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RESUMO
O presente estudo avaliou in vivo, as concentracdes plasmaticas e o perfil
farmacocinético das formulacdes de levobupivacina (LBVCjsq) livre, associada a
epinefrina (LBVCysqgrpr) € encapsulada em nanoparticulas poliméricas (LBVCnano),
administradas por via intratecal em coelhos. Os animais foram divididos aleatoriamente
em trés grupos (n=6) e receberam 0,2 ml das seguintes formulacdes: LBVCy;sq,
LBVCnano, LBVCy saep1. As concentragdes plasmaticas foram avaliadas nos tempos de
0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180, 240, 300, 360, 420 minutos apds a injecdo e 0s
parametros farmacocinéticos foram calculados a partir dos dados obtidos com o
software WinNonlin (version 5.3). A concentracdo plasmdtica medida apds a injecdo
intratecal de LBVCjs4 em coelhos foi maior que a obtida com a formulacdo de
LBVCnano em todos os periodos analisados (p<0,05), com excecao dos tempos 300,
360 e 420 minutos. Com relacdo a comparacdo entre LBVCysqrpr € LBVCnano as
concentracdes com a primeira foram maiores com significancia (p<0,05) nos tempos 30,
45 e 60 min. As formulagdes LBVCy sqepr € LBVCy 59 ndo apresentataram diferencas
significativas em relacdo a concentragdo plasmdtica (p>0,05). Em relacdo aos
parametros farmacocinéticos avaliados, a concentracdo maxima ( Cméx) obtida apds a
injecdo intratecal com a formulagdo LBVCjsq foi maior do que a LBVCynano
(p<0,05), enquanto, a LBVCj s4,ep1 manteve valores intermedidrios em relacao as outras
apresentacoes (p>0,05). Outro parametro avaliado foi a 4rea sob a curva de 0 a 420 min
(ASCp.420), onde LBVCysq apresentou maior valor que o obtido com LBVCnano
(p<0,05), novamente LBVCjsqrpr apresentou valores intermedidrios (p>0,05). Em
relagcdo ao Volume de distribui¢c@o (Vd) o inverso ocorreu onde LBVCnano obteve valor
maior que o obtido com LBVCjsq (p<0,05). Os outros parametros farmacocinéticos
avaliados foram, tempo para obter a concenctracdo maxima (Tméx), tempo de meia vida
de eliminacao (T, ), clearence (CL), tempo médio de permanéncia (MRT) e drea sob a

curva de 0 ao o (ASC O_w) e ndo houve diferenca significativa nos valores para as trés
formugdes (p>0,05) Diante dos resultados obtidos, podemos concluir que a

encapasulacio de LBVC em nanoparticulas poliméricas promoveu menores
concentracdes plasmaticas, portanto, a encapsulacdo promove a liberacdo constante e
prolongada do anestésico local estudado tornando seu uso promissor na pratica médica,
pois, provavelmente ndo haveria necessidade de multiplas aplicagdes, além das baixas

concentragdes evitarem efeitos colaterais.
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ABSTRACT
The present study evaluated, in vivo, plasma concetrations and pharmacocinetic profile
of formulations of levobupivacaine (LBVCysq) free, associated with epinefrine (
LBVCysuepi) and encapsulated with polymeric nanoparticles (LBVCyano),
administrated by intrathecal in rabbits. The animals were divided randomly in the
LBVCO 5%cpi. Plasma concentrations were evaluated in times 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120,
180, 240, 300, 360 and 420 minutes after injections; and the pharmacocinetis
parameters were calculated from data obtained with software WinNolin ( version 5.3).
the plasma concentration measured after intrathecal injection of LBVCys¢ in rabbits
was bigger than that obteined with the formulation of LBVCyano in allanalised periods
(p < 0,05), with the excetion of time 300, 360 and 420 minutes. Regarding the
comparison between LBVCysgcpi and LBVCnano with the first concentrations were
higher with significance (p<0,05) in 30, 45 and 60 minutes. The LBVCysqcp and
LBVCys4 formulations didn’t show significant diferences in relation to plasma
concentration (p>0,05). In relation to the phamacocinetics parameters evluated, the
maximum concetration (Cmax), obtained before intrathecal injection, the formulation
LBVCysq presents higher value than LBVCyano (p<0,05) while LBVC sq.cpi keept
intermediate values in relation to the another formulations (p>0,05). Another parameter
evaluated was area under the curve from 0 to 420 ( ASCy.420) where LBVC 54, presents
higher value that the obtained with LBVCnano (p<0,05), again LBVCy s5¢.pi presented
intermediate values (p>0,05). In relation to the volume of distribuition (Vd) the inverse
ocurred where LBVCnano obtained values bigger than those obtained with LBVC s,
(p<0,05). The other pharmacocinetics parameters evaluated were time to obtain
maximum concentration (Tmax), half time life of elimination ( ti5), clearence (CL),
average time fo permanence (MRT) and area under the curve 0 to « (ASCy. »,) and there
wasn’t significant difference in values to the three formulations (p>0,05). Before the
results obtained we can conclude that encapsulation of LBVC in polymeric nanoparticle
promoved smaller plasma concentration so the encapsulation promoved constant and
prolonged release of the studied local anesthesic making it’s use promising in medical
pratice, therefore would probaly not be necessary to use multiple aplications apart form

low concetrations to avoid side effects.
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1.INTRODUCAO

O estudo da dor é, possivelmente, uma das maiores e mais importantes dreas da Medicina.
Segundo a Associagdo Internacional para o Estudo da Dor, esse fendmeno é uma experiéncia
sensitiva e emocional desagraddvel onde hd percepcdo de um estimulo nocivo associado a uma
lesdo tecidual real ou potencial (Carpenter & Dickenson, 2002). Apesar de incomoda, a dor
desempenha uma funcdo bioldgica essencial, neste sentido, a dor € um sintoma clinicamente
importante para a detec¢io e avaliagdo de doencas, bem como, para induzir um comportamento
de precaugdo e, conseqiientemente, limitar os possiveis danos (Millan, 1999; Woolf, 2000;
Almeida et al., 2004). Ja estd bem estabelecido que a dor é uma experiéncia complexa e que nao
envolve apenas a transducdo de estimulo nocivo ambiental, mas também o processamento
cognitivo e emocional pelo encéfalo. O fendmeno doloroso, portanto, possui dois componentes:
um que discrimina o estimulo doloroso em relacdo ao tempo, espaco e intensidade, chamado de
perceptivo-discriminativo (componente sensorial); e outro que atribui emogdes a experiéncia
dolorosa, sendo responsdvel pelas respostas comportamentais a dor. Este é caracterizado por
comportamentos defensivos, como a retirada reflexa dos membros ou comportamento fuga/ luta,
denominado de componente aversivo-cognitivo-motivacional (componente motivacional)
(Melzack, 1975; Chapman et al., 1999; Julius et al., 2001; Almeida et al., 2004). A dor
caracteriza-se por uma resposta organica protetora, sendo portanto importante, pois alerta o
individuo para uma lesdo iminente ou real dos tecidos, induzindo ao surgimento de respostas
reflexas e comportamentais coordenadas com o intuito de manter o dano tecidual o mais
controlado possivel, exibindo os limites que ndo podem ser transgredidos (Woolf et al., 1999;
Dias, 2007). A dor pode ser classificada como aguda quando € transitdria, tendo duracdo de
minutos a algumas semanas, sendo bem localizada e que quando a causa é removida cessa
imediatamente (Teixeira et al., 2001). No entanto, quando a dor passa a se repetir ou sustentar-se
por periodo prolongado, deixa de apresentar vantagens bioldgicas e passa a causar sofrimento,
passa a ser classificada como dor crénica a qual € gerada por impulsos de pequena magnitude

produzidos por atividade neural anormal (Melzack et al., 1999).

A dor cronica pode estar associada com a continuacdo da patologia ou persistir apos a

recuperacdo da doengca ou lesdo. Se a dor cronica for devido a doenga organica, ela ¢é



efetivamente curada ao se tratar a desordem de base, geralmente ndo é bem localizada e tende a
ser macica, dolorida, continua ou recorrente e € dividida em nociceptiva, neuropdtica e

psicogénica (Merskey et al., 1994; Smith et al., 1986; Fiirst, 1999).

Porém, em algumas situacdes, o sofrimento doloroso perde sua fungdo bioldgica e
comega a representar uma conseqiiéncia insuportdvel as desordens refratdrias aos tratamentos
(Steven, 1992) e, mesmo com o0s recentes avangos na pesquisa de novos agentes terapéuticos, a
capacidade de instituir novos métodos de tratamento com o objetivo de produzir analgesia, isto &,

aliviar ou eliminar a dor ainda é um desafio atual.

Existem alguns métodos que induzem analgesia, sendo o tratamento farmacoldgico o mais
utilizado. Os anestésicos locais (AL), objetos desse estudo, apresentam grande aplicacdo clinica
em Medicina e Odontologia, sendo utilizados em bloqueios regionais, na inducdo de analgesia
operatdria e/ou pds-operatdria, no tratamento da dor aguda e cronica e, até para tratar arritmias
ventriculares (Carpenter e Dickenson, 2002; Krenzischek et al., 2008). No entanto, as formas
comerciais disponiveis apresentam duracdo de agdo relativamente curta, devido a sua rdpida
transferéncia e redistribuicio do local da injecdo. Assim, vdrias abordagens como o
desenvolvimento de sistemas de liberacdo sustentada de AL (“drug delivery systems”) t€m sido
adotadas para aumentar os efeitos terapéuticos e diminuir a toxicidade de AL. As nanoparticulas,
entre outros, tém se mostrado promissoras no desenvolvimento de formulacdes anestésicas de
liberacdo prolongada capazes de manter o farmaco por mais tempo e em maior concentragdo no
sitio de acdo. As vantagens dessas formulacOes incluem aumento na duracdo do efeito e
diminuicdo da toxicidade da droga (Davis & Brewster, 2004; Rose et al., 2005; Torchilin, 2005;
Samad et al., 2007; De Paula et al., 2010).



1.1 Anestésicos locais

Os anestésicos locais (AL) sdo compostos quimicos cuja atividade farmacoldgica primdria
envolve o bloqueio reversivel da condu¢do nervosa. Essa propriedade € uma conseqiiéncia da
inibicdo do processo de excitagdo-condug¢do em nervos periféricos, apds aplicacdo local e em
concentracdes adequadas. Um AL exerce sua acdo reversivel em qualquer tecido nervoso
podendo bloquear a passagem de impulsos tanto em fibras sensoriais quanto motoras aliviando ou
evitando a dor e produzindo ou nio bloqueio motor, 0 que contribui para a grande utilizacdo
desses farmacos na prética médica (Covino, 1986).

Os mecanismos de acdo dos AL propostos na literatura envolvem tanto a interacdo com
regides especificas no canal de sddio voltagem dependente (CSVD), quanto com a fase lipidica
da membrana, nos CSVD produzem seus efeitos ligando-se reversivelmente a uma ou mais
regides diferentes do mesmo receptor, impedindo o rapido influxo de fons s6dio para o interior do
axonio, interrompendo a formacgdo e deflagracdo do potencial de agdo. Acredita-se que a
diminuicdo da permeabilidade da membrana aos fons sddio ocorra por dois mecanismos:
alteracOes gerais na fluidez da membrana (levando a modifica¢des conformacionais na proteina-
canal de sddio voltagem-dependente) e/ou pela interagdo especifica dos compostos AL com os
canais de sodio (Ragsdale et al., 1996; Ragsdale & Avoli, 1998; Li et al., 1999; Fraceto et al.,
2006). A afinidade do AL com os receptores do CSVD varia de acordo com o estado do canal,
em geral, a afinidade € maior quando o CSVD estd aberto (ativado ou inativado), e menor quando
estd fechado (desativado e repouso) e sua a¢@o se da estabilizando o canal no estado fechado ou

aberto inativado conforme ilustram as Figuras 1 e 2 (McLure & Rubin, 2005).

