005; Gillette et al., 2005;
Pusch & Kostrzewa, 2005; Hortin, 2006; Klampfl, 2006).

A concentracdo plasmatica de anestésicos locais encapsulados em lipossomas foi
avaliada em diversos estudos com animais. Estes estudos demonstraram que a
administracdo de anestésicos locais encapsulados em lipossomas permite maior duracao
de acdo e menor absorcéo sistémica da droga (Hou & Yu, 1997; Yu et al., 2002; Grant
et al., 2003; Tofoli et al., 2010). No entanto, as formulacdes de RVC lipossomais,
complexadas em CDs e associadas a polimeros ndo foram avaliadas em relacdo a sua
farmacocinética ap6s a aplicacdo parenteral em animais. Esta avaliacdo fornence
informagdes fundamentais para o desenvolvimento de novas formulagdes farmacéuticas
e para o futuro uso clinico das mesmas.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi estudar a farmacocinética destas novas
formulacBes, com perspectivas futuras para estudos clinicos, utilizando a RVC
encapsulada em lipossomas, complexada em CD, associada a polimeros, e livre nas

mesmas concentracdes apos o bloqueio do nervo ciatico em coelhos.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo foram:
- Realizar ensaio in vivo, em coelhos, para determinar as concentracfes plasmaticas e o
perfil farmacocinético da ropivacaina, na mesma concentragdo, encapsulada em
lipossomas, complexada em CD, associada a polimeros e livre apos o bloqueio do nervo
ciatico.
- Obter dados pré-clinicos sobre a farmacocinética destas novas formulagdes de

ropivacaina com o objetivo de futuros testes clinicos.
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3. MATERIAL E METODOS:

3.1 Materiais:

Para confeccao das formulagdes com ropivacaina foi utilizado: sal de cloridrato de
ropivacaina (doada pela Cristalia Ind. Quim. Farm. Ltda.), acetato de a-tocoferol,
fosfatidilcolina de ovo e colesterol (Sigma Chem. Co.), hidroxipropil-B-ciclodextrina
(Roquette Ind. Farmac.), poloxamer 407 e 188 (BASF) tampdo HEPES 20mM com
NaCl 0,9% (Q-biogene).

Para a inducédo de anestesia geral foram utilizados alfa-cloralose e uretano (Sigma
Chem. Co.).

Para a determinacdo dos niveis plasmaticos de ropivacaina o equipamento
utilizado foi um espectrémetro de massas triplo-quadrupolar em seqiiéncia com fonte de
ionizacdo por eletrospray (Micromass Quattro LC®) acoplado ao cromatografo liquido
de alta eficiéncia Shimadzu LC 20 AD. Todos os demais reagentes foram de grau

analitico ou farmacopéico.

3.2. RVC livre: formulagao

A solucdo de ropivacaina 0,5% em meio aquoso foi preparada com agua
destilada e esterilizada em autoclave (Cereda et al., 2008). Todas as formula¢bes com

anestésico livre eram estéreis.

3.3. RVC lipossomal: formulacdo

A formulacdo de ropivacaina lipossomal foi preparada no Instituto de Biologia da
UNICAMP, no laboratério de Biomembranas, em colaboracdo com a Profa. Dra. Eneida de
Paula. As vesiculas unilamelares foram preparadas pelo método de hidratagdo de filme
seco retirando-se aliquotas de fosfatilcolina de ovo, colesterol e a-tocoferol (na proporgao
molar de 4:3:0,07) de solugdo estoque em cloroférmio. A mistura foi entdo evaporada sob
fluxo de N, seguido de vacuo por 2 h, a temperatura ambiente (Fraceto et al., 2002). Apés a

secagem, foi adicionado o tampao HEPES 20mM, pH 7,4 com NaCl 150 mM, a disperséo
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foi agitada por 5 minutos em vortex e apresentou vesiculas multilamelares concéntricas,
separadas por cavidades aquosas.

As vesiculas unilamelares (LUV) de 0,4um foram preparadas por extrusdo das
vesiculas multilamelares descritas acima. Assim, sob pressdo de nitrogénio, a temperatura
ambiente, a amostra de vesiculas multilamelares foi passada por um disco de drenagem e
uma membrana de policarbonato com poros de tamanho controlado (0,4pm), por 12 vezes.
Os lipossomas foram deixados em repouso, por pelo menos 2h, para o intumescimento das
vesiculas. As formulacdes dos lipossomas tiveram concentracdo de vesiculas unilamelares
de 5 mM (Cereda et al., 2006, 2008)

Apos a preparagdo das vesiculas, o cloridrato de ropivacaina foi incorporado, sendo
que a concentracdo total de anestésico foi 0,5% (16,08 mM) (Araujo et al., 2008a). As
formulacbGes foram preparadas em camara de fluxo laminar (com materiais e solucdes
autoclavados a 1 atm e 121°C, por 20 min.) e esterilizadas em autoclave (Cereda et al.,

2008). As formulagdes lipossomais utilizadas foram preparadas semanalmente.

3.4. RVC complexada em ciclodextrinas: formulacdo

A formulacdo de ropivacaina complexada em 2-hidroxipropil-p-ciclodextrina
(RVCosucp) também foi preparada no Instituto de Biologia da UNICAMP, no laboratério
de Biomembranas, em colaboracdo com a Profa. Dra. Eneida de Paula.

Em solucdo, os complexos foram preparados pela adicdo de quantidades apropriadas
de ropivacaina e de HP-B-CD (razdo molar 1:1). A suspensao formada foi equilibrada por
agitacdo, a temperatura ambiente, por um periodo de 24 horas, resultando, assim, em uma
solucdo limpida do complexo ciclodextrina/anestésico local. Para a preparacdo de
complexos sélidos, a solucao foi liofilizada e guardada a -20°C para uso posterior (Dollo et
al., 1998; Loftsson & Masson, 2001; Araujo et al., 2008b) com dissolucdo de em tampao
HEPES (20mM pH 7,4 com NaCl 150mM).

