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RESUMO

O presente trabalho objetivou o desenvolvimento de nanoestruturas contendo
anesteésico(s) local(is) incorporados em formulagdes semi-sdlidas vislumbrando o
prolongamento da atividade anestésica, em decorréncia da penetragdo controlada
das nanoestruturas nas camadas profundas da epiderme. Prepararam-se
suspensdes contendo diferentes quantidades de farmaco(s) empregando-se
diferentes polimeros. As suspensbes foram avaliadas em relacdo as suas
propriedades fisico-quimicas (pH, potencial zeta, didmetro médio, indice de
polidispersao, teor, taxa de associacdo, microscopia eletrénica por transmissao-
TEM). As formulagdes que apresentaram as caracteristicas mais adequadas foram
selecionadas e incorporadas em semi-sélidos. Avaliaram-se as caracteristicas fisico-
quimicas dos semi-solidos (pH, teor, didmetro das nanocapsulas, TEM, viscosidade
e espalhabilidade). A atividade analgésica das formulagdes foi avaliada empregando
o modelo animal tail flick (camundongos), assim como a estabilidade frente a
temperatura de 40 °C e 75 % umidade por um periodo de 90 dias. Os semi-soélidos
apresentaram-se estaveis durante 90 dias com teores em torno de 95 % e as
nanoestruturas mantiveram-se integras apos a incorporacdo no semi-solido. A
atividade analgésica de uma especifica formulagdo promoveu uma analgesia de
aproximadamente 40 % e uma duragdo de 225 min, enquanto que o produto
comercial apresentou uma atividade de aproximadamente de 10 % e uma duracao

de anestesia de 110 min apds 20 min de exposigéo.

Palavras-chave: anestésico local, nanoestruturas, semi-soélido, anestesia.
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ABSTRACT

The objective of present work was the development of nanostructures
containing local anesthetic drugs incorporated in semi-solid formulations, aiming a
prolonged and improved anesthetic activity, due to the controlled penetration of the
nanostructures through the deep epidermis layers. Several formulations were
prepared using different drug concentrations. The following physico-chemical
characteristics were evaluated: pH, potential zeta, particle size, polydispersion, drug
recovery, association efficiency and morphology. The formulations presenting the
best characteristics were incorporated in semisolid-formulations. The semi-solid
formulations were characterized in terms of pH, drug recovery, particle size,
morphology, viscosity and spreadability. The analgesic activity was evaluated using
the tail flick model in mice and the stability study was carried out at 40 °C (75 %
humidity) during 90 days. The semi-solid formulations were stable and presented
adequate drug contents. The selected semi-solid formulation containing
nanostructures promoted a higher and prolonged anesthetic activity compared to the

commercial product.

Keywords: local anesthetics, nanoestrutures, semi-solid formulation
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1.INTRODUCAO




Introducéo

Os anestésicos locais sdo farmacos que bloqueiam reversivelmente a
conducado nervosa quando aplicados a uma regido circunscrita do corpo (HAAS,
2002).

Os anestésicos locais podem ser administrados por varias vias, incluindo a
topica, através de bloqueio de campo ou de nervo, a regional intravenosa, a
raquidiana ou a epidural. A vantagem pratica dos anestésicos locais baseia-se no
fato de que sua acgéo é reversivel em concentragdes clinicamente relevantes e sua
utilizacao é seguida pela recuperagdo completa na fungdo do nervo, sem evidéncias
de lesdo nas células ou nas fibras nervosas (CATTERALL e MACKIE, 1996).

De um modo geral e por apresentarem perfil farmacoldgico de interesse
clinico frente a susceptibilidade metabdlica, os anestésicos locais sdo classificados,
de acordo com o tipo de ligagdo entre o anel aromatico e a cadeia carbonada, em
amidas e ésteres. Dentre os ésteres pode-se citar a procaina, a tetracaina e a
benzocaina e dentre os representantes amidicos pode-se citar a lidocaina, a
bupivacaina, a ropivacaina, a articaina e a prilocaina (Figura 1) (RANG e DALE,
1999; FRIEDMAN et al., 2001).

Em geral, sua agao é restrita ao local da aplicagdo, uma vez que sao
moléculas pequenas que rapidamente atravessam as paredes dos vasos
sanguineos sofrendo, assim, uma rapida difusdo do local de acdo. Essa rapida
redistribuicdo a partir do local de agado limita a duragdo efetiva da analgesia,
tornando-os ineficazes para uma analgesia prolongada. Consequentemente, a
duracdo da acado desses farmacos € relativamente pequena comparada com o
potencial de duracdo da dor (GRANT e BANSINATH, 2001).

Os anestésicos locais sao substancias geralmente seguras quando aplicadas
de forma apropriada. As reacgdes indesejaveis podem ser separadas em duas
categorias: efeitos atribuidos as solugdes de anestésicos locais e efeitos atribuidos a
insercao da agulha (KOYA e ORENGO, 2002). Efeitos adversos de solugdes de
anestésicos locais incluem toxicidade local ou sistémica, afetando o sistema nervoso
central e o sistema cardiovascular, assim como problemas de alergenicidade e

anafilaxia, relatados para os anestésicos contendo a funcdo éster (GREKIN e



Introducéo

AULETTA, 1988; KOYA e ORENGO, 2002). Possiveis consequéncias da insergao
da agulha incluem dor, edema, infecgcdo, hematoma e dano no nervo (KOYA e
ORENGO, 2002).

Sendo assim, novas pesquisas vém sendo desenvolvidas com o intuito de
prolongar o tempo de duragcdo dos anestésicos locais, assim como diminuir a
toxicidade dos mesmos. Dentre os sistemas inovadores que vém sendo estudados
com esse objetivo destacam-se as microemulsées (KREILGAARD et al., 2000,
SINTOV e SHAPIRO, 2004), a complexagdo com ciclodextrinas (DOLLO et al.,
1996a; DOLLO et al., 1996b, DOLLO et al., 1998), os lipossomas (GESZTES e
MEZEI, 1988; BOOGAERTS et al., 1994; HSI-YING YU et. al., 1998; GRANT et al.,
1994; GRANT et al., 1997; GRANT, 1999; GRANT e BANSINATH, 2001; GRANT et
al., 2004; CARAFA et al., 2002; MULLER et al., 2004; ALTMAN e GILDENBERG,
1999) e as nanoesferas (GORNER et al., 1999). De uma forma geral, esses sistemas
atuam no processo de distribuicdo do farmaco no local de acdo sendo capazes de
aumentar o tempo de residéncia do mesmo no organismo, através da modulacéo da
sua liberacao tornando-a lenta e sustentada, assim como aumentar a eficacia e/ou
reduzir a toxicidade de alguns anestésicos locais (GRANT e BANSINATH, 2001).
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Figura 1. Estrutura quimica de alguns anestésicos locais amino-ésteres (procaina,

tetracaina e benzocaina) e amino-amidas (bupivacaina, prilocaina e lidocaina).



Introducéo

A permeacgdo cutanea de farmacos oferece uma alternativa para as vias de
administragao oral e injetavel. Entretanto, esta aplicagdo tem sido limitada a poucos

farmacos, tendo em vista a baixa permeabilidade da pele.

A propriedade de barreira da pele é atribuida a camada cérnea que € formada
por cornedcitos, cuja bicamada lipidica aumenta a resisténcia a transportes de ions
(LAVON e KOST, 2004; MITRAGOTRI et al., 1995). Assim, o fluxo através da pele
depende da natureza quimica da substancia: farmacos lipofilicos sao absorvidos em
toda a area lipidica do estrato cérneo, com coeficientes de permeacao variaveis;
enquanto que a absorcdo de farmacos hidrofilicos se da quase que exclusivamente
por poros de passagem sendo que o coeficiente de permeacao é quase constante.
Devido a dificuldade na penetragdo dos farmacos através da pele, agentes quimicos,
fisicos e sistemas carreadores vém sendo pesquisados a fim de suplantar tal
limitacao (LAVON e KOST, 2004).

Considerando o exposto, existe um grande interesse no desenvolvimento de
formas farmacéuticas tépicas para a administracdo de anestésicos locais, a fim de
evitar o desconforto causado pelas aplicagdes infiltrativas. Dessa forma, o presente
trabalho visa desenvolvimento de nanoestruturas contendo anestésico(s) local(is)
incorporadas em formulagdes semi-solidas. A hipotese do trabalho é que as
nanoestruturas promoverdo um prolongamento da atividade anestésica e, ainda,
intensificaram o efeito da anestesia, em decorréncia da penetracdo controlada das

nanoestruturas nas camadas profundas da epiderme.
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Objetivos

2.10BJETIVO GERAL

O trabalho tem como objetivo desenvolver formulagdes nanoestruturadas
contendo anestésico(s) local(is) com posterior incorporacdo em formulagcdes semi-
soélidas. Apds, com base na avaliagao das caracteristicas fisico-quimicas, o presente
trabalho visa selecionar uma formulagao para a avaliagdo da atividade analgésica in

vivo e avaliagao da estabilidade do produto final.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver e proceder a caracterizacao fisico-quimica das nanoestruturas
contendo anestésico(s) local(is);

e Desenvolver e proceder a caracterizagao fisico-quimica das formulagdes
semi-solidas contendo as nanoestruturas;

e Avaliar a estabilidade do produto final;

e Avaliar in vivo a atividade analgésica.
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Revisao de Literatura

3.1 ANESTESICOS LOCAIS

3.1.1 Aspectos Gerais

Os anestésicos locais sao farmacos que produzem perda reversivel da
sensacgao, impedindo ou diminuindo a conducdo dos impulsos nervosos sensoriais

préximos ao sitio de sua aplicagao (REYNOLDS, 1996).

