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RESUMO:

O desenvolvimento de formulagbes de longa duracdo com ciclodextrinas (CDs)
tem sido investigado em todo o mundo ha décadas. O uso das CDs permite
modular a solubilidade, a estabilidade e a eficiéncia de incorporacdo de um
farmaco, contribuindo para melhorar a biodisponibilidade e alterar a
farmacocinética de substancias ativas. Assim, o objetivo deste estudo, cego e
randomizado, foi avaliar a farmacocinética em coelhos e em suinos do complexo
de inclusdo sufentanil-hidroxipropil-B-ciclodextrina (SUFup.g-cp) comparada com o
sufentanil livre (SUF). Doze coelhos (2500-30009) albinos, da raca Nova Zelandia,
foram divididos em dois grupos (n=6) que receberam por via intramuscular 10
ng/Kg de SUF ou SUFp.g.cp. Amostras de sangue (3 mL) foram coletadas com um
cateter heparinizado da veia marginal da orelha nos seguintes tempos pré-dose 0
min, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180, 240, 300, 360, 420 e 480 apos a injecao das
formulagdes. Vinte porcos (25-30 Kg), da raga Landrace, foram divididos em
quatro grupos (n=5) que receberam por via intramuscular ou intravenosa 5 ug/Kg
de SUF ou SUFupp.cp. Amostras de sangue (5 mL) foram coletadas com um
cateter heparinizado da veia mamaria nos mesmos tempos descritos
anteriormente. Logo apdés a coleta das mostras dos animais o plasma foi
separado e armazenado a -70°C. O equipamento utilizado para a dosagem do
SUF foi um espectrometro de massas triplo-quadrupolar em sequéncia com fonte
de ionizacdo por eletrospray (Micromass Quattro LC®) com um cromatografo
liguido de alta eficiéncia Shimadzu LC 20 AD acoplado. Os dados obtidos foram
submetidos andlise estatistica com teste t bicaudal ndo pareado (p<0,05). A
concentracao plasmatica de SUF apds a injecao das formulagdes em coelhos e
porcos foi maior que a obtida com a formula¢gdo de SUFupp.co em praticamente
todos os periodos analisados (p<0,05). Cmax, ASCy.4g0 € ASCy... obtidos apds a
injecdo de SUF em coelhos foram maiores do que os valores obtidos com SUFpp-g-
cp (p<0,05). O tratamento por via intravenosa em porcos induziu maiores valores
de Cmax e ASCp4g ap0s a injecdo com SUF (p<0,05). Apds a injecéao
intramuscular em porcos ndo foram observadas diferengas significativas nos
parametros farmacocinéticos obtidos com as duas formulagcbes (p>0,05). As
formulacées com CDs apresentam concentracbes plasmaticas menores e mais
constantes quando comparadas com formulagcbes livres, sugerindo que essa
complexagcao promove atraso da transferéncia do local de aplicacdo para a
circulagdo sanguinea, o que demonstra a ocorréncia de liberacdo
sustentada/prolongada do farmaco das CDs.

PALAVRAS CHAVE: sufentanil; ciclodextrina; complexos de incluséo; opidides;

farmacocinética; farmacos de liberacao controlada.
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ABSTRACT:

The development of long duration Cyclodextrin (CD) formulation has been
investigated around the word for decades. The use of CDs allows modulate the
solubility, stability and drug incorporation efficacy, providing better biodisponibility
and modificate pharmacokinetics of drugs. Thus, the purpose of this study was to
evaluate the pharmacokinetics induced by SUF:HP-B-CD in comparison with its
aqueous formulation (SUF) in rabbits and pigs. Twelve New Zealand White rabbits
(2500-30009) were divided in two groups (n=6) and treated by intramuscular route
with SUF or SUFpp-g.cp complex (10 ug.kg"). Blood samples (2 mL) from an ear
vein were collected via a heparinised cannula pre dose (0 min) and at 15, 30, 45,
60, 90, 120, 180, 240, 300, 360, 420 and 480 minutes after the injection of
formulations. Twenty Landrace pigs (25-30 kg) were divide in four groups (n=>5)
and treated by intramuscular or intravenous route with SUF or SUFyp.g.cp complex
(5 ug.kg™). Blood samples (5 mL) from a mammary vein were collected via a
heparinised cannula in the same periods. Immediately after each blood collection,
plasma was separated and stored at —70°C until analysis. Sufentanil plasma levels
were determined using a Waters® HPLC system (2795) coupled to a Micromass
Quattro Premier XE triple stage quadrupole mass spectrometer (CLAE-EM/EM),
equipped with an API electrospray source. Data were submitted to statistical
analysis two-tailed unpaired t-test (p<0,05). Sufentanil induced higher plasma
concentrations than SUFp.g.cp at almost periods of time after the administration in
rabbits and pigs (p<0.05). Pharmacokinetic analysis showed that the maximum
plasma concentration (Cmax) and the areas under the curves (AUCy.4g0 and AUC,.
») after SUF:HP-B-CD injections were smaller (p<0.05) when compared to SUF in
rabbits. Cmax and AUCy.4g0 Were bigger after the intravenous injection in pigs
when compared to SUFpppcp (p<0.05). The pharmacokinetics after booth
intramuscular treatments in pigs presented no statistically significant differences
(p>0.05). The cyclodextrin formulations showed smaller and constant plasma
concentrations compared to SUF. Suggesting that the cyclodextrin -based drug-
delivery system of sufentanil was effective to reduce the absorption of the drug,
due to the sustained release of sufentanil from ciclodextrins.

KEY-WORDS: sufentanil, cyclodextrin, inclusion complexes, opioids,

pharmacokinetics, controlled-release drugs.
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1. INTRODUCAO

1.1 HISTORIA DA DOR:

Nos ultimos dez anos foram publicados mais de 110.000 artigos sobre dor,
0 que representa mais de 40 novos artigos por cada dia (Singh et al., 2011). E
inegavel que o progresso das modernas técnicas de neurofisiologia, biologia
molecular e imaginologia, possibilitaram numerosos e fundamentais avangos do
conhecimento em neurociéncias, na medicina e, sobretudo, no estudo da dor.

A compreensao do fenbmeno doloroso sempre preocupou a humanidade.
Conhecer a trajetéria histérica das inUmeras tentativas para compor as pecas
deste complicado quebra-cabecas permite refletir sobre as bases do
conhecimento que culminaram nas teorias e conceitos modernos (Merskey, 1995).

Para os homens primitivos as doencas dolorosas ou causadas por objetos
estranhos eram atribuidas a fluidos magicos, dembnios e espiritos (Jessell et
al.,1991), e seu tratamento resumia-se na retirada de possiveis objetos estranhos
e uso de amuletos, conjuragdes e feiticarias para apaziguar ou afugentar os
demdnios que causavam a dor (Gatchel e Turk, 1999).

A idéia de que o coracao era o centro das sensagdes originou-se no antigo
Egito, onde se acreditava que a dor era causada por influéncia dos deuses e dos
espiritos dos mortos e onde uma rede de vasos chamada “metu” levava o sopro
da vida e as sensagdes ao coracao (Dubner et al., 1999).

Na Grécia antiga, Hipocrates postulou a existéncia de quatro humores:
sangue, flegma, bile amarela e bile negra que, quando desequilibrados,
resultavam em dor (Jessell et al.,1991). Para Platdo e Aristételes, dor e prazer
eram sensacgoes opostas, residiam no coragdo e eram paixdes da alma (Dubner et
al., 1999).

As idéias de Hipécrates foram disseminadas por todo o mundo entdo
conhecido, especialmente em Alexandria, no Egito, quando a permissao da pratica
da dissecacao permitiu a Herdfilo e Erasistrato encontrarem evidéncias



anatémicas de que o cérebro era parte do sistema nervoso e que possuia dois
tipos de nervos: motores e sensitivos (Gatchel et al., 1999).

Quatro séculos mais tarde, na Roma antiga, estes conhecimentos abriram
caminho para o trabalho de Galeno (século Il), que estudou a fisiologia sensorial e
reafirmou a importdncia do sistema nervoso central e periférico (Jessell et
al.,1991). Para Galeno, a dor era um sinalizador da existéncia de alteragdes nos
orgaos internos ou no ambiente externo e possuia, portanto, a funcéo de alertar e
proteger os seres vivos (Gatchel et al., 1999).

A ldade Média foi dominada em parte pela filosofia aristotélica, porém,
principalmente, pelos ensinamentos de Galeno (Jessell et al.,1991). A partir do
século XIll, o Cristianismo passou a influenciar de maneira ambigua a preocupac¢ao
com relagédo a dor: por um lado era vista como uma forma de provagao divina que
deveria ser estoicamente tolerada; por outro a encarnagdo de Cristo e seus
tormentos na cruz faziam com que as preocupacdes se voltassem para o
sofrimento fisico, tdo bem registrado através dos trabalhos artisticos da época
(Gatchel et al., 1999).

Na Renascenca, século XVI, o pensamento cientifico seguiu os conceitos
de Leonardo da Vinci sobre a anatomia e fisiologia das sensagdes: o centro da dor
localizava-se no terceiro ventriculo do cérebro, os nervos eram considerados
estruturas tubulares, a coluna espinhal um condutor que transmitia as sensacdes
ao cérebro e a sensibilidade a dor era estritamente relacionada ao tato (Dubner et
al, 1999).

Na Idade Classica (século XVIl) a medicina aderiu ao mecanicismo e
passou a ver o corpo humano como uma maquina complexa. Descartes (1596-
1650) seguiu a filosofia Galénica e considerou os nervos como tubos contendo um
grande numero de finos filamentos que formavam sua medula e conectavam a
substancia propria do cérebro com as terminagdes nervosas na pele e em outros
tecidos. Os estimulos sensoriais eram transmitidos ao cérebro através desses
filamentos (Jessell et al.,1991; Dubner et al, 1999).

Durante o lluminismo, na metade final do século XVIII, os principais

manuais de medicina continham os trabalhos de Hipdcrates e Aristételes, portanto,



a idéia de que o coracdo era o centro das sensagdes continuou paralela a teoria
de que o cérebro era o centro da percepcao sensorial (Kenshalo e Willis, 1991). A
medicina, porém, comegou a se basear na observacdo, o que permitiu a
compreensdao de como as sensacdes eram produzidas e transmitidas. As
tentativas de definicAo e mensuracdo da sensibilidade fizeram com que a dor
passasse a ser vista como sinal de alarme e o interesse voltou-se para os tipos de
dor, sua localizagdo, avaliagdo, mecanismos e também para os relatos dos
doentes (Jessell et al.,1991).

No inicio do século XIX, os textos médicos davam grande atengao a relagao
entre “dor fisica” e “dor mental” (Dubner et al, 1999), entretanto os avangos na
neuropatologia e medicina experimental geraram grande quantidade de fatos
sobre as caracteristicas da sensibilidade a dor. O interesse pelos aspectos
concretos da dor e o seu valor semiolégico foi consequéncia do desenvolvimento
clinico, que precedeu o importante periodo de medicina experimental (Jessell et
al.,1991). O pensamento dominante, ao longo de todo o século, permaneceu o da
estrutura geral da “Teoria da Especificidade”, que postulava que um sistema
especializado de transmissdo levaria mensagens dos receptores dolorosos

periféricos até o centra da dor no cérebro. (Merskey, 1991).
1.2 CONCEITOS DE DOR
1.2.1 DEFINICAO:

Varios autores tentam conceituar a dor. Para Engel (1975) a dor é como
uma sensacgao basicamente transmitida ao corpo, que representa o sofrimento
induzido pela percepc¢ao psiquica de uma agressao real, eminente ou fantasiada.
Gyton (1981) determina o objetivo da dor como um mecanismo protetor para o
organismo, ela ocorre sempre que qualquer tecido esta sendo lesado e faz com
que o individuo reaja para retirar o estimulo doloroso. Segundo Bonica Knoplich
(1983), “a dor € um dos fenémenos mais dramaticos, complexos e universalmente

difundidos”. Kandel et al (1991), fazem uma distingdo entre nocicepgcao e dor. A



nocicepcao refere-se a recepg¢ao de sinais do SNC evocados pela ativacao de
receptores sensoriais especializados, que fornecem informacao sobre o tecido
lesado, no entanto nem todos os estimulos que ativam nociceptores sao
necessariamente vivenciados como dor. E a percepcdo de uma sensagao aversiva
ou desagradavel que se origina em uma regiao especifica do corpo. Portanto a dor
€ mais que uma manifestacao da experiéncia sensorial que alerta sobre o perigo.
Kitchen e Bazin (1998) afirmam que a dor € uma sensacgao necesséaria para o
funcionamento normal do organismo. Ela combina sensacdes subjetivas que
acompanham a ativagao de nociceptores, proporcionado informag¢des quanto a
localizagdo e intensidade dos estimulos nocivos e potencialmente lesivos aos
tecidos. Estas sensacdes variam em termos de qualidade, e podem ter efeitos
sérios no bem estar fisico e emocional do individuo. Para Delgado et al (1998), “a
dor se diferencia dos outros tipos de sensagdes por ultrapassar o prdprio conceito
de sensacdo. E uma experiéncia que inclui um estado que ndo é uniforme, nem
desencadeia atitudes uniformes, ainda que se tenha uma dimensao especifica e
diferenciada do resto das sensagées’.

Para a “International Association for the Study of Pain” (IASP), a dor foi

conceituada, em 1994, como:
“... uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada a lesées reais
ou potenciais, ou descrita em termos de tais lesées. (...) A dor € sempre subjetiva.
Cada individuo aprende a utilizar este termo através de suas experiéncias prévias,
relacionadas a danos’.

Nesta concepgao, a dor é considerada um fenémeno multifatorial, cuja
sensacao e percepgao irdo variar individualmente, de acordo com a influéncia de
fatores bioldgicos, psicologicos e sociais. A inclusdo desses fatores demonstra a
impossibilidade de uma relagdo direta e proporcional entre dor e lesdo tecidual
(Peschanski, 1987, Rang et al., 2007).

Devido ao seu carater essencialmente desagradavel, a dor tem a funcao
adaptativa de alarme, que obriga o individuo a evitar e a reconhecer objetos e
situagcdes que possam causa-la, prevenindo o agravamento ou surgimento de

novas lesbées (Peschanski, 1987; Rey 1995). Além disso, as dores que sao



provenientes de doencas ou de lesdes, induzem o individuo a diminuir o seu nivel
de atividade fisica, evitando um agravamento do mal e permitindo a acao de
recursos naturais de cura do organismo (Merskey e Bogduk, 1994; Rang et al.,
2007).

1.2.2 DOR AGUDA:

A dor aguda é causada por uma ameaca de lesao tecidual ou pela prépria
lesdo tecidual. O paciente descreve precisamente a localizagdo, o padrdo, a
qualidade, a frequéncia e a duragédo da dor. Tem por funcéo alertar para o dano
tecidual e forgar o repouso do tecido em recuperagéo. E tem como consequéncias
uma ativacdo auton6mica e neuroenddcrina excessivas. Se nao for
adequadamente tratada, pode ser tdo lesiva como uma doenga e pode evoluir
para a dor crénica (Gilmam et al.,1985; Rang et al., 2007).

Costuma ser acompanhada de alteragdes neurovegetativas e pode ser
influenciada por fatores psicoldgicos, embora estes raramente tenham um papel
primario na sua ocorréncia (Peschanski, 1987; Rey 1995). Como sua
fisiopatologia, diagnostico e controle sdo mais bem conhecidos, costuma
desaparecer apos o tratamento correto do processo patolégico (Rey 1995).

1.2.3 DOR CRONICA:

Considera-se dor cronica aquela que persiste além do tempo razoavel para
a cura de uma lesao ou que esta associada a processos patoldgicos crénicos, que
causam dor continua ou recorrente em intervalos de meses ou anos (Gilmam et
al.,1985; Rang et al., 2007).

E causada por uma lesdo tecidual continuada, por fatores ambientais,
sensibilizacado dos neurdnios da via nociceptiva e por disfuncdo dos sistemas
enddgenos de controle da dor. O paciente ndo consegue descrevé-la claramente.
Mais que um sintoma, deixa de ter a funcao biolégica de alerta e frequentemente

da origem a alteragdes fisioldégicas (como disturbios do sono, apetite), emocionais



(depressao, ansiedade), comportamentais, incapacitacao fisica, dependéncia de
terceiros e sociais (conflitos familiares, problemas ocupacionais, econémicos e
legais) (Peschanski, 1987; Rang et al., 2007). Sao frequentes alteracdes nas
atividades fisicas, no cotidiano de vida, no sono, na vida sexual, modificacbes do
humor, baixa autoestima, pensamentos negativos, apreciacao desesperancada da
vida, alteracdes familiares, de trabalho e do lazer (Teixeira e Pimenta, 1994). A dor
prolongada torna-se o foco primario de atencdo do doente e atrapalha grande
parte das atividades. Representa uma das principais causas de absenteismo ao
trabalho, licengas médicas, aposentadoria por doenga, indenizagbes trabalhistas e
baixa produtividade. E um problema de satde publica, pela prevaléncia, alto custo
e impacto negativo que pode causar na qualidade de vida de pacientes e de suas
familias (Peschanski, 1987; Rang et al., 2007).

Os conhecimentos acumulados através da histéria, que culminam na
criagdo da Teoria da Comporta da Dor e no esclarecimento dos processos
fisiolégicos envolvidos na sua transmissdo e modulacdo, permitem que o atual
conceito de dor inclua fatores sensoriais, emocionais, cognitivos, comportamentais
e sociais (Merskey, 1991). Esses modelos ganharam impulso no final da década
de 60 e inicio da década de 70, amparados pela Teoria da Comporta da Dor,
desenvolvida por Melzak e Wall na década de 60 (Teixeira e Pimenta, 1994). A
Teoria da Comporta da Dor explicou a integracdo de estimulos periféricos aos
fendmenos corticais e afetivos. O impulso doloroso advindo da periferia projeta-se
na medula espinhal e, desta, ascende para estruturas do tronco cerebral, sistema
limbico, talamo e diversas regides do cértex (frontal, sensitiva, motora,
inespecifica) (Merskey, 1991). Dessas multiplas projecdes resultam diversos
fendmenos, dos quais interessa destacar a agregacdo do componente emocional
desagradavel a experiéncia dolorosa pelas conexdes do impulso com o sistema
limbico, e a agregacdo de elementos cognitivos como crengas, expectativas e
atencdo a dor, pelas conexbdes do impulso com diversas estruturas corticais
(Peschanski, 1987; Rang et al., 2007).