3.5. RVC com Polimero: formulacéo
O sistema poloxamer-ropivacaina (RVCosypor) foi preparado na UFABC, em

colaboracdo com a Profa. Dra. Daniele Ribeiro de Araujo. RVCqsypor fOI preparada por

dispersdo direta do farmaco (5 mg/mL) em solugdo de poloxamer 407 e 188 (Lutrol® F-
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127, BASF) a 25% cada, mantida a 4°C, sob agitacdo (100 rpm) por pelo menos 6 horas
(Schmolka e al., 1972).

3.6. Modelo Animal:

Foram utilizados coelhos albinos da raga Nova Zelandia, machos, com peso
variando entre 2000 e 3000 g, submetidos a ciclos claro/escuro de 12 horas, com agua e
alimentacdo ad libitum, temperatura ambiente monitorada a 22 + 3°C e aclimatados ao
local de experimentacdo por pelo menos 7 dias.

O protocolo experimental foi elaborado de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA) e foram aprovados pela Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal da
Universidade Séo Francisco (001.08.10- Anexo 1)

Para a realizac&o dos testes pré-clinicos de farmacocinética foram estabelecidos
0S seguintes grupos experimentais (n=6/grupo):

- Grupo I: Ropivacaina livre: RVCy sy

- Grupo II: Ropivacaina lipossomal RVC g 59 uv

- Grupo I11: Ropivacaina complexada em 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina:
RVCose%cop

-Grupo 1V: Ropivacaina associada a polimeros: RVC ¢ supoL

3.7. Bloqueio do nervo ciatico (injecdo infiltrativa) e coleta das amostras:

Previamente a administracdo das formulacGes foi realizada a inducdo da
anestesia geral com a-cloralose (50 mg/kg) e uretano (1mg/kg) e realizando
suplementacdo com 0s mesmos em 25% da dose inicial quando necessario (Fonseca et
al., 1996). Logo apos a inducdo da anestesia geral, foi realizada a instalacdo de um
cateter intravascular na orelha como via de acesso venoso.

A técnica do blogueio do nervo ciatico foi realizada de acordo com o método
descrito por Leszczynska & Kau (1992). As formulagtes foram administradas por
infiltracdo (3,0 mL) na pata posterior direita, na regido proxima ao nervo ciatico. Assim,
a agulha foi inserida no espaco popliteal na face posterior do joelho, na aérea do nervo
ciatico. (Araujo et al., 2008 a,b).
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Foram coletadas amostras de 5 mL de sangue nos seguintes tempos: 0 - antes da
injecdo anestésica (“baseline™), 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180, 240, 300, 360, 420, 480 e
540 minutos apo6s a injecdo. O tempo de coleta de cada amostra foi definido e ajustado de
modo que obtivessemos onze amostras entre o tempo Zero (antes da administracdo) e 4
vezes 0 tempo de meia-vida (t%2) da RVC (aproximadamente 111 min) (Leone et al.,
2008). Este esquema de progressdo geométrica € comumente utilizado e fornece
informacdes sobre a disposic¢do da droga (Bourne, 1995).

O sangue foi colhido com a adaptagdo na canula do cateter de um tubo a vacuo
(Vacuette®, Greiner Bio-one), contendo um anticoagulante (Heparina sodica). Logo ap0s
a colheita, o cateter foi lavado com uma mistura (1:10) de heparina sodica (Liquemine®,
Roche) e soro fisioldgico, para evitar coagulagdo do sangue e obstrucdo da via de acesso.
As amostras foram transferidas para tubos de microcentrifuga (eppendorf®)
heparinizados e o plasma separado foi armazenado a -70°C até a analise. Logo apods a

coleta do sangue, os animais foram sacrificados por aprofundamento da anestesia.

3.8. Preparo e analise das amostras:

O equipamento utilizado para a obtencdo das concentragdes plasmaticas de
ropivacaina foi um espectrdmetro de massas triplo-quadrupolar em seqiiéncia com fonte
de ionizacdo por eletrospray (Micromass Quattro LC®) acoplado ao cromatografo
liquido de alta eficiéncia Shimadzu LC 20 AD; auto-Injetor da marca Shimadzu (Sil 20
A); programa Micromass versdo Masslynx 4.1; degaseificador Shimadzu (DGU 20A3).

As amostras de plasma (50puL) obtidas foram misturadas com o padréo interno
(PI) de mepivacaina (1 pg/mL) previamente a extracdo. As amostras misturadas com o
Pl foram agitadas por 1 minuto para garantir solubilizacdo do PI no plasma. Em seguida
foram adicionados 50 puL de NaOH (1M) e 1000 uL de hexano/acetato de etila (1:1) e a
mistura foi agitada por 5 minutos. Em seguida foi centrifugada a 1400 rpm por 5
minutos a 4¢ C. Foram transferidos 800 pL da fase organica para um microtubo de 2 mL
e em seguida a amostra foi seca em fluxo de nitrogénio. A amostra foi ressuspendida em
50 pL da fase mdvel, agitada por 1 minuto e esta solucéo foi transferida para o insert
(150pL) para posterior injecdo no sistema CLAE-EM/EM.

Foram injetados 5 pL desta mistura no CLAE-EM/EM. Foi utilizada uma coluna

Polaris C18 de 5um (50x2 mm) e a fase movel utilizada era composta de acetonitrila e
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agua (80:20 v/v) com adicdo de 0,1% de acido férmico. O tempo de corrida foi de 2,5

minutos, sendo o tempo de retencdo da ropivacaina de 0,75 min e do PI.