Essa perda da sensagdo se deve a um bloqueio reversivel de geragcéo ou
condugcao do potencial de acdo dos neurdnios. Esses farmacos possuem muitos
usos em medicina, que variam desde a odontologia até a obstetricia e incluem
intervengdes simples como a infiltragcdo para remocdo de uma lesdo cutanea
superficial, até uma anestesia regional para reposicionamento do quadril, no
tratamento da dor pés—operatdria, neuropatica e relacionada ao cancer (MINNEMAN
& BRODY, 1997).

O primeiro anestésico local - a cocaina - foi descoberto acidentalmente no
final do século XIX. A cocaina existe em grandes quantidades nas folhas de arbusto
da coca (Erythroxylon coca). Durante séculos, os nativos dos Andes mascaram um
extrato alcalino dessas folhas devido as suas agdes estimulatérias e euforizantes. A
cocaina foi isolada pela primeira vez em 1860 por ALBERT NIEMANN. Ele e muitos
quimicos daquela época provaram este composto, entao isolado, e constataram que
causava dorméncia da lingua. SIGMUND FREUD estudou as acoes fisiolégicas da
cocaina e, em 1884, CARL KOLLER introduziu a cocaina na pratica clinica como um
anestésico topico oftalmologico. Logo depois, HALSTEAD popularizou seu uso na
anestesia com bloqueio de conducdo e infiltragdo. Os muitos anestésicos locais
utilizados na pratica clinica atual originam-se dessas observagdes antigas
(CATTERALL e MACKIE, 1996).

A cocaina (Figura 2) € um éster do acido benzoéico e do complexo alcool 2-
carbometoxi-3-hidroxitropano. Devido a sua toxicidade e as suas propriedades
viciantes, em 1892, EINHORN e colaboradores iniciaram uma pesquisa para obter
substitutos sintéticos para a cocaina. Em 1905, esta pesquisa resultou na sintese da

procaina, que se tornou o protétipo para os anestésicos locais durante quase meio

13



Revisao de Literatura

século. Na atualidade, os agentes mais amplamente utilizados sdo a procaina, a
lidocaina a bupivacaina e a tetracaina (CATTERALL e MACKIE, 1996; REYNOLDS,
1996; YAGIELA, 2002).

CHj;

OCHj4 T

O

Fiaura 2. Estrutura auimica da cocaina.

3.1.2 Estrutura Quimica Basica dos Anestésicos Locais

A molécula do anestésico local tipico € dividida em trés partes: um grupo
aromatico, uma cadeia intermediaria e um grupo terminal de amina secundaria ou
terciaria (Figura 3). Todos os trés componentes sdo determinantes da atividade
anestésica local do farmaco. A parte aromatica confere propriedades lipofilicas a
molécula, enquanto o grupo amino fornece hidrossolubilidade. A porgao
intermediaria é importante em dois aspectos. Primeiro, fornece a separacao espacial
necessaria entre as extremidades lipofilicas e hidrofilicas do anestésico local.
Segundo, a ligagdo quimica entre a cadeia de hidrocarboneto central e a porg¢ao
aromatica serve como base adequada para classificagdo da maioria dos anestésicos
locais em dois grupos, os ésteres (- COO -) e as amidas (- NHCO -). Tal distingao é
util, porque ha diferengas significativas na alergenicidade e metabolismo entre as
duas categorias citadas (YAGIELA, 2002).

Dentre os representantes dos anestésicos locais amidicos pode-se citar a

lidocaina, a bupivacaina, a ropivacaina, a articaina e a prilocaina e dentre os

anestésicos ésteres, a procaina, a tetracaina e a benzocaina (RANG e DALE, 1999).
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Figura 3. Férmula estrutural da procaina representando os componentes
estruturais dos anestésicos locais.

3.1.3 Mecanismo de Acao

Os processos de excitacdo e conducdo de um nervo sdo a expressiao de
fendbmenos eletroquimicos, que variam em funcéo do estado excitado ou de repouso
da membrana. Existe uma diferenca de potencial através da membrana que é
considerada normal e é chamada de potencial de repouso. Nessas condi¢des a
membrana é totalmente permeavel ao potassio e praticamente impermeavel o sodio.
A concentragcdo de sodio extracelular € maior que a intracelular e o contrario é
observado com o potassio. A manutencao dessa diferenga de concentragao entre os
ions caracteriza o estado de repouso da célula (CARVALHO e MATHIAS, 1997).

Quando a membrana € ativada por qualquer estimulo fisico, quimico ou
elétrico aumenta progressivamente a permeabilidade ao sddio e o potencial de agao
é deflagrado, quando entdo, tem-se uma alta permeabilidade aos ions sodio através
da membrana. Passando o estimulo, o estado de repouso é retomado. Todo esse
processo ocorre com a participagao dos ions potassio e é retomado o estado original
da membrana (CARVALHO e MATHIAS, 1997).

Os anestésicos locais bloqueiam o inicio e a propagag¢ao dos potenciais de
acdo, impedindo o aumento na condutancia de Na’-voltagem dependente. Sua
principal acao consiste em bloquear os canais de sodio. Nesse processo (Figura 4),
inicialmente a fragdo de base nao ionizada difunde-se através da bainha nervosa e

membrana, pois a forma desprotonada € responsavel pela difusdo através das

15



Revisao de Literatura

membranas. A forma ionizada é responsavel pela difusdo em meio aquoso de forma
que no axoplasma ocorre o reequilibrio entre as formas basicas e catibnicas e s6
entdo, ocorre a ligacdo com o sitio de ligagcdo do canal de sddio, resultando em
bloqueio e inibigdo da passagem de ions sédio (Figura 5) (FITZPATRICK, 1997). A
medida que a agéo anestésica se desenvolve de forma progressiva em um nervo, o
limiar para excitabilidade elétrica aumenta; a velocidade da elevagao do potencial de
acao, o impulso de condugdo e o fator de seguranga para condugao diminuem;
esses fatores reduzem a probabilidade de propagacédo do potencial de acédo e a
conducédo nervosa falha (CATTERALL e MACKIE, 1996).

Canal
de sadio

.;|I||||[ T [i‘l i

i _wa',w

Figura 4. Representacdo esquematica da difusdo do anestésico através da
bicamada lipidica. BH™: Forma ionizada/ céation; B: forma n&o-ionizada/ base livre
(www.septodont.ca/media/article/cea_dh01/DH_2.gif, adaptado).

A atividade anestésica local depende acentuadamente do pH, sendo
aumentada na presencga de pH alcalino (isto €, quando a propor¢cédo de moléculas
ionizadas é baixa) e vice-versa. Isto decorre do fato de que o farmaco precisa
penetrar na bainha do nervo e na membrana axdénica para alcancar a extremidade
interna do canal de Na*. Como a forma ionizada ndo permeia a membrana, a sua
penetracdo sera muito precaria em pH acido. Sendo assim, a acidez tecidual
também pode impedir o desenvolvimento da anestesia local (RANG e DALE, 1999).

Os produtos da inflamacéo diminuem o pH do tecido afetado e limitam a formagao da
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base livre. A captura idbnica do anestésico local no espaco extra-celular ndo apenas
retarda o inicio da anestesia local, mas também pode tornar impossivel o bloqueio

nervoso eficaz.

Figura 5. Representacdo esquematica da ligagado dos anestésicos locais no
canal de sodio (www.septodont.ca/media/article/cea_dh01/DH_2.gif).

3.1.4 Relacédo Estrutura Atividade

O anestésico local deve apresentar propriedades lipofilicas, como a parte
aromatica, pois sdo essenciais para a penetracdo em barreiras anatbmicas
existentes entre o local de administracao do farmaco e o local de agao, incluindo a
bainha nervosa (FERREIRA, 1998).

O perfil clinico dos anestésicos locais € determinado por trés propriedades
importantes que incluem a poténcia, velocidade de inicio de acdo e duragdo da
atividade anestésica. A poténcia esta diretamente relacionada com a
lipossolubilidade do farmaco (CARVALHO e MATIAS, 1997). Varios estudos
demonstram a existéncia de uma correlacido entre o coeficiente de particido dos
anestésicos locais e a concentracdo minima necessaria para o bloqueio da
conducgao nervosa (COVIDO, 1986 JONG, 1994).