1.3 FISIOLOGIA DA DOR:

1.3.1 TEORIAS EXPLICATIVAS DA DOR:

Os ensinamentos de Aristoteles e Galeno permaneceram ao longo da
histéria. A sede das sensagdes, porém, passou do coragao ao cérebro, e a relagao
entre dor fisica e sofrimento psiquico vem sendo estudada ainda hoje
(Peschanski, 1987; Rang et al., 2007). A partir do século XIX e ao longo do século
XX, uma série de teorias foi postulada, na tentativa de elucidar os mecanismos e
integrar as diversas facetas do fendmeno doloroso (Merskey, 1991). Essas teorias
sdo, essencialmente, tentativas de solucionar um problema. O conhecimento
adquirido sobre os mecanismos da dor representa um conjunto de informacdes,
cujas interrelagcdes dindmicas ainda estao por serem estabelecidas integralmente.
Ao final do século XIX, duas teorias sobre os mecanismos fisiol6gicos da dor ja
tinham sido sugeridas: a Teoria da Especificidade e a Teoria da Intensidade (Rey,
1995; Rang et al., 2007).

A Teoria da Especificidade propunha que um sistema especializado de
transmisséo carregaria mensagens dos receptores de dor na pele até um centro
de dor no cérebro. A dor seria uma sensagao especifica, com uma aparelhagem
sensorial prépria e independente dos outros sentidos, o que implicava na
existéncia de uma relagao direta e invariavel entre o estimulo fisico e a sensagao
percebida pelo individuo, portanto, a intensidade da dor seria proporcional a
extensdo do dano tecidual (Teixeira e Pimenta, 1994; Rang et al., 2007). Apesar
dos inumeros avancos que esta teoria permitiu, a possibilidade de um sistema
nervoso funcionando através de vias diretas e fixas sugeria que toda a tarefa de
interpretacao do estimulo ocorresse inteiramente ao nivel do receptor. Esta teoria
nao previa que as fibras nociceptivas fossem capazes de modular a transmisséo
dolorosa e negava a influéncia das variaveis psicolégicas na dor (Rey, 1995).

A Teoria da Intensidade sugeria que todo estimulo sensorial seria capaz de
produzir dor, uma vez que alcangasse intensidade suficiente (Teixeira e Pimenta,

1994). A informagdo sensorial periférica seria acumulada no corno dorsal, € a



mensagem dolorosa s seria transmitida para o cérebro se o nivel de estimulagao
excedesse um determinado limiar. Haveria, portanto especializacdo e nao
especificidade (Rey, 1995; Teixeira e Pimenta, 1994; Rang et al., 2007).

Uma terceira teoria, nao fisioldgica, também foi proposta. Segundo a Teoria
Afetiva, a dor ndo possuia apenas uma qualidade sensorial, mas também uma
qualidade afetiva, que influenciava todos os eventos sensoriais e conduzia o
individuo a agao (Peschanski, 1987). O desenvolvimento tecnolégico do século XX
enfatizou o conceito de dor enquanto sensacao, relegando os processos afetivos e
motivacionais a um segundo plano. A interagéo entre estes sistemas, entretanto, é
evidente. No final do século XIX as teorias sobre a natureza da dor representavam
conceitos conflitantes, sendo que a oposigcao entre a Teoria da Especificidade, a
mais dominante, e a da Intensidade se estendeu pela primeira metade do século
XX, gerando novas teorias (Way et al. 1998; Peschanski, 1987).

Teoria do Padrao foi 0 nome geral de uma série de teorias cujos conceitos
se iniciaram no século XVIII e se consolidaram no século XIX (Rey, 1995), as
quais, basicamente, sugeriram que todas as terminagdes nervosas livres eram
semelhantes e nao especificas, e consideravam a dor como resultante da
excessiva estimulacao periférica, o que produziria um padrdo temporal e espacial
de impulsos nervosos, interpretado no cérebro como dor. Estas teorias ignoravam
as evidéncias sobre 0 alto grau de especializa¢do das fibras receptoras (Way et al.
1998; Peschanski, 1987).

A Teoria da Interagdo Sensorial baseava-se na existéncia de dois sistemas
de transmissdo da dor: (a) um sistema lento de fibras ndo mielinizadas e fibras
mielinizadas de pequeno calibre, responsavel pela conducdo dos impulsos
nervosos de dor, e (b) um sistema rapido de fibras mielinizadas de grande calibre,
responsaveis pela inibicdo da transmissao da dor (Merskey e Bogduk, 1994).
Diante de condi¢des patolégicas, o sistema lento prevaleceria sobre o rapido,
resultando em hiperalgesia.

Cada uma das teorias produzidas até meados do século XX geraram
informacdes essenciais para a elucidacao do fenbmeno doloroso, entretanto, tal

como pecgas isoladas de um quebra-cabeca, ndo integravam todos os diversos



aspectos envolvidos. Foi a partir de 1965, com a criagcdo da Teoria da Comporta
de controle da dor, proposta por Ronald Melzack, um psicélogo e Patrick Wall, um
fisiologista, que estas pecas comecaram a se encaixar, por que a nova teoria
passou a levar em consideracdo todas as evidéncias sobre especificidade,
padronizagdo e modulacdo dos impulsos, assim como a influéncia dos fatores
psicologicos (Teixeira e Pimenta, 1994).

A Teoria da Comporta de controle da dor propés que 0s mecanismos
neuronais no corno dorsal da medula espinhal atuassem como uma comporta,
capazes de aumentar ou diminuir o fluxo de impulsos nervosos que vinham das
fibras periféricas e se projetavam para o cérebro (Way et al. 1998). Todas as
informagbes somaticas estariam sujeitas a modulagdo da comporta, antes que
pudessem evocar a percepgao e resposta a dor (Teixeira e Pimenta, 1994; Rang
et al., 2007).

Os componentes da comporta de controle da dor eram as fibras de grande
e pequeno calibre, que se projetam na substancia gelatinosa, responsaveis pela
modulacdo da transmissao central dos impulsos. Ou seja, as células T, que se
encontram na substancia gelatinosa e que responderiam pela transmissdao de
aspectos sensoriais e emocionais da dor, e as estruturas cerebrais, onde o
estimulo doloroso seria processado (Peschanski, 1987).

O funcionamento da comporta seria influenciado, entre outros, pelos
impulsos transmitidos pelas fibras de grande calibre que, ao se projetarem para a
substancia gelatinosa, inibiriam a atividade das células T, isto é, elas “fechariam a
comporta” para a dor (Way et al. 1998). Os impulsos transmitidos pelas fibras de
pequeno calibre, mielinizadas e nado mielinizadas, inibiram a modulacdo e
ativariam as células T, “abrindo a comporta” e permitindo a transmissao da dor. Os
processos do sistema nervoso central também atuariam transmitindo mensagens
inibitérias a medula espinhal (Peschanski, 1987).

A falta de argumentos clinicos, anatémicos e fisiol6gicos que subsidiassem
a Teoria da Comporta para o controle da dor, ndo implicou no comprometimento
de seu valor, pelo contrario, a Teoria da Comporta forneceu bases conceituais e

eletrofisiologicas que constituiram elementos fundamentais para a constru¢do do



conceito de interacdo sensorial, segundo o qual, diferentes unidades do sistema
nervoso interagem entre si, com a finalidade de integrar informacbes sensoriais,
relaciona-las a experiéncias prévias e gerar comportamentos adaptados e mais
adequados ao relacionamento do organismo com seus ambientes exteriores e
interiores (Teixeira e Pimenta, 1994). Esta teoria conflui com o conceito de
operacao integrada do sistema nervoso como unidade, o que justificaria o fato do
medo e a ansiedade evocados pela dor alimentar e manter as anormalidades
funcionais que afloram, magnificam ou modificam as varias dimensbes das
experiéncias sensoriais (Peschanski, 1987; Rang et al., 2007).

Virtualmente, todas as estruturas cerebrais possuem um papel na dor,
mesmo atividades cerebrais aparentemente ndo relacionadas a dor, tais como
visdo, audicdo e pensamento sdo importantes: tudo contribui para a dor (Teixeira e
Pimenta, 1994).

1.3.2 MECANISMOS DA DOR:

A dor geralmente se inicia através de um estimulo potencialmente nocivo
nos tecidos. Ao atingir os tecidos, provoca a liberagdo de substancias
denominadas algiogénicas (principalmente acetilcolina, prostaglandinas,
histamina, serotonina, bradicinina, leucotrieno, substancia P, tromboxano, fator de
ativacdo plaquetario, radicais acidos e ions potassio) (Rey, 1995). Tais
substancias ativam receptores sensoriais especializados, 0os nociceptores, que se
encontram nas terminagdes livres das fibras nervosas localizadas nas estruturas
superficiais e profundas do organismo (Peschanski, 1987; Rang et al., 2007).

As substancias algiogénicas, ao ativarem o0s nociceptores, promovem a
despolarizagdo das membranas nervosas, desencadeando potenciais de acéo e a
geragao de impulsos elétricos nas fibras nociceptivas. A sensagédo dolorosa é,
portanto, desencadeada quimicamente e transmitida sob a forma e impulsos
elétricos, que trafegam ao longo das fibras nervosas até a medula espinhal (Way
et al. 1998).
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Os impulsos nervosos sao transmitidos para a medula espinhal através de
trés tipos de fibras nervosas: as fibras A-beta, de grande didmetro e mielinizadas,
que conduzem rapidamente o estimulo doloroso; as fibras A-delta, pequenas e
mielinizadas, e as fibras C, pequenas e nao mielinizadas, que sao responsaveis
pela conducdo lenta do estimulo doloroso (Peschanski, 1987; Dickenson e
Besson, 1997).

Para descrever de maneira sintética 0os mecanismos que ocorrem na
medula espinhal, é necessaria uma breve descricdo de sua contribuicao
anatomica e fisiolégica. A medula espinhal constitui-se em uma sucessdo de
segmentos, cada qual responséavel pela recepcao de informagdes sensitivas e pelo
controle da atividade motora de setores periféricos especificos (Gilmam, 1985).

Um corte transversal na medula revelard um canal central e duas zonas
concéntricas: a substancia cinzenta e a substdncia branca. As células da
substancia branca dispéem-se como as asas de uma borboleta que, de acordo
com a sua orientacédo, sdo denominadas de corno dorsal e corno ventral. Ao redor
da substancia cinzenta, a substancia branca consiste de fibras que se agrupam
em grandes feixes ascendentes e descendentes, através dos quais mensagens
chegam e partem da medula e do cérebro (Peschanski, 1987; Gilmam, 1985;
Rang et al., 2007).

As células da medula espinhal encontram-se dispostas em camadas ou
laminas na diregao dorso-ventral, e foram numeradas de | a X, sendo que o corno
dorsal contém as laminas de | a VI. As fibras nervosas que conduzem os impulsos
nociceptivos penetram na medula espinhal pela raiz posterior do corno e os
transmitem para a medula espinhal (Dickenson e Besson, 1997).

Na medula, parte destes impulsos nervosos ira primeiro passar por uma
regiao denominada substancia gelatinosa (laminas Il e lll), e é na passagem das
fibras sensoriais desta regido para os neurdnios ascendentes da medula espinhal
que estes impulsos poderao ser modulados (Gilmam, 1985; Way et al. 1998; Rang
et al., 2007).

Uma vez transmitidos para os neurbnios da medula espinhal, os impulsos

nervosos serdo projetados para o cérebro ao longo de fibras nervosas. Algumas
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destas fibras continuam para o talamo, formando o trato espinotalamico. A
maioria, porém, penetra na camada central da parte mais baixa do cérebro,
chamada de formagdo reticular, formando o trato espinorreticular (Way et al.
1998). A formacéao reticular possui sistemas altamente especializados e dela se
originam uma série de diferentes rotas, por onde os impulsos nervosos serao
transmitidos para o sistema limbico e para o cortex (Peschanski, 1987).

Até agora, tratou-se da transmissdo dos impulsos nervosos evocados pela
ativacao de receptores sensoriais especializados que fornecem informagdes sobre
dano tecidual. A partir do momento em que estes impulsos chegam ao cérebro €
que podem passar a ser classificados como dor, uma vez que nem todos os
estimulos nocivos que ativam o0s nociceptores sdo experimentados como tal
(Gilmam, 1985; Way et al. 1998; Rang et al., 2007).

A dor, propriamente dita, € a percepcdo de uma sensagdo aversiva,
desagradavel, proveniente de alguma regidao do corpo. Esta percepcao se da a
partir da abstracdo e elaboracdo de informacdes sensoriais, que envolvem
processos subjetivos. A identificagdo, atribuicdo de significado e reacédo a dor,
dependem de fatores ambientais, culturais, histéricos e individuais (Pimenta e
Teixeira, 1997).

Portanto, embora a percepcao de dano fisico e a sensacao de dor estejam
relacionadas, o conteudo proposto pela percepcdo nao € necessariamente
idéntico ao proposto em termos de sensacao (Peschanski, 1987; Rang et al.,
2007).

1.3.3 MODULAGAO DA DOR:

As informagbes codificadas sobre os estimulos nociceptivos séo
transmitidas desde os tecidos periféricos até as estruturas cerebrais. Entretanto,
ao longo do trajeto, seu conteudo sofre a influéncia de mecanismos moduladores,
capazes de influenciar a qualidade e intensidade da experiéncia dolorosa. Estes
mecanismos constituem o sistema supressor de dor (Dickenson e Besson, 1997).
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A cada sinapse das fibras pelas quais transitam, os impulsos nervosos
estdo sujeitos a modulacdo. Na medula espinhal, as mensagens transmitidas
pelas fibras que convergem para o corno dorsal sdo “filtradas” pela substancia
gelatinosa. Na formacéo reticular, as informacdes que provém de diferentes areas
do corpo somam-se e se interagem (Peschanski, 1987).

Nos diversos centros cerebrais (talamo, sistema limbico, cértex) as
informagdes sdo processadas e transitam por fibras ascendentes e descendentes,
que as modulam continuamente, facilitando o fluxo de algumas e inibindo o de
outras (Peschanski, 1987; Dickenson e Besson, 1997).

A presenca de receptores de morfina nas estruturas do sistema nervoso
central (SNC), por onde as informagdes nociceptivas transitam, demonstrou a
existéncia do sistema opidide enddégeno (Samuelson, 1991) responsavel pela
producdo de substancias bioquimicas (endorfinas) cuja acdo assemelha-se a da
morfina (Jessell, 1993). A ativacdo desse sistema € influenciada por fatores
socioculturais, cognitivos e emocionais, que podem atenuar ou ampliar a dor
percebida (Samuelson, 1991).

Em sintese, a ocorréncia da dor resulta do desequilibrio entre a quantidade
e a qualidade da estimulacdo nociceptiva e a ativacdo do sistema supressor
(Peschanski, 1987).

Foi apenas a partir da Teoria da Comporta de controle da dor e do
esclarecimento sobre seus mecanismos fisiolégicos de transmissao e modulagcao
que foi possivel produzir um conceito de dor suficientemente abrangente para
incluir todos os avangos conquistados (Gilmam, 1985; Way et al. 1998; Rang et
al., 2007).

1.4 CONTROLE DA DOR:

O controle da dor é essencial para a assisténcia integral ao paciente, visto
que estimulos dolorosos prolongados parecem predispor maior sofrimento,
complicacdes e prejuizo na qualidade de vida (Jessell, 1993). Para o controle da

dor é indicada a abordagem multimodal, que inclui as técnicas farmacoldgicas e
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nao-farmacolégicas. O objetivo é bloquear a geragao, transmissao, percepcao e
apreciacao dos estimulos nociceptivos, o que pode ser feito em diferentes niveis
do sistema nervoso central e periférico (Rey, 1995).

Para a abordagem farmacolégica, dispde-se de analgésicos de acao
periférica e central, e, também, de anestésicos para uso em bloqueios peridurais e
periféricos. As prescricbes de analgésicos devem ser regulares e em esquema,
"se necessario" (Treede e Magerl, 1995). Tal esquema propicia constancia do
nivel plasmatico e oferta para episédios de picos de dor (Rey, 1995).

Dentre as principais técnicas nao farmacoldgicas, temos as terapias fisicas
(aplicacdo de calor e frio, massagem, estimulagdo elétrica transcutanea e
acupuntura) que, por meio da ativacdo do sistema sensitivo-discriminativo,
estimulam o sistema supressor de dor, e técnicas cognitivo-comportamentais
(relaxamento, técnicas de distracdo, imaginacao dirigida, hipnose e biofeedback)
que, possivelmente, promovem relaxamento muscular, distragdo da atengédo e
sugestao, o que interfere na apreciacao do estimulo doloroso (Jessell, 1993).

Os principios que norteiam o controle da dor aguda sdo a selecdo de
drogas e doses adequadas, a escolha da via e sistema de infusdo apropriado, a
investigacdo de possiveis efeitos adversos, a educagdo do doente, o uso de
medidas fisicas e comportamentais, a avaliacdo da eficacia analgésica e da
incapacidade oriunda da dor (Jessell, 1993). Tais fatores sao, também, a chave
para a retroalimentacao do sistema (Rey, 1995).

Ha de se destacar o desenvolvimento de sistemas de liberacao e de infusao
de farmacos (Loéwenstein et al.,, 1969). O uso de bombas de infusdo para a
Analgesia Controlada pelo Paciente (ACP) (Shafer et al., 1992) e a analgesia por
cateter peridural com opidides, associados ou ndo as drogas anestésicas, séo
consideradas técnicas sofisticadas, que envolvem alta tecnologia (Stoltzfus e
Durbin, 1997). No entanto, ha duvidas sobre a superioridade desses métodos em
relacdo aos tradicionais (analgesia intravenosa, intramuscular e por via oral), no
que se refere ao alivio da dor, a ocorréncia de efeitos colaterais, ao numero de
complicacées e ao custo (Stoltzfus e Durbin, 1997; Shafer et al., 1992). Ha

interesse em se compararem 0s métodos disponiveis para analgesia,
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considerando-se que os dados existentes em literatura ndo sédo conclusivos
(Shafer et al., 1992).