A deteccdo foi feita pelo monitoramento de reagbes multiplas (MRM), que
consiste na separacdo no primeiro analisador (Q1) da molécula-alvo ionizada e
fragmentacdo no segundo analisador (Q2), seguida da analise do fragmento especifico
no terceiro analisador (Q3). A amostra de ropivacaina foi monitorada MRM
275,3>125,9, e a mepivacaina em MRM 247,13>98,04.

O software WinNonlin (WinNonlin version 5.3, Pharsight Corporation, CA, USA)
foi utilizado para calcular os parametros farmacocinéticos: concentracdo plasmatica
maxima (Cmax), tempo para obtencdo da concentracdo maxima (Tmax), area sob a
curva (ASC) do tempo 0 até 540 minutos e de 0 a infinito e tempo de meia vida (t %2

beta), volume de distribuicdo (\Vd) e clearance (CL).

3.9. Validagédo da metodologia:

A validacdo foi realizada de acordo com os preceitos da resolucdo 899 de 2003
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Para a conducao e validacao
dos ensaios analiticos, foi utilizado o padrdo analitico de ropivacaina e mepivacaina
(Sigma Chem. Co).

Foi utilizado um “pool” de plasma de coelhos coletado com um -cateter
intravascular instalado na orelha de 3 animais. O plasma foi congelado a -70-C até a
utilizacdo na validacdo da metodologia. Durante a validacdo da metodologia analitica

foram avaliados os pardmetros descritos a seguir:

Especificidade: capacidade do método de medir um composto em presenca de
outros componentes tais como impurezas, produtos de degradacdo e componentes da
matriz. Para confirmar a especificidade do método, foram analisadas amostras (n=5) de
um pool de plasma dos animais, sendo trés amostras normais, uma com o plasma
lipémico e outra hemolisada. Foram observadas a possivel presenca de interferentes e

de supresséo de ions no tempo de retencdo do farmaco e do PlI.

Linearidade: E a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que

os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentragdo do analito na
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amostra, dentro de um intervalo especificado. A analise da linearidade foi feita com no
minimo 6 concentracdes diferentes. Foram construidas 3 curvas de calibracdo que
incluiram a anélise da amostra branco, amostra Branco+Pl e mais seis amostras com
valores na faixa de 0,1 a 50 ng/mL em plasma de coelhos. O desvio deve ser menor ou
igual a 20% em relacdo a concentracdo nominal para o Limite de Quantifiquacéo (LQ)
e deve ser menor ou igual a 15% em relacdo a concentra¢cdo nominal para as outras
concentracdes da curva de calibragcdo. O coeficiente de correlacdo linear deve ser no

minimo r=0,98.

Precisdo: E a avaliagcdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Esta € considerada
como repetibilidade ou precisdo intra-corrida e precisdo intermediaria ou inter-corridas.
A precisdo intra-corrida € a concordancia entre os resultados dentro de um curto
periodo de tempo com o0 mesmo instrumentador e a mesma instrumentacdo. Esta
analise foi feita com trés concentragdes alta (CA 1200 ng/mL), média (CM 600 ng/mL)
e baixa (CB 6 ng/mL) em triplicatas, ou seja, 9 determinagdes. A precisao
intermediaria (ou inter-corridas) é a concordancia entre os resultados do mesmo
laboratorio, mas obtidos em dias diferentes, ou instrumentador diferente e/ou
equipamentos diferentes. Esta analise também foi feita com trés concentracGes alta,
média e baixa em triplicatas, em dois dias diferentes, ou seja, 18 determinagdes. A
precisdo ndo deve apresentar valores de desvio superiores a 15%, exceto para o LQ,

para o qual se admite valores menores ou iguais a 20%

Exatiddo: E expressa pela relacdo entre a concentragio média determinada
experimentalmente e a concentracéo tedrica correspondente. A exatiddo do método foi
determinada com o uso de 3 concentracdes (CA, CB e CM) com cinco determinacdes
por concentracdo. A exatiddo foi determinada em uma mesma corrida analitica
(exatiddo intra-corrida) e em corridas diferentes (exatiddo inter-corridas) como a
precisdo. O desvio ndo deve exceder 15%, exceto para o limite de quantificacdo, para o

qual se admite desvios menores ou iguais a 20%.

Limite de quantificacio (LQ): E a menor quantidade do analito em uma
amostra que pode ser determinada com precisao e exatidao aceitaveis sob as condi¢oes
experimentais estabelecidas. A resposta de pico para o LQ deve ser, no minimo, 5
vezes maior que qualquer interferéncia na amostra branco no tempo de reten¢do do

farmaco. O pico de resposta do farmaco no LQ foi identificavel e reprodutivel com
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precisdo de 20% e exatiddo entre 80-120% em relacdo a concentracdo nominal do

padréo, através da anélise de cinco amostras de padroes.

3.10. Andlise estatistica

Os dados foram expressos em média + desvio padrdo (com n=6). Os resultados
foram submetidos a analise de variancia de uma via (One-way ANOVA) com teste
posterior de Tukey-Kramer, com nivel de significancia 5%. O software utilizado para
apresentacdo e analise dos dados foi 0 Graph Pad Software Instat. Os diferentes tempos
(0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180, 240, 300, 360, 420, 480 e 540 minutos) foram
observados separadamente considerando todas as substéancias testadas (RVC (5%, RVC

0.5%LUVs RVC 05% cp, RVC gs0poL) € as mesmas foram comparadas entre si.
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4. RESULTADOS:

4.1. Validagédo da Metodologia:

Foi realizada a infusdo direta de ropivacaina no solvente acetonitrila na
concentracdo de 1 pg/mL no equipamento, com 0 objetivo de confirmagdo da massa
nominal utilizando a funcdo scan MS. Operando o espectrometro de massas em modo
positivo obteve-se 0 espectro de massa da ropivacina, a Figura 4 apresenta o espectro
de EM (A) e EM/EM (B) para a ropivaina. A Figura 5 mostra o espectro de EM (A) e

EM/EM (B) para a mepivacaina PlI.