REPOUSO ST ATIVADO ————p-  INATIVADO

Na* Nat e

(l Membrana
| axonal

1 B B} i Axoplasma
Receptor de AL

Figura 1. Canais de sédio em seus estados repouso, ativado e inativado. (fonte internet

acesso em 17/07/2012) http://dc127 .4shared.com/doc/6sCjIx4Z/preview006.png
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Figura 2. Canal de sédio em estado fechado ap6s ligacdo do AL no receptor. (fonte internet

acesso 17/07/2012, adaptado)
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Quanto a interagdo com a fase lipidica membranar, os AL quando em grandes
quantidades, interrompem a condutincia idnica por expandir-se na fase lipidica membranar, de
modo a desorganiza-la e obstruir os CSVD. Essa teoria indica a relagdo entre a hidrofobicidade e
poténcia anestésica (Butterworth e Strichartz, 1990; de Paula & Schreier, 1996). Por outro lado, a
insercao preferencial de diferentes AL no interior da bicamada lipidica indica a formagdo de um
sitio transiente, facilitando o acesso da molécula ao(s) sitio(s) de ligagdo nos CSVD (Fraceto et

al., 2002, 2005, 2006; de Paula et al., 2008).

Para a compreensdo do mecanismo, pelo qual os AL exercem seus efeitos farmacoldgicos, faz-se
necessario o entendimento da condug@o nervosa, iniciada em func¢do de um estimulo, que pode
ser quimico, fisico ou elétrico (Carvalho, 1994). Esse estimulo resulta no aumento gradativo da
permeabilidade da membrana aos fons de sédio permitindo seu influxo através da mesma e a
saida de potdssio, de modo a tornar o potencial de membrana negativo e desencadear o potencial
de acdo ao longo das fibras nervosas num processo dindmico de despolarizacio e repolariza¢io

como mostra a Figura 3 (McLure & Rubin, 2005).
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Fibras nervosas mielinizadas e de maiores didmetros (A: o - B - y - 0) estdo tipicamente
envolvidas em funcdes sensoriais € motoras, em que a velocidade de transmissdao nervosa €
critica. Em contraste, fibras ndo mielinizadas e de menores didmetros (fibras C), apresentam
menores velocidades de condugdes e transmitem informacdes sensoriais como dor, temperatura e
fun¢des autondmicas (Barash et al., 2004). A Tabela 1 apresenta a classificagdo das fibras

nervosas de acordo com o tamanho, velocidade de condugdo e fungdo (Barash et al., 2004).
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Figura 3. Conducdo do estimulo nervoso. (fonte internet acesso 17/07/2012)

Tabela 1: Tipos de fibras nervosas

Classificagao | Diametro | Mielina | Conducao Funcao
(W (m/seg)
A (Alfa e Beta) 6-22 + 30-120 Motor e Propicepcdo
A (Gama) 3-6 + 15-35 Tonus Muscular
A (Delta) 1-4 + 5-25 Dor, toque e
temperatura
B <3 + 3-15 Pré-ganglionar
Simpética
C 0,3-1,3 - 0,7-1,3 Pés-ganglionar
Simpatica

Adaptado Barash et al. (2004).



Em geral, fibras menores sdo mais faceis de bloquear do que as maiores, e as fibras ndo
mielinizadas mais sensiveis do que as mielinizadas, além disso as fibras autdbnomas sdo mais
suscetiveis do que as somdticas, portanto, a sequéncia do bloqueio € dor- temperatura- toque -

sensacdo de pressdo profunda e bloqueio motor (Barash et al., 2004).

A molécula dos AL, pode ser dividida em trés partes: um grupamento aminico secundario
ou tercidrio que confere as moléculas hidrossolubilidade. Outro, aromdtico que concede as
moléculas propriedades lipofilicas que s@o essenciais para a sua penetracao nas fibras nervosas e
por ultimo, unindo essas duas partes, uma cadeia intermedidria que € importante em dois
aspectos, primeiramente, fornece a separacio espacial necessdria entre as extremidades lipofilica
e hidrofilica e também a ligacdo quimica entre os dois grupamentos, servindo como base para a
classificacdo dos anestésicos locais em dois grupos: os ésteres (-COQO) e as amidas (-NHCO-). A
cadeia intermedidria é de grande relevancia, j4 que hd grandes diferencas no grau de
alergenicidade, na poténcia e no metabolismo, quando comparamos os dois grupos de farmacos, a

Figura 4 apresenta a estrutura quimica dos AL (Tortamano & Armonia, 2001).

Ester
R,
co0O —R —N<
R,
Amida
R,
NH — R—— N<
R,

Figura 4. Estrutura quimica dos AL. (Adaptado Barash et al. 2004)

O AL mais comumente usados na clinica médica sdo pertencentes a familia das amino-
amidas: bupivacaina, ropivacaina, lidocaina, mepivacaina e prilocaina, sendo os do grupo ester
(cocaina, benzocaina, tetracaina) os mais alergénicos dificultando sua utilizacdo na pratica

anestésica (Koehler et al., 2005). Estes farmacos podem causar reagcdes adversas pelo bloqueio
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ndo especifico de canais i0nicos das membranas nervosas, sendo o sistema nervoso central e o
sistema cardiovascular os locais mais suscetiveis as suas acdes. O sistema nervoso central é o
local mais suscetivel aos efeitos toxicos destes farmacos e a toxicidade pode apresentar—se em
dois estdgios: em baixas concentra¢des os neurdnios inibitérios sdo bloqueados resultando em
convulsdes generalizadas, e em altas concentragdes ocorre depressdo generalizada (Groban,
2003). Além disso, o AL sao cardiotéxicos exercendo efeitos indiretos mediados centralmente e
diretos no miocdrdio, relacionados com a interacdo dos anestésicos com canais i0nicos. A¢oes
diretas causam efeitos cronotrépico, dromotropico e inotropico negativos (Graf, 2001) enquanto a
cardiotoxicidade indireta produz efeitos iniciais estimulantes, seguidos de depressdo com o
aumento da dose. (Mercado et al., 2011).

A bupivacaina e a etidocaina sdo os AL mais propensos a provocarem arritmias letais, por
apresentarem uma elevada poténcia anestésica (Mercado & Weinberg, 2011), relacionada
diretamente a toxicidade (Knudsen et al., 1997). Esses efeitos sdo proporcionais a
lipossolubilidade dos AL, uma vez, que a associacdo desses compostos com a regido hidrofébica

das bicamadas lipidicas, resulta em sua maior distribui¢c@o para os locais de acdo (Li et al., 2002).

Como as caracteristicas desejaveis para um AL incluem longa duracdo de aglo,
seletividade para o bloqueio sensorial em relacdo ao motor e diminuicio da toxicidade sistémica
(Kuzma et al., 1997; de Aratjo et al., 2003), uma técnica frequentemente utilizada para limitar as
concentracdes sistémicas do firmaco € a co-administracdo de um agente vasoconstritor, mais
comumente a epinefrina. Em uma concentracdo de 5 mg / mL (1:200.000), a epinefrina reduz
acentuadamente as concentracdes maximas sist€émica dos AL medidas apds a infiltragdao

subcutanea ou inje¢do do plexo cervical superficial (Rosenberg et al., 2004).

Outra alternativa que tem se mostrado capaz de promover estes efeitos desejaveis € a
liberacdo modificada destes farmacos. Esta veiculacdo de anestésicos locais pode ser obtida pela
formacdo de complexos de inclusao com ciclodextrinas (Dollo et al., 1996; Irie & Uekama, 1997;
Loftsson & Masson, 2001; De Araujo et al., 2005, De Aradjo et al., 2006), encapsulacdo com
lipossomas (Simonetti & Andrade, 1996; De Araujo et al., 2004; Cereda et al., 2006; Grant et al.,
2002; Rose et al., 2005), encapsulacdo em microparticulas (Le Guévello et al.,1993; Rose et al.,
2005) e encapsulacdo em sistemas nanoestruturados poliméricos (Gorner et al., 1999; Govender
et al., 1999; Polakovic et al., 1999; You & Peng, 2005; Grillo et al., 2010).
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1.2. Bupivacaina (BVC) e Levobupivacaina (LBVC):

A bupivacaina (BVC) é um AL da classe das amino-amidas, descoberta em 1963, que
juntamente com dois outros AL desta classe, a lidocaina e a ropivacaina, tém sido os farmacos
de escolha na terapia da dor aguda e cronica (Gupta, 1991; de Aratjo et al., 2005). O uso da
BVC na clinica se deve a sua poténcia e capacidade de produzir anestesia prolongada. Sua
longa durag@o de acdo, aliada a sua tendéncia em fornecer um bloqueio mais sensorial que
motor, tornou-a de uso popular entre os anestesiologistas por promover analgesia prolongada
durante o trabalho de parto ou no periodo pds-operatério (Mclure & Rubin, 2005). Porém, sua
supremacia € questionada pelos relatos de cardiotoxicidade (Malamed, 2001) que estaria
associada a sua lenta dissociacdo dos canais de sédio, durante a didstole ventricular, o
chamado mecanismo de fast in, slow out, em contra partida a lidocaina nio apresenta uma
dissocia¢@o lenta mecanismo conhecido por fast in, fast out. (Clarkson & Hondeghem, 1985;

Bergamaschi et al., 2005).

A BVC, por possuir estereocentro, apresenta dois isomeros, R(+) e S(-), sendo portanto,
uma mistura racémica que consiste de quantidades iguais de isOmeros &pticos,
levobupivacaina e dextrobupivacaina, também conhecidos como S(-) e R(+) enantidmeros.
Com base em demonstracdes de que a cardiotoxicidade observada com a bupivacaina
racémica mostra enantiosseletividade, ou seja, € mais pronunciada com o enantidmero R(+),
uma das possiveis explicacOes seria que os canais de sddio, conhecidamente sdo dextrogiros,
assim sendo, farmacos que apresentem quantidade aumentada de sua forma dextrdgira
apresentardo maior afinadade pelos canais, dificultando o desligamento do anestésico do
mesmo (Groban et al., 2001). Os efeitos toxicos associados ao uso da BVC levaram a
pesquisa de novos AL (Casati et al., 2003), sendo a ropivacaina (um isdmero com substituinte
propila ao invés de butila, como na bupivacaina) lancada no mercado a partir dos anos 80,
como uma alternativa, menos toxica, que a BVC. Como a sintese da RVC € estereoseletiva,
levando ao isdmero levégiro, concluiu-se que a estereoseletividade estava relacionada a
cardiotoxicidade destes AL e, a partir dai, desenvolveu-se a levobupivacaina, LBVC (S75

R25). (de Aratjo et al., 2005; Torres, 2006).



Uma inje¢do intravascular inadvertida, de BVC, atingindo concentragdes plasmaticas toxicas,
pode produzir efeitos sobre os sistemas nervoso central (SNC), principalmente convulsdes, e
sobre o sistema cardiovascular, podendo resultar em parada cardiorrespiratoria e Obito
(Bergamaschi et al., 2005). Um estudo, encontrou-se menor incidéncia de hipotensdo arterial em
gestantes anestesiadas para cesariana com LBVC do que com BVC (Foster & Markham, 2000;
Bader et al., 1999). Outro estudo que comparou 7,5 mg de BVC com 7,5 mg de LBVC associadas
a fentanil por administragdo intratecal para cirurgia transuretral e evidenciou que o bloqueio
motor teve menores intensidade e duracdo com LBVC quando comparada com BVC e que o
bloqueio sensorial e o intervalo para administracdo de analgesia suplementar foram maiores com
LBVC do que com BVC (Erbay et al., 2010), onde conclui-se que apesar da poténcia entre BVC
e LBVC ser semelhante a primeira apresenta maiores efeitos colaterais e LBVC apresentou uma

analgesia mais duradoura.

Devemos entender, no entanto, que quando comparamos dois farmacos, neste caso BVC e
LBVC, a “dose 6tima” para uma anestesia intratecal ou bloqueio de nervos periféricos, deveria
ser determinada, o que nao é possivel atualmente devido as indmeras variaveis existentes, a dose
deve sim ser determinada para cada paciente individualmente tornando dificil a comparagdo entre

os farmacos em termos de poténcia e duracio de anestesia (Deleon & Wong, 2011).