Apenas por questdes didaticas, os agentes mais frequentemente utilizados
em sedacao e analgesia foram divididos em grupos: barbituricos (notadamente o
tiopental sddico), benzodiazepinicos (incluindo o midazolam, o diazepam e o
lorazepam, este nao disponivel no Brasil para infusdo parenteral), derivados
fendlicos (propofol), neurolépticos (limitados em sedagcdo exclusivamente ao
haloperidol), AINE e os analgésicos opidides (incluindo a morfina e o fentanil e
seus derivados) e agentes inalatérios (particularmente o isoflurano) (Society of
Critical Care Medicine, 1998).

1.5 ANALGESICOS OPIOIDES:

O extrato de papoula, composto opidide mais antigo utilizado em medicina,
foi descrito no século 3 a.C. O Opio, substancia original desse grupo
farmacologico, é extraido da papoula, nome popular do Papaver somniferum, uma
das muitas espécies da familia das Papaveraceas, que se caracteriza por
apresentar folhas solitarias e frutos capsulados (Gozzani, 1994). O Papaver
somniferum provavelmente evoluiu de uma espécie silvestre nativa da Asia Menor,
ou de uma espécie denominada Papaver setegirum, que crescia nas terras em
torno do Mediterraneo (Booth, 1998; Baraka, 2000). Das varias espécies de
papoula conhecidas, somente o Papaver somniferum e o Papaver bracteatum
produzem O6pio em quantidade significativa. Contudo, esta ultima é destituida de
expressao comercial (Gozzani, 1994).

O processo de obtengédo do 6pio ndo sofreu grandes variagées no decorrer
dos séculos. De um modo geral, a descricao feita por Cohen et al., ainda é
obedecida. Em resumo, o processo € iniciado duas semanas ap0s a queda das
folhas, quando as capsulas que contém as sementes endurecem. Ao anoitecer, a
capsula é escarificada com incisdes rasas permitindo fluir o latex. Deixa-se entéao
que ele se adense, gragas a evaporacao, na propria superficie da capsula, do que

resulta uma goma marrom que é removida, na manhd seguinte, com um
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instrumento de ferro com a forma de uma pa de pedreiro pequena. Essa goma é
entdo transformada em pé (Booth, 1998; Baraka, 2000).

O ¢épio teve grande importancia na civilizagdo romana, simbolizando o sono
e a morte. Agripina, a ultima esposa do Imperador Claudio, adicionou essa droga
ao vinho que ofereceu a Britanico, seu enteado, para permitir que Nero, seu
proprio filho, herdasse o trono. Plinio, o velho, descreveu a semente da papoula
como um hipnoético, e Virgilio, poeta romano, tanto na Eneida quanto nas
Gedrgicas, confere ao 6pio as mesmas propriedades. Coube a Paracelso, médico
suico que viveu entre 1493 e 1541, portanto no alvorecer da Renascencga, o mérito
de reintroduzir o uso médico do épio na Europa Ocidental (Gozzani, 1994; Booth,
1998; Baraka, 2000).

Pode-se dizer que o fato mais importante do inicio do século XIX foi a
descoberta da morfina, obtida por Friedrich Serturner, um alemé&o, assistente de
farmacéutico, que trabalhou no isolamento de principios ativos do 6pio. Serturner
iniciou os seus trabalhos em 1803 e publicou os primeiros resultados em 1806 no
Journal of Pharmacies. O proprio Serturner denominou essa substancia de
morphium em homenagem ao Deus grego do sono e, em 1816, apresentou
detalhes da investigacdo quimica e farmacolégica dessa droga (Booth, 1998;
Baraka, 2000).

Sabe-se hoje que um quarto do peso do pd de 6pio é constituido por pelo
menos 25 alcalbides, que foram classificados em dois grupos distintos, por razées
de ordem quimica e farmacolégica. O grupo mais importante é representado pelos
derivados do fenantreno, que exercem suas agodes, primariamente, sobre o SNC.
A morfina, protétipo desse grupo, representa 10% dos alcaléides do Opio. A
codeina (metil-morfina) foi isolada por Robiquet, em 1832, e a tebaina (dimetil-
morfina) foi isolada por Pelletier e Thibouméry, em 1835. A codeina e a tebaina
representam, respectivamente, 0,5% e 0,2% dos alcaldides do épio (Gozzani,
1994; Booth, 1998; Baraka, 2000).

Semanas antes da primeira demonstragcéao publica de anestesia, conduzida
pelo Dr. William Thomas Green Morton no Massachusetts General em Boston em

16 de outubro de 1846, Smilie publicou no Boston Medical and Surgical Journal
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suas observagcdes sobre as propriedades analgésicas de uma solucao de O6pio
aquecida, que agia por via inalatéria (Flacke, 1985).

A guerra civil americana criou uma grande oportunidade para o emprego
macico tanto do 6pio por via oral quanto da morfina por via subcutanea nos
soldados feridos em combate e, como consequéncia, houve registro de diversos
casos de dependéncia fisica, gerando um problema social para os Estados
Unidos. Os soldados britanicos que lutaram na guerra da Criméia também
utilizaram morfina injetavel para ajuda-los a suportar as terriveis condi¢cdes dos
campos de batalha. O mesmo sucedeu com os soldados prussianos na guerra de
1870 entre a Franca e a Alemanha (Smith e Meek, 2011).

Todavia, os conceitos de tolerancia, dependéncia psiquica e fisica, bem
como os de vicio, somente no século XX passaram a ser amplamente discutidos.
Em tese foram aceitas as seguintes definicoes (Basile, 1991): tolerdncia é um
estado de responsividade diminuido ao efeito de uma droga, tornando-se
necessario o emprego de doses crescentes para a manutengdo do mesmo efeito
(Basile, 1991). Dependéncia psiquica é o estado no qual uma droga promove uma
satisfacdo capaz de propiciar o uso periédico ou continuado dessa droga, em
busca da mesma sensacdo de prazer (Basile, 1991). E um estado de adaptacao,
que se manifesta pelo aparecimento de transtornos fisicos, qualificados como
“sindrome de abstinéncia’ quando se interrompe o uso da droga (Basile, 1991). O
vicio foi definido por um Comité da Organizacdo Mundial de Saude como “um
estado de intoxicagao periédico ou crbnico, prejudicial ao individuo e a sociedade,
produzido pelo uso repetido de uma droga”. Tem como caracteristicas:
necessidade absoluta de continuar a utilizar a droga (compulséo) e de obté-la por
qualquer meio e, ainda, tolerdncia, dependéncia psiquica e, as vezes,
dependéncia fisica (Basile, 1991). Esse Comité nao configura a obrigatoriedade do
ultimo atributo, enquanto o Comité de Adi¢éo a Drogas do Ministério da Saude do
Reino Unido enfatiza a presenga obrigatéria da dependéncia fisica, com o
aparecimento da sindrome de abstinéncia, quando da supresséo da droga (Basile,
1991).
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A nomenclatura dos componentes deste grupo de farmacos tem se alterado
no decorrer dos anos. Inicialmente, foram designados como narcéticos. Este
termo, porém, incluia ndo s6 as substancias derivadas da morfina, mas também
outras que produziam sonoléncia. Passou-se entdo a designar os derivados
naturais de opiadceos e os derivados sintéticos de opiodides. Entretanto a tendéncia
atual é designar todo o grupo, de forma genérica, como agentes opidides. A
racionalizagdo no uso de opidides derivou do conhecimento dos receptores, e,
portanto, esclarecimento de seu principal mecanismo de acao (Gozzani, 1994;
Smith e Meek, 2011).

Em 1939 surgiu a meperidina, o primeiro opidide inteiramente sintético,
iniciando a série de derivados da fenilpiperidina (Murphree, 1969). Varios outros
representantes dessa série foram sintetizados. Em 1956 foi langcada a
dextromoramida, e em 1957 a fenoperidina, analgésicos potentes que estimularam
as investigacdes de Janssen e col. sobre novos derivados da fenilpiperidina. O
fentanil, primeiro desses novos opidides, tornou-se disponivel a partir de 1960.
Entre 1974 e 1976, foram desenvolvidos os seguintes andlogos do fentanil:
carfentanil (1974), sufentanil (1974), lofentanil (1975), alfentanil (1976) (Janssen,
1982; Smith e Meek, 2011).

Todos esses novos derivados da fenilpiperidina sao agonistas de
receptores p e destinados, preferentemente, a pratica anestesiolégica e a
analgesia e sedacao de pacientes internados em UTI. Todos os efeitos dos
opiodides, inclusive os adversos, sdo consequentes a complexas interagdes entre
essas drogas e receptores especificos, identificados ao longo do sistema
ascendente de transmissao da dor e do sistema descendente inibitério (Janssen,
1982).

A identificacdo de receptores opidides na década de 70 foi também
acompanhada da identificacdo de substancias enddgenas que se ligavam a eles.
Estas substancias sado peptideos, divididos em trés familias, cada uma delas
originada de um gene distinto. Estes genes orientam o cddigo de sintese de uma
grande proteina precursora a partir da qual os varios peptideos ativos sao

separados. Uma destas proteinas precursoras € a pro-opiomelanocortina que da
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origem ao hormdnio melanocitico estimulante, ACTH e B-endorfina. O segundo
grupo de peptideos opidides deriva do precursor pro-encefalina, que da origem a
metionina encefalina (metencefalina) e a leucina encefalina (leu-encefalina). O
terceiro precursor é a pro-dinorfina que origina as dinorfinas (com cadeias de
aminoacidos de diferentes comprimentos) (Eguchi, 2004).

Os ligantes enddgenos dos receptores opidides ndo sao so diferentes em
suas origens genéticas, mas aparecem em células e areas diversas do sistema
nervoso central. A B-endorfina esta presente na hipéfise anterior, lobo
intermediario, em nudcleos do hipotdlamo basal e medial e células do nucleo do
trato solitario (centro simpatico primério para os arcos reflexos dos baro e
quimiorreceptores). As encefalinas sdo encontradas no sistema nervoso central e
na periferia, como medula adrenal, no trato gastrintestinal (especialmente no plexo
mioentérico), medula espinhal (ldminas | e Il de Rexed), diversas regides
supraespinhais do sistema nervoso central, em particular corpos celulares do
globo palido, nucleos supra-6pticos e paraventriculares do hipotalamo, amigdala e
neocértex. Por sua ampla distribuicdo supde-se um grande numero de fungdes
para as encefalinas, mas suas projecdes estdo ainda incompletamente mapeadas
(Jaffe e Marin, 1985). As dinorfinas foram identificadas no intestino, hipotdlamo,
hipofise posterior, tronco encefalico e medula espinhal. Antes que estes agonistas
enddégenos fossem completamente identificados, sugeria-se a existéncia de
diferentes classes de receptores. Muitos receptores foram propostos. Entretanto, a
maioria dos autores da area trabalha com 3 bem estabelecidos: u dividido em 2
subclasses u1 e 2, d e K; os receptores epsilon e sigma néo parecem ter papel
relevante no mecanismo de analgesia. As ligacoes com o receptor m sao feitas
pela B-endorfina, metencefalina e dinorfina A1-13; o receptor & liga-se com B-
endorfina, leuencefalina e dinorfina A1-8; o receptor kappa € o alvo principal de
ligagdo das dinorfinas (Jaffe e Marin, 1985).

19



Tabela 1. Classificacao dos receptores opidides associado ao mecanismo de

analgesia
Receptor Efeito Agonista Antagonista
analgesia supra-
espinhal
depresséo ventilatoria .
. B endorfina
i (mu) euforia o Naloxona
o dinorfina A1-13
dependéncia
miose
modulagdo m .
. leu-encefalina
analgesia .
0 (delta) _ o B endorfina Naloxona
depresséo ventilatoria o
dinorfina A 1-8
analgesia espinhal o
_ o Dinorfina
depresséo ventilatoria _
K (kapa) ~ morfina Naloxona
sedacao .
. nalbufina
Miose

(Adaptado de Simon et al., 1991).

Os receptores p estdo amplamente distribuidos em todo o encéfalo, e sua
funcéo relaciona-se com a integragdo motora-sensorial e percepgao dolorosa. Os
receptores & sdo mais limitados em sua distribuicdo e encontram-se nas areas

relacionadas a olfagéao, nacleo acumbens e

neocoértex, caudado-putamen,
amigdala. Parecem ter papel na integracdo motora, olfacdo e funcao cognitiva
(Jaffe e Marin, 1985).

Os receptores k sdo observados nos nucleo caudado-putamen, acumbens,

amigdala, hipotalamo, neurohipéfise, eminéncia média e nucleo do trato solitario.
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Suas provaveis fungdes relacionam-se com balanco hidrico, ingesta alimentar,

percepcao dolorosa e atividade neuroenddcrina (Gilman et al., 1985).
1.5.1 MECANISMO DE ACAO DOS OPIOIDES:

Os opidides ligam-se aos receptores, tanto no sistema nervoso central
como em outros tecidos. Somente a forma levo-rotatéria possui atividade agonista.
A existéncia da forma ionizada é necessaria para a interagdo com o ligante
anioénico do receptor. A ligacdo de um opidide enddégeno ou exdgeno com o
receptor promove a inibicdo do segundo mensageiro, altera o transporte do calcio
na membrana celular e atua pré sinapticamente impedindo a liberagdo de
neurotransmissor (Eguchi, 2004).

A analgesia dos opidides é mediada por uma interagdo complexa entre os
receptores |, delta e kappa. Em relagdo a agédo supra-espinhal os receptores u
parecem ter a influéncia mais importante, enquanto que os receptores 0 e K estao
envolvidos com a analgesia espinhal. Através do uso de antagonistas seletivos de
u1 (naloxonazina e naloxozona) foi possivel concluir que os receptores p1 estao
relacionados com a analgesia supra-espinhal; pelos estudos realizados os
receptores py2 nao parecem ter grande importdncia na acao analgésica. A
analgesia medular envolve outros receptores. Neste local os ligantes delta
especificos sao cerca de cinco vezes mais potentes que a morfina (Leon-Casasola
et al., 2008).

Os receptores opiodides, pertencem a familia dos receptores acoplados a
proteina G, inibem a adenilato ciclase, reduzindo assim o conteudo intracelular de
cAMP. Todos os receptores opidides estdo ligados através das proteinas G a
inibicdo da adenilato ciclase. Além disso, facilitam a abertura dos canais de K*
(causando hiperpolarizacdo) e inibem a abertura dos canais de Ca?* (inibindo a
acao de transmissores).

Todos os tipos de receptores exercem esse efeito, além de exercerem
efeitos sobre os canais idnicos através de um acoplamento direto da proteina G ao

canal. Através desse mecanismo, os opidides promovem a abertura dos canais de
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potassio e inibem a abertura dos canais de calcio regulados pela voltagem (Smith
e Meek, 2011).

Esses efeitos sobre a membrana reduzem tanto a excitabilidade neuronal
(visto que o aumento da condutancia ao potassio provoca hiperpolarizagcdo da
membrana) quanto a libertacado de transmissores (devido a inibicdo da entrada de

calcio). Por isso, o efeito global ao nivel cerebral € inibitério (Smith e Meek, 2011).
1.5.2 CLASSIFICACAO DOS OPIOIDES:
A capacidade que determinada substancia tem em ativar o receptor ao qual

esta ligada é sua atividade intrinseca ou eficacia. Este conceito pode ser expresso

pela férmula:

E = k Ro/RtEmax

E é o efeito; Emax é o efeito maximo; Ro sdo os receptores ocupados; Rt o

namero total de receptores e k a atividade intrinseca (Flacke, 1985).

Quando a atividade intrinseca € 1, isto significa que o agonista é puro, a
ocupacao de todos os receptores (Ro=Rt) produz a resposta maxima (E= Emax).
O antagonista tem atividade intrinseca zero, portanto ndo produz efeito,
independente da ocupacdo dos receptores. Os compostos agonistas parciais e
agonistas/ antagonistas tém atividade intrinseca entre zero e um (Gilman et al.,
1985; Flacke, 1985).

De acordo com a agédo no receptor (Smith e Meek, 2011), os opidides

classificam-se em:

* Agonistas: morfina, meperidina, alfaprodina, fentanil, alfentanil, sufentanil,

fenoperidina, codeina, hidromorfona, oximorfona, metadona e heroina.
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* Antagonistas: naloxona e naltrexona.
* Agonista parcial: buprenorfina.
* Agonistas/Antagonistas: (agonista k/antagonista p) nalbufina, nalorfina,
levalorfan, pentazocina, butorfanol e dezocina.
1.5.3 FARMACOLOGIA DOS OPIOIDES:

O indice terapéutico (DL50/DE50) é a relagédo entre a dose de uma droga
que produz efeitos letais em 50% dos animais testados e a dose que produz os
efeitos desejados em 50% dos animais. Os opidides possuem, em geral, uma

ampla margem de segurancga (indice terapéutico) quando testados em modelos
animais (Eguchi, 2004).

Tabela 2. indice Terapéutico - IT

Droga indice Terapéutico
Morfina 69,5
Meperidina 4,8
Fentanil 277,0
Alfentanil 1080,0
Sufentanil 25211,0

(Adaptado de Sebel e Bovil, 1987).

Para que um farmaco produza seu efeito, necessita atravessar membranas
e alcancar o receptor. A velocidade e extensdo com as quais um farmaco penetra

através de membranas sdo determinadas por seu peso molecular, solubilidade
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lipidica, ligacdo a proteinas plasmaticas e grau de ionizacdo. Uma molécula
pequena tende a passar mais rapidamente através das membranas celulares. A
maior solubilidade lipidica permite ao farmaco passar pelo contetdo lipidico das
membranas biolégicas, inclusive a barreira hemato-encefalica, com maior
facilidade. A ligacado as proteinas plasmaticas e membranas das hemacias deixa
menos farmaco livre para penetrar e alcancar os receptores (Flacke, 1985). Da
mesma forma, a ionizacdo de um farmaco diminui sua habilidade de atravessar
membranas; moléculas carregadas serao repelidas por cargas iguais nas
membranas ou atraidas por cargas oposta; em ambos os casos a efetividade de
atravessa-las e ligar-se ao receptor diminui (Eguchi, 2004). Os opidides tém, de
forma geral, um pequeno tamanho molecular. A solubilidade lipidica (coeficiente
octanol/agua) é de 1,4 para a morfina, 813 para o fentanil, 145 para o alfentanil e
1778 para o sufentanil (Flacke, 1985; Smith e Meek, 2011).