O grupamento amina € a porgao ionizavel da molécula, que sofrera a

influencia do pH do meio. Essa regido também determina a velocidade de agdo dos
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anestésicos locais, uma vez que a mesma esta relacionada ao pKa de cada agente
anestésico. Anestésicos com menores pKa possuem inicio de agao mais rapido do
que os com maior pKa . Isso se deve ao fato de suas solugdes possuirem um maior
numero de moléculas de base livre lipofilica capazes de difundir através da
membrana nervosa (MALAMED, 2001).

Esta situacdo ocorre uma vez que a velocidade de acado é inversamente
proporcional ao grau de ionizagao do farmaco que, por sua vez, depende do pKa do
farmaco e do pH do meio onde esse farmaco esta dissolvido. O grau de ionizagéo
das moléculas é regido pela equagdao de Henderson- Hasselbach (Equacgédo 1)
(CARVALHO e MATIAS, 1997).

BH" <B+H"

B]

H = pKa+lo
pH=p Iapr

Equagao 1

Onde:

BH": Forma ionizada/ cation

B: forma nao-ionizada/ base livre

Os anestésicos locais ligam-se as proteinas plasmaticas albumina e as-
glicoproteina e proteinas teciduais, sendo que essa ligagao protéica apresenta uma
correlagao direta com a duragéo da agédo dos anestésicos. A porcentagem de ligagao
com as proteinas varia de 6 % a 96 %, para a procaina e levobupivacaina,
respectivamente, sendo a duragdo da anestesia classificada como curta e longa,
respectivamente (LANGAN e MCLURE, 2004).

Em resumo, a lipofilia aumenta a poténcia e a duracdo da acido dos
anestésicos locais. Isto ocorre porque a presengca do anestésico em locais
hidrofébicos aumenta a sua distribuicdo para seus locais de agcao e reduz a taxa do
metabolismo pelas esterases plasmaticas e pelas enzimas hepaticas. Além disso,

acredita-se que o local receptor para esses agentes nos canais de Na’ seja
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hidrofébico, de forma que a afinidade dos receptores por agentes anestésicos é
aumentada para agentes mais hidrofébicos. A hidrofobicidade também aumenta a
toxicidade, de tal forma que, na realidade, o indice terapéutico € reduzido para
agentes mais hidrofébicos (CATTERALL e MACKIE, 1996).

3.1.5 Caracteristicas Farmacocinéticas

Os anestésicos locais sdo normalmente administrados por meio de uma
injecdo proxima aos nervos a serem bloqueados, sendo que o grau de difusdo dos
mesmos através das membranas neuronais € mais dependente da lipossolubilidade

do que do gradiente de concentragao entre as membranas (LEMA, 1995).

Aos anestésicos locais ligam-se as proteinas plasmaticas e teciduais,
conforme citado anteriormente. Mudangas na concentragdo de proteinas podem
afetar a disponibilidade de farmaco livre. Isso se torna clinicamente importante
durante reagdes de fase aguda como infeccbes, cancer e doengas auto-imunes,
onde os niveis de aj-glicoproteina estdo aumentados e, nesse momento, a

quantidade de farmaco livre diminui reduzindo sua atividade (LEMA, 1995).

A presenca da ligagao éster ou amida nas moléculas dos anestésicos locais &
importante, devido a sua suscetibilidade a hidrélise metabodlica. Os ésteres
geralmente sdo inativados no plasma e nos tecidos por esterases inespecificas,
apresentando um tempo de meia-vida entre 0,11 e 0,71 h. Os anestésicos amidicos
sdo mais estaveis e, geralmente, possuem meia-vida plasmatica mais longa que
varia entre 1,6 e 3,5 h, sendo primeiramente metabolizados no figado por enzimas
microssomais. Dentre os representantes amidicos pode-se citar a lidocaina,
bupivacaina, ropivacaina, articaina e a prilocaina (LEMA, 1995; RANG e DALE,
1999; FRIEDMAN et al., 2001).

O metabolismo dos anestésicos amidicos ocorre primariamente no figado. A
reagao inicial geralmente é a N-desalquilagao do grupo terminal de amina terciaria. A
amida secundaria resultante é suscetivel a hidrdlise pela atividade da amidase
hepatica, mas também ocorrem conjugacao, hidroxilagdo ou desalquilagado adicional.

O fluxo sangulineo hepatico parece ser o fator limitante da velocidade para a maioria
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das amidas, sendo que as meias vidas de eliminagdo variam de 1,5 a 3,5 h. A
inativacdo da prilocaina, que € uma amida secundaria € incomum porque nio €&
necessaria desalquilagdo antes que ocorra hidrélise, o que pode explicar porque
quase metade do seu metabolismo € extra-hepatico. Alguns metabdlitos dos
anestésicos locais retém acentuada atividade farmacologica e podem contribuir para

sua toxicidade (FERREIRA, 1998).

A duracdo de um anestésico local € proporcional ao tempo em que este
permanece em contato com o nervo. Os anestésicos locais produzem diferentes
graus de vasodilatacdo. A vasodilatacdo facilita a velocidade de absorgao,
agravando, portanto, os efeitos sistémicos e diminuindo a duracéo e efetividade da
acao anestésica local. Dessa forma, na pratica clinica as preparacbes dos
anesteésicos locais contém, em geral, um vasoconstritor, em geral, a adrenalina. O
vasoconstritor realiza uma dupla funcdo. Ao reduzir a taxa de absorcdo, ndo apenas
localiza o anestésico no local desejado, como também permite que a taxa com que
ele € degradado no organismo entre em equilibrio com a taxa com que ele é
absorvido para a circulacdo. Esse processo reduz a toxicidade sistémica.
Entretanto, deve-se observar que a adrenalina também dilata os leitos vasculares da
musculatura esquelética pelas ag¢des nos receptores -2 e, por conseguinte, tem
potencial para aumentar a toxicidade sistémica do anestésico depositado no tecido
muscular. Alguns dos agentes vasoconstritores sao absorvidos sistemicamente
podendo causar efeitos indesejaveis como retardamento da cicatrizacdo de
ferimentos, edema tecidual ou necrose (CATTERALL e MACKIE, 1996).

3.1.6 Efeitos Indesejaveis

Os principais efeitos adversos dos anestésicos locais afetam o sistema
nervoso central e o sistema cardiovascular, constituindo a principal fonte de risco. O
principal efeito sobre o sistema nervoso central consiste, paradoxalmente, em
produzir estimulacdo. Este efeito resulta em agitagdo e tremor que podem progredir
para convulsbées. O aumento adicional de dose provoca depressdo do sistema
nervoso central, sendo que a principal ameaca a vida decorre da depressao
respiratéria nessa fase (RANG e DALE, 1999; CATTERALL e MACKIE, 1996).
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Apds absorcdo sistémica, os anestésicos locais atuam no sistema
cardiovascular. O local primario de acdo € o miocardio, onde ocorrem reducdes na
excitabilidade elétrica, na freqliéncia de conducao e na forgca de contragdo. Além
disso, a maioria dos anestésicos locais provoca dilatacdo arteriolar. Os efeitos
cardiovasculares, em geral, sé sdo encontrados depois que sao atingidas altas
concentragdes sistémicas (CATTERALL e MACKIE, 1996).

Algumas vezes ocorrem reagdes de hipersensibilidade com anestésicos,
geralmente na forma de dermatite alérgica e, raramente, como reagdes anafilaticas
agudas (RANG e DALE, 1999). Sabe-se que o principal metabdlito da hidrélise dos
anestésicos ésteres € o acido p-aminobenzoico (PABA), conhecido por sua
alergenicidade. Consequentemente, esses anestésicos possuem uma alta incidéncia
de alergenicidade quando comparado com os anestésicos amidicos (KOYA e
ORENGO, 2002).

Outro efeito indesejavel especifico da prilocaina é a metemoglobinemia que
surge apods o uso de grandes doses, devido a produgdo de um metabdlito téxico, a o-
toluidina (RANG e DALE, 1999; CATTERALL e MACKIE, 1996).

3.2 NOVOS SISTEMAS DE LIBERACAO CONTENDO ANESTESICOS LOCAIS

A resposta farmacolégica a determinado farmaco esta relacionada com a sua
concentracao no sitio de agao desejado. A distribuicdo deste farmaco no organismo
baseia-se nas suas propriedades fisico-quimicas, que muitas vezes nao permitem
que a substancia ativa atinja o local de agdo. Assim, se faz necessaria a
administragdo de grandes quantidades de farmacos para a obtencdo do efeito
farmacolégico desejado, trazendo, como consequiéncia o aparecimento da toxicidade
do farmaco frente a outros tecidos (COUVREUR et al., 2002).

O efetivo manejo da dor aguda e crbénica permanece sendo um desafio,
apesar de ha muito tempo haver conhecimento de qual € o problema da curta
duragcdo dos anestésicos locais. Por esse motivo, eles ndo sao os melhores

candidatos para uma analgesia prolongada. Sendo assim, existe a necessidade de
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se desenvolver formulagdes de anestésicos locais seguros e de longa duragao
(GRANT et al., 2004).