1.3. Anestesia intratecal

Em 1885, o neurologista James Leonard Corning, imaginando que os vasos intervertebrais
se comunicassem diretamente com os nervos espinhais, injetou no espago T11-T12 uma solugdo
de cocaina a 3% e obteve uma anestesia de curta duracdo na sua segunda tentativa. A anestesia
obtida por Corning provavelmente foi devido a introducdo da agulha no espago peridural, porque
nao houve gotejamento de liquor. Somente em 1894, Corning injetou cocaina deliberadamente no
espaco subaracnéideo obtendo anestesia (Cangiani et al., 2006).

O inicio da administragdo de anestésicos locais no espaco subaracnoideo (injecao
intratecal), deu-se 16 de agosto de 1898 onde cirurgido alemao Augustus Karl Bier injetou 3 ml
de cocaina 0,5% no espaco subaracndideo de um paciente de 34 anos, que foi submetido a
exérese de um tuberculoma do joelho, obtendo anestesia durante 45 minutos. Oito dias apds, Bier
resolveu submeter-se a inje¢do subaracndidea de cocaina feita pelo seu assistente Hidelbrandt.
Apesar da grande perda de liquor a anestesia foi efetiva. O fato foi celebrado com comida e muito
vinho, e a cefaléia que se instalou por nove dias foi atribuida inicialmente a ressaca e
posteriormente a algum distdrbio circulatério, pois esta piorava em pé e desaparecia ao deitar-se.
Em seguida, Hidelbrandt se submeteu ao mesmo procedimento realizado por Bier, e teve trés dias
de cefaleia. A cocaina utilizada por Bier era diluida em dgua e a técnica ndo era asséptica. Bier
admitiu, entdo, que a ocorréncia de cefaléia estava na dependéncia da perda liquor (Vale,1998).

Na realidade, a sistematizag@o e o grande avanco da técnica devem-se ao cirurgido francés
Tuffier que no V congresso Europeu de Cirurgia, em 1900, apresentou 63 procedimentos
realizados sob anestesia subaracndidea. Ele preconizou a utilizacdo do bloqueio sob condigdes
assépticas e estabeleceu que a linha imagindria tracada entre as duas cristas iliacas permitia
localizar o espaco L3-L4. Além disso, preconizou que injecdo sO deveria ser realizada apds o
gotejamento de liquor. A partir dos estudos de Tuffier a anestesia subaracnéidea comecou a ser
estudada e se mantém até hoje como uma técnica muito explorada por sua simplicidade, eficécia,
baixa toxicidade e baixo custo. (Vale,1998).

O uso da via intratecal tem aumentado desde o final da década de 1980. Esta modalidade
de administracdo de farmacos € utilizada principalmente para o tratamento de dores cronicas
malignas e neuropdticas. Porém, além destes usos, esta via de administracdo pode ser usada em
uma grande variedade de situacOes como cirurgias ortopédicas, abdominais, ginecoldgicas,

cesarianas e para o alivio da dor do parto natural (Cohen & Dragovich, 2007; Smith et al., 2008).
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Um dos fatores limitantes da utilizagdo da via intratecal em anestesia € a curta duracdo do
bloqueio sensitivo. Assim, diversos estudos vém tentando prologar a duragdo da anestesia
subaracnodidea, evitando assim multiplas punc¢des ou a utilizacdo de técnicas continuas com

cateteres, o que aumenta o risco de infecgdes.

1.3.1. Anatomia da coluna vertebral:

A coluna vertebral é formada pelo empilhamento de 33 elementos Gsseos, identificados
como vértebras, das quais 7 sdo cervicais, 12 tordcicas, 5 lombares, 5 sacrais e 4 coccigeas

(Figura 5).

7 véntebras cervicais (CI-CVIl)

12 vértebras toracicas (TI-TXII)

5 veértebras lombares (LI-LV)

——Sacro (5 vértebras sacrais fundidas I-V)

Coccix (1-4 vértebras coccigeas fundidas I-1V)

Figura 5. Anatomia 6ssea da coluna vertebral (fonte internet)
http://t3.gstatic.com/images?q=tbn: ANd9GcTkuokhpMvdX2UWsbAI4Uw_mID-8Z5_cYEoehfjgA2ymNSbGOEq
As vértebras se unem por meio de cinco ligamentos superpostos: supra-espinhoso,
interespinhoso, amarelo, longitudinal anterior e longitudinal posterior, este conjunto de

ligamentos e ossos € denominado de canal osteoligamentar (Figura 6).
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ligamento amarelo
ligamento longitudinal posterior

corpo vertebral

disco intervertebral

raiz nervosa

faceta articular

ligamento interespinhoso

1
Figura 6. Elementos da conexao intervertebral. (Adaptado barash et al., 2004)

O conteudo desse canal é composto pela medula que estd envolvida por trés envoltorios
conjuntivos derivados de duas formacdes embriolégicas, paquimeninge (dura madter) e
leptomeninge (aracnoide e pia mater). A dura mater, membrana mais externa e mais resistente é
formada por fibras coldgenas e poucas fibras eldsticas, ambas, distribuidas em arranjo
multidirecional, acelular em grande parte, exceto por uma camada que forma a borda entre ela e a
aracnoide (Cangiani et al., 20006).

A aracndide ¢ uma membrana delicada, avascular, composta de uma superposi¢do de
células com fibras conjuntivas. Essa configuragdo permite a aracndide funcionar como principal
barreira meningea aos materiais que penetram e saem do liquido cefalorraquidiano (LCR), ndo
servindo somente como estrutura sacular desse liquido. O transporte ativo de compostos através
da membrana aracndide ocorre na regido das bainhas dos ramos nervosos. Nessa drea, o
transporte de materiais do LCR ocorre de maneira unidirecional para o espago peridural, podendo
contribuir para o clearence dos agentes anestésicos espinhais (Cangiani et al.,2006).

A pia mater, fina e vascularizada, recobre toda a superficie da medula, aderindo a ela
intimamente, constituindo seu limite externo. Contém numerosos vasos que originam oS
ligamentos denteados que conectam a medula & dura mater. Essa forte ligacdo permite a
centralizacdo da medula no seu canal, qualquer que seja a movimenta¢do da coluna . Toda essa
configurac@o de ossos, ligamentos e membranas formam os espagos raquidianos (Figura 7), sdo

eles:

12



Medula espinhal
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Figura 7. Meninges e espacos raquidianos (fonte internet)
http://t2.gstatic.com/images ?q=tbn: ANd9GcTdtrJzSHs 111 XInQgHQx66it5xjSbheEZA Q9tp0aG349slhfGZ3w

e Espaco peridural separa os componentes osteoligamentares da dura mater. E composto de
gordura, um importante plexo venoso, artérias, linfaticos e expansdes fibrosas,
principalmente na porc¢ao anterior os quais participam da sustentacido da dura mater.

e Espaco subdural, encontra-se entre a dura mater e a aracndide, apesar de sua existéncia
ser considerada virtual, uma porcentagem que varia de 0,82% a 10% das anestesias o
anestésico e injetado neste espaco.

e Espaco subaracnéideo, compreendido entre pia mater e a aracndide, contém o LCR, sendo
atravessado por varias expansdes em rede. Abaixo de L2 , o espaco subaracndideo contem
as raizes nervosas em forma de cauda equina e o filamento terminal, permitindo a puncao
lombar sem risco para medula, neste espaco € realizada a anestesia intratecal ou
raquianestesia, conforme e demonstra a Figura 8 (Zarzur & Imbelloni, 2001;Cangiani et

al., 2006).
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Figura 8. Gotejamento de LCR apés puncio intratecal, adaptado de SAESP Tratado de
Anestesiologia.(2006)

1.3.2. Fisiologia do Liquido Cefalorraquidiano (LCR):

O LCR € um liquido aquoso e incolor que ocupa o espago subaracndide e as cavidades
ventriculares e que tem por funcdo principal a protecio mecanica do sistema nervoso central,
apresenta um volume entre 90 e 150ml, secretado em sua maior parte pelo plexo coroide (80%)
dos ventriculos encefélicos III, IV e laterais (Cangiani et al., 2006). Dos ventriculos laterais,
passa através dos forames interventriculares (de Monroe) e junta-se no diencéfalo com o volume
produzido no III ventriculo. Dai segue pelo aqueduto de Sylvius no mesencéfalo e IV ventriculo,
onde se comunica com espaco subaracndideo pelos forames de Magendie e de Luschka, como
pode ser observado na Figura 9.

Cerca de 25% do volume estdo contidos no sistema ventricular e o restante distribui-se no
espaco subaracnodideo, sendo separado do tecido nervoso pela pia mater, o LCR € secretado
continuamente em volume em torno de 500 ml dia ( 20ml/h), sua absor¢c@o e essencialmente
venosa através de vilosidades e granulacdes aracnoideas, processo de extrema importancia, pois,
ele e quem realiza a filtragem do LCR para o plasma, permitindo a passagem de pequenas

moléculas, farmacos, microorganismos e proteinas, logo, o processo de absor¢cdo permite o
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clearence de farmacos do LCR. Sua densidade varia de 1,003 a 1,010 a 37° C (Zarzur &
Imbelloni et al., 2001; Cangiani et al., 2006).

5 3 L Seio sagital superior
Fleto cordide do ventriculo lateral [por transparéneia) o -
Ezpago subaracnoide [do cérebra)

: = Granulagdes aracniideas
Oura-mater [do cerebro)

Aracndide [do cérebrao]

Cisterna do corpo caloso Cisterna da veia

cerebral magna
Forame interventricular
[de Monra)

Cisterna quiasmatica Anqueduto cerebral [de Syluius)

Pleio cordide do 3* wentriculo Abertura lateral
[forame de Luschka)

Cisterna interpeduncular
. : Cisterna cerebelobulbar
Cisterna pontina

Flexo cordide do 4% ventriculo Abertura medial (forame de Magendiz)

Dura-mater [da medula espinhal]
Aracndide [da medula espinhal)

Espago subaracndide [da medula espinhal] Canal centrsl da medula spinhal

Figura 9. Circulacdo do LCR.(Adaptado SAESP 2006)

O anestésico local apds sua administracdo, por via intratecal, € diluido pelo LCR,
diminuindo sua concentracdo antes de atingir os sitios efetores no sistema nervoso central. Tal
dilui¢do ocorre principalmente nos primeiros 5 minutos apds a injecdo, sendo mais lenta a seguir.
Dessa forma, varia¢des individuais no volume do LCR na regido lombossacra e a distribui¢io
desse volume poderdo afetar a anestesia subaracndidea. Foram encontradas correlagdes clinicas
entre o volume de LCR na regido lombossacra e a anestesia intratecal com lidocaina hiperbérica,
demonstrando que o volume do LCR nesta regido foi responsdvel por 80% da variabilidade da

extensao e da duragdo do bloqueio (Carpenter et al, 1998).