A morfina possui a menor lipossolubilidade o que resulta numa lenta
penetragao através das membranas; isto faz com que chegue ao sistema nervoso
central lentamente, exibindo um inicio de agdo mais demorado. O sufentanil,
fentanil e em menor grau o alfentanil possuem uma alta lipossolubilidade e,
portanto, um rapido inicio de acédo apoOs injecdo venosa (Eguchi, 2004). A
porcentagem de ligagao protéica (incluindo albumina e a1-glicoproteina acida), em
pH 7,4, é de 30 para a morfina, 84 para o fentanil, 92 para o alfentanil e 93 para o
sufentanil. O fentanil, alfentanil e sufentanil ligam-se principalmente a ail-
glicoproteina acida, enquanto que a morfina liga-se, principalmente, a albumina
(Flacke, 1985).

Os opidides mais recentes possuem um alto grau de ligacao protéica (Smith
e Meek, 2011). Consequentemente, uma menor quantidade do farmaco esta
disponivel na forma livre, estado no qual ha a penetracdo no sistema nervoso
central e producgao do efeito. A alta taxa de ligagcao protéica também contribui para
um menor volume de distribuicao e limita a quantidade de droga livre disponivel
para eliminacao pelos sistemas hepatico e renal, o que reduz a taxa de depuragao
(Gozzani, 1994).
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A porcentagem de farmaco nao ionizado (em pH 7,4) é de 23 para a
morfina, 10 para o fentanil, 20 para o sufentanil e 90 para o alfentanil. O pequeno
grau de ionizacdo do alfentanil contribui para sua mobilizagdo através das
membranas e explica, parcialmente, o seu rapido inicio de acao (Flacke, 1985;
Smith e Meek, 2011).

A solubilidade lipidica também desempenha um papel na eliminagcao de
uma substancia. Um farmaco com alto grau de lipossolubilidade sera facilmente
estocado em tecidos que contenham lipideos, sendo liberado lentamente destes
tecidos para o plasma, resultando numa baixa velocidade de eliminagao.
Farmacos com altos graus de lipossolubilidade terdo meia-vida de eliminagéo (B)
maiores do que aqueles com menor lipossolubilidade. A menor lipossolubilidade

do alfentanil contribui para sua meia-vida B menor (Gozzani, 1994).

Tabela 3. Perfil Fisico-Quimico dos Opidides

Morfina Fentanil Alfentanil Sufentanil
Tamanho da
) Pequena Pequena pequena Pequena
Molécula
Solubilidade
) 1,4 813 145 1778
Lipidica
% ligada a
) 30,0 84 92 93
Proteinas
% nao
23,0 10 90 20
ionizada

(Adaptado de Prys-Roberts et al., 1984)
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Tabela 4. Farmacocinética Comparativa

Morfina

Fentanil

Sufentanil

Alfentanil

Meperidina

Naloxona

Meia-vida
de
distribuicao

(a) (min)

10-20

5-10

5-15

5-15

10-20

Volume de
Distribuicao
(L/kg)

3,4

4,0

1,7

0,7

4,4

1,8

Depuracao
(ml/kg/min)

10-20

10-20

10-12

3-8

30,1

Meia-vida
de
eliminacao
(B) horas

(Adaptado de Stoelting et al., 1987)

1,7

3,6

2,7

1,6

6,7

1,1

Os opidides tém efeitos centrais e periféricos, homeadamente ao nivel

cardiovascular, gastrointestinal e na musculatura lisa. Conseguem passar a

barreira placentaria, causando efeitos no feto, no caso de uma mulher gravida. Os

seus efeitos duram 4 a 6 horas. Pode causar rapidamente dependéncia (fisica e

psicoldgica), ja que este composto tem uma enorme capacidade de ativar

sistemas cerebrais e é capaz, quimicamente, de alterar o normal funcionamento

desses mesmos sistemas. Causam também tolerancia com elevada rapidez

(necessidade de aumentar a dose, para se sentir o mesmo efeito). Esta tolerancia

estabelece-se apenas em relacao aos efeitos seus efeitos centrais (Smith e Meek,

2011). No mecanismo de tolerancia, a hiper sensibilizacao da adenilciclase (AC),
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apds a exposicao crbnica de opidides, necessita de elevadas concentragdes de
AMPc, causando falha na sensibilizacao dos receptores p (Smith e Meek, 2011).

Os receptores opidides podem ser excitatérios ou inibitérios. No homem
predominam os primeiros, o que faz com que o seu efeito final seja, sobretudo,
depressor. Como efeitos farmacoldgicos temos (Flacke, 1985; Smith e Meek,
2011):

* Analgesia central com supressao das dores fisica e emocional;
« Efeitos no coracao;

» Sedacéo;

« Alivio de dores cronicas e agudas;

* Alivio da ansiedade;

* Diminuicao do sentimento de desconfianga;

* Euforia;

» Sensacao de bem estar e tranquilidade.
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Euforiz
Analgesia Liberacao de histamina
Sonoléncia ISecrecdo LM, FSH

T Secrecio pralactina
Miose

5 . Depressao respiratona
Retencio urinana

Supressdo reflexo da tosse

Obstipacdo
T Tonus dGtero Reflaxo do vdmito
Espasmao biliar Broncoconstricao leve

Disforia

Figura 1. Efeitos Farmacolégicos dos Opiodides (Adaptado de Garret et al.,
1994).

Os opidides agonistas apresentam ag¢des farmacodindmicas semelhantes,
que incluem analgesia, sedagdo, sonoléncia, inconsciéncia, supressao da
resposta vegetativa e enddcrina ao estresse. A sedacdo, sonoléncia e
inconsciéncia dependem da dose, estado fisico do paciente, associacdo com
outros depressores do sistema nervoso central e intensidade dos estimulos
nociceptivos (Jaffe et al., 1985; Smith e Meek, 2011).

Em relagdo ao aparelho cardiovascular, os agonistas opidides produzem
depressdo miocardica minima, nao sensibilizam o coracdo a acado de
catecolaminas, preservam a autorregulagéo da circulagao cerebral, cardiaca, renal
e diminuem a frequéncia cardiaca (com exceg¢do da meperidina que produz
taquicardia) (Leon-Casasola, 2008).

Nao ha referéncias em relacdo a toxicidade hepatica ou renal com o uso dos
opidides agonistas (Lavinas, 2004).

Quanto aos efeitos no sistema nervoso central, diminuem o fluxo sanguineo

e o metabolismo cerebral, provocam alteragdo minima na laténcia e amplitude dos

potenciais evocados somatossensoriais (Jaffe et al., 1985).
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Em relagdo ao aparelho digestivo induzem ao aparecimento de nauseas e
vébmitos por estimulacdo direta dos quimiorreceptores da zona de gatilho no
assoalho do quarto ventriculo (agindo como agonista parcial do receptor de
dopamina). O retardo do esvaziamento e aumento de secrecbes no trato
gastrointestinal sdo também mecanismos possiveis na génese desses sintomas
associados ao uso de opidides. Os opidides podem aumentar a pressao nas vias
biliares; doses equianalgésicas de fentanil, morfina, meperidina e pentazocina
aumentam a pressao no ducto biliar em 99, 53, 61 e 15%, respectivamente, acima
dos valores anteriores a administracdo do farmaco. A incidéncia de espasmo do
esfincter de Oddi € cerca de 3% nos pacientes que recebem fentanil durante
anestesia balanceada com anestésicos inalatérios (Leon-Casasola, 2008).

Os opidides agonistas interferem com a funcdo do sistema respiratério
levando a depressado respiratéria (dose dependente) e possuem propriedades
antitussigenas. A depressao da ventilacdo se expressa por aumento da pressao
parcial de diéxido de carbono no sangue arterial e deslocamento da curva de
resposta ao CO2 para a direita, caracterizando sensibilidade diminuida a fragdes
inspiratérias aumentadas de CO2. Os agonistas opidides agem nos centros que
regulam o ritmo respiratério, na regido do bulbo, podendo aumentar as pausas
entre 0s movimentos respiratérios e aumentar o tempo expiratério (Lavinas, 2004).
A diminuicdo da sensibilidade ao CO2 pode ser decorrente da redugcdo de
liberagdo de acetilcolina dos neurbnios da area ventilatéria, em resposta a
hipercarbia (Gilman et al., 1985; Flacke, 1985).

Os opidides podem induzir rigidez muscular, de provavel mecanismo
central. Na anestesia, os opidides sdo capazes de bloquear as respostas a
laringoscopia e intubagcdo, sendo este efeito dose dependente. Um dos
mecanismos especificos propostos para esta acao € o bloqueio dos estimulos
provenientes da laringe, uma area muito rica em extremidades nervosas, inervada
pelo vago e glossofaringeo (Stoelting, 1987). Os nlcleos desses nervos possuem
altissima concentracao de receptores opidides e € provavel que esse seja um dos
motivos pelos quais os opidides sao tao eficazes no bloqueio das respostas

decorrente da laringoscopia e intubacao (Flacke, 1985).
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Algumas variaveis interferem com o comportamento farmacocinético e
farmacodinamico dos opidides: a idade do paciente, funcdo hepatica, obesidade,
funcéo renal, consumo de drogas com atividade no sistema nervoso central (por
exemplo: alcool e tranquilizantes) (Gilman et al., 1985).

A meia-vida de eliminacdo (t12B8) dos opidides estd aumentada nos
pacientes idosos, provavelmente em decorréncia do aumento no volume de
distribuicao e diminuigdo da depuragao plasmatica (Gilman et al., 1985).

O fentanil ndo mostrou alteracdo em relacdo ao volume de distribuicao,
quando foram comparados pacientes idosos e adultos jovens (Stoltzfus, 1997),
portanto prolongamento de sua meia-vida de eliminacdo nos idosos deve ser
decorrente da diminui¢cdo da depuragéo.

Aumento da meia-vida de eliminacao e diminuigdo da depuracdo também é
observado com o uso de alguns opidides (fentanil, sufentanil) em recém nascidos,
quando comparados com criangas maiores. Esta modificacdo farmacocinética
pode ser decorrente de reducdo enzimatica ou de fluxo sanguineo hepatico no
periodo neonatal (Treede e Magerl, 1995).

1.5.4 USO CLINICO DOS OPIOIDES:

Indicacdes clinicas dos opidides (Eguchi, 2004; Leon-Casasola, 2008,
Smith e Meek, 2011):
» Tratamento da dor crbnica: é a primeira escolha no tratamento da dor crénica
pds-operativa, no cancer e outras situacdes.
» Tratamento da dor neuropatica (na dor neuropatica geralmente ndo ha nenhum
dano tecidual. O que ocorre é uma disfungdo das vias que transmitem dor,
levando a uma transmissdo cronica dos sinais dolorosos. E comum quando os
pacientes necessitam de tratamento por tempo prolongado). Aqui, sdo necessarias
doses maiores de opidides, quando comparados com a dor somatica.
 Tratamento da dor aguda forte: em trauma ou no parto;
» Como anestésico geral;

* Reducgéo da dor em casos de fibromialgia.
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Sao recomendacodes gerais para o uso dos opidides (Eguchi, 2004; Smith e
Meek, 2011):

» Nao devem ser usados nas colicas biliares (litiase biliar ou calculo na vesicula)
porque provoca espasmos que podem aumentar ainda mais a dor;

» Antes de comecgar um tratamento com opidides, o doente deve ter no¢ao que a
funcdo do opidide ndo é eliminar a dor, mas sim reduzir a sua intensidade;

* N&o € primeira escolha na dor inflamatoria (nesta sdo usados AINES);

Os agonistas opidides mais utilizados em anestesia sdo morfina, fentanil,
alfentanil, sufentanil e meperidina. A morfina, embora possa ser sintetizada em
laboratorio, é obtida da cdpsula da semente da papoula, como um dos alcaldides
do exsudato leitoso do 6pio (Gozzani, 1994). Os alcalbides representam cerca de
25% do peso do Opio e sao divididos em 2 classes quimicas: fenantrenos e
benzilisoquinolinas. O principal fenantreno é a morfina, com quantidades menores
de codeina e tebaina. A principal benzilisoquinolina é a papaverina (Amaral, 1999;
Gozzani, 1994).

Em 1969 Ldwenstein e col. popularizaram o uso da morfina como
anestésico em pacientes com doencga valvar aértica. Administrando morfina na
dose de 5-10 mg/min associada a oxigénio, um estado anestésico foi obtido com
uma dose em torno de 1 a 3 mg/kg. A situacdo hemodindmica do paciente era
estavel, com tendéncia e vasodilatacdo (responsiva a volume) e bradicardia
(reversivel com a atropina). Os problemas com a técnica proposta por Léwenstein
incluiam amnésia incompleta ocasional, reagcbes de liberacdo de histamina (rash
cutaneo, hipotensdo e broncoconstricao) e depressao respiratéria prolongada
(Eguchi, 2004; Gozzani, 1994; Smith e Meek, 2011).

A morfina ¢é rapidamente absorvida pelas vias tradicionais de
administracdo, entretanto um metabolismo intenso na primeira passagem pelo
figado precisa ser considerado (Gozzani, 1994). A dose eficaz pela via enteral é
cerca de 5 vezes a dose equianalgésica por via venosa. A meia-vida de
eliminacdo da morfina é de cerca de 2 horas. A principal via metabdlica é a
conjugacao com o acido glucurénico no figado. Apés a metabolizacdo os

compostos sdo excretados pela urina, associados a uma pequena quantidade de
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morfina livre. Cerca de 7 a 10% da droga administrada é excretada nas fezes
como componente da bile. A morfina é o opidide de referéncia, no que diz respeito
a poténcia analgésica, sendo a ela atribuido o valor 1 (Amaral, 1999; Gozzani,
1994).

O sufentanil é cerca de 500 a 1000 vezes mais potente que a morfinae 5 a
10 que o fentanil. A estabilidade hemodinamica e hormonal observada com o uso
de sufentanil estd presente ndo s6 nos pacientes com doenga cardiaca, mas
também nos individuos higidos, com doses entre 5 e 30 mg/kg (Bernards, 1994;
Gozzani, 1994).

Em relagdo aos parametros farmacocinéticos, apresenta um volume de
distribuicdo menor que o do fentanil e uma meia-vida de eliminacdo também
menor (Stoltzfus et al., 1997).

Bradicardia parece ser um pouco mais frequente com o uso do sufentanil do
que com fentanil. A producao de amnésia e habilidade para contornar hipertenséao
e taquicardia intra-operatéria com doses suplementares de sufentanil € maior do
que com fentanil (Samuelson et al., 1991).

A associagao sufentanil-N20 é capaz de manter a concentracao plasmatica
de norepinefrina abaixo dos niveis pré-operatérios. Embora o sufentanil previna a
resposta endécrina e metabdlica em cirurgia cardiaca, ndo consegue fazé-lo
durante circulagao extracorpérea, mesmo em doses elevadas (20 mg/kg) (Lauretti
et al. 1997).

Em relacdo aos metabdlitos, o sufentanil apresenta os produtos da N-
desalquilacdo que sao inativos, entretanto a via da O-metilagao produz o desmetil-
sufentanil que tem 10% da atividade do sufentanil. Os metabolitos sdo excretados
quase igualmente pela urina e fezes, 30% aparecem conjugados. Isto reforca a
importancia da funcao renal da depuragao do sufentanil. O tempo requerido para
um decréscimo de 50% na concentracdo nos efetores € menor para o sufentanil
do que para o alfentanil, a despeito da meia-vida de eliminacao mais rapida do
ultimo (Samuelson et al., 1991). Este fato ocorre pela alta lipossolubilidade do
sufentanil, que tende a ser sequestrado pela gordura (Gozzani, 1994).
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Esta distribuicdo do sufentanil produz uma meia-vida de eliminacao mais
longa, mas também aumenta a depuracao do sufentanil, diminuindo rapidamente a
concentracao plasmatica do farmaco, apés a interrupcao da infusao (Gozzani,
1994).

A implicacéo clinica destas caracteristicas farmacocinéticas é o sufentanil
ser, provavelmente, uma melhor escolha que o alfentanil para infusdes até 8
horas. O alfentanil é melhor para infusbes mais longas, se uma recuperagcao
rapida é desejavel ao final da infusdo. Por esta razdo o alfentanil tem sido
escolhido para sedacdo em terapia intensiva em pacientes adultos e pediatricos
(Stoelting, 1987; Gozzani, 1994).

1.6 FARMACOS DE LIBERACAO CONTROLADA: USO DE
CICLODEXTRINAS:

O desenvolvimento de novas formulagcbes farmacéuticas tende a alterar em
breve o conceito atual de medicamento (Hung, 2006). Assim, tém surgido nos
ultimos anos diversos sistemas de administracao de farmacos com a finalidade de
modelar a cinética de liberacao, melhorar a absor¢cdo, aumentar a estabilidade do
farmaco ou vetoriza-lo para uma determinada populacdo celular. Os novos
sistemas terapéuticos surgiram da necessidade de minimizar os problemas que se
prendem com a administragdo das formas farmacéuticas tradicionais. Tomando
como exemplo a administracao oral de medicamentos é comum acontecer perda
de atividade, consequéncia de destruicao parcial do principio ativo através do trato
gastrintestinal (por variacées de pH ou devido a degradacao enzimatica) ou de ma
absorcao (Duchéne et al., 1999; Valentino, et al., 2008).

E neste contexto que comegam a surgir novos sistemas, como o0s
lipossomas e as nano e microparticulas, sistemas planejados para ultrapassar as
dificuldades referidas (Gavini, 2011). A adocao destes sistemas levantou, também,
dificuldades, em especial no que diz respeito ao processo de fabricacdo, que
resultam da baixa solubilidade dos farmacos, o que conduz também a taxa de

incorporagé&o de um principio ativo igualmente baixa, ou a liberagéo incompleta de
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farmaco. Para ultrapassar estas dificuldades alguns autores tém usado
ciclodextrinas (Duchéne, 1987).

As ciclodextrinas (CDs) séo oligossacaridos ciclicos, constituidos por um
namero variavel de unidades de glicose, que se obtém por acdo da enzima
ciclodextrina-a-glicosiltransferase (CGTase), sobre o amido (Szejtli, 1994). As
ciclodextrinas naturais mais comuns apresentam seis, sete ou oito unidades de
D(+)-glicopiranose unidas por ligagdes a e denominam-se a-, - e y-ciclodextrinas,
respectivamente (Gavini, 2011).