Estratégias que visam o aumento da duracdo da anestesia e
a diminuicdo do problema de toxicidade estdo sendo desenvolvidas, como por
exemplo, a alteracao de estrutura molecular de anestésicos locais, a identificacao de
novos agentes com atividades anestésicas (GRANT e BANSINATH, 2001), assim
como infusdo continua de anestésicos locais através do implante de cateteres com
bomba eletrénica ou mecanica (GRANT et al., 2004). Mais recentemente, o foco foi
transferido para os sistemas vetorizados de farmacos que atuam como reservatorios
para os anestésicos locais como em microemulsdes, ciclodextrinas, lipossomas e

nanoesferas (Tabela 1).
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Tabela 1. Sistemas de liberacdo contendo anestésicos locais.

Sistema

Ciclodextrinas

Ciclodextrinas

Ciclodextrinas
Ciclodextrinas
Ciclodextrinas
Lipossomas
Lipossomas

Lipossomas

Lipossomas

Lipossomas

Lipossomas

Microemulsao

Microemulsao

Nanoesferas

Anestésico Local

Bupivacaina

Lidocaina

Etidocaina
Mepivacaina
Prilocaina
Dibuvacaina
Tetracaina

Bupivacaina

Ropivacaina

Lidocaina

Cloridrato de procaina

Lidocaina

Cloridrato de prilocaina

Lidocaina

Referéncia
DOLLO et al., 1996a,
DOLLO et al., 1998.
DOLLO et al., 1995,
DOLLO et al. 1996a.
DOLLO et al., 1996a.
DOLLO et al., 1996b.
DOLLO et al., 1996a.
OKANO et al., 1980.

GESZTES e MEZEI, 1988.
BOOGAERTS et al., 1994;
HSI-YING YU et al., 1998;
GRANT et al., 1994;
GRANT et al., 1996;
GRANT et al., 2001 ;
GRANT et al., 2004;
GRANT, 1999.
CARAFA et al., 2002,
MULLER et al., 2004;
ALTMAN e GILDENBERG,
1999; EREMIA e
NEWMAN, 2000.
MULLER et al., 2004.
SINTOV e SHAPIRO 2004;
KREILGAARD et al., 2000.
KREILGAARD et al., 2000.
GORNER et al., 1998.
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3.2.1 Microemulsao

Microemulsédo € um sistema quaternario composto por uma fase oleosa, uma
fase aquosa, tensoativos e co-tensoativos. Esse sistema é formado
espontaneamente e possui propriedades fisico-quimicas especificas como
transparéncia, isotropia Optica, baixa viscosidade e estabilidade termodindmica. O
diametro das goticulas das microemulsdes situa-se usualmente entre 10-100 nm,
sendo assim, esses sistemas podem ser denominados de emulsdes nanométricas

(SINTQOV e SHAPIRO, 2004).

Tais sistemas tém a capacidade de aumentar o fluxo transdermal de
moléculas lipofilicas e hidrofilicas. Estudos tém demonstrado que as formulacdes de
microemulsdes apresentam um aumento na permeabilidade intradermal de farmacos
lipofilicos quando comparado com as macroemulsdes comerciais. Nesse sentido
KREILGAARD e colaboradores (2000) avaliaram a influéncia da composi¢cdo das
microemulsdes na capacidade de liberagcdo transdermal da lidocaina e do cloridrato
de prilocaina. Foram utilizadas concentra¢des variadas dos seguintes componentes:
Labrasol®, Plurol isoestearico®, estearato de isoesterila e agua. Os autores
observaram que as microemulsdes aumentaram o fluxo transdermal da lidocaina em
4 vezes quando comparada com a emulsao convencional 6leo em agua e, por sua
vez, o cloridrato de prilocaina aumentou o fluxo transdermal em 10 vezes quando
comparado com hidrogel, ao se empregar o modelo de permeacéao através de célula
de Franz. Esses resultados, segundo os autores, foram atribuidos a grande
capacidade de solubilizacdo do farmaco nas microemulsdes, permitindo o
estabelecimento de um grande gradiente de concentragdo. Observou-se, também,
que nao ocorreram alteragdes visiveis da epiderme indicando, portanto, um baixo

potencial irritativo da formulacéo.

SINTOV e SHAPIRO (2004) compararam a penetracdo cutanea in vitro
utilizando o modelo de célula de Franz e avaliaram a biodisponibilidade da lidocaina
(2,5 %) in vivo a partir de duas formulagdes de microemulsées. O sistema A era
constituido por palmitato de isopropila tetraglicol, agua, oleato de glicerila,
polietilenoglicol-40 hidrogenado (PEG-40) e 6leo de ricino, e o sistema B era

constituido por palmitato de isopropila, tetraglicol, agua, oleato de glicerila e

24



Revisao de Literatura

estearato de PEG-40. Além disso, avaliou-se para ambos os sistemas a forma nao
oclusiva e a oclusiva. O estudo de penetracdo cutanea utilizando peles de ratos
demonstrou que o sistema B apresentou uma maior penetracdo e distribuicdo
cutanea, assim como um maior fluxo transdermal in vitro. Esse estudo também
evidenciou, in vivo, um maior acumulo de lidocaina na epiderme e na derme para as
microemulsdes B de dois tipos oclusivas e ndo oclusiva, quando comparados com o
creme EMLA® (tempo de 30 minutos). As concentracdes de lidocaina obtidas para
microemulsdes oclusivas foram maiores do que as microemulsdes nao oclusivas.
Portanto, a partir desses resultados os autores sugeriram que as microemulsbes B
nao oclusivas e oclusivas, contendo lidocaina, podem prover uma adequada

analgesia por um periodo de tempo relativamente curto.

3.2.2 Ciclodextrinas

Ciclodextrinas sao oligossacarideos ciclicos, obtidos pela degradacdo do
amido pela acdo da enzima ciclodextrinaglicosiltransferase que esta presente em
uma infinidade de microrganismos e plantas. As principais ciclodextrinas naturais sao
denominadas «-, B- e y-, as quais possuem seis, sete e oito unidades de
glicopiranose, respectivamente, ou mais unidades de glicopiranose que estao unidas
entre si através de ligacdes a-(1-4) (LOFTSON e MASSON, 2001; VALLE, 2004).
Esses polissacarideos possuem uma estrutura cilindrica cuja cavidade central é
constituida por carbonos e oxigénios etéreos e cuja parte externa € constituida por
hidroxilas resultando, portanto, num interior lipofilico e um exterior hidrofilico. Assim,
tais complexos de inclusdo sdo capazes de abrigar moléculas lipofilicas na cavidade
central aumentando, portanto, a sua solubilidade em meio aquoso (LOFTSSON e
BREWSTER, 1996).

DOLLO e colaboradores publicaram trés trabalhos a respeito da incluséo de
anestésicos locais em ciclodextrinas. No primeiro trabalho (1996a) foi avaliada a
inclusdo de anestésicos do tipo amida, como a bupivacaina e a lidocaina, em trés
diferentes ciclodextrinas: B-ciclodextrina, 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina e (2,6-di-o-
metil)-B-ciclodextrina. Utilizando métodos espectrais (RMN e [IV) e anadlise térmica

(DSC) foi possivel concluir que através do método de liofilizagao foi possivel realizar
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a inclusdo dos anestésicos locais nessas ciclodextrinas. Esse resultado permitiu
prever a possibilidade do uso dos anestésicos locais encapsulados em ciclodextrinas

como sistemas de liberagédo controlada.

No segundo trabalho (1996b) os autores, avaliaram a inclusdo de outros
anestésicos (bupivacaina, etidocaina, lidocaina, mepivacaina e prilocaina) em [-
ciclodextrinas e os seus derivados 2-hidroxipropil p-ciclodextrina e (2,6-di-o-metil)-3-
ciclodextrina. Nesse estudo foi possivel observar que o aumento da concentragcao
das ciclodextrinas aumenta a solubilidade dos anestésicos locais na seguinte ordem:
2-hidroxipropil B-ciclodextrina > (2,6-di-o-metil)-B-ciclodextrina >> [(-ciclodextrina.
Dentre as ciclodextrinas estudadas, a 2-hidroxipropil B-ciclodextrina e a (2,6-di-o-
metil)-B-ciclodextrina apresentaram maior capacidade de complexagédo, formando

um forte complexo com a bupivacaina.