A Ropivacaina 1 ug/mL 24-May-2011
17:04:48
Desenvolvimento-24-05-11_01 19 (0.296) Cm (16:21) Scan ES+
275.224 6.13e6
100+
2
| 276.246
297.074 338.474
7 325.377
(O S S A A LA A L M A L U S S L U A U A U e s s s U i e Rl 1 T4
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340
B Ropivacaina 1 ug/mL 24-May-2011
17:14:18
Desenvolvimento-24-05-11 03 15 (0.235) Sm (SG, 2x3.00); Cm (12:25-1:4) Daughters of 275ES+
125.969 2.22e7
100+
OQ,
1 123.617
O e T R e e e e e e e e e e e e e MY Z
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340

Figura 4: (A) Espectro de massas na funcdo EM e (B) Espectro de EM/EM para RVC.
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Mepivacaina 1 ug/mL 25-May-2011

09:49:50
A Desenvolvimento-24-05-11_28 16 (0.251) Sm (SG, 2x3.00); Cm (13:19) Daughters of 247ES+
- 246.972 2.96e6
100
S
1100.345
IARRASRARRA R AR NRRRN T IRARRENARER RARRNNRRRN 1 M/z

0+ IR AR R R L S A AL T
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340

Mepivacaina 1 ug/mL 25-May-2011
09:49:50
Desenvolvimento-24-05-11 28 16 (0.251) Sm (SG, 2x3.00); Sm (SG, 2x3.00); Cm (13:19) Daughters of 247ES+
98.045 4.28e6
100+
246.972

%

95.170 | | 100.856

O
60 80 100 120

e MYZ
260 280 300

T
140

T
160

T
180

T
200

T
220

T
240

Figura 5: (A) Espectro de massas na funcdo MS e (B) Espectro de MS/MS para o PI.

Especificidade ou Seletividade: Para confirmar a especificidade do método,
foram analisadas amostras de plasma (branco) obtidas de trés animais, sendo trés
amostras normais, uma com o plasma lipémico e a outra hemolisada. Na Figura 6 estéo
apresentadas as amostras de plasma branco testadas utilizando-se os procedimentos de
extracdo e as condi¢BGes cromatograficas propostas, para avaliar interferéncia no tempo
de retengdo da ropivacaina e do padrdo interno. Nao foram encontradas interferéncias

no tempo de retencdo do farmaco e padréo interno.
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Pool: 01

26-May-2011 14:42:52
Seletividade_01 Sm (Mn, 3x3) 1: MRM of 1 Channel ES+
. 1.83 275.3>125.9
1007 0.02 265
241
=
O N I I B I B L L S B I R A A R AR SRS RSN AARRE
0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 2.20 2.40
Seletividade_01 Sm (Mn, 3x3) 2: MRM of 1 Channel ES+
247.13 > 98.04
-0.03 1.59
100, 20.1
|
O T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T o ““\Time
0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 2.20 2.40
Pool: 02
26-May-2011 14:46:09
Seletividade_02 Sm (Mn, 3x3) 1: MRM of 1 Channel ES+
~_0.02 234 275.3>125.9
1007 180
8
O b L
0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 2.20 2.40
Seletividade_02 Sm (Mn, 3x3) 2: MRM of 1 Channel ES+
~_0.03 247.13 > 98.04
1007 2.08 185
X
(O e T o o o B L I o B N R e e e naam B [001)
0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 2.20 2.40
Pool: 03
26-May-2011 14:49:27
Seletividade_03 Sm (Mn, 3x3) 1: MRM of 1 Channel ES+
100292 275.3>125.9
i 21.7
2.36
2
O b v T T L T
0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 2.20 2.40
Seletividade_03 Sm (Mn, 3x3) 2: MRM of 1 Channel ES+
= _0.03 247.13 > 98.04
1007 213 17.7
0.50
X
[0 B I o o LA R o o o o N R o e e e e AR R R R i N[ 11[<)

0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 2.20 2.40
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Pool: 04 (Lipemico)

26-May-2011 14:52:43
Seletividade_04 Sm (Mn, 3x3) 1: MRM of 1 Channel ES+
g 2.07 275.3>125.9
1007 0.64 1.14 46.4
g’,
0 LR R I S B U I L I B R R L R R R AN RN RN RN AR RN RN
0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 2.20 2.40
Seletividade_04 Sm (Mn, 3x3) 2: MRM of 1 Channel ES+
g 1.54 181 247.13 > 98.04
1007 2.18 441
| I
O T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T “““\Time
0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 2.20 2.4
Pool: 05 (Hemolisado)
26-May-2011 14:56:00
Seletividade_05 Sm (Mn, 3x3) 1: MRM of 1 Channel ES+
100- 1.87 275.3>125.9
J 225
8
O A B I e R B I R B B I B R B A B SRR R A RES RN AnRRY
0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 2.20 2.40
Seletividade_05 Sm (Mn, 3x3) 2: MRM of 1 Channel ES+
100+ 0.03 247.13 > 98.04
| 19.3
X
O T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T|me

Figura 6: (A), (C), (E) Cromatograma referente ao branco do analito (plasma normal).

(B), (D), (F) Branco do padréo interno (plasma normal); (G) branco do analito (plasma

lipémico); (H) branco do padrdo interno (plasma lipémico); (I) Branco do analito

(plasma hemolisado); (J) branco do padréo interno (plasma lipémico).