Estas moléculas sdo conhecidas desde finais do século XIX, tendo sido
primeiramente identificadas por Villiers, em 1891 (Figura 2). Este investigador
francés isolou uma pequena quantidade de um composto cristalino, a partir de um
meio de cultura de Bacillus amylobacter contendo amido, o qual designou por

“cellullosine” devido a forte semelhancga desta substéancia isolada com a celulose.

CHIMIE ORGANIQUE. — Surlg fermentation de la foule par Uaction
du ferment butyrigue. Wole de M. A. Vuisus.

celte fermentation étant constilnés par des dextrines.

n J'ai montré dernibrement ( Comptes rendus, féveier 1891, p. 435) que
Ja fécule de pomme de terre pent, dans des conditions délerminées, fer-
menter sous l'action du Basillus amylobacter, les produits principaux de

Figura 2. Inicio do artigo de Villier em Comptes Rendus da Academia de
Ciéncias de 1891 (Fonte: Loftsson e Duchéne, 2007).

No livro “Einschlussverbindungen” (Figura 03), Friedrich Cramer descreve a
estrutura basica e as caracteristicas fisico-quimicas da a-, B-, e y- ciclodextrina,
incluindo a estrutura quimica, tamanho da cavidade, solubilidade, reactividade,
capacidade de complexacdo e o efeito da estabilidade quimica da molécula
héspede (Loftsson e Duchene, 2007).
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EINSCHLUSS-
VERBINDUNGEN

VOR

FRIEDRICH CRAMER

DOZERMNT Ak CHOMISCHEN INSTITUT
DERE UNIVERSITAT HEIDELBERC

MIT 47 TEXTABRILDUNGEN

SPRINGER-VERLAG
BERLIN - GOTTINGEN - HEIDELBERG
1954

Figura 3. A capa do livro de Friedrich Cramer “Einschlussverbindungen”
(compostos de inclusao), publicado em Berlim em 1954. (Sao descritos varios
tipos de compostos que podem formar complexos de inclusdo, incluindo CDs),
(Fonte: Loftsson e Duchéne, 2007).

Contudo, no inicio do século XX, foi Frank Schardinger que caracterizou
este produto como sendo mistura de oligossacarideos ciclicos, tendo também
descrito processos para a sua obtencdo e purificagdo, razdo pela qual as CDs
também sao conhecidas na literatura por dextrinas de Schardinger (Duchéne et
al., 1984; Valentino, et al., 2008), além de outras denominacgoes.

Karl Freudenberg, Friedrich Cramer e Hans Plieninger apresentam o
composto na Alemanha em 1953. Esta patente (Figura 04) engloba praticamente

0os aspectos mais importantes da aplicacdo das CDs na formulagdo de

35



medicamentos.
complexacdao era possivel

Através de varios

exemplos,

mostraram que mediante a

proteger substancias da oxidagdo, aumentar a

solubilidade de farmacos insoluveis e reduzir o peso de substancias volateis
(Freudenberg et al, 1953).
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Figura 4. A primeira pagina das duas primeiras patentes

de

ciclodextrinas intitulada “Métodos para a preparacao de compostos de

inclusao de compostos organicos fisiologicamente ativos”.
(Fonte: Loftsson e Duchéne, 2007).
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A obtencdo das CDs naturais segue conjunto de passos que pode ser
assim esquematizado (Szejtli, 1994):
- Cultivo do microrganismo produtor da CGTase,
- Separacao e purificacao da enzima,
- Degradagéao enzimética do amido em mistura de dextrinas e
- Separacao, purificacao e cristalizacao das CDs.

Dos numerosos microrganismos que produzem CGTase, as espécies mais
usadas sao o Bacillus macerans, Bacillus circulans e também Klebsiella
pneumoniae (Sicard e Sainez, 1987). Sdo moléculas cristalinas, homogéneas, nao
higroscopicas que apresentam estrutura tronco-cénica e se caracterizam por
possuirem cavidade de natureza apolar, devido a formagao de um anel de grupos
C-H (C3), de um anel composto por atomos de oxigénio glicosidicos e, também,
de outro anel de grupos C-H do carbono C5, que contrasta com o exterior
hidrofilico (Szejtli, 1994). Os membros mais comuns da familia das CDs sao os de
seis, sete e oito unidades de glicose (Figura 5). Por razbes estereoquimicas,
membros com menor numero de unidades nédo se formam e CDs com mais de oito
unidades de glicose nao parecem apresentar grande interesse, apesar de
existirem estudos sobre as propriedades fisico-quimicas e a capacidade em
formar complexos de inclusdo da &-ciclodextrina, 0 homo6logo com nove unidades
de glicose (Szejtli, 1994; Miyazawa et al., 1995; Gavini, 2011). A cavidade das
CDs pode acomodar moléculas, ou parte de moléculas, no seu interior, sem que
haja o estabelecimento de ligagdes covalentes entre as duas entidades (Figura 6).
A este fendbmeno denomina-se complexacao e pode ocorrer quer em solugao,

quer no estado sélido (Szejtli, 1994; Valentino, et al., 2008).
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Figura 5. Estrutura das Moléculas de a, 8, & Ciclodextrinas (8, 7 e 6 unidades
de glicose, respectivamente) (Adaptado de Uyar, 2005).
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Figura 6. Representacdo esquematica da estrutura funcional das
Ciclodextrinas. (Adaptado de Uyar, 2005).
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As CDs e os seus complexos de inclusdo podem ser utilizados na
preparacdo de formas farmacéuticas solidas, liquidas e semi-sélidas com
aplicacao nas vias de administracdo oral, parentérica, pulmonar, nasal, bucal,
sublingual, rectal, ocular e dérmica (Mosher e Thompson, 2002).

Formas farmacéuticas solidas:
e Aumento da velocidade e extensdao de dissolucao dos farmacos quando
complexados com CDs hidréfilas em consequéncia do aumento da sua
solubilidade e alteracdo do seu estado cristalino.

e Atenuacao de sabores e odores desagradaveis dos farmacos.

Formas farmacéuticas liquidas:

e Aumento da estabilidade fisica das emulsdes e suspensdes. As CDs
presentes em sistemas termodinamicamente instaveis como as suspensoes
permitem a diminuicdo da velocidade de sedimentacao das particulas e
inibem a recristalizagdo de farmacos em cristais polimérficos de menor
solubilidade. Estédo, portanto, na origem de um aumento da estabilidade
termodindmica destes sistemas e exercem também efeitos positivos na
deliquescéncia de substancias higroscépicas, fotdlise, volatilidade, etc.

e Controle da natureza tixotrépica de suspensoes.

Formas farmacéuticas semi-sélidas:
e Modificacdo das propriedades reoldgicas, tais como a consisténcia das
pomadas.
e Aumento da biodisponibilidade topica através do aumento da libertagédo do
farmaco a partir da formulagao.
e Aumento da capacidade absorvente de agua das bases oleosas e
emulsdes do tipo A/O por CDs hidrofilas.

¢ Modificagao da capacidade de intumescimento dos gels.
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Formas farmacéuticas injetaveis:

Reducdo da irritacdo muscular e hemdlise induzida por determinados
farmacos.

Obtencao de produtos sollveis pela preparagdao de complexos de inclusao
por liofilizagdo. O aumento de solubilidade dos farmacos é induzido
diretamente pelo aumento da sua solubilidade intrinseca, por consequéncia
da sua complexagao bem como pela alteracao do seu estado cristalino.
Preparagdo de suspensdes para utilizagdo parenteral com redugdo do
tamanho de particula dos farmacos no complexo de inclusdo, notadamente
pela utilizacdo de técnicas de preparacdo dos complexos como por
exemplo a secagem por pulverizagao.
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Tabela 5. Propriedades fisico-quimicas de ciclodextrinas naturais

a-CD B-CD y-CD A-CD
n? unidades
] 6 7 8 9
glicose
Massa
972 1135 1297 1459
molecular
Sol. Aquosa
(9/100 mL a 14,5 1,85 23,2 8,19
25 °C)
Diametro da
] . 4,7-5,3 6,0-6,5 7,5-8,3 10,3-11,2
cavidade (A)
Volume da
cavidade 174 262 427 -
(A3)
Forma dos , .
L. Laminas Paralelogramas Prismas -
cristais
Pka 12,332 12,202 12,081 -
Ponto de
. 275 280 275 -
fusao (°C)
Tensao
superficial 73 73 73 72
(nM/m)
Vel. hidrodlise
o 0,11 0,13 0,23 0,63
acida (h-1)

(Adaptado de Szejtli, 1994; Miyazawa et al., 1995)

As CDs naturais apresentam algumas limitagbes quer devido a sua baixa

solubilidade aquosa e em solventes organicos, quer a toxicidade que apresentam

quando utilizadas em preparacdes parenterais (Tabela 5) (Szejtli, 1994). As

caracteristicas de inclusdo das CDs naturais podem ser alteradas pela introducao
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de substituintes nas hidroxilas disponiveis. A dimetil-B-ciclodextrina normalmente
apresenta melhores caracteristicas de inclusao, especialmente no que diz respeito
a dimensao da cavidade apolar, do que a B-ciclodextrina. O uso de derivados
lipofilicos (etilados ou acetilados) permite que moléculas hidrofilicas possam ser
incluidas na cavidade das CDs a partir de solventes menos polares do que o
interior da cavidade (Uekama e Otagiri, 1987; Valentino, et al., 2008).

Se atendermos a CD natural mais usada (B-ciclodextrina), o elevado
namero de grupos hidroxila que possui (sete primarios e quatorze secundarios)
séo potenciais pontos de reacdo, que permitem produzir modificagdes estruturais
funcionalizando o anel macrociclico (Tabela 6). Surge, assim, grande variedade
de estruturas adaptadas ao desenvolvimento de novos sistemas terapéuticos
(Duchéne, 1996; Hirayama e Uekama, 1999). No que diz respeito a obtencao de
derivados, é justamente sobre a B-ciclodextrina que se incide a maior parte dos
estudos disponiveis (Gavini, 2011).

A maior parte das alteracées que ocorrem na estrutura mae tem lugar por
sintese quimica. Sdo reagdes de substituicdo dos grupos hidroxila pelo grupo
pretendido, recorrendo a estratégias de substituicao seletiva (Wouessidjewe et al.,
1996) ou por reacdes de condensacdo (CDs hidroxialquiladas). Veiga (1996)
referiu a obtengao dos derivados das CDs com grupos metila, etila, carboximetila,
hidroxietila, hidroxipropila, sacarideos e por polimerizacao. Contudo, € comum
seguir-se a via enzimatica na producdo de CDs ramificadas, embora estas

possam, também, ser preparadas por sintese quimica.
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Tabela 6. Propriedades fisico-quimicas de derivados da pB-ciclodextrina

Solubilidade . Diametro
n® Pontode | Tenséao
Peso Aquosa . o da
unidades fusao superficial .
i molecular | (g/100 mL, cavidade
glicose (°C) (nM/m) .
25 °C) (A)
DM-BCD 7 1331 57 295-300 62 6
TM-BCD 7 1430 31 157 56 4-7
G1-BCD 8 1297 97 - 7 -
G1)2-8CD
(G128 1459 140 - - -
9
G2-BCD 9 1459 50 - 70 -
G2)2-8CD
(G2)2- 1789 50 - 71 -
11
DE-BCD 7 1527 0,005 - 52 -
TE-BCD 7 1723 0,0018 - 53 -

Adaptado de Duchéne (1990) (DM — dimetil; TM — trimetil; G1 — glicosil; (G1)2 —
diglicosil; G2 — maltosil; (G2)2 — dimaltosil; DE — dietil; TE — trietil)

A classificagdo habitualmente seguida (Uekama et al., 1990) agrupa os
derivados das CDs em hidréfilos, hidr6fobos, hidrofilicos, hidrofébicos e ionizaveis.
Ha, no entanto, um subgrupo de derivados, pertencente ao grupo dos derivados
hidrofébicos, que tem merecido alguma atencdo para a producdo de novos
sistemas terapéuticos. Trata-se do subgrupo dos derivados anfifilicos das CDs.
Estes sao sintetizados ligando cadeias alquilicas (via ligacao eter, éster, amino ou
amida) as hidroxilas primarias de C6 - “medusa-like”- ou aos secundarios de C2 e
C3 - “skirt-shaped” (Wouessidjewe et al., 1996; Duchéne, 1996).

Esses derivados sao insollUveis em agua e apresentam a capacidade de se
auto-organizarem. Formam monocamadas de “Langimuir-Blodgett”, quando
colocados em agua pura, ficando os grupos hidrofilicos orientados para a agua e

as cadeias hidrocarbonatadas lipofilicas orientadas para fora do meio aquoso.
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Estes derivados sao solluveis em solventes organicos. Contudo, quando atingem
determinada concentracdo, a tensdo superficial dos di-ésteres diminui
ligeiramente, como acontece com os tensoativos em solucdo aquosa. Quando se
atinge a concentragao micelar critica, sugerindo a formagao de vesiculas. Estas
vesiculas apresentam tamanhos no intervalo dos 500 aos 4000nm (Gavini, 2011).
As CDs naturais, e alguns derivados como a hidroxipropil-B-ciclodextrina,
sdo metabolizadas ao nivel do célon e do ceco pelas bactérias da flora intestinal,
originando &agua e dioxido de carbono. Estes sdo também os produtos de
degradacao do amido. Estudos de toxicidade (Tabela 7) mostram que se trata de
moléculas seguras, quando administradas por via oral (Valentino, et al., 2008). Em
doses superiores a 600 mg/kg a B-ciclodextrina ndo revelou qualquer efeito
adverso no peso corporal, no crescimento, nos valores bioquimicos e
hematoldgicos de ratos e caes nao se tendo também observado mutagenicidade

ou teratogenicidade com doses inferiores a 400 mg/kg (Szejtli, 1990).

Tabela 7. Dados sobre metabolismo e toxicidade de ciclodextrinas:

cD Metabolismo DL50 Oral rato DL50 IV rato
(mg/kg) (mg/kg)
A Colon >10 000 500 - 750
B Célon, cecum > 5000 450 — 790
r TGl superior >> 8 000 4 000
HP-B Cdlon - -
SBE-B nao metabolizada - -
RM-p nao metabolizada >> 8 000 1500-2100

Adaptado de Loftsson (1998) (HP — hidroxipropil; SBE — éter sulfobutilico; RM —

metilada ao acaso)

As alteragbes bioquimicas do sangue de ratos e coelhos apos multiplas
administragbes intravenosas de maltosil-B-ciclodextrina (0,9 g/kg) foram

comparadas com as obtidas com a 3-ciclodextrina na mesma dose, com vistas a
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avaliar a toxicidade por via parenteral. Contrariamente, os animais que receberam
B-ciclodextrina, que apresentaram aumento do nitrogénio uréico e da creatinina,
indicador de alguma insuficiéncia renal. Os resultados obtidos com a maltosil- B-
ciclodextrina foram idénticos aos obtidos com os grupos de controle, encontrando-
se os valores dentro dos limites normais (Yamamoto et al., 1991).

1.6.1 PRINCIPAIS DIFERENCAS ENTRE AS CICLODEXTRINAS

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
(Figura 5) (Kaur et al., 2004; Welliver e McDonough, 2007; Stella e He, 2008).
Essas unidades apresentam em sua estrutura grupos hidroxil primarios e
secundarios orientados para o exterior e, em consequéncia disso, as CDs se
apresentam com a superficie exterior hidrofilica (formada por grupos hidroxilas,
sendo altamente polar) e uma cavidade central hidrofébica (apolar) (Patel et al,.
2008). Essa cavidade central torna a CD capaz de formar complexos com muitas
drogas e de alterar as propriedades fisico-quimicas das mesmas (Loftsson et al.
2001; Davis e Brewster, 2004, Fernandes et al., 2007; Valentino, et al., 2008).

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

A limitada solubilidade aquosa da B-CD se deve, em grande parte, as

ligagdes intramoleculares de hidrogénio entre os grupos hidroxil secundarios, o
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que desfavorece a interacdo desta CD com as moléculas de agua (Kaur et al.,
2004). Por essa razao, varias modificacoes 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 e He, 2008). Apresenta maior solubilidade
em agua que a B-CD e menor potencial toxico (Irie e Uekama, 1997; Davis e
Brewster, 2004; Brewster e Loftsson, 2007; de Paula et al., 2010), além da
melhora na capacidade de complexagao.

Os rins sdo os érgaos mais afetados pela CD, apds a absorcao sistémica.
Tanto a B-CD quanto a HP-B-CD formam um complexo com colesterol ou seus
ésteres no sangue, porém apenas com a -CD o complexo formado é insoluvel.
Tal complexo, na urina, passa por filiracao glomerular e é retomado pelas células
tubulares renais, o que traz danos aos rins (Stella e He, 2008).

A HP-B-CD tem-se mostrado bem tolerada em animais e humanos sendo a
sua administragdo considerada ndo toxica a baixas e moderadas doses (Kaur et
al., 2004), além de nao apresentar necrose celular mesmo apoés altas doses, como

encontrado em estudos com B-CD (Stella e He, 2008).

1.7 COMPLEXOS DE INCLUSAO:

Os complexos de inclusao (Figura 7) sdao compostos moleculares com a
estrutura caracteristica de um aduto, em que um composto (designado de
hospedeiro) encerra no seu interior outro (0 hdspede). As CDs apresentam-se
como étimas candidatas a formagdo de complexos de inclusdo, uma vez que
possuem uma cavidade para o efeito. Ha, no entanto, fatores que condicionam a
formagéo de complexos de inclusédo (Stella e He, 2008).

A cavidade das CDs tem afinidade preferencial para a forma neutra de um
determinado substrato, sendo capazes de complexar e solubilizar compostos nao
polares. A complexacdo pode ser condicionada, entre outros fatores, pela
composicao do esqueleto do composto, pela fraca solubilidade em agua (inferior a

10 mg/mL), pelo estado de ionizacao, pela temperatura e solventes utilizados, pelo
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ponto de fusao inferior a 250 °C (ponto de fusdo superior significa que as forcas
coesivas entre as moléculas sao muito fortes) e pela massa molecular
compreendida entre 100 e 400 Daltons (Uekama, Otagiri, 1987; Valentino, et al.,
2008). Contudo, pode ocorrer a formacao de complexos com moléculas muito
grandes, desde que contenham cadeias laterais apropriadas para a inclusdo
parcial, originando compostos com solubilidade e estabilidade modificadas (Szeitli,
1991; Thompson, 1997).