No terceiro trabalho, DOLLO e colaboradores (1998) realizaram a inclusédo de
bupivacaina em sulfobutileter7-p-ciclodextrina, assim como avaliaram o indice
terapéutico da analgesia apds administracdo subcutanea em nervo ciatico de coelho
(n= 6). A concentragédo plasmatica maxima obtida para o cloridrato de bupivacaina
foi 2,5 vezes maior do que para o complexo bupivacaina-ciclodextrina (380 + 139 e
154 + 59 pg/mL, respectivamente), sendo que essa concentragao foi atingida em um
periodo de 4 vezes menor para a bupivacaina livre do que para o complexo de
bupivacaina-ciclodextrina (14 £ 9 e 58 £ 36 min, respectivamente). O tempo de
meia-vida da bupivacaina livre apresentou-se significativamente menor do que para
o0 complexo com bupivacaina. Tais resultados sugeriram uma diminuigdo da taxa de
absorcao do anestésico local para a circulagao sistémica, assim como indicaram que

o complexo pode ser util para o controle da liberagdo do farmaco.

3.2.3 Lipossomas

Lipossomas sao vesiculas lipidicas com didametro entre 0,05 um a 5,0 um que
se formam espontaneamente quando dispersos em meio aquoso (GRANT et al.,
2002). Os lipossomas podem ter uma ou mais bicamadas lipidicas dispostas
concentricamente cercadas por compartimentos aquosos (EGBARIA e WEINER,

1990). A estrutura dos lipossomas é determinada pela natureza da interagdo entre
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os lipidios e 0 meio aquoso durante o processo de preparagdo (GRANT et al., 2001).
Os lipossomas vém sendo empregados como carreadores de farmacos em
substituicdo as formas farmacéuticas convencionais devido a sua grande capacidade
de proteger os farmacos da degradagao direciona-los ao seu alvo de agao, assim
como, reduzir a toxicidade ou efeitos adversos (STORM e CROMMELIN, 1998).

A encapsulacdo de anestésicos locais em lipossomas como a dibuvacaina
(OKANO et al.,, 1980), tetracaina (GESZTES e MEZEI, 1988), bupivacaina
(BOOGAERTS et al., 1994; GRANT et al., 1994; GRANT et al., 1997, HSI-YING YU
et al.,, 1998; GRANT, 1999; GRANT et al., 2001 e GRANT et al., 2004), ropivacaina
(GRANT et al., 1999), lidocaina (CARAFA et al., 2002) vém sendo estudada, assim

como, a avaliagao do prolongamento da duragéo da analgesia.

GESZTES e MEZEI (1988) desenvolveram o primeiro estudo em humanos
com anestésicos locais lipossomados. Para os 24 pacientes analisados
administraram-se topicamente tetracaina lipossomada e cloridrato de tetracaina
(Pontocaine®), ambos contendo 0,5 % do farmaco. Para a andlise da anestesia
empregou-se a metodologia pinprick, onde se avalia a anestesia em uma escala de
1 a 10. Administraram-se durante 30 minutos os anestésicos e avaliou-se a
analgesia promovida apos 4,5 horas do inicio da aplicagdo. A tetracaina
lipossomada, produziu uma analgesia de 8,33, enquanto que o cloridrato de
tetracaina promoveu uma anestesia de 0,62. Segundo os autores a formulagao
contendo os lipossomas apresentou alta efetividade sendo, portanto, uma alternativa

para a promog¢ao de uma anestesia mais duradoura.

BOOGAERTS e colaboradores (1994) avaliaram a anestesia promovida pela
formulacédo de lipossomas de bupivacaina (0,5 %) quando comparada com as
formulagbes convencionais. Administrou-se epiduralmente em humanos (n= 26) 3
mL de ambos os anestésicos. Segundo os resultados a anestesia aumentou de 3,2
horas (solugdo contendo os farmacos livres) para 6,25 horas (lipossomas de
bupivacaina). Segundo os autores, ocorreu um aumento na analgesia com a
formulacao lipossomada, concluindo-se que € possivel a utilizagdo da mesma para a

administragao da dor pos-cirurgica.
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GRANT e colaboradores em 1994 desenvolveram lipossomas contendo
bupivacaina e em 1999 lipossomas contendo ropivacaina. Em os ambos os
trabalhos constataram o prolongamento da agao anestésica do sistema lipossomal

em ratos, apds administracdo subcutanea.

Trabalho similar foi desenvolvido por HSI-YING YU e colaboradores (1998)
utilizando lipossomas multilamelares contendo bupivacaina. Nesse estudo
administrou-se na veia caudal de ratos Wistar (n= 10) bupivacaina lipossomada e no
grupo controle uma solugédo de bupivacaina, ambas na concentracdo de 5 mg/mL. A
duracao do bloqueio sensorial € do indice de antinocicepgao em ratos tratados com
uma solugao de bupivacaina foi de 87 + 6,7 min e 30 + 8 %, respectivamente, e para
a bupivacaina lipossomada foi de 447 + 19,6 min e 54 + 5 %, respectivamente. Os
autores concluiram que a bupivacaina lipossomada prolongou a duragéo do efeito,
assim como intensificou a anestesia local, quando comparada com uma solug¢ao de

bupivacaina.

BUCALO e colaboradores (1998) compararam o efeito anestésico da
lidocaina livre (5 %), lidocaina lipossomada (5 %) e do EMLA® apés 30 minutos de
aplicagao tépica em pacientes (n= 13). Para a avaliagdo da anestesia empregou-se o
modelo pinprick, onde se avalia a anestesia em uma escala de 1 a 10. Os autores
verificaram que 1,5 horas apdés a administracdo dos anestésicos a anestesia
promovida pela lidocaina livre, lidocaina lipossomada e do EMLA® foi de 0,7, 6 e 5,6,
respectivamente. Sendo assim, os autores concluiram que o sistema lipossomado
demonstra ser uma alternativa efetiva para a veiculacdo de anestésicos locais para

aplicacao topica.

ALTMAN e GILDENGERG (1999) avaliaram a redugao da dor em pacientes
que realizam a retirada de foliculos pilosos utilizando ELA-max® (4 % de lidocaina
lipossomada) e EMLA® (oclusdo). Nesse estudo, verificou-se uma maior efetividade
do ELA-max®, sendo que o mesmo apresentou um inicio de analgesia em 20 min,
enquanto o EMLA®, em 1,5 h. Além disso, para a aplicacao do ELA-max® ndo houve
oclusao da pele tornando a sua utilizagao, portanto, mais facil. EREMIA e NEWMAN
(2000) também constataram a eficacia da analgesia promovida pelo ELA-max® (5%

de lidocaina lipossomada) para a retirada de pélos.
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FRIEDMAN e colaboradores (1999) compararam a eficacia de quatro
anestésicos locais: EMLA®, ELA-max® (4 % de lidocaina lipossomada), betacaina —
LA® e tetracaina (4 %) apds aplicagdo tépica em 12 pacientes. Todos os anestésicos
foram avaliados apdés 60 minutos de aplicagao tépica com oclusdo. Os autores
verificaram que o produto comercial ELA-max® produziu uma anestesia mais efetiva
do que os demais anestésicos avaliados, porém a diferengca ndo € estatisticamente
superior ao EMLA® em funcdo do nimero de pacientes analisados. Esse estudo
mostrou que a encapsulagdo em lipossomas promoveu um aumento no
direcionamento do anestésico dentro da derme. A época da pesquisa, o custo do
EMLA® era muito superior comparado com os outros anestésicos. Para uma amostra
de 30 g os custos eram os seguintes: EMLA®, U$ 53,24; ELA-max®, U$ 26,03,
Betacaina- LA®, U$ 42,50 e tetracaina, U$ 9,34.

CARAFA e colaboradores (2002) avaliaram a permeagéo de lidocaina e do
cloridrato de lidocaina a partir de vesiculas lipossomais contendo tensoativos nao-
idnicos (Tween 20® e colesterol) utilizando dois modelos de difusdo: membrana
(Silastic®) e pele de rato. Os experimentos mostraram que o fluxo de lidocaina
através dos modelos de permeacao so foi possivel depois da encapsulacdo da
mesma. As vesiculas lipossomais de tensoativos n&o-ibnicos contendo cloridrato de
lidocaina apresentaram uma melhor performance e uma maior taxa de encapsulagao

do que o observado para lipossomas classicos e para micelas contendo Tween 20°.

Com a finalidade de minimizar a dor durante a aplicagdo intravenosa,
MULLER e colaboradores (2004) adicionaram cloridrato de lidocaina ou cloridrato de
procaina a emulsdes contendo propofol. Porém, essa adicdo ndo manteve a
estabilidade fisico-quimica da emulsdo, levando a coalescéncia. Os autores
propuseram, entdo, encapsular separadamente os anestésicos locais (1 a 15 %) em
lipossomas, a fim de tornar a emulsao estavel. Nesse estudo foi possivel a obtencao
de lipossomas contendo os anestésicos locais, sendo que os mesmos apresentaram
didmetros médios inferior a <1 um, faixa de tamanho compativel para a aplicacéo

intravenosa.