Linearidade: A curva de calibracdo da ropivacaina foi gerada através da analise

de quantidades crescentes de farmaco. As concentracBes foram definidas em testes

preliminares, incluindo a primeira quantificagio de amostras, levando-se em

consideracdo a sensibilidade do método e a faixa prevista das concentracdes das

amostras a serem determinadas. Para definir a relacdo entre a resposta do instrumento e

a concentracdo conhecida do analito, foram geradas trés curvas de calibragdo com seis

padrdes contendo o farmaco e padrdo interno. Foi observada uma resposta adequada na
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faixa de 2,00 a 1500,00 ng/mL. A curva de calibracdo apresentou excelente linearidade
com coeficiente de correlagdo r= 0.99. Os desvios observados foram menores que 20%
em relacdo a concentragdo nominal para o Limite de quantificacdo (LQ= 2 ng/mL) e
menores que 15% em relacdo a concentracdo nominal para as outras concentracfes da
curva de calibragdo. A Tabela 1 apresenta os valores de concentracdo obtidos com a

curva calibragéo obtida nestes experimentos.

Tabela 1: Curva de Calibracdo (Linearidade)

Farmaco | o aml) | experimental (gt | V09 | Extiddo 09
Ropivacaina 2,00 2,01 0,13 100,65
Ropivacaina 25,00 23,03 1,96 92,15
Ropivacaina 250,00 237,03 2,84 94,81
Ropivacaina 750,00 769,90 1,62 102,65
Ropivacaina 1000,00 1025,64 0,89 102,56
Ropivacaina 1500,00 1607,52 0,83 107,16

Equacdo da curva de calibragédo 1: y = 0,00431839x + 0,000105281 (r = 0,998011)
Equacdo da curva de calibracdo 2: y = 0,00434931x + 0,000239412 (r =0,998574)
Equacdo da curva de calibragéo 3: y = 0,00438943x + 0,000591832 (r = 0,998317)

Exatiddo e Precisdo: Precisdo e exatiddo do método foram calculados pelas
variacdes intra e inter-lote de trés concentracdes distintas, alta (CA 1200 ng/mL), média
(CM 600 ng/mL) e baixa (CB 6 ng/mL), utilizando-se varias determinacfes por
concentragdo. A precisdo e a exatiddo foram determinadas em um mesmo lote (intra-
lote) e em lotes diferentes (inter-lotes). A precisdo intra-lotes apresentou valores na
faixa de 0,75 a 3,79% e a inter-lotes de 1,19 a 2,28%. A exatiddo apresentou valores de
91,60 a 108,96% (intra-lotes) e 92,71 a 106,60% (inter-lotes).
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Tabela 2 - Analise inter-lotes e intra lotes dos controles de qualidade CA, CM e CB

o CB CB CB CM CM CM CA CA CA
Replicas (lote 1) | (lote 2) | (lote 3) | (lote 1) | (lote 2) | (lote 3) | (lote 1) | (lote 2) | (lote 3)
1 5,50 5,83 546 | 571,82 | 613,76 | 594,54 | 1228,66 | 1299,12 | 1294,64
2 5,60 5,78 5,52 | 585,16 | 623,23 | 600,31 | 1247,37 | 1292,25 | 1257,41
3 5,63 5,66 5,48 | 582,99 | 607,67 | 597,74 | 1290,72 | 1312,35 | 1277,09
4 5,73 531 5,47 | 583,34 | 617,72 | 590,16 | 1237,07 | 1311,57 | 1254,64
5 5,60 5,75 5,51 | 590,66 | 593,55 | 548,34 | 1274,01 | 1319,09 | 1261,52
6 5,303 5,423 | 5,515 | 586,11 | 594,94 | 591,45 | 1253,78 | 1311,35 | 1304,13
Média 5,564 5,62 5,49 | 583,35 | 608,48 | 587,09 | 1255,27 | 1307,62 | 1274,90
DP 0,14 0,21 0,02 6,28 | 12,14 | 19,35 | 23,28 9,92 20,70
Ccv 2,66 3,79 0,45 1,07 1,99 3,29 1,85 0,75 1,62
Exatiddo | 92,73 | 93,81 | 91,60 | 97,22 | 101,41 | 97,84 | 104,60 | 108,96 | 106,24
CB CM CA
Média 5,56 592,97 1279,27
DP 0,06 13,55 26,44
CV (%) 1,19 2,28 2,06
Exatid&o (%) 92,71 98,82 106,60

* Valores Nominais: CB=6ng/mL; CM 600 ng/mL e CA=1200 ng/mL

Limite de quantificagdo (LQ): O LQ foi determinado como o menor valor

mensuravel de ropivacaina com um desvio padrao de 20% e exatiddo entre 80-120% em

relacdo a concentracdo nominal do padrdo, através da analise de, no minimo, cinco

amostras de padrdes. O LQ determinado foi de 2,00 ng/mL. As Tabelas 3 e 4 mostram

os resultados da preciséo e exatidao intra e inter-lote do LQ.
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Tabela 3: Resultados das analises intra-lote do controle de qualidade LQ.

LQ (1) LQ (2) LQ (3)

Média 2,026 2,067 1,935
DP 0,037 0,060 0,051

CV (%) 1,829 2,887 2,630
Exatid3o(%) 101,275 103,367 96,750

Concentracdo nominal: LQ= 2,00 ng/mL, DP= desvio padrdo e CV= coeficiente de

variagdo

Tabela 4: Resultados inter-lotes do controle de qualidade LQ

LQ (1) LQ (2) LQ (3)
Média das Réplicas Inter-lote 2,026 2,067 1,935
Média 2,009
DP 0,068
CV (%) 3,366
Exatiddo (%) 100,464

Concentragdo nominal: LQ=2,00 ng/mL, DP= desvio padrdo e CV= coeficiente de
variacdo média das réplicas inter-lotes de LQ (1), LQ (2) e LQ (3).