1.3.3. Farmacologia da anestesia intratecal:

Uma anestesia intratecal adequada requer bloqueio suficiente das sensagdes no sitio

cirirgico, com duracdo apropriada a execu¢do do procedimento. A distribuicdo das solugdes

anestésicas no LCR, a partir de determinada dose de AL, depende de numerosos fatores
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individuais e, por isso ndo pode ser previsivel. Esses fatores estdo relacionados com o LCR
(volume e pressdo), com a solucio e tipo de anestésico injetado e com a técnica de injecdo.
Apenas em condi¢des patoldgicas, os fatores relacionados com o LCR podem influenciar
na distribuicdo das solugdes. A pressdo liquorica média € em torno de 14 cm de H,O e seus
valores podem estar aumentados nessas situagdes patoldgicas. Quanto ao volume do LCR as
variagcdes podem influenciar o comportamento dos anestésicos injetados. Uma vez diminuido, a
dispersdo dos anestésicos atinge um nivel superior na mesma dose utilizada. Diversas
circunstancias podem reduzir o volume de LCR no espaco subaracnéideo. Entre eles a gestagio
por dilatagdo do plexo venoso peridural; na hipertrofia idiopética da gordura peridural; e na
compressdo da veia cava, ascite e obesidade moérbida. O tipo do anestésico local utilizado € o
principal fator que determina a duracdo da anestesia intratecal. O anestésico de duracdo mais
curta € a procaina. A lidocaina e a mepivacaina sd@o de duracd@o intermedidria, e a bupivacaina,
tetracaina e a ropivacaina de longa duracdo (Bengtsson et al., 1983; Nogueira et al., 2010).
Quanto a solucdo injetada os fatores que alteram a dispersdo no LCR e a duracdo do
bloqueio nervoso estdo relacionados com o volume, concentracdo, dose e baricidade, das
mesmas. A dose é uma variagdo da combinagdo entre volume e concentragdo e parece ser o fator
isolado mais importante na duracdo do bloqueio. Estudo realizado em 1999 utilizando 10 mg de
bupivacaina mostrou semelhanca na durag¢ao dos bloqueios utilizando tanto solu¢des hiperbdricas
como isobdricas independente do volume e concentragdo utilizados (Malinovsky et al., 1999).
Quanto a baricidade das solucdes elas se classificam em hipobdricas (menos densas que o
LCR), isobéricas (mesma densidade do LCR) e hiperbaricas (densidade maior que o LCR). Esses
valores alteram a dispersdo do anestésico no LCR tendo, portanto, tem papel importante no nivel
(quantidade de dermatomos bloqueados) e duracdo da anestesia. Solucdes hipo e hiperbaricas
tendem a se dispersar (diluir) mais do que as isobdricas, que tendem a se concentrar no local
préoximo da injecdo. Ao volume injetado de uma mesma solug@o hiperbérica, condiciona-se um
aumento no nivel do bloqueio. Independente do nivel, o aumento da dose por elevacido do volume
do AL em mesma concentra¢do, diminui a laténcia e aumenta a duracio do bloqueio (Cangiani et
al., 2006).
Para solugdes isobdricas, o aumento do volume, mantida as concentracdes, modifica
pouco a duracdo e o nivel médio dos bloqueios. No mesmo estudo, Malinovsky e colaboradores

(1999), demonstraram auséncia de efeitos do aumento do volume se acompanhado de diminui¢do
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da concentracdo em solucdes hiperbdricas. Por outro lado com solugdes isobdricas um maior
volume de anestésico acompanhado de diminui¢do da concentracdo levou a um nivel maior de
anestesia quando comparado com o uso de pequenos volumes e maiores concentragdes. Com
relacdo a técnica de injecdo, o nivel e duragdo sdo alterados pelo nivel que e realizada a puncao,
com a posi¢do do paciente, e com a velocidade de injecdo e barbotagem (Vale & Simonetti et al.,
2001).

A técnica anestésica pela via intratecal foi escolhida para este estudo de farmacocinética,
pois trata-se de uma técnica de simples execucdo e com baixo custo, sendo muito utilizada na
pratica clinica. O uso de sistemas de liberagdo sustentada € capaz de promover um aumento na
concentracdo de farmaco disponivel no tecido alvo, prolongando sua duracdo de acdo, assim,
estes sistemas de liberacdo sustentada poderiam substituir injecOes repetidas ou infusdes
continuas aumentando o conforto dos pacientes, resolvendo assim, a maior limitagdo da anestesia
intratecal, a curta duracdo do bloqueio sensitivo. Estudos prévios, em animais, demonstraram que
a administracdo de ropivacaina encapsulada em microesferas, por via epidural, prolongou a
duracdo de agdo do AL, além de produzir niveis plasmaticos constantes e de longa duragdo

(Ratajczak-Enselme et al., 2009).
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1.4. Formulacoes anestésicas com sistemas de liberacdo sustentada: sistemas

nanoestruturados poliméricos

As formas farmacéuticas de liberacdo modificada sdo sistemas nos quais parte da dose

inicial do farmaco € liberada de imediatamente apds a sua aplicacdo, buscando alcangar
rapidamente a acdo terapéutica desejada. Em seguida, a dose remanescente € liberada lentamente,
visando a obten¢do de uma concentragdo maior e por mais tempo do farmaco no tecido desejado
(Collett & Moreton, 2005).
As formas farmacéuticas de liberacdo modificada podem ser classificadas em liberagdo retardada,
repetida, sustentada e controlada (Freitas et al., 2006). Cada sistema de liberacdo objetiva
eliminar as mudancgas ciclicas na concentragdo de fdrmaco no plasma, observadas apds a
administragdao de um sistema de liberacdo convencional, nos de liberacdo retardada o farmaco
nao ¢é liberado imediatamente apds a administracdo, mas, sim um tempo depois, nos de liberagao
repetida uma dose individual € liberada regularmente logo apds a administra¢do, e uma segunda
ou terceira doses sdo subseqiientemente liberadas, em intervalos intermitentes. Geralmente
contém dois tipos de doses, uma de liberacdo imediata e outra de liberacdo prolongada, nos de
liberacdo sustentada existe uma liberagdo inicial de farmaco, suficiente para disponibilizar a dose
terapéutica logo ap6s a administragdo, a qual € seguida de uma liberacdo gradual do farmaco, por
um periodo de tempo estendido, liberagdo controlada (LC) refere-se a formas farmacéuticas que
liberam o farmaco em uma velocidade constante e fornecem concentracdes plasmadticas que
permanecem invaridveis com o tempo (ANSEL et al., 2000; LACHMAN et al., 2001; AULTON,
2005).

Os sistemas de liberagdo sustentada de farmacos alteram propriedades fisicas ou quimicas
destes, facilitando sua passagem através de barreiras bioldgicas, modulando a velocidade com
que estas substancias atravessam essas barreiras e penetram na circulag@o até atingirem o tecido
alvo. Além disso, podem direcionar o firmaco no organismo, evitando seu acimulo em tecidos

nao especificos o que diminui efeitos toéxicos (Alonso, 2004; Duran et al., 2006).

Dentre as vantagens destes sistemas de liberag@o estdo a manutencdo da concentragdo do
farmaco constante no tecido alvo por um maior periodo de tempo, aumento do tempo entre as

doses com melhor o efeito terapéutico, menores efeitos colaterais por agir em local especifico.
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Particulas poliméricas biocompativeis, como micro/nanoesferas e micro/nanocapsulas,
constituem, atualmente, promissores sistemas de liberacdo sustentada de farmacos. Além disso,
podem apresentar pequeno tamanho e ser biodegraddveis, podendo ser injetdveis, evitando-se
assim, insergdes cirurgicas inconvenientes para colocagcdo/remoc¢do de alguns sistemas (Jalil &
Nixon, 1990).

Apesar das vantagens acima citadas, devem ser consideradas e ponderadas algumas
desvantagens ou, melhor dizendo, limitacdes como: dificuldade ou impossibilidade de
interromper rapidamente a acio farmacoldgica do medicamento em caso de intoxicagdo grave ou
de intolerancia, acumulo do farmaco se a velocidade de eliminac¢do for lenta, cinética de liberacao
dependente da integridade da forma farmacéutica e ainda o fato de seu custo ser geralmente mais

elevado que o das formas farmacéuticas convencionais (Freire et al., 2006).

Em relacdo aos AL, os sistemas de liberacdo t€ém como objetivo promover uma liberagdo
lenta e continuada, diminuindo a toxicidade sist€émica destes farmacos de agdo regional
(Simonetti & Andrade, 1996; Kuzma et al., 1997; De Aratjo et al., 2003; De Paula et al., 2010).
Existem diversos relatos na literatura de diferentes sistemas de liberacdo utilizados como
carreadores para AL, dentre os quais destacam-se as preparacdes em ciclodextrinas, lipossomas e
sistemas nanoestruturados poliméricos (Polakovic et al., 1999; Blanco et al. 2003, Govender et
al., 1999; Gorner et al., 1999). Nanoparticulas poliméricas constituem um dos sistemas libera¢do
de farmacos mais importantes e podem ser preparados utilizando-se diferentes tipos de polimeros
biodegradéveis naturais ou sintéticos, como o alginato e a quitosana.

Alginatos sdo polissacarideos lineares soliveis em dgua extraidos de algas marrons,
constituidos por mobomeros de acido B —D-manurénico (M) e o-L-gulurénico (G) (Martinsen et
al., 1997). Cada tipo de mondmero apresenta uma forma diferente de se ligar ao polimero, as
ligacdes de G sdo estruturadas na forma vertical, enquanto as posi¢cdes de M sdo encontradas na
horizontal (George & Abraham, 2006), dando origem as diferentes ligacdes glicosideas o (1-4) e

B (1-4), como demostrado na Figura 10.
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H
Figura 10. Estrutura do alginato com seus monomeros 4cido B-D-manurénico (M) e a-L-
gulurénico (G), com as possiveis ligacdes glicosideas a(1-4) e B(1-4). (adaptado Grillo et al.,
2010).

Estes polimeros sdao polidnions e podem reagir com cétions divalentes, (levando a
formacgdo de um gel) ou com cations polivalentes (formando ligacdes cruzadas) (Haug & Larsen,
1962). Assim, este sistema constitui em uma técnica de encapsulacdo simples formado de
jungdes intercadeias, permitindo a entrada de drogas ou proteinas nesta estrutura de rede
(Martinsen et al., 1997).

Comercialmente, os alginatos sdo extraidos de 3 espécies de algas, que incluem
Laminaria hyperborean, Ascophyllum nodosum e Macrocystis pyrifera (Smidsrod & Skjak,
1990) e sdo muito utilizados em comidas industrializadas como emulsificante e estabilizador e
sdo inclusos no grupo de compostos saudaveis pelo FDA, sendo biodegradédvel e atéxico quando
administrado oralmente (Espevik, 1993). Este polimero também estd sendo utilizado para sistema
de liberagdo de fdrmaco (Zahoor et al., 2007; Shimizu et al., 2003) e terapia génica (You & Peng,
2005, Murtas et al., 2005, Douglas et al., 2005), facilitando a passagem através de barreiras
bioldgicas, contribuindo na diminuicao da toxicidade, aumentando a estabilidade e melhorando a
biodisponibilidade (Alonso, 2004; Durén et al., 2006).

A quitosana pode ser obtida a partir da quitina por meio da desacetilacio com dlcalis
(Figura 11), podendo também estar naturalmente presente em alguns fungos, como aqueles
pertecentes aos géneros Mucor e Zygomicetes (Kafetzoulos et al., 1993). De acordo com o grau
médio de acetilagdo, podem-se obter diversas quitosanas variando-se, assim, suas propriedades

fisico-quimicas, como solubilidade, pKa e viscosidade (Singla et al., 2001).
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Figura 11. Representacdo estrutural do polimero de quitosana.(adaptado Grillo et al., 2010)

A quitosana € um polimero catidnico que estd sendo usado na produgdo de
microparticulas e nanoparticulas, através da formacdo de uma geleificacdo ionotrépica com
polimeros negativamente carregados. Complexos polidnicos tem sido utilizados como sistema de
liberacdo de drogas, proteinas, DNA e outros oligonucleotideos (Agnihotri et al., 2004; Leong et
al., 1998). Virios tipos de complexo quitosana-polianion foram reportados na literatura, porém a
combinacdo de quitosana e alginato de sodio foi considerada a mais interessante para sistemas
carreadores (Mi et al., 2002). Uma vantagem adicional deste sistema sdo as caracteristicas nao
toxicas, permitindo a repeticio da administracdo do agente terapéutico. Alguns trabalhos na
literatura mostraram a encapsulacdo de farmacos, proteinas em nanoparticulas e microparticulas
de alginato-quitosana (Takka et al., 1999; Coppi et al., 2002; Gonzalez-Rodriguez et al., 2002).

O complexo interpolimérico entre alginato e quitosana ocorre em pH dcido, sendo que em
pH neutro o complexo viscoso intumesce e o gel formado se desintegra lentamente liberando o
farmaco. O grau de liberacdo € baseado no grau de reticulagio entre os polimeros (Tgnnesen &

Karlsen, 2002).