As forcas envolvidas no processo de formacao dos complexos sado, ainda,
objeto de discussdo na comunidade cientifica (Le Corre et al.,1996). Sabe-se que
nao se trata apenas de interagdo apolar classica. Estdo envolvidas forgas de Van
de Waals, ligagdes de hidrogénio, interagbes hidrofébicas e alguns autores
apontam, também, a liberagdo de energia devido a substituicdo de moléculas de
agua por outras menos polares e devido a alteragdes conformacionais, que

contribuem para a formacéo e estabilizacdo do complexo (Anguiano-lgea, 1992).

SN

Farmaco Complexo 1:1
farmaco-CD
| ' | O o
CD Farmaco Complexo 1:2

farmaco-CD

Figura 7. Formacao de complexos de inclusao entre farmacos e
ciclodextrina, nas proporcoes de 1:1 e 1:2 e representacao da complexacao
1:2. (Adaptado de Davis & Brewster, 2004).
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Uma das caracteristicas mais importantes das ciclodextrinas € a presenca
de uma cavidade que permite a formagdo de complexos de inclusdo (Figura 7)
(Valentino, et al., 2008). Isto permite alterar a solubilidade de farmacos
(Backensfeld et al., 1991; Loftsson e Brewster, 1996, Toros de llarduya et al.,
1998), modelar a velocidade de dissolucdo (Becket et al., 1999), aumentar a
estabilidade (Loftsson et al., 1993) e proteger as mucosas da irritagdo causada por
determinados farmacos (Rainsford, 1990; Otero-Espinar et al., 1991).

Nos ultimos anos foram desenvolvidos diferentes derivados quimicos de
CDs naturais, mediante a substituicdo de algumas ligagdes de hidrogénio que
formam os grupos hidroxilicos, melhorando assim as propriedades das CDs
naturais como a solubilidade, a atividade hemolitica e a nefrotoxicidade.

Entre os derivados hidrofilicos das CDs naturais podemos distinguir dois
grupos: as CDs neutras (como a HPBCD) e as ionizadas (como a SBEBCD). De
uma forma geral, a eficacia de complexacado € maior para as CDs derivadas. As
derivadas com menor grau de substituicdo apresentam um maior efeito
solubilizante e os derivados ionizados podem ser bons agentes solubilizantes se a
carga da molécula estiver na posicao mais afastada da cavidade hidrofébica
(Loftsson e Brewster, 1996).

Comparando com as CDs neutras, a complexacao pode ser melhor quando
a CD e o farmaco carregam cargas opostas, mas pode diminuir quando carregam
a mesma carga (Loftsson e Brewster, 1996). No caso de farmacos ionizaveis, a
presenca da carga pode ter um papel significativo na complexacdo de
farmacos/CD e uma mudanca de pH na solugdo pode variar a constante de
complexacdao. Em geral, os farmacos na forma id6nica formam complexos mais
fracos do que na forma ndo-idnica.

As mudancas de temperatura podem afetar a complexacao do farmaco/CD.
Na maioria dos casos, aumentar a temperatura diminui o valor da constante
aparente de estabilidade do complexo, e este efeito foi relatado como sendo um
possivel resultado da redugédo das forgas de interacao farmaco/CD, tais como as
Forcas de Van der Waals e as forgas hidrofébicas, provocada pelo aumento da

temperatura. Entretanto, mudancas de temperatura podem ter um efeito
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insignificante quando a interagdo farmaco/CD esta predominantemente associada
a uma entropia dirigida.

O método de preparacado pode afetar a complexagdo do farmaco/CD. A
eficacia de um método depende da natureza do farmaco e em muitos casos, a
secagem por pulverizacdo, e a liofilizagdo demonstraram ser os mais eficazes
para o complexacao de farmacos.

Em solucdo aquosa os complexos de inclusdo dissociam-se, encontrando-
se em equilibrio as moléculas livres com as moléculas ligadas na cavidade da CD.
Este é um processo dindmico, no qual a molécula-héspede se associa e dissocia
constantemente da molécula-hospedeira (Figuras 8) (Stella et al., 1999; Szeijtli,
1991).

Figura 8. Representacao esquematica da formacao do complexo de
inclusdao. O 4acido salicilico € a molécula héspede e os circulos menores
representam as moléculas de agua (Fonte: Uyar, 2005).

Como ja referido, o conceito de medicamento tem evoluido no sentido de
permitir obter parametros farmacocinéticos adequados a acgao pretendida,
melhorando, assim, a eficacia do farmaco, prolongando o seu efeito ou

aumentando o seu indice terapéutico. Os medicamentos classicos nao se
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encontram adequados para atingir estes objetivos. Tanto as membranas
biolégicas quanto as propriedades fisico-quimicas de alguns dos farmacos usados
na terapéutica sao barreiras que € necessario contornar. Assim, surge a
necessidade de se desenvolverem em novos sistemas de cedéncia de farmaco ao
organismo (Davies, et al., 2000). As CDs sao conhecidas por permitirem a
encapsulagdo molecular de farmacos com caracteristicas hidrofdbicas, alterando-
Ihes a solubilidade, aumentando a estabilidade e, em alguns casos, melhorando a
biodisponibilidade (Figura 9) (Valentino, et al., 2008).

Figura 9. Complexo de inclusido farmaco-a-ciclodextrina (Adaptado de
Nakagava, 2000).
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2. OBJETIVOS:

O objetivo deste estudo foi realizar a avaliagdo da farmacocinética pré-
clinica do complexo de inclusdo sufentanil-hidroxipropil-B-ciclodextrina

comparando com o sulfentanil livre.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Realizagdo ensaios in vivo, em coelhos e em suinos, para determinar as
concentracoes plasmaticas e o perfil farmacocinético do complexo de incluséo,
comparando-o com o farmaco livre, administrados por via intramuscular e

intravenosa.

- Obtencao de dados pré-clinicos sobre a farmacocinética desta nova formulagéao

de sufentanil com objetivo de realizar futuros testes clinicos.
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3. MATERIAL E METODOS:

3.1 Materiais:

Para confeccado das formulagdes de sufentanil foram utilizados: citrato de
sufentanil (cedido pela Cristdlia Ind. Quim. Farm. Ltda.), hidroxipropil-$3-
ciclodextrina/HP-B-CD adquirido junto a Roquette Ind. Farmac. (Cedex, France),
tampao HEPES 20mM com NaCl 0,9% (Q-biogene).

Durante a coleta de snague dos suinos foi utilizado ventilador mecéanico na
modalidade com fluxo a pressao (K. Takaoka Ind. Com. Ltda).

O equipamento utilizado para a obtencao das concentracdes plasmaticas
de sufentanil foi um espectrometro de massas triplo-quadrupolar em sequéncia
com fonte de ionizagao por eletrospray (Micromass Quattro LC®) acoplado com
um cromatoégrafo liquido de alta eficiéncia Shimadzu LC 20 AD. Para a condugao
e validagdo dos ensaios analiticos, foi utilizado o padrao analitico de citrato de
sufentanil (Cerilliant-Certified Reference Materials/Analytical Reference Standards,

Texas, EUA). Todos os demais reagentes sdo de grau analitico ou farmacéutico.

3.2 Formulacoes de Sufentanil:

O farmaco e o sistema de escolha utilizados foram:
-Analgésico opioide fenilpiperidinico: citrato de sufentanil;
-Sistema carreador: hidroxipropil-B-ciclodextrina/HP--CD. A HP-B-CD é um
derivado sintético da beta-CD, utilizado na preparacéo de sistemas de liberagéo
controlados destinados a administracao parenteral e aprovado pelo FDA para uso
humano;
-Complexo de inclusao: analgésico opidide sufentanil complexado com
hidroxipropil-B-ciclodextrina nas razées molares de 1:1.

Em solugcédo, os complexos foram preparados pela adicdo de quantidades
apropriadas de sufentanil e de HP-B-CD (razdo molar 1:1). A suspensao formada
foi equilibrada por agitacao, a temperatura ambiente, por um periodo de 24 horas,
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resultando, assim, em uma solucdo limpida do complexo CD/sufentanil. Para a
preparacao de complexos sélidos, a solugao foi liofilizada e guardada a -20°C para
uso posterior (Dollo et al., 1998; Loftsson e Masson, 2001;Volobuef et al., 2009)
com dissolugdao em tampao HEPES (20mM pH 7,4 com NaCl 150mM).

As preparagbes com sufentanil em meio aquoso nas mesmas
concentracdes que as formulacées em CDs foram preparadas com tampao fosfato
5 mM contendo NaCl 154 mM em pH 7,4. Todas as formula¢des foram preparadas
em camara de fluxo laminar (com materiais e solugcdes autoclavados a 1 atm e
121°C, por 20 min).

3.3 FASE I: Modelo Animal- Coelhos:

Todos os protocolos experimentais em animais foram elaborados de acordo
com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal, adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). Este projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica Animal da Universidade S&o Francisco (Protocolo ne 001.12.09 -
Anexo 1).

Para a FASE | deste trabalho, foram utilizados 12 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 alimentacao ad libitum, temperatura
ambiente monitorada a 22 + 3°C e aclimatados ao local de experimentagcao por
pelo menos 7 dias. Os animais foram distribuidos aleatoriamente para receber os
dois tratamentos propostos: injecdo intramuscular (10 pg.kg”') em gliteo do
farmaco livre ou complexado com HP-3-CD (n=6).

Neste estudo cego e randomizado, os animais foram colocados em um
contensor para coelhos e em seguida foi feita a instalacdo de um cateter
intravascular na orelha como via de acesso venoso. Foram coletadas amostras de
3 mL de sangue nos seguintes tempos: 0 - antes da injecéo (“baseline”), 15, 30,
45, 60, 90, 120, 180, 240, 300, 360, 420 e 480 minutos apds a administracao dos
tratamentos. O tempo de coleta de cada amostra foi definido e ajustado de modo
que obtivéssemos doze amostras entre o tempo zero (antes da administracao) e 4
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vezes o0 tempo de meia-vida (t'2) do sufentanil (aproximadamente 2h). Este
esquema de progressao geométrica é comumente utilizado e fornece informacoes
sobre a disposicao da droga (Bourne, 1995). Logo apds a colheita, a canula foi
lavada com uma mistura de anticoagulante (heparina sédica) e soro fisiolégico,
para evitar coagulagdo do sangue e obstrucdo da via de acesso. As amostras
foram centrifugadas e o plasma separado foi armazenado a -70 -C até a analise.
Logo ap6s a coleta do sangue, os animais foram sacrificados por aprofundamento

da anestesia com sufentanil.
3.4 FASE lI: Modelo Animal- Suinos:

Para a FASE Il deste trabalho, foram utilizados 20 porcos da raca Landrace,
machos com peso variando entre 20 e 30 Kg. Os animais eram alojados
coletivamente, submetidos a ciclos claro/escuro de 12 horas, com agua ad libitum
e temperatura ambiente monitorada a 22 + 3°C. A alimentagdo (ragao) foi
fornecida duas vezes por dia e a quantidade era determinada de acordo com a
idade dos animais.

Todos os protocolos experimentais, assim como na FASE |, foram
aprovados pela Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal da Universidade
Sao Francisco (Protocolo ne 001.12.09 — Anexo 1).

Foram utilizados 10 animais que receberam os dois tratamentos propostos
(farmaco livre e complexado com HP-B-CD) através de injecao intramuscular (em
gluteo) em dias distintos. Os 10 animais restantes receberam o0s mesmos
tratamentos propostos, porém a via de administracao foi intravenosa. A dose de
sufentanil aplicada foi de 5 pg.kg™"' (Bernards et al., 2003).

Previamente a administracdo das formulacdes, era realizada sedagdao com
a associagcao de Zolazepam e Tiletamina (65 mg, IM). A anestesia era induzida
com injecdo intravenosa de tiopental 2,5% (25 mg.kg") e foi realizada a intubagéo
traqueal, apds realizagdo da traqueostomia. Os animais eram ventilados
mecanicamente na modalidade controlada com fluxo a pressao (K. Takaoka Ind.

Com. Ltda) e a manutengcao da anestesia foi feita com a infusdo continua de
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tiopental (5 mg.kg'.h™") (Melo et al., 2009). Em seguida foi realizada a instalagéo
de um cateter intravascular na veia marginal da orelha com dispositivo de
polietileno de calibre n° 25 (Angiocath, BD) como via de acesso venoso primario.
Foi realizado posteriormente flebotomia por acesso na veia mamaria ventral de
cada animal, a fim de garantir amostras de sangue suficientes para todas as
coletas programadas. O tempo de coleta de cada amostra foi 0 mesmo utilizado
nos coelhos na FASE |. Logo apés a coleta do sangue, o catéter era lavado com
uma mistura de anticoagulante (heparina sédica) e soro fisioldégico, para evitar
coagulagdo do sangue e obstrucdo da via de acesso. As amostras foram
coletadas com a adaptagédo na canula do cateter de um tubo a vacuo (Vacuette®,
Greiner Bio-one, lote n® Ao10708), contendo um anticoagulante (EDTA). As
amostras de plasma foram congeladas (-70-C) para analise posterior. Os animais

foram sacrificados por aprofundamento da anestesia com sufentanil.
3.5 Preparacao e analise das amostras por espectrometria de massas:

As condi¢des cromatograficas e o preparo das amostras foram as mesmas
para as duas fases do estudo.

O equipamento utilizado para a obtencao das concentracdes plasmaticas
de sufentanil foi um espectrometro de massas triplo-quadrupolar em sequéncia
com fonte de ionizagao por eletrospray (Micromass Quattro LC®) acoplado com
um cromatografo liquido de alta eficiéncia Shimadzu LC 20 AD.

As amostras de plasma (200uL) foram descongeladas em temperatura
ambiente e misturadas com o padrao interno (Pl) de lamivudina (3 pg/mL)
previamente a extragdo. As amostras misturadas com o Pl foram agitadas por 2
minutos para garantir solubilizagdo do Pl no plasma. Em seguida foram
adicionados 1000 uL de acetato de etila (1:1) e a mistura foi agitada por 5 minutos,
centrifugada a 14000 rpm por 5 minutos a - 4o C. Foram transferidos 700 pL da
fase orgéanica para um microtubo de 2 mL e em seguida a amostra foi seca em
fluxo de nitrogénio. A amostra foi ressuspendida em 200 uL da fase moével, agitada
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por 1 minuto e esta solucédo foi transferida para o insert (150uL) para posterior
injecao no sistema CLAE-EM/EM.

Foram injetados 5 uL desta mistura no CLAE-EM/EM. Foi utilizada uma
coluna Phenomenex C18 de 5um (100 x 4,6 mm) e a fase moével utilizada era
composta de acetonitrila e agua (80:20 v/v) com adicao de 0,2% de acido férmico.
O tempo de corrida foi de 2,5 minutos, sendo o tempo de retencdo do sufentanil
0,67 minutos.

A deteccao foi feita pelo modo de monitoramento de reagbes multiplas
(MRM), que consiste na separacao 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 sufentanil foi
monitorada em MRM 387,1>238,1, e o Pl em MRM 229,9>111,9.

O software WinNonlin (WinNonlin version 5.3, Pharsight Corporation, CA,
USA) foi utilizado para calcular os parametros farmacocinéticos: concentragao
plasmatica maxima (Cmax), Tempo para obtengdo da concentracdo maxima
(Tmax), Area sob a curva (ASC) do tempo 0 até 480 e de 0 a infinito, tempo de

meia vida de eliminagao (t 2 beta), clearance (CL) e Mean Residence time (MRT).
3.6 Validacao da metodologia:

Os parametros foram determinados e avaliados separadamente nas FASES
| e Il, de acordo com os preceitos da resolucao 899 de 2003 da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

Foi utilizado um “pool” de plasma de coelhos e de porcos, coletados 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 parametros descritos a seguir:

Especificidade: capacidade do método de medir um composto em
presenca de outros componentes tais como impurezas, produtos de degradacgao e
componentes da matriz. Para confirmar a especificidade do método, foram

analisadas amostras branco (n=6) de um pool de plasma dos animais, sendo que
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quatro amostras nao apresentavam hemolise. Foi observada a presenca de
interferentes e de supressao de ions no tempo de retencao do farmaco e do PlI.

Linearidade: E a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar
que os resultados obtidos sao diretamente proporcionais a concentracao do
analito na amostra, dentro de um intervalo especificado. A anélise da linearidade
foi feita com no minimo 6 concentracées diferentes. Foram construidas 3 curvas
de calibragdo que incluiram a analise 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. Durante a fase Il também foram construidas 3 curvas de calibragdo que
incluiram a andlise da amostra branco, amostra Branco+P| e mais seis amostras
com valores na faixa de 0,05 a 120 ng/mL em plasma de porco. O desvio deve
ser menor ou igual a 20% em relagdo a concentracdo nominal para o Limite de
Quantificacéo (LQ) e deve ser menor ou igual a 15% em relacdo a concentragao
nominal para as outras concentragbes da curva de calibracdo. O coeficiente de
correlacao linear deve ser no minimo r=0,98.

Precisdo: E a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma
série de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Esta é
considerada como repetibilidade ou precisao intra-corrida e precisdo intermediaria
ou inter-corridas. A precisao intra-corrida € a concordancia entre os resultados
dentro de um curto periodo de tempo com o mesmo instrumentador e a mesma
instrumentagédo. Durante a FASE |, esta analise foi feita com trés concentragdes
alta (CA 40 ng/mL), média (CM 20 ng/mL) e baixa (CB 0,3 ng/mL) em trés
replicatas, ou seja, 9 determinacdes. A precisao intermediaria (ou inter-corridas) é
a concordancia entre os resultados do mesmo laboratério, mas obtidos em dias
diferentes, com instrumentador diferente e/ou equipamentos diferentes. Esta
analise também foi feita com trés concentracdes alta, média e baixa em trés
replicatas, em dois dias diferentes, ou seja, 18 determinagdes. A precisdo nao
deve apresentar valores de desvio superiores a 15%, exceto para o LQ, para o
qual se admite valores menores ou iguais a 20%. Na FASE I, a analise também
foi feita com trés concentracoes alta (CA 96 ng/mL), média (CM 48 ng/mL) e baixa
(CB 0,15 ng/mL).
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Exatiddo: E expressa pela relagdo entre a concentragdo média
determinada experimentalmente e a concentracdo teorica correspondente. A
exatiddo do método foi determinada na FASE | e Il com o uso das 3
concentracoes relatadas anteriormente (CA, CB e CM) com cinco determinacoes
por concentragdo. A exatiddo foi determinada em uma mesma corrida analitica
(exatidao intra-corrida) e em corridas diferentes (exatidao inter-corridas) como a
precisdo. O desvio ndo deve exceder 15%, exceto para o limite de quantificagéo,
para o qual se admite desvios menores ou iguais a 20%.