Em 2004, GRANT e colaboradores desenvolveram lipossomas contendo

bupivacaina e avaliaram sua eficacia em humanos (n= 6). Para cada paciente foram
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administradas seis inje¢cbdes intradérmicas contendo bupivacaina lipossomada,
solugcdo aquosa de bupivacaina, lipossomas vazios e solugdo salina. As duracdes
médias da analgesia das formulagdes contendo 0,5, 1,0 e 2,0 % de bupivacaina
lipossomada foram 19, 38 e 48 h, respectivamente e de 1 h para a bupivacaina
padrdo. Ndo se observou analgesia para as formulagbes de solugcéo salina e
lipossomas vazios. Os autores concluiram que uma unica administragao intradermal

promoveu uma duragao prolongada da analgesia.

3.2.4 Nanoesferas

Nanoesferas sao nanoparticulas poliméricas carreadoras de farmacos que
apresentam diametro inferior a 1 um, sendo caracterizadas como uma matriz
polimérica, onde o farmaco encontra-se retido ou adsorvido (COUVREUR et al.,
2002; SCHAFFAZICK et al., 2003).

O desenvolvimento de nanoesferas contendo lidocaina (10 mg - 50 mg) e
caracterizagdo das mesmas foi alvo de estudo de GORNER e colaboradores (1999).
As nanoesferas foram preparadas através do método de evaporacdo de solvente
utilizando poli(D,L-acido latico)(PLA)-90, PLA50 e PLA45-PEG em diferentes
concentragdes. Os autores evidenciaram que o tipo de polimero nao interfere na
taxa de encapsulagao do farmaco, mas sim a concentragéo de polimero empregado.
Concluiu-se que quanto maior a concentragdo de polimero, maior o didmetro das
nanoesferas (250 nm a 820 nm) e mais eficiente a encapsulagao do anestésico local
(20 a 57 % m/m). Além disso, a cinética de liberagdo in vitro apresentou
proporcionalidade com a capacidade de encapsulacédo das particulas, sendo que as
particulas que contém 30 % de farmaco apresentaram uma liberagao lenta entre 24
— 30 h, as particulas de tamanho médio (13 % de farmaco) liberaram o farmaco em
15 h e as particulas pequenas (7 %) apresentaram rapida liberagdo em menos de 2
h. Os modelos de difusdo e dissolugao foram avaliados para descrever e identificar
os perfis de liberagdo da lidocaina presentes nas nanoesferas. Através da
modelagem matematica dos dados, os autores concluiram que nas formulagbes com
alta concentragao de lidocaina a etapa limitante da liberagdo foi a dissolugdo dos
cristais de farmaco. Em contrapartida, as suspensdes contendo menor concentragcao

de farmaco a liberagao ocorreu por difusdo do mesmo a partir da matriz polimérica.
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3.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANALGESICA IN VIVO

Meétodos nociceptivos sdo amplamente empregados na avaliagdo da poténcia
dos analgésicos. Na literatura sdo relatados diversos modelos para avaliacdo da
atividade anestésica que estimulam diferentes niveis de transmiss&o nociceptiva
(GARDMARK et al., 1998), dentre eles: o modelo da vocalizagao por estimulagao
elétrica, da contragdo abdominal por indugao de acido acético, o teste de formalina,

a inducdo da dor por capsaicina, o hot plate e o tail flick (VAZ et al., 1996).

D’AMOUR e SMITH (1941) desenvolveram o ensaio tail flick para a avaliagéo
da atividade anestésica de diferentes opiaceos administrados intraperitonealmente.
Opiaceos administrados centralmente, sistemicamente ou topicamente produzem um
efeito dependente da dose em ensaios termais como o tail flick (KOLESNIKOV et al.,
2004). Para a realizagdo do ensaio € utilizado um equipamento provido de uma fonte
de calor (lampada 50 W) que € incidido na cauda do rato ou camundongo. A
resposta ao estimulo da dor em fungdo do aquecimento sera o movimento ou
remocgao da cauda. O intervalo de tempo entre o inicio da incidéncia de luz e inicio
do movimento/remogdo da cauda do animal é determinado como o tempo de
laténcia (VAZ et al., 1996; GARDMARK, et al., 1998; KANG et al., 2001).

GRANT e colaboradores (1994) avaliaram o prolongamento da analgesia de
lipossomas contendo bupivacaina através do modelo tail flick. Formulacdes
contendo 1,1 % de farmaco foram administradas peritonealmente em camundongos
machos Swiss Webster. Através desse modelo verificaram um aumento significativo
na duracdo do bloqueio sensorial (130 + 38 minutos versus 46 + 11,

respectivamente) quando comparado com a bupivacaina néo lipossomada.

KANG e colaboradores (2001) avaliaram a atividade anestésica de uma
formulacdo topica contendo 5 % lidocaina, timol e/ou etanol através do modelo fail
flick. Segundo os autores, o modelo aplicado apresentou-se adequado para a
determinagcdo da analgesia, uma vez que foi possivel observar que a atividade
anestésica da formulagdo apresentou-se similar a observada para o produto

comercial EMLA® e ambas apresentaram maior atividade do que o controle negativo.
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Em outro estudo avaliou-se o efeito sinérgico ente lidocaina e morfina quando
aplicadas topicamente na cauda de camundongos empregando o modelo tail flick.
Os resultados demonstraram uma maior analgesia para a lidocaina base do que
para o cloridrato de lidocaina, em funcdo da maior lipofilia do primeiro. Além disso,
observou-se uma relacéo direta entre promocg¢ao de anestesia e dose aplicada até
uma dose de 20 mM de lidocaina, pois a0 empregar-se uma maior dose ocorreu uma
reducao brusca da anestesia. Este estudo também evidenciou um efeito sinérgico

entre os dois anestésicos locais avaliados (KOLESNIKOV et al., 2000).

Com o intuito de avaliar a analgesia promovida pela associagéo de lidocaina e
promotores de absorgao cutanea, SHIN e colaboradores (2004) empregaram o
modelo tail flick. Com sucesso, os autores evidenciaram que o emprego de dietileno
glicol em géis contendo lidocaina promoveu uma analgesia 3,89 vezes superior do

que em géis ausentes de tal promotor de permeacao.
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4.1 MATERIAIS
4.1.1 Matérias-Primas

¢ Anestésicos locais (Nortecquimica, Brasil);
e Macromoléculas (Aldrich, Franga; Almapal, Brasil; Henrifarma, Brasil);

¢ Tensoativos (Delaware, Brasil; Lucas Meyer, Alemanha).
4.1.2 Aparelhos e Equipamentos

e Agitador magnético TE-085 (Tecnal, Brasil);
e Analgesimetro tail flick modelo EFF-300 (Insight, Brasil);
e Balanca analitica AB204 (Mettler Toledo, Suiga);
 Bomba de vacuo V-500 (Biichi Vac®, Alemanha);
e Camara climatica modelo 420/CLD 150 (Nova Etica, Brasil);
e Centrifuga Sigma 4K15 (Sigma, Alemanha);
e Cromatografo liquido de alta eficiéncia Perkin Elmer;
Detector: UV-VIS Série 200 (Perkin Elmer, EUA);
Bomba: Série 200 (Perkin Elmer, EUA);
Injetor: Autosampler Série 200 (Perkin Elmer, EUA).
¢ Dispositivo para a determinac¢ao da espalhabilidade;
¢ Espectrofotdbmetro FTIR Shimadzu, modelo 8001 (Shimadzu, Japao);
e Espectrofotbmetro UV/VIS Shimadzu, UV 160 A (Shimadzu, Japo);
e Evaporador rotatério (Buchi R-114, Alemanha);
e Microscopio eletrénico de transmissdao JEM-1200 ExlI (Jeol, Japao);
e Potencidmetro B474 (Micronal, Brasil);
¢ Viscosimetro rotativo Brookfield, modelo DV-II+PRO, série LV (Brookfield,
EUA);
e Zetasizer® nano- ZS modelo ZEN 3600 (Malvern, EUA);
e Ponto de fusdo automatico (Mettler Toledo, modelo FP81HT MBC acoplado a

unidade central FP 90, Suica).

4.1.3 Solventes, Reagentes e Outros Materiais
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e Acetato de uranila p.a (Reagem, Brasil);

e Acetona p.a. (Merck, Alemanha);

e Acetonitrila grau CLAE (Merck, Alemanha);

e Agua destilada;

o Agua Milli-Q (destilador/deionizador Milli-Q® - Millipore, EUA);

e Coluna LiChrospher®100 RP- 18 (5 x 150 mm (Merck, Alemanha);
« Filtros Ultrafree® MC GPMC 10,000 NMWL (Millipore, EUA);

e Hidroxido de sodio (Merck, Alemanha);

e Membranas de polivinilideno (0,45 um, 13 mm, Millipore, EUA);

e Membranas de polivinilideno (0,45 um, 47 mm, Millipore, EUA);

e Trietilamina (Delaware, Brasil).
4.1.4 Animais de Laboratorio

e Camundongos Swiss, pesando entre 25 e 30 g (procedéncia: FEPPS, Porto

Alegre, Brasil).
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4.2 METODOS
4.2.1 Analise Quantitativa do(s) Anestésico(s) Local(is)
4.2.1.1 CondicOes experimentais

As analises foram desenvolvidas empregando-se o cromatégrafo liquido de
alta eficiéncia Perkin Elmer, equipado com detector UV-VIS S-200, bomba S- 200 e

injetor automatico autosampler S- 200.