A encapsulagdo de AL com nanoparticulas poliméricas de alginato tem demonstrado ser
de grande interesse e valia, pois com a biodisponibilidade do anestésico aumentada no sitio de
acdo, hd a diminuicdo da concentracdo plasmadtica e, consequente aumento da duragdo do efeito
anestésico. Grillo et al. (2010) descreveram e caracterizaram a encapsulacdo de levobupivacaina
em nanoparticulas poliméricas de alginato/quitosana (LBVCaic-qurr) € obtiveram como resultado
a encapsulacdo de cerca de 76% de LBVC. Além disso, este sistema de nanoparticulas apresentou
estabilidade adequada por 30 dias em solucdo. O perfil de liberagdo da LBVC em solugdo e nas
nanoparticulas foi avaliado e os resultados demonstraram que a LBVC tem perfil de liberacio
modificado com a encapsulacdo. Testes in vitro e in vivo demonstraram que o sistema LBVCarg.
Quit apresentou baixa citoxicidade em fibroblastos 3T3 e promoveu aumento da intensidade e

duracdo do bloqueio motor e sensorial apds bloqueio do nervo cidtico em camundongos.
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Estudos pré-clinicos sao fundamentais para fornecer informagdes sobre a farmacocinética
e a possivel toxicidade destas novas formulas farmacéuticas. O estudo de farmacocinética
possibilita a observacdo da exposi¢cdo sist€émica a um novo farmaco/formulagdo, e para isso
utilizam o plasma para determinar parametros como ASC (é4rea sob a curva), Cmax (concentracdo
mdxima) e Tmax (tempo para obten¢do da concentracdo maxima).

A determinacdo de parametros farmacocinéticos é fundamental para a pratica clinica
(Adams et al., 1989) e fornece informag¢des fundamentais durante o desenvolvimento de novas
formas farmacéuticas (Altun et al., 2004), como as formulacdes de LBVC em nanoparticulas
poliméricas de alginato/quitosana. No entanto, as formulacdes de LBVCnano ainda ndo foram
avaliadas em relacdo a sua farmacocinética apds a aplicacdo parenteral em animais. Além de
fornecer importantes informacdes sobre a exposicdo sistémica de fdrmacos, os estudos de
farmacocinética também confirmam a efetividade destes sistemas nanocarreadores. Os sistemas
de liberacdo sustentada/modificada (“drug delivery”) devem atuar como reservatérios de drogas
no local da inje¢do. Assim, os AL devem ser liberados lentamente, o que além de aumentar a
duracdo anestésica, previne a ocorréncia de picos plasmadticos acentuados, e, portanto reduz o
risco de toxicidade sistémica. A curva de farmacocinética de formulacdes sustentadas geralmente

apresenta perfil distinto das formas livres; é esperado menor extensdo de absor¢do e menores

niveis plasmaticos (Tofoli et al., 2010).
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2. OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi avaliar, in vivo, as concentragdes plasmaticas e o perfil
farmacocinético das formulacdes de LBVC livre, associada a epinefrina e encapsulada em

nanoparticulas poliméricas, administradas por via intratecal em coelhos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material:

Para confeccdo das formulagdes de levobupivacaina foram utilizados: cloridrato de
levobupivacaina (S75-R25) (NovaBupi®) (cedido pela Cristalia Ind. Quim. Farm. Ltda.), alginato de
s6dio, PVA poli-(dlcool vinilico) e quitosana foram obtidos da marca Sigma Chem. Co. As
formula¢des comerciais NovaBupi® S75-R25 e NovaBupi® S75-R25 com epinefrina 1:200.000
também foram cedidas pela Cristalia Ind. Quim. Farm. Ltda.

O equipamento utilizado para a obten¢do das concentragdes plasmaticas de levobupivacaina
fol um espectrometro de massas triplo-quadrupolar em seqiiéncia com fonte de ionizacdo por
eletrospray (Micromass Quattro LC®) acoplado com um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia
Shimadzu LC 20 AD. Para a conducdo e validagdo dos ensaios analiticos, foi utilizado o padrio
analitico de cloridrato de levobupivacaina (Sigma Chem. Co). Todos os demais reagentes foram de

grau analitico ou farmacopéico.

3.2. Formulacbes de levobupivacaina

A preparacdo das nanoparticulas de alginato foi realizada segundo o método descrito por
Sarmento et al. (2005). Primeiramente, uma solu¢do de alginato de sédio (0,063% p/v) contendo
0,5% de LBVC foi preparada e 7,5mL de solu¢do de cloreto de célcio (18mM) foram adicionados
lentamente durante 60 minutos sob agitacdo mecanica (1000 rpm). Posteriormente, 25 mL de solugdo
de quitosana (0,07%) foi adicionados a primeira solu¢do por um periodo de 90 minutos. Para o
preparo da solucdao de quitosana (0,07%) foi utilizado acido acético (IM) sob agitacdo durante um
periodo de 12h devido a dificuldade na sua dissolu¢do. As nanoparticulas foram armazenadas em
frasco ambar apds o preparo para posterior utilizacao.

Todas as formulacdes foram preparadas em camara de fluxo laminar (com materiais e
solucdes autoclavados a 1 atm e 121°C, por 20 min) sendo, posteriormente, submetidas a filtracio em
membranas de 0,22 um. As formulagdes foram preparadas pelo Dr. Leonardo Fraceto na UNESP/

Sorocaba.
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3.3. Modelo animal

O protocolo experimental, nos animais deste experimento, foi elaborado de acordo com
os Principios Eticos na Experimentacio Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacio Animal (COBEA). Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica Animal da
Universidade Sdo Francisco (Protocolo ne 001.09.10 - Anexo 1).

Para o estudo de farmacocinética foram utilizados 18 coelhos albinos da raca Nova
Zelandia, machos, com peso variando entre 2000 e 3000 g, submetidos a ciclos claro/escuro de
12 horas, com dgua e alimentacdo ad libitum, temperatura ambiente monitorada a 22 + 3°C e
aclimatados ao local de experimentagdo por pelo menos 7 dias.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente para receber (n=6/grupo) por via intratecal
um dos trés tratamentos propostos:

- Grupo I: Levobupivacaina 0,5% encapsulada em nanoparticulas: LBVCy 54 nano
- Grupo II: Levobupivacaina livre 0,5%: LBVCj 54,
- Grupo III: Solugao comercial de Levobupivacaina com epinefrina 1:200.000: LBV Cy 54 pr

Previamente a administragdo das solugdes, foi realizada a indug@o da anestesia geral com
a-cloralose (50 mgkg') e uretano (1 gkg') por administracio intramuscular e, quando
necessdrio, foi realizada a suplementacdo com 25% da dose inicial (Fonseca et al., 1996). Logo
apos a inducdo da anestesia geral, foi realizada a instalacdo de um cateter intravascular na orelha
como via de acesso venoso.

Para injecdo intratecal, foi utilizada uma agulha 27G conectada a uma seringa que foi
inserida perpendicularmente no espago entre as vértebras LS e L6. O sitio de inje¢do selecionado
estd restrito a regido onde a medula espinhal termina e a cauda eqiiina comeca, de forma a reduzir
a possibilidade de dano espinhal e facilitar a acessibilidade intervertebral. As formula¢des foram
injetadas em um volume maximo de 0,2 mL (Malinovsky et al., 2002).

Foram coletadas amostras de 3 mL de sangue nos seguintes tempos: 0 - antes da injecdo
anestésica (“baseline”), 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180, 240, 300, 360, 420 minutos. O tempo de
coleta de cada amostra foi definido e ajustado para a obten¢do de onze amostras entre o tempo
Zero (antes da administracio) e 4 vezes o tempo de meia-vida (t2) da LBVC (Ratajczak-Enselme
et al., 2007). Este esquema de progressio geométrica ¢ comumente utilizado e fornece

informacdes sobre a disposi¢cao da droga (Bourne, 1995). Logo apds a coleta, a canula foi lavada
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com uma mistura de anticoagulante (heparina sédica) e soro fisioldgico, para evitar coagulagdao do
sangue e obstrucdo da via de acesso. As amostras foram transferidas para tubos de microcentrifuga
(eppendorf®) heparinizados e o plasma separado foi armazenado a -70°C até a andlise. Logo apds

as coletas de sangue, os animais foram sacrificados por aprofundamento da anestesia.

3.4. Preparo e analise das amostras

As amostras de plasma foram descongeladas em temperatura ambiente € um volume de
50uL foi misturado com 50uL do padrdo interno (PI) de ropivacaina (10ng/mL) previamente a
extragdo. As amostras misturadas com o PI foram agitadas por 2 minutos para garantir
solubilizacdo do PI no plasma. Em seguida foram adicionados 1000 pL de hexano/acetato de etila
(1:1) e a mistura foi agitada por 5 minutos, centrifugada a 14000 rpm por 5 minutos a - 4 C.
Foram transferidos 800 uL da fase organica para um microtubo de 2 mL e em seguida a amostra
foi seca em fluxo de nitrogénio. A amostra foi ressuspendida em 50 uL da fase mével, agitada
por 1 minuto e esta solucdo foi transferida para o insert para posterior injecao no sistema CLAE-
EM-EM.
Foram injetados 5 pL desta mistura no sistema cromatografico. Foi utilizada uma coluna
Polaris 5u, C18 (50 x 2 mm) e a fase mével utilizada era composta de acetonitrila e dgua (80:20
v/v) com adi¢do de 0,1% de acido férmico (pH=3,0). O tempo de corrida foi de 2,5 minutos,

sendo o tempo de retencao do bupivacaina e do PI 0,72 min.

A deteccao foi feita pelo modo de monitoramento de reagdes multiplas (MRM), a amostra

de levobupivacaina foi monitorada em MRM 289,3>140,1, e o Pl em MRM 275,3>125,9.

O software WinNonlin (WinNonlin version 5.3, Pharsight Corporation, CA, USA) foi
utilizado para calcular os parametros farmacocinéticos: concentracdo plasmdtica maxima
(Cmax), Tempo para obten¢do da concentragdo maxima (Tmax), Area sob a curva (ASC) de 0 a
420 e de 0 a infinito, tempo de meia vida de eliminagdo (t 2 beta), volume de distribui¢ao (Vd),

Clearance (CL) e tempo médio de permanéncia (MRT).
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3.5. Validacao da metodologia analitica:

A valida¢do da metodologia teve como objetivo demonstrar que o método foi adequado
para dosar levobupivacaina livre e em nanoparticulas poliméricas. Durante estes processos, foram
determinados parametros como: especificidade, linearidade, precisdo, exatidao e limite de
quantificacdo. Estes parametros foram determinados e avaliados de acordo com o que €
preconizado na resolucdo 899 de 2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA).
Para a condugdo e validacdo dos ensaios analiticos foi utilizado cloridrato de bupivacaina (Sigma
Chem. Co).

Foi utilizado plasma de trés coelhos coletado da veia marginal da orelha. Previamente a
coleta de sangue, foi realizada a indu¢do de anestesia geral dos animais com «a-cloralose (50
mg.kg") e uretano (1 g.kg") por administracio intramuscular. O sangue foi centrifugado para a
separacdo do plasma que foi congelado a -70°C até a utiliza¢do na valida¢do 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 degradacdo e componentes da matriz. Para
confirmar a especificidade do método, foram analisadas amostras brancas (n=5) do um pool de
plasma de 3 animais, sendo uma amostra lipémica e uma hemolisada. A presenca de interferentes
e de supressao de fons no tempo de retenc¢do do farmaco e do PI, foram ser observadas.

Linearidade: E a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracao do analito na amostra, dentro de
um intervalo especificado. A andlise da linearidade foi feita com no minimo 6 concentragdes
diferentes. Foram construidas 3 curvas de calibracdo que incluiram a anélise da amostra branco,
amostra Branco+PI e mais seis amostras com valores na faixa de 0,3 a 120 ng/mL em plasma de
coelhos. Aceita-se um desvio inferior ou igual a 20% em relagdo a concentragdo nominal para o
Limite de Quantificacdao (LQ) e inferior ou igual a 15% em relacdo a concentragdo nominal para
as outras concentragdes da curva de calibracdo. Para aceitagdo do método deve-se encontrar um
coeficiente de correlacdo linear deve ser no minimo de r=0,98.