Os resultados obtidos na validacdo do método estdo de acordo com os preceitos
da resolucdo 899 de 2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e
indicam que o método é altamente especifico e seletivo na faixa analitica avaliada.
Além disso, 0 método descrito demonstrou ser rapido (tempo de corrida analitica de 2.5

minutos) e adequado para dosagens de ropivacaina.

4.2. Determinacédo da concentracdo plasmatica:

O tamanho da amostra em cada um dos quatro grupos (seis animais) permitiu a
ANOVA um poder de 98% para detectar uma diferenca de 5% nas meédias,
considerando os resultados obtidos em todos os tempos analisados.

As concentragdes plasmaticas obtidas apos a injecdo de RVC 5% Luv € RVC o5%
cp hao apresentaram diferenca significativa da obtida apds a injecdo de RVC ¢ 5 fivre €M
todos os tempos analisados (p>0,05). A injecdo de RVC (50 poL pPromoveu
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concentracdes menores que as obtidas apos a injecdo de RVC sy livre até 0S 45 minutos
(p<0,05), apds este periodo também ndo houve diferenca significativa entre estas
formulages (p>0,05).

A Tabela 5 apresenta as concentracdes de RVC (ng/ml) obtidas apos a injecao
das formulagcdes nos 24 animais testados. A Figura 7 apresenta o grafico de

concentracdo plasmatica média versus o tempo apos a injecao das formulagdes testadas.
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Tabela 5: Concentracdo (média *+ desvio padrdo) de ropivacaina (ng/mL), apos a

inje(;éo das diferentes formula(;ﬁes (RVC 0,5% RVC 0,5%LUV, RVC 0,5% CD» RVC 015%po|_).

Tempo RVC ¢ 50 RVC o 50Luv RVC ¢ 50cD RVC g 50poL
0 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
ab,c de f
764,640 + 297,821 589,847+ 192,762 638,925 + 113,993 306,669 + 235,503
15 a,b,c* de f
758,860 + 362,291 528,023 +167,140 542,898 + 143,744 286,262 + 156,462
30 a,b,c* de f
601,209 + 274,097 459,807 +134,157 475,044 + 102,916 245,769 + 98,192
45 a,b,c* de f
60 504,883 + 246,270 433,976 +123,095 450,461 + 100,854 254,292 + 91,242
a,b,c de f
90 386,778 + 190,927 | 428,671 +106,562 413,920 + 133,066 272,298 + 64,335
a,b,c de f
120 308,943 + 158,428 375,490 + 88,408 367,004 + 116,386 274,225 + 61,203
a,b,c de f
180 220,374 + 94,233 293,423 + 87,234 320,780 + 144,497 255,196 + 66,995
a,b,c de f
240 172,602 + 73,862 221,255 + 58,657 262,403 + 137,217 190,187 + 42,554
a,b,c de f
300 133,087 + 45,910 166,662 + 40,108 220,368 + 127,307 169,514 + 32,195
ab,c de f
360 114,506 + 37,154 121,888 + 45,060 194,737 £ 125,674 138,810 + 27,011
a,b,c de f
420 104,552 + 43,166 88,801 + 36,372 181,055 + 126,140 109,462 + 23,327
ab,c de f
480 02,473 + 48,484 66,083 + 31,832 157,795 + 117,363 83,034 + 24,070
ab,c de f
540 86,617 + 52,134 57,370 + 33,662 151,425 + 115,830 50,253 + 29,435
ab,c de f

Nota: Analise Estatistica: p<0,001 [***], p< 0,01[**], p<0,05[*], p>0,05 [nédo

significativo].

ANOVA/Tukey Kramer

a RVC o506 X RVC gs%Luv d RVC os%Luv X RVC gs%cD

b RVC g5% X RVC o50cD e RVC gsuiuv X RVC o 50p0L

€ RVC g5% X RVC g 50p0L f RVC o5%cp X RVC gsupoL
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Figura 7: curva da concentracao plasmatica média versus tempo apds a injecdo de
RV Co s livie, RVCosoLuv, RV Cosuco € RVCo swpoL.

A Tabela 6 representa os valores dos parametros farmacocinéticos (Cmax,
Tmax, ASC o, ASC (.., t %2, Vd, Cl, MRT) obtidos com os valores de concentracédo
plasmatica obtidos em cada grupo.

Com relacéo ao perfil farmacocinético observou-se que houve diferenca entre as
formulacdes de RVC o5% Livke € RVC 5% poL Na concentracdo plasmética maxima
(Cmax). O Cmax foi aproximadamente duas vezes menor para a formulacdo de RVC

os%poL (P<0,05) quando comparado com a RVC g 5.
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Tabela 6: Pardmetros farmacocinéticos apos a injecdo de RVCosy tivie, RVCoswLuv,
RVCos%cp € RVCosupoL.
Parametros RVC 0,5% RVC 0,5%LUV RVC 0,5%CD RVC 0,5%POL
Farmacocinéticos
T 4,06 £ 2,05 2,95+1,30 7,53 +6,18 2,89+2721
(h) a,b,c cef a d, e b,d, e
Tax 0,33+0,13 0,54+0,48 0,29 £ 0,10 142 +1,31
(h) a,Db,c cef a,de b,d, e
Crax 869,54 + 355,53 606,36 + 198,58 692,92 + 96,65 423,58 + 178,48
(ng/L) a,b*,c cef a,d,e b,d,e
ASCy 2022,46 + 754,67 2039,91 + 484,81 2410,87 + 992,36 1618,18 + 305,81
(ng.h/L) a,b,c cef a,de b,d, e
ASCo.inf 2568,87 + 853,00 2334,16 + 636,34 4698,06 + 3281,27 | 1903,44 + 410,30
(ng.h/L) a,b,c cef a,de b,d,e
Vy 36,02 + 17,90 27,77 + 8,86 33,68 +9,97 31,07 £ 19,95
(L) a,b,c cef a d, e b,d, e
Cl 6,25+ 1,53 6,83 +1,82 517 + 3,51 8,28 £ 2,27
(L/h) a,b,c cef a,de b,d e
MRT 2,85+ 0,59 2,93+041 3,18 +0,62 3,53+0,36
(h) a,b,c cef a d, e b, d, e

Nota: Analise Estatistica: p<0,001 [***], p< 0,01[**], p<0,05[*], p>0,05 [nédo

significativo].