No método de doseamento dos anestésicos locais empregou-se uma coluna
LiChrospher®100 de fase reversa Cis. A fase mdvel empregada correspondeu a
acetonitrila: tampé&o fosfato (0,02M): trietilamina na propor¢ao de 50:50:0,01 (v/v/v), o
volume de injecao foi de 20 ulL, o comprimento de onda de detecgédo de 205 nm e o

fluxo de 1 mL/min .

O método foi validado através da avaliagdo dos seguintes parametros:
linearidade, precisdo, exatiddo e especificidade, conforme consta na Resolugao n°
899, de 29 de maio de 2003 da ANVISA (Anexo 1).

4.2.1.2 Preparacao da Curva Padrao

A partir de uma solucédo da substancia quimica de referéncia padrdao USP de
cada anestésico com concentragdo de 0,5 mg/mL, transferiram-se aliquotas de 50;
100; 200; 300; 400; 500; 600 pL para baldes volumétricos de 10 mL. Completou-se o
volume com acetonitrila, obtendo-se, ao final, solu¢gdes com concentragdes de 5,0;
10,0; 15,0; 20,0; 25,0 pg/mL.

4.2.2 Preparacdo das Nanoestruturas Contendo Anestésico(s) Local(is)
Diversas formulagbes de nanoestruturas contendo anestésico(s) local(is)

foi/foram preparada(s) empregando-se métodos especificos e variando-se as

composigdes quali e quantitativas.
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As formulagdes foram designadas com a numeragéo de 1 a 30.

4.2.3 Caracterizagao Fisico-Quimica das Nanoestruturas

4.2.3.1 Determinacao do pH das Suspensdes

O pH das diferentes formulagdes de nanoestruturas foi determinado apds a
preparagao, a temperatura ambiente, mediante utilizagcdo de potencidmetro (B474,
Micronal), calibrado com solugbées-tampao de valores de pH 4,0 e 7,0. Para cada

formulacao foram realizadas trés determinacoes.

4.2.3.2 Determinagdo do Diametro Hidrodindmico das Nanoestruturas

A avaliagcdo do diametro e do indice de polidispersdao das particulas em
suspensdo foi determinada através de espalhamento de luz dinamico (Zetasizer®
nano- ZS modelo ZEN 3600, Malvern, EUA). As amostras foram diluidas em agua

ultrafiltrada 500 vezes a temperatura ambiente.

4.2.3.3 Determinacdo do Teor Total e Taxa de Associacdo do(s) Anestésico(s)
Local(is) nas Nanoestruturas

Os teores dos farmacos foram determinados por HPLC, conforme

metodologia validada (Anexo1).
4.2.3.5 Determinagéo do Potencial Zeta

O potencial zeta das suspensdes foi determinado através de Zetasizer®nano-
ZS modelo ZEN 3600 (Malvern, EUA). Essa determinacao foi realizada 24 horas

apds preparacdo das suspensdes utilizando uma célula modelo DTS 1060. As

amostras foram diluidas 500 vezes em uma solu¢cdo de NaCl (1 mM) previamente
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fitrada em membrana hidrofilica 0,45 uym. Os resultados representam a média de

trés determinacgdes.

4.2.3.6 Determinacao da Morfologia das Nanoestruturas

A morfologia das nanoparticulas foi determinada através da diluigdo em agua
ultrafiltrada na proporgédo de 1:10 (suspensdo:agua). Apos tal diluicdo 20 pL de
amostra foi adicionada sobre um suporte metalico (400 mesh) de cobre, sendo o
contraste negativo realizado com acetato de uranila previamente filtrado em
membrana 0,45 um. As amostras foram mantidas armazenadas por um periodo de
48 horas antes da analise. Empregou-se uma voltagem de 80 Kv para a realizagao
das analises (Microscoépio eletrénico de transmissdo JEM-1200 Exll, Jeol, Jap&o).

Somente a suspenséao selecionada como promissora foi avaliada.

4.2.4 Preparacdo dos Semi-solidos

Prepararam-se bases de semi-solido contendo como agente espessante o
Carbopol® 940. As bases incorporaram-se as nanoestruturas desenvolvidas no item
4.2.2 previamente selecionadas. Preparou-se como controle positivo uma formulagao
contendo uma solugdo aquosa do(s) farmaco(s) em questdo. Como controle
negativo, desenvolveu-se uma formulacdo sem adicdo dos farmacos ou

nanoestruturas.
4.2.5 Caracterizacdo dos Semi-sélidos
4.2.5.1 Determinacao do pH dos Semi-solidos
As formas farmacéuticas semi-solidas foram diluidas a 10 % (m/v) em agua, e
as determinagdes do pH foram efetuadas utilizando-se potenciometro (B474,

Micronal), previamente calibrado com solu¢gdes—tampao de pH 4,0 e 7,0. Os

resultados correspondem a média de trés determinacgoes.
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4.2.5.2 Determinacdo Quantitativa do(s) Anestésico(s) Local(is) nos Semi-

solidos

Em erlenmeyer de 50 mL de capacidade, pesou-se exatamente cerca de
0,250 g de cada preparado de acordo com o descrito no item 4.2.5. Apds, adicionou-
se 20 mL de agua destilada e aqueceu-se por 90 minutos a 37° C. Verteu-se tal
solugcédo para um balao volumétrico de 50 mL e o residuo do erlenmeyer foi tratado
com duas aliquota de 10 mL de acetonitrila. Manteve-se tal solugdo com agitagcao
em banho-maria (37° C) por 90 minutos e, entdo, completou-se o volume do baldo
com acetonitrila. Em seguida, a amostra foi filtrada através de membrana hidrofilica
(0,45 um, Millipore), e injetada no cromatografo liquido de alta eficiéncia,

procedendo-se conforme metodologia validada (Anexo 1).

4.2.5.3 Determinacdo do Diametro das Nanoparticulas Presentes nos Semi-

solidos

A avaliagao do didametro e do indice de polidispersdo das particulas em semi-
solido foi determinada através de espalhamento de luz dinamico (Zetasizer® nano-
ZS modelo ZEN 3600, Malvern, EUA). Realizou-se uma diluicdo de 500 vezes do
semi-solido empregando agua previamente filtrada em membrana hidrofilica (0,45
um, Millipore) (SOUTO et al., 2004). Os resultados correspondem a média de trés

determinacgoes.

4.2.5.4 Determinacdo da Morfologia das Nanoparticulas Presentes no Semi-

solido

A morfologia das nanoparticulas foi determinada através da diluigdo em agua
ultrafiltrada na proporgéo de 1:50 (semi-sélido:agua). Apos diluigdo a amostra foi
fitrada em membrana de 0,45 uym e, entdo, 20 yL de amostra foi adicionada sobre
um suporte metalico (400 mesh) de cobre, sendo o contraste negativo realizado com
acetato de uranila previamente filtrado em membrana 0,45 ym. As amostras foram
mantidas armazenadas por um periodo de 48 horas antes da analise. Empregou-se
uma voltagem de 80 Kv para a realizagdo das analises (Microscépio eletronico de

transmissao JEM-1200 ExlI, Jeol, Jap&o).
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4.2.5.5 Determinacao da Viscosidade

A determinacao da viscosidade das formulagdes foi realizada com auxilio de
um viscosimetro rotacional Brookfield, modelo DVI+, série RV utilizando-se spindle
SC4-25. As velocidades de rotagcdo do spindle foram selecionadas com base em
determinagdes preliminares. Um minuto apés o ajuste de cada velocidade foi

efetuada a leitura das viscosidades e das tensdes de cisalhamento.
4.2.5.6 Determinagédo da Espalhabilidade

Para a determinagao da estabilidade, foi empregada metodologia proposta por
MUNZEL (1959), modificada por KNORST em 1991.

Uma placa-molde, de vidro (didmetro= 20 cm; espessura = 0,2 cm), com
orificio central de 1,2 cm de didmetro, foi colocada sobre uma placa suporte de vidro
(20 cm x 20 cm). Sob essas placas, foi posicionada uma folha de papel milimetrado e
uma fonte luminosa. A amostra foi introduzida no orificio da placa e a superficie foi
nivelada com espatula. Apds, a placa-molde foi cuidadosamente retirada. Sobre a
amostra colocou-se uma placa de vidro de peso conhecido. Apdés um minuto,
anotaram-se os didametros abrangidos pela amostra, através da medigdo dos
mesmos em duas posi¢gdes opostas, com auxilio da escala do papel milimetrado.
Posteriormente, calculou-se o didametro médio. Este procedimento foi repetido
acrescentando-se sucessivamente outras placas, em intervalos de um minuto,
registrando-se ap6s cada determinacdo a superficie abrangida pela amostra e o

peso da placa adicionada.