Limite de quantificacdo (LQ): E a menor quantidade do analito em uma
amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as
condi¢cdes experimentais estabelecidas. Durante a Fase | e Fase Il a resposta de
pico para o LQ foi, no minimo, 5 vezes maior que qualquer interferéncia na
amostra branco no tempo de retengédo do farmaco. O pico de resposta do farmaco
no LQ foi identificavel e reprodutivel com preciséo de 20% e exatiddo entre 80-
120% em relacado a concentracao nominal do padrao, através da andlise de cinco

amostras de padrdes.
3.7 Analise Estatistica:

Os dados obtidos na FASE | e FASE Il foram expressos em média + desvio
padrdo e as diferengas estatisticas determinadas através de teste t bicaudal nao
pareado. A significancia estatistica foi definida como p < 0,05. Os softwares
utilizados serdo GraphPad Instat e GraphPad Prism (Graph Pad Software Inc.,
versao 3.0, 1997 — 1998).

O software WinNonlin (WinNonlin version 5.3, Pharsight Corporation, CA,
USA) foi utilizado para calcular os parametros farmacocinéticos: concentracao
plasmatica maxima (Cmax), Tempo para obtengdo da concentracdo maxima
(Tmax), Area sob a curva (ASC) do tempo 0 até 480 e de 0 a infinito e tempo de
meia vida (t 72 beta), volume de distribuicao (Vd), MRT e clearance (CL).
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4. RESULTADOS:

4.1 Validacao da Metodologia:

Foi realizada a infusdo direta, de sufentanil no solvente acetonitrila na
concentracao de 1 pg/mL, no equipamento com o objetivo de confirmacao da
massa nominal utilizando a funcdo scan MS. Operando o espectrémetro de
massas em modo positivo obteve-se o espectro de massa de sufentanil, a Figura
10 mostra o espectro de EM (A) e EM/EM (B) para o sufentanil. A Figura 11
mostra o espectro de EM (A) e EM/EM (B) para a lamivudina PlI.

Sufentanil 1000 ng/mL

System-Suitability-01-11-11-02 62 (0.625) Sm (SG, 3x3.00); Cm (59:68) Scan ES+
387.174 2.96e6
100+
|
| 384.772
O T T T T T e T e T T e e T e e e M2
260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500

Sufentanil 1000 ng/mL
System-Suitability-01-11-11-03 61 (0.614) Sm (SG, 3x3.00); Cm (58:65) Daughters of 387ES+
100+ 238.161 6.67e5

%

355.235

111.009 140.112

99.076 150qqy 208141 387.186

327.061
L N B L o L S L L AL S S B N w1174
75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450

Figura 10: (A) Espectro de massas na funcao EM e (B) Espectro de EM/EM
para SUF.
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Lamivudina 10000 ng/mL

System-Suitability-01-11-11-04 62 (0.625) Sm (SG, 3x3.00); Cm (60:67) Scan ES+
100- 230.170 1.58e6
. 252.147
153.221
1 172.246 232.406 293106
O e T T T T T T T T T e e e e e e e e e MYZ
160 180 200 220 240 260 280 300 320 340
Lamivudina 10000 ng/mL
System-Suitability-01-11-11-06 62 (0.625) Sm (SG, 3x3.00); Cm (61:63) Daughters of 230ES+
g 112.046 5.19e5
100
2
109.641 230.003
0 T T T T T T I T T T T T I T T T I T T ““\““\m/z

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
Figura 11: (A) Espectro de massas na funcao EM e (B) Espectro de EM/EM

para lamivudina PI.

Especificidade: Para confirmar a especificidade do método, foram
analisadas, separadamente, amostras de plasma (branco) obtidas de trés porcos e
trés coelhos, sendo quatro amostras normais, uma com o plasma lipémico e a
outra hemolisada. Na Figura 12 estdo apresentadas as amostras de plasma
branco de porcos testadas utilizando-se os procedimentos de extracdo e as
condicdes cromatograficas propostas, para avaliar interferéncia no tempo de
retencdo da sufentanil e do padrdo interno. Em ambos as fases nao foram

encontradas interferéncias no tempo de reteng¢édo do fa&rmaco e padrao interno.
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Pool 4
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Figura 12: (A), (C), (E), (G) Cromatograma referente ao branco do analito
(plasma normal). (B), (D), (F), (H) Branco do padrao interno (plasma normal);
(I) branco do analito (plasma lipémico); (J) branco do padrao interno (plasma
lipémico); (L) Branco do analito (plasma hemolisado); (M) branco do padrao
interno (plasma hemolisado).

Linearidade: A curva de calibracdo do sufentanil foi gerada através da
andlise de quantidades crescentes de farmaco. As concentragdes foram definidas
em testes preliminares, incluindo a primeira quantificagdo de amostras, levando-se
em consideracao 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 concentragdo conhecida do analito, foram geradas trés curvas de
calibragdo com seis padrdes contendo o farmaco e padrao interno. Durante a Fase
| foi observada uma resposta adequada na faixa de 0,1 a 50 ng/mL. A curva de
calibracdo apresentou excelente linearidade com coeficiente de correlagdo r=
0.99. Os desvios observados foram menores que 20% em relagdo a concentragao
nominal para o Limite de quantificagdo (LQ=0,1 ng/mL) e menores que 15% em
relagdo a concentracdo nominal para as outras concentra¢cdes da curva de
calibragdo. A Tabela 8 mostra curva os valores de concentracdo obtidos com a

curva calibragédo obtida nestes experimentos.
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Tabela 8. Curva de Calibracao (Linearidade) - FASE |

Concentracao

Farmaco Concentragao media CV (%) | Exatidao (%)

nominal (ng/mL) experimental

(ng/mL)

Sufentanil 0,10 0,10 0,57 100,66
Sufentanil 1,00 0,912 1,540 91,233
Sufentanil 5 5,382 5,313 107,647
Sufentanil 10 10,203 2,964 102,030
Sufentanil 25 24,889 3,266 99,555
Sufentanil 50 49,416 4,016 98,831

Equacéo da curva de calibracao 1:y = 0,166938x - 0,000900912 (r = 0,998898)
Equagéo da curva de calibragao 2: y = 0,207592x - 0,000178831 (r = 0,997364)
Equacéo da curva de calibracao 3: y = 0,211654x - 0,000245814 (r = 0,99777)

Para a validagcdo do método usado na FASE Il foi observada uma resposta

adequada na faixa de 0,05 a 120 ng/mL. A curva de calibragdo apresentou

excelente linearidade com coeficiente de correlacdo r= 0.99. Os desvios

observados também foram menores que 20% para o Limite de quantificacdo

(LQ=0,05 ng/mL) e menores que 15% para as outras concentragdes da curva de

calibracdo. A Tabela 9 mostra curva os valores de concentragdo obtidos com a

curva calibragéo obtida nestes experimentos.
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Tabela 9. Curva de Calibracao (Linearidade)- FASE I

Concentracao

Farmaco Concentragao média CV (%) | Exatidao (%)
nominal (ng/mL) experimental

(ng/mL)
Sufentanil 0,05 0,050 0,000 100,000
Sufentanil 1 1,033 7,023 103,333
Sufentanil 10 9,759 1,983 97,593
Sufentanil 20 19,475 11,150 97,375
Sufentanil 60 60,944 4,623 101,574
Sufentanil 120 120,322 9,298 100,269

Equacéo da curva de calibragao 1: y = 0,206346x + 0,00305323 (0,995257)
Equacgéo da curva de calibragéao 2: y = 197096x - 0,000649394 (r = 0,998909)
Equacéo da curva de calibracao 3: y = 0,208156x + 0,00236397 (r = 0,999246)

Exatidao e Precisgo: Precisdo e exatiddao do método utilizado na FASE |
foram calculados pelas variagdes intra e inter-lote de trés concentragdes distintas,
alta (CA 40 ng/mL), média (CM 20 ng/mL) e baixa (CB 0,3 ng/mL), utilizando-se
varias determinagbes 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 2,42 a 4,86% e a inter-lotes de
2,23 a 3,31%. A exatidao apresentou valores de 98,49 a 102,39% (intra-lotes) e
95,05 a 104,80% (inter-lotes). Durante a FASE Il a precisao e exatidao do método
foram calculados pelas variagdes intra e inter-lote das concentragdes alta (CA 96
ng/mL), média (CM 48 ng/mL) e baixa (CB 0,15 ng/mL), utilizando-se varias
determinagdes por concentracdo. A precisdo intra-lotes da FASE Il apresentou
valores na faixa de 3,73 a 9,49% e a inter-lotes de 2,97 a 3,80%. A exatidao
apresentou valores de 97,66 a 108,95% (intra-lotes) e 101,11 a 105,89% (inter-
lotes) seguindo, portanto, os preceitos da ANVISA.
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Limite de quantificacdo (LQ): O LQ foi determinado como o menor valor
mensuravel de sufentanil com um desvio padrdao de 20% e exatidao entre 80-
120% em relacao a concentracao nominal do padrédo, através da analise de, no
minimo, cinco amostras de padrées. O LQ da FASE | foi de 0,1 ng/mL e da FASE
Il foi de 0,05 ng/mL. As Tabelas 10,11,12,13 mostram os resultados da preciséo e
exatidao intra e inter-lote do LQ de sufentanil das FASE | e Il, respectivamente.

Tabela 10. Resultados das analises intra-lote do controle de qualidade LQ-
FASE |

LQ (1) LQ (2) LQ (3)
Média 0,095 0,101 0,115
DP 0,006 0,013 0,002
CV (%) 6,032 12,605 1,888
Exatidao(%) 94,800 100,600 114,800

Concentracao nominal: LQ= 0,1 ng/mL, DP= desvio padrao e CV= coeficiente de
variacao

Tabela 11. Resultados inter-lotes do controle de qualidade LQ — FASE |

LQ (1) LQ (2) LQ (3)
Réplicas 0,095 0,101 0,115
Média 0,103
DP 0,010
CV (%) 9,951
Exatidao (%) 103,400

Concentragao nominal: LQ=0,1 ng/mL, DP= desvio padrdao e CV= coeficiente de
variacao média das réplicas inter-lotes de LQ (1), LQ (2) e LQ (3).
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Tabela 12. Resultados das analises intra-lote do controle de qualidade LQ-
FASE II

LQ (1) LQ (2) LQ (3)
Média 0,050 0,046 0,045
DP 0,004 0,007 0,002

CV (%) 7,639 14,330 4,329
Exatidao(%) 99,000 92,333 89,667

Concentragcdo nominal: LQ= 0,05 ng/mL, DP= desvio padrdo e CV= coeficiente de
variacao

Tabela 13. Resultados das analises inter-lotes do controle de qualidade LQ —
FASE Il

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

Réplicas 0,050 0,046 0,045
Média 0,047
DP 0,002
CV (%) 5,132
Exatidao (%) 93,667

Concentracao nominal: LQ=0,05 ng/mL, DP= desvio padrdao e CV= coeficiente de
variacao 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 resolucao 899 de 2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) e indicam que os métodos sao altamente especificos e seletivos na
faixa analitica avaliadas durante as duas fases. Além disso, o método descrito
provou ser rapido (tempo de corrida analitica de 2,5 minutos) e adequado para
dosagens de sufentanil em coelhos e porcos.
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4.2 Concentracao Plasmatica de sufentanil em coelhos e porcos:

A concentracdo plasmatica medida apds a inje¢ao intramuscular de SUF
em coelhos foi maior que a obtida com a formulagdo de SUFupg.cp em todos os
periodos analisados (p<0,05), com exceg¢ao do tempo 360 minutos. O Quadro 1
mostra a concentracdo média de sufentanil (ng/mL) obtida apds a inje¢cdo das

formula¢des nos coelhos.

Quadro 1: Concentracao (média + desvio padrao) de sufentanil (ng/mL)
medida no plasma de coelhos apés a injecao intramuscular das diferentes
formulacoes (SUF e SUFup-g-cp)-

Nota: Andlise Estatistica: p<0,001

significativo].

Tempo SUF SUFup.-cp
0 0,00 £0,00 0,00 £0,00
15 7,44 + 491 1,41 +£1,16*
30 4,49 £ 3,20 1,04 £0,87*
45 3,60 £ 2,06 0,76+0,65*
60 3,71 £1,91 0,51 £0,46™
90 2,42 £1,55 0,45+ 0,33**

120 1,86 +2,12 0,33 + 0,24*
180 0,63 + 0,31 0,28 £0,17*
240 0,55+0,18 0,24 £0,16™
300 0,60 + 0,37 0,23 +£0,15"
360 0,51 +£0,29 0,21 +£0,13

420 0,48 £0,28 0,18 £0,11*
480 0,37 £0,16 0,16 £0,10"
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A Figura 13 mostra o grafico de concentracdo plasmatica média versus
tempo, apds a injecao das duas formulagdes em coelhos.
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Figura 13: Concentracao plasmatica média (+ erro padrao) versus tempo
apos a injecao das duas formulacées de sufentanil em coelhos.

Os parametros farmacocinéticos Cmax, ASCy.4g0, ASCo-., CL, MRT e Vd
obtidos ap6s a injecdo IM em coelhos apresentaram diferencas significativas
(p<0,05) entre o farmaco livre e o complexado com CD. A Tabela 14 mostra os
parametros obtidos.
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Tabela 14. Parametros farmacocinéticos [média + desvio padrao] apés a

injecdo intramuscular das diferentes formulacées (SUF, SUFupg.cp) em

coelhos.

Parametro (média + DP): SUF SUFhp.g-cp
Cmax (ng/mL) 7,82 +4,75 1,50 +1,17*
Tmax (min) 0,41 +£0,30 0,29 +0,10
ASCy.450 (ng-min/mL) 10,86 + 4,44 2,70 £1,83**
ASCy...(ng-min/mL) 12,70 £ 4,38 4,77 £ 2,53**
t V2 beta (min) 3,23 £ 2,08 9,67 £ 10,96
CL (L/h) 2,71 £1,27 7,93 £ 4,22*
MRT (h) 2,15+ 0,55 3,02 +0,68"
vd (L) 12,89 + 10,42 89.57 £ 75,67*

Nota: Andlise Estatistica: p<0.001 [***], p< 0.01[**], p<0.05[*], p>0.05 [nao

significativo].

A concentracdo plasmatica medida apds a injecao intramuscular (IM) de

SUF em porcos foi maior que a obtida com a formulagédo de SUFup-g.cp em todos

os periodos analisados, com excegdao do tempo 15 minutos (p<0,05). A

concentracao no tempo 420 min. ndo apresentou diferengas significativas entre os

grupos (p>0,05). O Quadro 2 mostra a concentragao média de sufentanil (ng/mL)

obtida apéds a injecao intramuscular das formulagdes nos porcos.
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Quadro 2. Concentracao (média * desvio padrao) de sufentanil (ng/mL)
medida no plasma de porcos apds a injecao intramuscular das diferentes

formulacoes (SUF e SUFup.g-cp)

Nota: Andlise Estatistica: p<0.001 [***], p< 0.01[**], p<0.05[*], p>0.05 [néo

significativo].

Tempo SUF SUFup-g-cp
0 0,00 = 0,00 0,00 = 0,00
15 0,89 + 2,84 1,46 £ 0,37***
30 2,20+2,84 1,01 £ 0,06™**
45 1,66 + 1,59 0,85 £ 0,21***
60 1,71 £ 1,60 0,76 £ 0,09***
90 1,18 £ 0,89 0,51 £0,13**

120 0,98 £ 0,77 0,43+0,17**
180 0,59 + 0,55 0,31 £0,14*
240 0,42 +0,44 0,23 £ 0,07**
300 0,36 £ 0,44 0,21 £ 0,09**
360 0,35+ 0,46 0,19 £ 0,06**
420 0,39 £ 0,57 0,36 £ 0,47

480 0,45+0,72 0,15+ 0,03***
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A Figura 14 mostra o grafico de concentracdo plasmatica média versus

tempo, apds a injecao intramuscular das duas formulacées nos suinos.
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Figura 14: Concentracao plasmatica média (+ erro padrao) versus tempo

apos a injecao intramuscular das duas formulacées de sufentanil em suinos.

A concentracao plasmatica medida apds a injecao intravenosa (I1V) de SUF
em porcos foi maior que a obtida com a formulagdo de SUFupp.cp em todos os
periodos analisados, havendo diferencas significativas nos tempos 15, 30, 45, e
90 min. (p<0,05). J& as concentragdes nos tempos 60, 120, 180, 240, 300, 360,
420 e 480 min. ndo apresentaram diferencas significativas entre os grupos
(p>0,05). O Quadro 3 mostra a concentracdo média de sufentanil (ng/mL) obtida
apoés a injecao endovenosa das formulagdes nos porcos.
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Quadro 3: Concentracdao (média * desvio padrao) de sufentanil (ng/mL)
medida no plasma de porcos apos a injecao intravenosa das diferentes

formulacoes (SUF e SUFup.g-cp)-

Tempo SUF SUFup-g-cp
0 0,00 = 0,00 0,00 = 0,00
15 152,80 £ 53,60 | 38,82 + 11,49**
30 85,80 £ 24,51 25,81 + 13,39*
45 66,21 + 18,18 9,34 +4,18**
60 46,50 * 8,03 6,39 = 5,90
90 35,24 £ 13,40 7,71 £5,90*

120 32,16 + 18,27 4,90 + 5,52
180 15,84 + 3,99 2,66 + 2,37
240 12,27 £ 6,36 1,27 £1,62
300 11,37 £ 8,59 1,85+2,73
360 7,33 +4,54 1,77 £ 1,56
420 7,08+7,34 1,47 £1,62
480 5,14 + 5,64 1,04 £1,28

Nota: Andlise Estatistica: p<0.001 [***],

significativo].
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A Figura 15 mostra o grafico de concentracdo plasmatica média versus

tempo, apds a injecao intravenosa das duas formulacdes em suinos.
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Figura 15: Concentracao plasmatica média (+ erro padrao) versus tempo

apos a injecao intravenosa das duas formulacoes de sufentanil em suinos.