ANOVA/Tukey Kramer

a RVC 5% X RVC g5%cD

d RVC g5%cp X RVC gs5wpoL

b RVC o590 X RVC g s0poL

e RVC osucp X RVC gs0Luv

¢ RVC g5% X RVC g5%LUv

f RVC gs%iuv X RVC gsupoL
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5. DISCUSSAO

Em um sistema de liberagdo sustentada (“drug delivery”) com AL, alguns
aspectos devem ser considerados para que ocorra sucesso da formulacdo. Como por
exemplo, o farmaco deve ser encapsulado em quantidades suficientes para manter a
concentracédo terapéutica da droga; a difusdo do AL da solugéo injetada para o fluido
extracelular e sua captagdo pelo tecido nervoso deve ser lenta, ¢ o “clearance” do
farmaco e do carreador devem ser lentos para permitir um efeito prolongado (Araujo et
al., 2008a).

Formulagdes de “drug delivery”, como as que foram analisadas nesse estudo, séo
confeccionadas para a liberacdo lenta do AL, assim devem apresentar efeito prolongado
e menores concentracdes plasmaticas e incidéncia de efeitos tdxicos sistémicos. As
formulacGes utilizadas neste trabalho ja tiveram sua efetividade comprovada e
promoveram aumento na duracdo do efeito analgésico apds a aplicagdo em animais
(Araujo et al., 2008a; Araujo et al., 2008b; Papini et al., 2011). Assim, o presente estudo
determinou concentracBes plasmaéticas e o perfil farmacocinético das diferentes
formulagdes de RVC (RVC o594 RVC gswiuv, RVC osuco € RVC gswpoL) apods o
bloqueio do nervo ciatico em coelhos.

A toxicidade sistémica produzida por AL pode ser causada por injecéo
intravascular acidental, dose méaxima maior que a recomendada ou ap0s a rapida
absorcédo da injecdo em um sitio altamente vascularizado. Outros trabalhos ja avaliaram
a toxicidade sistémica, assim como a melhora no perfil farmacoldgico de varios AL
combinados com lipossomas, ciclodextrinas e polimeros (Kaur et al., 2004; Araujo et
al., 2008a; Grillo et al., 2010; de Paula et al., 2010), porém ndo existem relatos na
literatura sobre o perfil farmacocinético de RVC livre comparada com os sistemas de
liberacdo sustentada utilizados neste estudo.

Para a determinacdo de tais parametros foi realizada a analise de concentracoes
plasmaticas de RVC obtidas apds o blogueio do nervo ciatico em coelhos. O bloqueio
de nervos com AL é uma técnica indicada para tratamento de dor aguda e analgesia
intra e pés-operatdria. Formulaces de AL em sistemas de liberagdo prolongada, como
as ciclodextrinas, os polimeros e os lipossomas, séo Uteis para prolongar a duracdo da
analgesia e diminuir a toxicidade sisttmica neste tipo de bloqueio. Além disso, estas
formulacdes séo capazes de diminuir o blogueio motor e esta caracteristica tem enorme

relevancia clinica (Araujo et al., 2004). Assim o bloqueio do nervo ciatico foi escolhido
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como via de administracdo neste estudo para determinar a farmacocinética destas
formulagdes visando o futuro uso clinico das mesmas.

Para obtencdo de pardmetros farmacocinéticos confidveis foram utilizados
animais com idade e peso similares e aclimatados ao local de experimentacdo. Além
disso, o experimento foi conduzido de maneira randomizada e sempre no mesmo
horario para evitar a influéncia dos ritmos circadianos na liberacdo de catecolaminas
enddgenas (Pollman, 1982; Lemmer & Wiemers, 1989). A metodologia utilizada para
dosar a RVC em plasma foi desenvolvida e validada ao longo do presente estudo e se
mostrou sensivel e seletiva possibilitando o estabelecimento de um pequeno limite de
quantificacdo do f&rmaco com um pequeno tempo de corrida e um simples método de
preparo das amostras.

Geralmente as formulacBes com lipossomas e ciclodextrinas apresentam
concentragdes plasmaticas menores e mais constantes quando comparadas com
formulaces livres, sugerindo que a encapsulacdo em lipossomas e a complexagao em
ciclodextrinas promove atraso da transferéncia do local de aplicagcdo para a circulagao
sanguinea. No entanto, no presente estudo ndo foram observadas diferencas
significativas entre as concentracfes plasmaticas e nem nos parametros
farmacocinéticos obtidas com RVCgse, RVCoswLuv € RVCoswcp. Assim, 0 uso destes
sistemas de drug delivery ap6s o bloqueio do nervo ciatico em coelhos, nédo
promoveram um atraso na transferéncia do AL do local da injecdo para a circulacéo

sanguinea e ndo alteraram o perfil farmacocinético da RVC.