Precisdo: E a avaliacio da proximidade dos resultados obtidos em uma série de medidas de

uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Esta € considerada em trés niveis:
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repetibilidade ou precisdo intra-corrida (concordancia entre os resultados dentro de um curto
periodo de tempo com o mesmo analista € mesma instrumentacio) e precisdo intermedidria ou
inter-corridas. A precisdo intra-corrida € a concordancia entre os resultados dentro de um curto
periodo de tempo com 0 mesmo instrumentador € a mesma instrumentacdo. Esta andlise foi feita
com trés concentracdes alta, média e baixa (controles de qualidade—CQ) em trés replicatas, ou
seja, 9 determinacdes. A precisdo intermedidria (ou inter-corridas) € a concordancia entre os
resultados do mesmo laboratério, mas obtidos em dias diferentes, com instrumentador diferente
e/ou equipamentos diferentes. Esta andlise também foi feita com trés concentragdes alta, média e
baixa (controles de qualidade-CQ) em trés replicatas, em dois dias diferentes, ou seja, 18
determinacdes. A precisdo ndo deve apresentar valores de desvio superiores a 15%, exceto para o
LQ, para o qual se admite valores menores ou iguais a 20%

Exatiddo: E expressa pela relacio entre a concentracgio média determinada
experimentalmente e a concentragdo tedrica correspondente. A exatiddo do método deve ser
determinada com o uso de 3 concentra¢des (CQ baixo, médio e alto) com cinco determinagdes
por concentracdo. A exatiddo deve ser determinada em uma mesma corrida analitica (exatidao
intra-corrida) e em corridas diferentes (exatiddo inter-corridas) como a precisdo. O desvio ndo
deve exceder 15%, exceto para o limite de quantifica¢do, 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 exatidao aceitdveis sob as condi¢des experimentais estabelecidas.
A resposta de pico para o LQ deve ser, no minimo, 5 vezes maior que qualquer interferéncia na
amostra branco no tempo de retencdo do farmaco. O pico de resposta do farmaco no LQ deve ser
identificdvel e reprodutivel com precisdo de 20% e exatidao entre 80-120% em relacdo a

concentracdo nominal do padrio, através da andlise de, no minimo, cinco amostras de padrdes.

3.6. Parametros Farmacocinéticos:

Concentracdo mdxima (Cmdx): Este parametro representa a maior concentracdo sangiiinea
alcancada pelo firmaco apds administracdo oral, sendo, por isso, diretamente proporcional a
absorcdo. Desta forma, depende diretamente da extensdo e velocidade de absor¢do, porém,

também da velocidade de eliminagdo, uma vez que esta inicia-se assim que o farmaco é
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introduzido no organismo. Esta medida ndo deve ser avaliada por si s6, pois pode conduzir a

conclusdes errdneas. (

Tempo para atingir a concentracdo maxima (Tmdx): Este parametro tem intima relacdo com a
velocidade de absor¢do do firmaco e pode ser usado como simples medida desta. E alcancado
quando a velocidade de entrada do farmaco na circulacdo € excedida pelas velocidades de

eliminacao e distribui¢do; absor¢@o ndo pode, portanto, ser considerada completa neste estagio.

Area sob a curva de concentragdo plasmdtica vs. tempo(ASCy.r): Representa a quantidade total
de farmaco absorvido. Para farmacos administrados cronicamente, ¢ um pardmetro mais critico
que a velocidade de absor¢do. E considerado o mais importante parimetro na avaliacdo da
biodisponibilidade, sendo expressado em quantidade/volume x tempo (m g/mL x h) e pode ser
considerado representativo da quantidade total de farmaco absorvido ap6s administracdo de uma

sO dose desta substincia ativa.

Clearence ou Depuracdo: Clearance ¢ um termo inglés usado universalmente para indicar a
remocdo completa de determinada substincia de um volume especifico de sangue na unidade de
tempo. Depuracdo, é o termo em portugués que mais se aproxima do sentido do termo inglés. De
modo mais simples, a depuracdo de um farmaco do organismo pode ser compreendida como a
taxa de eliminagdo por todas as vias, normalizada para a concentracdo do farmaco (C) em um

liquido biolégico:
Depuracao = Taxa de eliminacao/C

Os principios de depuragcdo dos farmacos sdo semelhantes aqueles da fisiologia renal, onde, por
exemplo a depuracdo da creatinina é definida como a taxa de eliminacdo da creatinina na urina
em relagdo 2 sua concentragdo no plasma. E importante notar que a depuracdo ndo indica a
quantidade do farmaco que estd sendo removida, mas, em vez disso, o volume do liquido
biol6gico, como o sangue ou o plasma, do qual fiarmaco teria sido totalmente removido. O
clearance € expresso em volume por unidade de tempo (ml/min ou L/h). A depuragdo por vérios
orgdos de eliminacdo € aditiva. A elimina¢do de um farmaco pode ser o resultado de processos
que ocorrem no rim, figado e outros 6rgdos. A divisdo da taxa de elimina¢do por cada 6rgio pela
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concentracdo plasmdtica do farmaco, por exemplo, fornece as respectivas depuragdes em cada

um destes 6rgaos; estas quando somadas representam a depuracao sist€mica total.

Cl Total = Cl renal + Cl hepatico + Cl outros®

*Refere-se a vias de excre¢cdo como ldgrimas, saliva suor e fezes

Quando o farmaco € parcial ou totalmente excretado pelos rins sem sofrer alteracdes, o clearance
renal pode ser calculado dividindo-se a velocidade de excrecdo urindria (mg/min) pela sua
concentracio sangiiinea(mg/ml). O clearance de creatinina ¢ um indice da fun¢do renal porque
esta substancia enddgena sofre filtracdo glomerular completa e sua secre¢do e reabsorc¢ao
tubulares sdo minimas; desta forma pode também ser utilizado na avaliacdo do clearance renal de

farmacos.

Tempo de meia vida (T;;): A meia-vida € um conceito cronoldgico e indica o tempo em que uma
grandeza considerada reduz a metade de seu valor. Em farmacocinética ela representa o tempo
gasto para que a concentracdo plasmdtica ou a quantidade original de um farmaco no organismo
se reduza a metade. A cada intervalo de tempo correspondente a uma meia-vida, a concentragao
decresce em 50% do valor que tinha no inicio do periodo. Esse conceito € operacionalizado pela
observagdo da concentragdo no plasma. Para a maioria dos fdrmacos, a meia vida € constante em
uma larga faixa de concentracdes. J4 o termo vida-média exprime a duragdo média da
concentracdo e ndo sua meia vida. O tempo de meia-vida ou t;, € um importante pardmetro
farmacocinético. A caracterizacdo de um evento farmacocinético pelo valor da meia vida
possibilita uma estimativa da rapidez com que o processo ocorre, originando dados importantes
para a interpretacdo dos efeitos terapéuticos ou toxicos dos farmacos, da duracdo do efeito

farmacoldgico e do regime posoldgico adequado.

Volume de Distribuicdo (Vd): O volume de distribui¢do € simplesmente uma constante de
proporcionalidade ficticia, um conceito matematico, utilizado para explicar as concentragdes
observadas dos medicamentos com base na quantidade de farmaco conhecida presente no
organismo. Ele fornece uma estimativa da extensdao do tecido extravascular que faz a captagdo
dos medicamentos; descreve a relagdo entre a quantidade de fidrmaco em todo o organismo e a
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quantidade existente no plasma. Domingues, criador deste conceito define-o como o volume no
qual o farmaco deve dissolver-se para que sua concentracdo se iguale a do plasma. Nesta
definicdo a concentracdo plasmdtica do farmaco € aquela observada apds a absorcdo e
distribuicdo e antes da eliminacdo. Quando Vd € pequeno, a captagdo pelos tecidos € limitada; ja
valores grandes para Vd, indicam uma ampla distribui¢@o para os tecidos. Como muitos fairmacos
sdo relativamente lipofilicos, a captacdo tecidual € extensa, e grandes volumes de distribuicio sdo

comuns.

Tempo de permanencia médio (MRT): E o tempo médio em que uma molécula do firmaco
permanece dentro do organismo apds a administracdo rapida de uma tnica dose EV. Como o
“clearance”, este valor € independente da dose administrada. O tempo médio de permanéncia é
calculado a partir da relagdo onde a AUMC € a drea sob o primeiro momento da curva de
concentracdo plasmdtica — tempo, e a AUC € a drea sob a curva de concentracdo plasmdtica —
tempo. Para um farmaco com caracteristicas unicompartimentais, o tempo médio de permanéncia

¢ igual ao reciproco da taxa de eliminacdo constante.

3.7. Analise Estatistica:

Os dados obtidos foram expressos em média + erro padrdo e as diferencgas estatisticas
determinadas por andlise de varidncia (ANOV A) ndo paramétrica com teste posterior de Kruskal-
Wallis. A significancia estatistica foi definida como p < 0,05. Os softwares utilizados foram

GraphPad Instat e GraphPad Prism (Graph Pad Software Inc., versao 3.0, 1997 — 1998).
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4. RESULTADOS:

4.1 Validacao da Metodologia

Foi realizada a infusdo direta, de bupivacaina no solvente acetonitrila na concentracio de
10 pg/mL, no equipamento com o objetivo de confirmacido da massa nominal utilizando a fungao
scan EM. Operando o espectrometro de massas em modo positivo obteve-se o espectro de massa

da bupivacaina, a Figura 12 mostra o espectro de EM (A) e EM/EM (B) para a bupivacaina.

Bupivacaina10 ug/mL 15-Aug-2011
11:41:35
Desenvolvimento-15-08-11_01 74 (0.746) Sm (SG, 3x3.00); Cm (69:102) Scan ES+
g 289.51 2.37e6
100
N
| 183.14
(O e R B L B R R S B N RS N R RSN T ey MYZ
180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Bupivacaina10 ug/mL 15-Aug-2011
11:51:17
Desenvolvimento-15-08-11_02 79 (0.797) Cm (77:86) Daughters of 290ES+
- 140.16 1.87e6
100
2
7 97.98 289.30
O—1— — 77— 7 T T m/z
50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325

Figura 12: (A) Espectro de massas na fun¢ao EM e (B) Espectro de EM/EM para Bupivacaina.
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Especificidade: Para confirmar a especificidade do método, foram analisadas, amostras de
plasma de coelhos separadamente, sendo trés amostras normais, uma com o plasma lip€mico e a

outra hemolisada. A Figura 13 apresenta os resultados.

Pool 1
19-Aug-2011 11:28:46
Seletividade-01 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 1 Channel ES+
100 289.5 > 140.09
340
Area
*
O A R R R R R R R A R SRR RN AR RN RN RS RN
0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80
Seletividade-01 Sm (Mn, 2x3) 2: MRM of 1 Channel ES+
100 275.3>125.9
371
Area
R
O T T T T T T T T e T T T e | ime
0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80
Pool 2
19-Aug-2011 11:31:25
Seletividade-02 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 1 Channel ES+
100+ 289.5 > 140.09
,W/ 241
i Area
o\o;
07““ L L L L L L UL B |
0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00
Seletividade-02 Sm (Mn, 2x3) 2: MRM of 1 Channel ES+
100+ 275.3 > 125.9
g 280
ﬁw\/ Area
] o\"—:
07HH L L B S B B B L B S L S B s U I e s e il 091

0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00
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Pool 3

19-Aug-2011 11:34:03
Seletividade-03 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 1 Channel ES+
100 289.5 > 140.09
290
Area
*
O L I R I B I B R R S B N R B R S RN R AR RRRRS
0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00
Seletividade-03 Sm (Mn, 2x3) 2: MRM of 1 Channel ES+
100 275.3>125.9
324
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B R
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Pool 4 (Lipemico)

19-Aug-2011 11:36:43
Seletividade-04 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 1 Channel ES+
100 289.5 > 140.09
297
Area
*
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0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00
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275.3>125.9

10 W 335
Area

%o

0 LR L L B L L L L L L L L L I B I BN I ““\Time
0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00

34



Pool 5 (Hemolisado)
19-Aug-2011 11:39:22

Seletividade-05 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 1 Channel ES+
289.5 > 140.09

100 316
] Area
O\OQ
07““““\““““\““““\““““\““““\““““\““““\““““\““\““\““““\
0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00
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Figura 13. (A), (C), (E) Cromatograma referente ao branco do analito (plasma normal). (B), (D),
(F) Branco do padrdo interno (plasma normal); (G) branco do analito (plasma lipé€mico); (H)
branco do padrdo interno (plasma lip€mico); (I) Branco do analito (plasma hemolisado); (J)

branco do padrdo interno (plasma hemolisado).