Os parametros farmacocinéticos obtidos apos a injecao IM em porcos nao
apresentaram diferencas significativas entre si. A Tabela 15 mostra os parametros
obtidos.
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Tabela 15. Parametros farmacocinéticos [média + desvio padrao] apés a
injecdo intramuscular das diferentes formulacées (SUF, SUFupg.cp) em
porcos.

Parametro (Média £ DP): SUF SUFhp.g-cp
Cmax (ng/mL) 2,43 £2,76 1,46 + 0,37
Tmax (min) 0,60 + 0,28 1,60 + 3,01
ASCy.480 (Ng-min/mL) 5,51 + 5,42 3,10 £0,79
ASCq...(ng-min/mL) 55,05 + 96,42 40,67 + 48,37
t V2 beta (min) 2,65+ 0,82 2,55 + 0,09
CL (L/h) 40,06 + 37,86 35,76 + 17,67
MRT (h) 2,61 +0,48 2,77 + 0,61
vd (L) 144,52 + 148,07 | 129,98 +57,77

Nota: Andlise Estatistica: p<0.001 [***], p< 0.01[**], p<0.05[*], p>0.05 [nao
significativo].

Os parametros farmacocinéticos Cmax, ASCo4s0 € Vd, obtidos apds a
injecdo IV em porcos, apresentaram diferengas significativas. O Quadro 16 mostra
0s parametros obtidos.

Tabela 16. Parametros farmacocinéticos [média + desvio padrao] apés a
injecao intravenosa das diferentes formulacées (SUF, SUFup_g.cp) em porcos.

Parametro (média * dp): SUF SUFup.g- cp
Cmax (ng/mL) 152,80 +53,60 | 38,82 +11,49*

Tmax (min) 0,25 + 0,00 0,25 + 0,00
ASCo.a80 (Ng-min/mL) 191,82 +7243 | 37,99 +7,99**
ASCo..(ng-min/mL) 78,81 £ 92,58 95,26 + 146,51

t 2 beta (min) 1,76 + 0,64 1,79 1,16

CL (L/h) 0,63 + 0,28 2,60 + 0,82

MRT (h) 1,94 0,42 1,75 £ 0,93

vd (L) 1,42 £ 0,24 5,94 + 2,70**

Nota: Andlise Estatistica: p<0.001 [***], p< 0.01[**], p<0.05[*], p>0.05 [nao
significativo].
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6. DISCUSSAO:

O desenvolvimento de formulacdes de longa duracao tem sido investigado
em todo o mundo ha décadas. Estudos pré-clinicos sdo numerosos, mas a falta de
trabalhos mais detalhados ou de estudos de longo prazo sobre a estabilidade e a
seguranca dessas formulagdes ainda limita a grande maioria dos ensaios clinicos.
Para ser eficaz o preparo destas novas formulacbes devera ser simples,
reprodutivel, econébmico e passivel de sofrer transposicao para escala industrial.
Desta forma, ha uma longa jornada para se chegar a novas formulagbes
adequadas para o uso clinico, com melhores propriedades terapéuticas e fisico-
quimicas.

Por outro lado, levando-se em consideracdao muitas inovagdes nos sistemas
de drug delivery alcancadas na Uultima década (73% das patentes foram
publicadas apdés 1999) (de Paula et al., 2010), acreditamos que, nos proximos
anos, estudos clinicos sobre anestésicos e analgésicos de longa duracao
utilizando-se sistemas carreadores como CDs, biopolimeros ou nanoparticulas
lipidicas sélidas receberao cada vez mais atencao dos pesquisadores.

O uso das CDs e de seus derivados permitem modelar a solubilidade, a
estabilidade e, como ja foi referido anteriormente, a eficiéncia de incorporagao do
farmaco, contribuindo para melhorar a biodisponibilidade e alterar a
farmacocinética das substancias ativas. Considerando-se sistemas de que utilizam
biopolimeros e nanoparticulas sao mais complexos, ainda de muito alto custo e
necessitam mais estudos para o sucesso de suas formulacées, as CDs sdo mais
acessiveis, estdo em fases mais avancadas de estudos e sao eficientes
(Valentino, et al., 2008).

Como acontece com qualquer nova ferramenta desenvolvida, as CDs tém
pontos fortes e fracos. Seus principais pontos fortes sédo a natureza especifica de
como elas interagem com as moléculas da droga a ser complexada e a
capacidade de biodisponibilizacdo dessa droga. A natureza especifica da sua
interacdo também pode ser considerada uma fraqueza, em que moléculas apenas

com o tamanho certo, geometria e propriedades intrinsecas de solubilidade
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possibilitam o beneficio da sua utilizagdo. Considerando que tanto a a-CD e p-CD
e um numero de CDs alquilados sdo conhecidos por serem toxicos por via renal e
de dificeis transposicoes as membranas bioldgicas, y-CD e alguns de seus
derivados, bem como HP-B-CD e SBE-B-CD, parecem ser muito mais seguras
(Saltéo e Veiga, 2001; Rao e Stella, 2003).

Uma vez que tendem a reduzir os efeitos colaterais e as principais reacoes
adversas com 0 uso de analgésicos, o sistema de complexac¢ao do sulfentanil com
HP-B-CD pode fornecer beneficios terapéuticos para o futuro dos pacientes
cirurgicos, tanto no intra-operatério como no alivio da dor do pds-operatério, em
unidades de terapia intensiva ou naqueles que sofrem de enfermidades com dor
cronica.

Assim, o presente trabalho teve por objetivo estudar a farmacocinética de
uma formulacdo de sufentanil complexado com CDs. Para tanto, a metodologia
empregada utilizou a andlise de concentracdes plasmaticas obtidas apos a
administracdo intramuscular (em coelhos e porcos) e intravenosa (em porcos) de
formulagdes de sufentanil.

O desenho experimental utilizado para determinar os parametros
farmacocinéticos € uma metodologia confiavel. Entretanto, sdo necessérios alguns
cuidados, como utilizar animais com idade e peso similares em ambas as fases e
realizar o experimento sempre no mesmo horario para evitar a influéncia dos
ritmos circadianos na liberacdo de catecolaminas endogenas (Pollman, 1982;
Lemmer e Wiemers, 1989). Além disso, o estudo foi conduzido de maneira cega e
randomizada.

Coelhos e suinos sao utilizados frequentemente como modelos de estudo
em varias areas da pesquisa biomédica e farmacéutica. Estes animais podem
fornecer grandes quantidades de sangue devido ao seu tamanho, o que é
extremamente vantajoso para estudos de farmacocinética. Os coelhos apresentam
volemia de aproximadamente 45-75 mL/Kg. J& os suinos apresentam um volume
circulante de sangue de 65 mL/kg de peso (Joint Working Group of Refinement,
1993). O uso destes dois modelos contribuiu para a obtencao de um maior numero

de dados sobre o comportamento e os parametros farmacocinéticos do complexo
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de inclusao de sufentanil-2-hidroxipropil-B-ciclodextrina. A exposi¢ao sistémica do
novo farmaco/formulacdo deve ser realizada em espécies animais distintas, para
possibilitar a observacao de semelhancas e diferencas entre os perfis e espécies
estudados. Tais observacoes pré-clinicas, segundo a ANVISA e o FDA, devem ser
realizadas em, no minimo, duas espécies de mamiferos, incluindo uma espécie
nao roedora. Além disso, os estudos de farmacocinética em animais sao a
contrapartida para os estudos de fase | em humanos.

A determinacdo da concentracdo de farmacos nos fluidos biol6gicos
fornece informacgdes essenciais durante o desenvolvimento de novas formas
farmacéuticas (Altun et al., 2004) e esses parametros farmacocinéticos sao
fundamentais para a pratica clinica (Adams et al., 1989). Embora existam varios
métodos para quantificacdo de farmacos, a cromatografia liquida com
espectrometria de massas (CLAE-EM/EM) é considerada a técnica de escolha
para analise em fluidos biolégicos (Cobb e Andersson, 2005; Lyra et al., 2010). O
sistema CLAE-EM/EM, que foi utilizado neste estudo, € uma das ferramentas
analiticas mais utilizadas para determinacao dos parametros farmacocinéticos de
uma droga, mostrando-se altamente preciso e confiavel (Korfmacher, 2005; Lyra
et al., 2010). A metodologia utilizada para dosar o sufentanil 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 quantificacao
do farmaco com um pequeno tempo de corrida e um simples método de preparo
das amostras.

Rasheed et al. (2008), realizaram diversos estudos destacando a estrutura
molecular da CD em diferentes formas de complexacao, avaliando paréametros
farmacocinéticos em formulagbes de uso parenteral, oftdlmico, oral, nasal,
cutanea, retal, sublingual e pulmonar. Seus objetivos eram focar o potencial de
uso das CDs quimicamente modificadas como carreadores de alto grau de
desempenho em diferentes drogas. Como descreve, o atributo mais desejavel
para o bom carreador de drogas é a sua capacidade de entrega-la a um sitio
especifico, melhorando parametros farmacocinéticos em relacéao a droga livre que,

muitas vezes, podem ser responsaveis por toxicidade ou efeitos indesejados.
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Geralmente as formulagbes com CDs apresentam concentracdes
plasmaticas menores e mais constantes quando comparadas com formulacdes
livres, sugerindo que a complexagdo em CDs promove atraso da transferéncia do
local de aplicagdo para a circulacdo sanguinea (absorcdo mais lenta). Os
resultados obtidos apresentam este mesmo padréo, ou seja, a complexagao com
CDs promoveu niveis plasmaticos menores e mais constantes de sufentanil, tanto
em coelhos como nos porcos.

Em relacdo aos parametros farmacocinéticos, a formulacao de sufentanil
livre apresentou maiores valores quando comparada ao sufentanil complexado
com CD em relacdo a Cmax, Tmax, ASCo.480, ASCo... € t1/2 (p<0,05) apds a
administracdo em coelhos. As duas formulagbes testadas em coelhos néo
apresentaram diferencas em relacdo ao Tmax (p>0,05). O menor tempo de meia
vida do farmaco livre mostra seu desaparecimento mais rapido da circulagdo
quando comparado com farmaco complexado. Assim, podemos observar que a
formulagcdo de SUFupp.cp apresentou caracteristicas de liberagdo prolongada ou
sustentada.

A Area sob a curva (ASC) de 0 a 480 e de 0 a infinito foi cerca de nove e
duas vezes maior para o sufentanil livie em comparagdo com a formulagdo com
CDs, respectivamente (p<0,05), no grupo dos coelhos. A maior area obtida para o
sufentanil livre pode ser explicada pela grande diferenca de concentracao
plasmatica, principalmente no inicio da curva. Apesar de o sufentanil livre
apresentar concentracdes maiores que o complexado, o tempo para atingir a
concentracao plasmatica maxima (Tmax) ndo apresentou diferencas significativas
(p>0,05) para as duas formulagbes administradas.

No entanto, 0 mesmo padrdo nao foi observado no grupo de suinos. Apesar
das concentracoes plasmaticas apresentarem diferengas significativas em todos
os tempos avaliados, os parametros farmacocinéticos ndo apresentaram
diferencas. Este resultado pode ser explicado pelas diferentes doses utilizadas
nas FASES | e Il, a dose utilizada em porcos foi metade da utilizada em coelhos e
0s niveis plasmaticos foram extremamente baixos tanto apds a injecao de

sufentanil livre como do complexo. Esta baixa dosagem foi baseada em estudos

79



prévios (Bernards et al., 2003) e selecionada pois a FASE Il do estudo também
incluia a administragdo da mesma dose por via intravenosa.

Ja& no grupo dos suinos apés a administragcdo intravenosa foram
observadas diferencas significativas em alguns parametros como o Cmax e a
ASCy.. Assim como no grupo dos coelhos, a maior area obtida para o sufentanil
livre pode ser explicada pela grande diferenca de concentracdo plasmatica,
principalmente no inicio da curva.

Nao existem relatos prévios que comparem niveis plasmaticos de sufentanil
livre e complexado com CDs ap6s a injecao intramuscular destas formulagdes
nesses animais. A formacao dos complexos entre farmacos e CDs pode alterar as
propriedades fisico-quimicas e bioldégicas dos mesmos. Yaksh et al. (1992)
descreve a capacidade de farmacos e CDs se associarem e formarem complexos
através de ligagdes nao covalentes. Segundo os autores, a complexagao forma
uma estrutura de grande diametro que ndo atravessa membranas biologicas e
promove uma dissociacao lenta do farmaco nos arredores do local de aplicacao.
Por isso, os complexos tendem a permanecer no local da injecao, promovendo
liberacao mais lenta do farmaco (Stella e He, 2008). Esta propriedade de liberacao
lenta, devido a formag¢do de complexos de SUFup-g.cp, pode ser comprovada pelos
menores niveis plasmaticos de sufentanil complexado com a HP-B-CD quando
comparado com o sufentanil livre, tanto no grupo dos coelhos como dos porcos.

Holvoet et al. (2003) preparam uma formulacao de fentanil com HP-B-CD e
realizaram estudos de liberagao in vitro para observar a liberacdo do farmaco do
complexo obtido. Os autores utilizaram dois sistemas para avaliar a liberacao de
fentanil com membranas Spectrapor em condicdes estaticas e dinamicas
(“Enhancer cell” e um aparato desenvolvido pelos proprios pesquisadores). Os
autores compararam situagdes com auséncia e presenca de CDs e observaram
que a quantidade de fentanil € menor na presenga de determinadas
concentracbes de CDs o que determina a ocorréncia de liberacao
sustentada/prolongada do farmaco. Apesar do presente estudo, ter sido feito in
vivo, ambas as FASES demonstraram a ocorréncia de liberacao

sustentada/prolongada do farmaco das CDs.
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A velocidade de liberacdo dos farmacos das CDs é determinada pela
constante de ligagao (Ka), e esta liberacdo costuma ser rapida (porém o perfil de
liberacdo modificada é mantido) para quase todos os farmacos
independentemente da sua Ka. Assim, o principal determinante para esta rapida
liberacdo € o processo de diluicdo do complexo no meio em que este é
administrado (Stella e He, 2008). Para a maior parte dos farmacos ocorre diluicao
e completa dissociagdo do farmaco da CD, somente com valores de Ka maiores
que 1x 10° M™' outros mecanismos podem estar envolvidos na liberagdo do
farmaco. A formulagao utilizada no presente estudo apresenta Ka de 515.2 £ 1.2
M assim, o esperado, é que ocorra liberacdo modificada (Volobuef et al, 2009).
Neste estudo, apds a injecdo intravenosa, foi observada ocorréncia de maiores
niveis de sufentanil ndo complexado nos primeiros tempos avaliados. No entanto,
nos demais tempos, ndo ocorreram diferencas significativas apds a administragao
do farmaco livre e complexado.

Este fenbmeno era esperado e pode ser explicado pela Ka descrita acima e
pela diluicdo do complexo no meio em que este foi administrado. O contrario
ocorreu apds a administracdo tanto em coelhos quanto nos porcos, pois com a
injecdo intramuscular a diluicdo do complexo foi menor, o tempo de residéncia no
local da administracdo é maior e o complexo sofre competicao com moléculas de
gordura, retardando a liberagdo do sufentanil e mostrando caracteristicas de
liberacao prolongada. Estudos sobre interagbes entre compostos de inclusdo (-
ciclodextrina e moléculas de colesterol vém sendo realizados. Em determinadas
concentragoes, a B-CD tem uma grande afinidade com colesterol podendo carrea-
lo da membrana lipidica de células (Abulrob et al., 2005).

A ocorréncia de niveis mais constantes de opidides é de extrema
importancia para a reducao de efeitos adversos, como nausea, vomito e sedacao,
além da depressdo ventilatoria e cardiaca, que ocorrem com niveis acima dos
necessarios para o tratamento da dor e sdo motivo de grande preocupacao na
pratica clinica (McNicol et al., 2003; Leon-Casasola, 2008). Assim, a formulagcao
de SUFup.p.cp N0 apresentou picos plasmaticos de forma tao evidenciada como

nas formulagdes livres, como observado nos grupos do coelho e dos suinos. As
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concentragcdes foram mais constantes, por um maior periodo de tempo, o que
diminui as flutuacdes dos niveis de opidide relacionadas a ocorréncia dos efeitos
adversos.

Assim, a formulacdo de SUFup.g.cp @administrada neste estudo apresentou
caracteristicas de lenta liberacdo e, por isso, pode ser designada como um
“sistema de drug delivery’. A seguranga destes carreadores, associada a lenta

liberacao do sufentanil, favorece o futuro uso clinico desta nova formulagéo.
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6. CONCLUSOES:

1.

Diante dos resultados obtidos, podemos concluir que:

A formulagdo de SUFup.g.cp promoveu atraso da transferéncia do local de
aplicagao para a circulagao sanguinea ap6s a administragao intramuscular

em coelhos e porcos, caracterizando liberagdo prolongada ou sustentada;

O SUFup.g- co promoveu modificacdo da reposta farmacocinética apds a

administracao intramuscular em coelhos;
A administracdo de SUFupg.cp intravenosa em porcos apresentou niveis

plasmaticos similares a administracdo do farmaco livre em quase todos os

tempos avaliados.
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8. ANEXO 1:

. - UNIVERSIDADE
Comité de Etica em Pesquisa — CEP SAO FRANCISCO

Braganca Paulista, 17 de Dezembro de 2009,
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Projeto de Pesquisa: AVALIACAO FARMACOCINETICA DO COMPLEXO DE INCLUSAQ SUFENTANIL-2-HIDROXIPROPIL-B
CICLODEXTRINA

AREA DE CONHECIMENTO: Farmacologia

Autor(es): Prof(a) Giovana Radomille Tofoli

Instituigdo: UNIVERSIDADE SAD FRANCISCO
Protocolo: 001.12.09
Prezado(a)(s) Pesquisador(a)(s),

0 Comité de Etica em Pesquisa — CEP, da Universidade S&o Francisco, analisou em reunido
extraordinéria do dia 17/12/2009 o projeto de pesquisa supracitado, sob a responsabilidade de Vossa
Senhoria.

Este Comité, acatando o parecer do relator indicado, apresenta-lhe o seguinte resultado:
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