A formulacdo RVCyswpoL apresentou pico plasmatico menos evidenciado e
concentra¢fes mais constantes por um maior periodo de tempo quando comparada com
a RVCose. Além disso, esta formulacdo apresentou menor Cmax que o obtido com a
injecdo de RVCysy. Estas caracteristicas determinam que o sistema RVCqsupoL
apresentou perfil cinético tipico de formulac6es de liberacdo sustentada. A formulagdo
RVCosupoL Utilizou a associacdo de dois polimeros (poloxamer 407 e 188) a 25%; essa
mistura foi selecionada devido a sua propriedade de geleificacdo termorreversivel e o
seu perfil de dissolucéo revela que a formulagao se torna um gel & temperatura corporea.
Assim, apos a injecdo a formulacdo se torna um gel e demora mais tempo para se
solubilizar no meio que a solugé@o aquosa de RVC, por este motivo a aplicacao deste gel
funcionou como um sistema para liberacdo modificada de AL. Essa mistura também é

conhecida por ter baixa toxicidade, niveis relativamente baixos de irritacdo da pele,
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excelente solubilidade em &gua, alta capacidade de solubilizacdo, boas caracteristicas de
liberacéo da droga e compatibilidade com outros compostos (Xuan et al., 2010).

Outros estudos avaliaram a farmacocinética de RVC com diferentes tipos de
sistema de liberacdo prolongada (Ratajczak-Enselme et al., 2008; Franz-Montan et al.,
2010; Shen et al. 2011). Ratajczak-Enselme e colaboradores (2008) avaliaram a
farmacocinética epidural, intratecal e no plasma de RVC associada a micro-esferas
poliméricas, apés a administracdo epidural em um modelo de ovelhas. Embora o
sistema polimérico de “drug-delivery” ndo seja 0 mesmo, o autor também obteve
menores valores de Cmax com a utilizacdo de RVC associada a micro-esferas
poliméricas, o que indica liberacdo controlada do anestésico.

Shen e colaboradores (2011) aplicaram em ratos, por via subcutanea, lipossomas
multivesiculares de RVC. Os autores analisaram o0s parametros farmacocinéticos e
encontraram menor valor de Cmax e maior valor de ASC da formulacdo lipossomal
comparada com a RVC livre. O presente estudo ndo encontrou diferencas entre 0s
parametros farmacocinéticos obtidos com a injecdo de RVCosyuiuv € RVCose. Estas
diferencas podem ser explicadas pelo tipo de lipossoma e pela rota de administracédo
utilizados. Shen e colaboradores utilizaram lipossomas multilamelares ao contrario do
presente estudo que utilizou lipossomas unilamelares. Além disso, os lipossomas
utilizados em nosso estudo apresentavam eficiéncia de encapsulacdo de cerca 24%,
assim 76% de RVC estdo livres nesta formulacéo.

Franz-Montan e colaboradores (2010) em seu estudo randomizado, duplo-cego e
cruzado avaliaram farmacocinética da RVCg s, lipossomal e RVCy sy com epinefrina
em 14 voluntarios sadios. Os autores ndo observaram diferenca entre as formulagdes
com relacdo ao Cmax, Tmax, ASC ¢, ASC (., t ¥. Os autores concluiram que a
encapsulacdo de RVC em lipossomas promoveu atraso na absorcdo, assim como a
adicdo de vasoconstritores. O presente estudo ndo utilizou a formulag&o com epinefrina
e ao contrario do estudo de Franz-Montan e colaboradores (2010) a aplicacdo de
RVCoswiuv no bloqueio do cidtico em coelhos ndo promoveu alteracdo no perfil
farmacocinético do AL.

Ndo existem relatos na literatura de estudos que avaliaram a cinética de
formulacdes de RVC complexadas com ciclodextrinas. O complexo de incluséo de
RVC-HP-B-CD utilizado neste estudo apresenta valor de Ka (constante de associagao)
de aproximadamente 9,46 M™ (Araujo, et al., 2008b). A velocidade de liberacdo dos

farmacos das ciclodextrinas € determinada pela constante de ligagdo (Ka), e esta
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liberacdo costuma ser rapida para quase todos os farmacos. Para a maior parte dos
farmacos ocorre diluicdo e completa dissociacdo do farmaco da ciclodextrina, somente
com valores de Ka maiores que 1x 10° M outros mecanismos podem estar envolvidos
na liberacdo do farmaco. Este baixo valor de Ka poderia explicar a auséncia de
alteracdes farmacocinéticas ap0s a aplicacdo de RVCyswcp. Além disso, para o
complexo utilizado neste estudo apenas uma molécula de HP-B-CD a cada doze forma
um complexo com a RVC. Esse baixo valor de complexacéo entre RVC:HP-B-CD pode
ser uma hipoétese para a nao alteracdao dos parametros farmacocinéticos

Apesar da auséncia de alteracGes na farmacocinética e nas concentragdes
plasmaéticas da RVCoswuv € RVCosucp em relacdo a RVC livre, € importante ressaltar
que estas formulacGes foram avaliadas em modelos animais e apresentaram maior
duracdo de acdo e menor toxicidade (Araujo et al., 2008a; Araujo et al., 2008b). Assim,
estas formulacBes podem ser Uteis para a pratica clinica devido as modificacdes
farmacodindmicas observadas em estudos prévios. A formulagdo de RVCgswpoL
promoveu atraso na absorcdo do anestésico local e esta propriedade associada ao seu
aumento de efetividade demonstrado previamente (Papini et al., 2011) torna o futuro

uso clinico desta formulacdo favoravel.
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6. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos podemos concluir que, as formula¢es de RVC
encapsuladas em lipossomas assim como as complexadas em ciclodextrinas nao foram
capazes de alterar o perfil farmacocinético deste farmaco. No entanto, a RVC ( sypoL fOi
capaz de produzir uma liberacdo sustentada e melhorar o perfil farmacocinético da

droga quando comparada com RVC (59 .
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