Linearidade: Para avaliar a linearidade gerou-se uma curva de calibragdo da bupivacaina
através da andlise de quantidades crescentes de fairmaco. As concentracdes foram definidas em
testes preliminares, incluindo a primeira quantificagdo de amostras, levando-se em consideracio a
sensibilidade do método e a faixa prevista das concentracOes das amostras a serem determinadas.
Para definir a relacdo entre a resposta do instrumento e a concentracdo conhecida do analito,
foram geradas trés curvas de calibracdo com seis padrdes contendo o farmaco e padrdo interno.
Foi observada uma resposta adequada na faixa de 0,3 a 120 ng/mL. A curva de calibragdo
apresentou excelente linearidade com coeficiente de correlagdo r= 0.99. Os desvios observados
foram menores que 20% em relacdo a concentragdo nominal para o Limite de quantificacdo
(LQ=0,3 ng/mL)) e menores que 15% em relacio a concentragdo nominal para as outras
concentracdes da curva de calibracdo. A Tabela 2 mostra os resultados médios de concentragdo

obtidos para os padrdes de calibragdo utilizados.
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Tabela 2. Curva de Calibracao (Linearidade)

Concentracdao média
Concentragao Exatiddo
Fdrmaco experimental CV (%)
nominal (ng/mL) (%)
(ng/mlL)
Bupivacaina 0,300 0,300 100,000 0,333
Bupivacaina 2,963 2,979 99,311 3,108
Bupivacaina 9,847 9,856 98,557 0,255
Bupivacaina 30,043 29,962 99,873 0,572
Bupivacaina 60,884 60,888 101,481 0,852
Bupivacaina 121,181 120,802 100,668 1,165

Equacdo da curva de calibragdo 1: y = 0,0240853x +0,00320462 (r = 0,999925)
Equacdo da curva de calibracdo 2: y = 0,0243906x +0,00171228 (r = 0,999768)
Equacdo da curva de calibracdo 3: y = 0,0247751x +0,00130424 (r = 0,999881)

Exatiddo e Precisdo: A precisao e exatidio do método foram calculados pelas variagdes

intra e inter-lote de trés concentracdes distintas, alta (CA 90 ng/mL), média (CM 45 ng/mL) e

baixa (CB 0,9 ng/mL), utilizando-se vdrias determinacdes por concentracdo. A precisdo e a

exatiddo foram determinadas em um mesmo lote (intra-lote) e em lotes diferentes (inter-lotes). A

precisdo intra-lotes apresentou valores na faixa de 0,93 a 5,77% e a inter-lotes de 1,29 a 4,46%.

A exatiddo apresentou valores de 99,25 a 106% (intra-lotes) e 99,52 a 102,16% (inter-lotes). A

Tabela 3 mostra os valores de exatidao e precisao.

Tabela 3. Andlise inter-lotes e intra lotes dos controles de qualidade CA, CM e CB

CB CB CB CM CM CM CA CA CA
Réplicas
(lote 1) | (lote 2) | (lote 3) | (lote 1) | (lote 2) | (lote 3) | (lote 1) | (lote 2) | (lote 3)
1 0,84 0,91 0,92 45,13 | 45,26 | 46,66 96,10 90,16 89,89
2 0,93 0,83 0,90 46,25 | 44,58 | 44,53 94,77 90,21 89,15
3 0,96 0,87 0,94 45,77 | 44,52 | 47,55 94,32 89,72 89,89
4 0,90 0,82 0,98 44,56 | 45,36 | 51,73 86,18 88,84 88,12
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5 0,92 0,92 0,97 43,84 | 4545 | 45,86 87,43 88,10 87,64
6 0,83 0,82 0,94 44,63 | 46,01 49,88 86,24 88,97 86,62
Média 0,90 0,86 0,94 45,03 | 45,20 | 47,70 90,84 89,33 88,55
DP 0,05 0,05 0,03 0,88 0,57 2,66 4,69 0,83 1,32
CV 5,77 5,29 3,14 1,95 1,25 5,58 5,16 0,93 1,49
Exatidao | 99,50 95,74 | 104,63 | 100,06 | 100,43 | 106,00 | 100,93 99,26 98,39

CB CM CA

Média 0,90 45,97 89,57

DP 0,04 1,49 1,16

CV (%) 4,46 3,25 1,29

Exatidio (%) 99,95 102,16 99,52

* Valores Nominais: CB=0,9ng/mL; CM 45 ng/mL e CA=90 ng/mL

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

LBVC com um desvio padrdo de 20% e exatidao entre 80-120% em relacdo a concentra¢io

nominal do padrdo, através da andlise de, no minimo, cinco amostras de padrdes. O LQ

determinado foi de 0,3 ng/mL. As Tabelas 4 ¢ 5§ mostram os resultados da precisdo e exatidao

intra e inter-lote do LQ de bupivacaina.

Tabela 4. Resultados das analises intra-lote do controle de qualidade LQ- FASE I

LQ @) LQ () LQ@3)
Média 0,308 0,286 0,308
DP 0,036 0,046 0,016
CV (%) 11,614 15,933 5,214
Exatidao (%) 102,667 95,333 102,500

Concentra¢dao nominal: LQ= 0,3 ng/mL, DP= desvio padrdo e CV= coeficiente de variacdao

Tabela 5. Resultados inter-lotes do controle de qualidade LQ
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LQ @) LQ (2) LQ (3)
Média das Réplicas 0,308 0,286 0,308
Média 0.301
DP 0,013
CV (%) 4,180
Exatidao (%) 100,167

Concentra¢gdo nominal: LQ=0,3 ng/mL, DP= desvio padrdo e CV= coeficiente de variacio média

das réplicas inter-lotes de LQ (1), LQ (2) e LQ (3).

Os resultados obtidos na validagdo do método estdo de acordo com os preceitos da
resolugdo 899 de 2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) e indicam que o
método € altamente especifico e seletivo na faixa analitica avaliada. Além disso, o método
descrito provou ser rapido (tempo de corrida analitica de 2,5 minutos) e adequado para dosagens

de bupivacaina.

4.2 Concentracao Plasmatica de levobupivacaina em coelhos apds a injecao intratecal

A Tabela 6 apresenta a concentracdo média de LBVC (ng/mL) obtida apds a inje¢do das
formulagdes nos coelhos. A concentracdo plasmatica medida apds a injecdo intratecal de
LBVCys4 em coelhos foi maior que a obtida com a formulagdo de LBVCnano em todos os
periodos analisados (p<0,05), com excecdo dos tempos 300, 360 e 420 minutos. Com relacdo a
comparacio entre LBVCy sqepr € LBVCnano houve significancia (p<0,05) nos tempos 30, 45 e 60
min. As formula¢des LBVCysqrpr € LBVCy 54, ndo apresentataram diferencas significativas em

relac@o a concnetracao plasmaética (p>0,05).
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Tabela 6 : Concentracdo (média + erro padrao) de LBVC (ng/mL) medida no plasma de

coelhos apoés a inje¢do intratecal das diferentes formula¢des (LBCV, LBVC gp;, LBVC nano)-

Tempo LBVCo,s% LBVCo,s%EPI LBVCNAN()

0 0,00 = 0,00 a,c 0,00 £0,00 b 0,00 = 0,00

15 85,27 £69,88 a,c* | 31,50 +30,72b 16,95 + 6,03

30 (53,73 £37,82 a,c**[29,05 £23,79 b**| 11,04 + 5,04

45 (42,95 £32,93 a,c**[23,96 £ 23,73 b**| 8,66 + 3,44

60 39,87 +32,03 a,c**|19,37 £21,41 b**| 7,56 + 3,20

90 27,01 £19,36 a,c* | 14,89 +16,16 b | 5,35+2,33

120 | 1942 +11,64a,c* | 10,53 +12,56b | 4,87 +2,00

180 | 15,87 £10,94 a,c* 7,62+6,26b 4,22 +2,19

240 12,84 £ 8,25 c* 6,54 £5,40b 3,70 £2,02
300 11,27 £ 8,36 a,c 5,63+2,79b 3,53 +£2,00
360 9,14 £ 6,07 a,c 490+2,07b 3,14 £ 1,81

420 8,49 + 5,66 a,c 421+1,83b 3,00 +£1,79

Nota: Andlise Estatistica: p<0,001 [***], p< 0,01[**], p<0,05[*], p>0,05 [ndo significativo].
ANOVA/ Kruskal-Wallis
a LBVC(),s% X LBVCO,5%EPI
b LBVC(),5%EPI X LBVCNANO
C LBVC(),5% X LBVCNANO
A Figura 14 demonstra a concentragdo plasmatica média versus tempo, apds a injecao

das diferentes formulag¢des (LBVC ¢ 59, LBVCy s¢ep1, LBVC nano) em coelhos.
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Figura 14. Concentragdo plasmatica média (£ erro padrdo) versus tempo apds a injecao intratecal
das trés formulagdes de levobupivacaina ,em coelhos.

O Cmax da formulagdo LBVC s¢, apresentou valor de aproximadamente 3,5 vezes maior do
que a LBVCnano (p<0,05), enquanto, a LBVCy s¢.gp1 manteve valor intermedidrio em relagdo as
outra apresentagdes (p>0,05). O mesmo aconteceu com a ASCy 420, onde LBVCy 59, apresentou
maior valor que o obtido com LBVCnano (p<0,05), novamente LBVCy s¢ep1 apresentou valores
intermedidrios(p>0,05). Em relacdo ao Vd o inverso ocorreu onde LBVCyano Obteve valores
aproximadamente 2,5 vezes maiores que os obtidos com LBVCysq (p<0,05). Os outros

parametros farmacocinéticos (Tmax, t ¥2 beta, CL, MRT e ASC 0_m) ndo apresentaram diferenca
significativa A Tabela 7 apresenta os pardmetros farmacocinéticos obtidos apds a inje¢ao

intratecal das formula¢des de LBVC.
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Tabela 7: Parametros farmacocinéticos [média + erro padrdo] apds a injecdo intratecal das

diferentes formula¢des (LBVCy 54, LBVCy s4rpr, LBVCnano) €m coelhos.

Parametro (Média + DP): LBVCys%, LBVCys59Ep1 LBVC nano
Cmax (ng/mL) 85,27 +£69,88 a,c* | 51,75+33,38b 23,08 £ 6,61
Tmax (min) 0,25a,c 0,29+0,10b 0,25
ASC ,,, (ng-min/mL) 141,91 £95,37 a,c* | 98,32+63,27b 43,79 £ 17,73
ASC, _ (ng-min/mL) 205,17 £ 121,57a,¢c | 143,61 £63,41 b 84,59 £49,16
t V2 beta (min) 536+251a,c 6,16 +4,11Db 6,93 £2,28

vd 54,86 #4734 a, c** | 72,31 +41,20b | 133,81+£36,13
CL 6,56 +3,74a,c 9,18 +£6,74b 16,27 £11,77
MRT 2,36 £0,39a,c 222 £0,38b | 2,54 +£0,29

Nota: Andlise Estatistica: p<0,001 [***], p< 0,01[**], p<0,05[*], p>0,05 [ndo significativo].
ANOVA/ Kruskal-Wallis

a LBVC(),s% X LBVC(),s%EPI

b LBVC()j%EPI X LBVCNANO

C LBVC(),5% X LBVCNANO
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5. DISCUSSAO

O desenvolvimento de sistemas de liberacao sustentada de anestésicos locais, como
a suspensdo de nanoparticulas utilizada neste estudo, tem como objetivo melhorar as
propriedades terapéuticas destes farmacos. A efetividade dos AL depende das concentragdes
destes agentes no local de administrag¢do, por outro lado, efeitos adversos dependem da obtengdo
de altas concentracOes plasmdticas. Assim, o uso destes sistemas promove lenta liberagdo dos
AL e maior concentragdo no local de acdo, o que aumenta a duracdo anestésica e previne a
ocorréncia de picos plasmaticos, e, portanto reduz o risco de toxicidade sistémica (Tofoli et al.,
2010; Tofoli et al., 2012).

A formulacdo utilizada neste estudo apresentou caracteristicas de liberagcdo
sustentada em estudos in vitro (Grillo et al., 2010). O perfil de liberacio da LBVC nas
nanoparticulas de alginato e quitosana foi avaliada com ensaios de libera¢do utilizando um
sistema de dois compartimentos para observar o perfil de liberagdo do farmaco livre e deste
quanto associado as nanoparticulas. Nesse sistema, foi utilizada uma membrana de celulose
(Spectrapore, com poro para exclusio molecular de 1000 Da) que separa a amostra do
compartimento aceptor, contendo o solvente. O tamanho dos poros dessa membrana permite que
passe através dela para o compartimento aceptor, somente fairmaco livre das nanoparticulas. A
liberacdo total de LBVC (100%) em solu¢@o ocorreu apds 350 min de ensaio, enquanto que a
liberacdo total da BVC quando associada nas nanoparticulas de alginato/quitosana se deu apds
um periodo de tempo maior. Os mesmos autores determinaram a eficiéncia de associagdo da
LBVC nas nanoparticulas e esta foi de aproximadamente 75%, apresentando uma boa associacao.

Estas caracteristicas observadas in vitro determinam um perfil modificado da liberagdo de
LBVC, o presente estudo, in vivo, confirmou a propriedade de liberagdo sustentada desta
formulacdo. A formulagdo com nanoparticula apresentou concentracdes plasmaticas menores €
mais constantes quando comparada com a formulagdo livre sem adi¢do de vasoconstritor,
sugerindo que a encapsulacdo em nanoparticulas promoveu um atraso da transferéncia do local de
aplicacdo para a circulacdo sanguinea até 240 minutos ap0s a injecao.

A formulagdo de imvcoswepi apresentou valores de concentragcOes plasmaticas

intermedidrias quando comparados com os obtidos com as outras duas formulacdes. A adicdo de
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epinefrina ndo alterou as concentragdes plasmaticas obtidas quando comparada com a formulagao
livre (LBVCy59) em todos os periodos avaliados, resultado similar ao relatado na literatura.

Boico e colaboradores (1992) avaliaram trés tratamentos distintos (bupivacaina 22,5mg,
bupivacaina 22,5mg+epinefrina 0,3mg ou bupivacaina 22,5mg+clonidina 0,15mg) administrados
por via intratecal em 29 pacientes (ASA II-III) e ndo foram encontradas diferencas significativas
nas concentracdes plasmdticas de bupivacaina. Assim, a adi¢do de epinefrina ndo altera a
absorcdo do AL aplicado por via intratecal.

No entanto, quando 1Bvcos%epi f01 comparada com a formulagdo LBVCnano a primeira
apresentou maiores concentragdes nos tempos 30, 45 e 60 min (p<0,05). As menores
concentracdes plasmdticas obtidas com LBVCyano demonstram que a mesma permanece em
maior concentragdo no tecido alvo (medula espinal). Assim, a formulagdo de LBVCyano utilizada
no presente estudo promoveu niveis plasmdticos menores e uniformes, o que diminui as
flutuagdes dos niveis de AL relacionadas 4 ocorréncia de efeitos adversos. Além disso, a maior
permanéncia do anestésico no local de acdo deve promover uma anestesia de melhor qualidade e
maior duracdo. Assim, estes sistemas de liberacdo sustentada poderiam substituir inje¢des
repetidas ou infusdes continuas aumentando o conforto do tratamento dos pacientes.

No presente estudo a anestesia intratecal foi realizada entre as vértebras L5 e L6,
restringindo-se a medula espinal de coelhos albinos. Um fator que pode alterar a laténcia,
duracdo, dispersio dos AL no LCR e absorcdo sistémica dos mesmos € a baricidade das
formulacdes utilizadas (Malinovsky et al, 1999). No presente estudo foram utilizadas diferentes
formulagdes de anestésicos locais (LBVCysq, LBVCosaepi, LBVCnano), porém todas as
formulacOes apresentaram baricidade semelhantes sendo isobdricas em relacio ao LCR
(baricidade de 1,0013). Assim, ndo houve alteracdo em relacdo a dispersdao e a absor¢cdo do
anestésico devido a esse fator. Portanto, as diferencas obtidas nas concentragdes plasmaticas com
a formulacdo de LBVCnano ocorreram devido a encapsulacio do Al nas nanoparticulas
poliméricas.

Outros estudos avaliaram a farmacocinética de AL com diferentes tipos de sistema de
liberacdo sustentada e outras vias de administracdo. Um estudo realizado em 2006, por
Karashima e colaboradores avaliou as concentracdes de LBVC e LBVC complexada a
ciclodextrina (LBVCq,) no plasma de coelhos ap6s administragdo epidural nos tempos de 5, 10,

15, 30, 60, 120, 240, 360, e 420 minutos apds a administracdo. Os resultados apresentaram
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concentracdes maiores no plasma do grupo LBVC apenas nos tempos de 5, 10 e 15 min. Nao
ocorreram diferencas significativas nos pardmetros de ASCy.g € t, portanto a complexacao de
ciclodextrina com LBVC ndo alterou sua absor¢do do espago epidural, assim como a sua
eliminacao no sangue. Ao contrério dos resultados de Karashima et al. (2006), no presente estudo
foram observadas alteragdes nas concentragdes de LBVC no plasma apds a sua encapsulagdo em
nanoparticulas poliméricas. Estas diferencas podem ser explicadas pelo uso de via de
administragdo e de sistema de libera¢do de fairmacos distintos.

Em outro estudo, Ratajczak-Enselme et al., em 2009, avaliaram a farmacocinética da
ropivacaina associada a microesferas de acido poliglicélico administrada por via epidural. Apds a
injecdo, foram medidas as concentracdes intratecal e plasmatica . Um total de 15 ovelhas foram
avaliadas da seguinte maneira: 3 ovelhas receberam infusdo continua de ropivacaina 10ml/h,
durante 6 horas, com aumento da concentracdo a cada 2 horas (2, 5, 10 mg/ml); 6 ovelhas
receberam um bolus de 15ml contendo 500mg de ropivacaina complexadas a microesferas; 3
receberam bolus de 15ml contendo 30mg de ropivacaina livre seguida de infusdo continua 10ml/h
na concentracdo 2mg/ml durante 6 horas; e outras 3 receberam 15ml contendo 50mg de
ropivacaina em bolus com aplicagdes de 2/2h até completarem trés doses. Foi avaliada a
concentracdo plasmdtica, intratecal e epidural apds a administragdo das formulacdes. Os
resultados demonstraram que ropivacaina associadas a microesferas apresentou menor absor¢ao
sistétmica comparada com as ropivacaina livre independente da maneira que foi administrada,
além disso, o sistema de microesferas permitiu uma mellhor passagem de ropivacaina do espago
epidural para o intratecal promovendo uma melhor biodisponibilidade do que a ropivacaina livre.
No presente estudo foi realizado com injecdo intratecal direta e os resultados de absorcdo
sist€émica quando usado um sistema de liberacdo modificada foi significativamente diferente
quando comparado com a formulagdo livre.

Em relacdo ao perfil farmacocinético podemos observar que houve diferenca entre as
formulacdes de LBVC na concentragdo plasmatica maxima (Cmax). O Cmax foi menor para a
formulacdo de LBVCnano (p<0,05) quando comparado com o LBVCjsq. Além disso, a
formulacdo com LBVCnano néo apresentou pico plasmatico tdo evidenciado como a formulacdo
LBVC.

O Cmax obtido com LBVCjs¢ foi maior que o obtido com a formula¢do encapsulada,

porém o tempo para atingir a concentracao plasmdtica maxima (Tmax) ndo apresentou diferencas
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significativas entre as duas formulagdes (p>0,05). Assim, clinicamente € provavel que a anestesia
com as duas formulacdes apresentem regressao iniciada ao mesmo tempo, no entanto, a qualidade
e duragdo da anestesia com LBVCnano poderd ser melhor, pois esta permaneceu em maior
concentracdo no sitio de agdo.

O farmaco livre (LBVCy54), o farmaco encapsulado (LBVCnano) € o farmaco associado
a epinefrina (Lvco,5%epi) apresentaram o tempo de meia vida semelhantes (em torno de 45 min) e
a drea sob a curva (ASC) de 0 a infinito ndo apresentou diferengas significativa (p>0,05) entre as
formulacdes administradas o que significa que a adi¢do de epinefrina ou encapsular o farmaco
altera apenas a sua liberacdo e ndo o seu metabolismo.

A formulacdo de LBVCj 54 promoveu maior valor de ASC de 0 a 420 em comparacao
com a formulagdo LBVCnano (p<0,05). Este resultado pode ser explicado pelas grandes
diferencas nas concentracdes plasmadticas, principalmente no inicio da curva. Portanto, a
LBVCy s apresenta maior disponibilidade plasmatica do que a LBVCnano 0 que demonstra
maior clearence liquorico e provavelmente menor duragdo de efeito da formulagdo livre.

O Vd de um farmaco € influenciado pela quantidade total de dgua corporal, perfusio
tecidual, ligacdo as proteinas plasmaéticas, solubilidade lipidica, gradientes de ph e fendmenos de
transporte ativo. No presente estudo o Vd das formulagdes LBVCnano e LBVCy 59, apresentaram
diferencas significativas (p<0,01). Um elevado volume de distribuicdo reflete uma elevada
ligacdo tecidual, e consequentemente s6 uma pequena fracdo do fiarmaco se encontra no
compartimento vascular disponivel para sofrer clearence. No presente trabalho a formulacdo
testada de LBVCnano apresentou um Vd (133,81 vs 54,86) maior quando comparada com a
formulacdo LBVCy 59 significando que a mesma possui alta afinidade com o tecido onde foi
injetada, sugerindo um possivel aumento na duracdo do efeito anestésico.

Assim a formulacdo de LBVCnano administrada em coelhos 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 liberacdo da levobupivacaina

favorecem o futuro uso clinico desta nova formulacao.

45



6. CONCLUSAO

O presente estudo avaliou a quantidade de LBVC no plasma de coelhos apds a
administragdo intratecal da mesma dose do farmaco livre, encapsulado em nanoparticulas e com
epinefrina, e observou menores concentracdes plasmdticas com a formulacdo do farmaco
encapsulado demonstrando a ocorréncia de liberacdo sustentada/prolongada do férmaco
encapsulado em nanoparticulas através do perfil farmacocinético, quando comparado com as
outras duas formulacdes. Assim, encapsulacdo entre a levobupivacaina e as nanoparticulas
promove a liberagdo constante e prolongada do mesmo, corroborando com o resultado
apresentado na literatura, esta propriedade associada ao aumento da efetividade demonstrado
previamente; e a seguranca devido ao baixo risco de intoxicagdo torna o futuro uso clinico desta

formulagdo favoravel.
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7. ANEXO 1

) _ UNIVERSIDADE
Comité de Etica em Pesquisa — CEP SAO FRANCISCO
Braganca Paulista, 29 de Outubro de 2010.

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Projeto de Pesquisa: Avaliagdo Farmacocinética e estudos de toxidade de nanoparticulas de
alginato contendo bupivacaina.

AREA DE CONHECIMENTO: Odontologia

Autor(es): Prof(a). Dr (a). Giovana Radomille Tofoli; Juliana Zampoli Boava Papini.

Instituicdo: UNIVERSIDADE SAQ FRANCISCO
Protocolo: 001.09.10

Prezado(a)(s) Pesquisador(a)(s),

O Comité de Etica em Pesquisa — CEP, da Universidade S3o Francisco, analisou em
expressamente no dia 29/10/2010 a pendéncia do projeto de pesquisa supracitado, sob a
responsabilidade de Vossa Senhoria.

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

Parecer; Aprovado