A espalhabilidade (Ei) foi calculada através da equacgao 2:

d -« Equacéo 2

Onde:
e Ei= espalhabilidade a amostra para um determinado peso i (cm2);

e D= di&dmetro médio (cm).
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Os valores da espalhabilidade em fungdo da massa e carga adicionada foram

plotados em graficos e correspondem a média de nove determinagdes.

A espalhabilidade maxima foi considerada como sendo o ponto no qual a
adicdo de massa nao ocasionou alteragdes significativas nos valores de

espalhabilidade.
4.2.6 Avaliagcéo da Estabilidade do Produto Final

As formulagdes semi-solidas foram submetidas a uma temperatura de 40 °C +
2 °C e a uma umidade relativa de 75 % + 5 %, por periodos trés meses. Apos a
preparacdao, 30 e 90 dias realizou-se o acompanhamento da concentracdo dos
anestésicos locais nas amostras em estudo, através de metodologias analiticas

seguindo os mesmos parametros conforme descrito no item 4.2.7.2.
4.2.8 Avaliacao da Atividade Analgésica in vivo

A atividade anestésica foi avaliada através do modelo de dor induzido tail flick
utilizando metodologia descrita por D’ AMOUR e SMITH (1941).

Para a determinagdo do numero de animais em cada grupo estudado utilizou-
se o programa estatistico Sigma-Stat® 2.03. Os parametros avaliados (Tabela 2)
foram o desvio padrao, poder de teste, nivel de significancia, numero de grupos a
serem utilizados admitindo-se uma diferenca de 30 % para o tempo de anestesia
como sendo uma diferenga aceitavel (RANG et al., 2001). Segundo o programa
Sigma-Stat® 2.03 foram utilizados 11 animais por grupo. Previamente aos
experimentos os animais foram selecionados, quanto a sua resposta ao estimulo
térmico, tendo-se utilizado um numero de 50 % superior de animais por grupo.
Apenas 0s animais sensiveis ao estimulo foram utilizados para a avaliagdo da

atividade analgésica.
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Tabela 2. Parametros avaliados para a determinagao do numero de animais
por grupo de experimento.

Parametro Valor
Desvio padrao 0,0500
Nivel de significancia 0,170
Numero de grupos 8

Poder de teste 0,800
Diferenga n&o significativa 0,300

Para a realizagao deste experimento utilizaram-se camundongos albinos
Swiss adultos, fémeas e com peso variando entre 30 - 35 g. Os animais foram
mantidos no Biotério da Faculdade de Farmacia, com temperatura controlada (23 + 2
°C) e ciclo claro/escuro de 12 horas (7 h- 19 h). Os animais tiveram livre acesso a
agua e alimentagdo (ragdo certificada Nuvilab CR1®) e foram mantidos em gaiolas

com no maximo 5 animais.

Os animais foram aclimatizados no laboratério de experimentagao por pelo
menos 7 dias antes do teste. Apds o término da avaliagdo farmacologica, os animais
sofreram eutanasia utilizando cdmara de CO; e foram acondionados em frezeer (-20

°C) até a coleta especial realizada pela Prefeitura de Porto Alegre.

Para a realizacdo deste projeto, as normas do Conselho Canadense de
Protecdo aos Animais foram seguidas, de acordo com as condi¢cbes laboratoriais
(htttp://www.ccac.ca). O projeto foi aprovado ao Comité de Etica da UFRGS
(deliberagao numero: 2005490).

Foram estudados os seguintes grupos:
e Grupo controle positivo
Aplicagao topica do produto comercial
= Grupo controle negativo
Formulagao semi-sdlida contendo nanoestruturas sem farmaco
e Grupo teste
Formulagdes semi-solidas de nanoestruturas contendo anestésico(s)

local(is).
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Durante o experimento os animais foram mantidos dentro de um contensor
com a cauda estendida para fora do mesmo. Primeiramente avaliou-se a linha de
base de sensibilidade (LB) de cada animal através do equipamento analgesimetro
(Analgesimetro tail flick modelo EFF-300). Em seguida, imergiu-se a cauda do
animal em dimetisulféxido (DMSO) por 2 minutos, que foi posteriormente retirado
com uma gaze umidificada. Na sequéncia, a cauda do animal foi cuidadosamente
imersa em um Eppendorf® contendo a formulagdo semi-sélida. Apés 10 e 20
minutos de aplicacdo da formulagdo a mesma foi removida utilizando uma gaze
umidificada. Colocou-se a cauda do animal na superficie do equipamento provido de
um filamento metalico aquecido. Para a avaliagdo da analgesia mediu-se o tempo de
laténcia (TL) para a reacao do estimulo induzido pelo calor através do movimento da
cauda. O tempo maximo de exposi¢cdo a radiagdo foi de 6 segundos, a fim de
minimizar lesdes teciduais na cauda do animal. Para cada animal foram realizadas

trés medicbes de tempo de laténcia.

Os resultados foram avaliados quanto a porcentagem de anestesia obtida
para cada animal, conforme equacdo abaixo (Equacgédo 3) (KOLESNIKOV et al.,
2000):

% anestesia = (TL — LB) x 100 Equacéao 3
(6 —LB)

Onde:
TA: Tempo de laténcia;
LB: Linha de base;

6: Tempo maximo de exposicao a radiacoes.
4.2.9 Analise Estatistica

A analise estatistica dos dados da avaliacdo da atividade anestésica foi
realizada de acordo com o método de Mann Withey (Sigma-Stat®, Jandel Scientific,

USA), utilizando-se o creme comercial EMLA® como referéncia.
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5.1 Suspensdes de Nanoestruturas

Para todas as formulagdes desenvolvidas constatou-se um aspecto
macroscopicamente homogéneo, assim como um aspecto azulado, decorrente do
efeito Tyndall em virtude do movimento browniano das particulas em suspensao,

mediante a observagao a luz natural (FESSI et al., 1989).
A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos de teores, taxas de associagao,

didmetros, indices de polidispersao (PDI) e pH apds a preparacado das suspensdes

utilizando concentragdes crescentes do(s) farmaco(s).

Tabela 3. Caracteristicas fisico-quimicas das nanoestruturas.

Formulagdes Didmetro (nm) PDI pH

1 132 0,13 9,3+0,2
2 185 0,24 9,1+04
3 142 0,56 8,4+0,1
4 181 0,24 8,3+0,1
5 122 0,47 9,3+0,5
6 116 0,09 9,3+0,2
7 164 0,21 9,2+0,1
8 175 0,44 84+0,3
9 198 0,20 8,3+0,3
10 134 0,17 84+0,3
11 199 0,24 9,1+0,2
12 145 0,24 9,3+0,1
13 173/634 0,7 7,9+0,1
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As formulacdes apresentaram valores de pH alcalinos devido a presenca de
grupamentos aminicos existentes nos anestésicos locais. As formulagdes 1, 2, 5, 6,
7, 11 e 12, apresentaram valores de pH em torno de 9,2, enquanto as formulagdes 3,
4,8, 9, 10 e 13 apresentaram valores de pH em torno de 8,4. A atividade anestésica
local depende acentuadamente do pH, sendo aumentada na presenga de pH alcalino
(isto é, quando a proporgéo de moléculas ionizadas é baixa) e vice-versa, tendo em
vista que o pKa de ambos os farmacos é de 7,9 (RANG e DALE, 1999). Dessa
forma, as suspensdes apresentaram um pH adequado para a ndo ionizagao do(s)
anestésico(s) local(is) o que proporciona, portanto, de acordo com a literatura, a
penetracdo das mesmas na bainha do nervo e na membrana axénica bloqueando os

canais de Na® e instalando a anestesia.

Todas as formulagdes apresentaram valores médios de diametro inferiores a
200 nm, compativeis com os descritos na literatura (SCHAFFAZICK et al., 2003),

com excecgao da formulacao 13 que apresentou duas populagdes caracteristicas.

As taxas de associagao das suspensdes contendo o(s) anestésico(s) local(is)
recém preparadas mostraram-se satisfatérias, acima de 70 % em todos os casos. Os
doseamentos totais das substancias ativas, expressos em teores, demonstraram
valores superiores a 85 % para cada farmaco, com excegao da formulagado 2 que

apresentou abaixo de 50 %.

Com base nos parametros fisico-quimicos acima avaliados oito formulacdes

foram selecionadas para continuidade dos estudos: 1, 3, 4, 5, 6, 8, 10 e11.

Com o intuito de verificar estabilidade das formulacbes selecionadas a
temperatura ambiente, procedeu-se a avaliagao do didmetro, indice de polidisperséo,

pH e teor por um periodo de 45 dias.

Os resultados de diametros médios de particulas em funcdo do tempo de
armazenamento (Figura 6) demonstraram um aumento para as formulacgdes 3, 4, 8 e
10. Tal aumento pode ser em consequéncia da inexisténcia de uma parede
estruturada, o que favoreceria uma possivel troca de material entre as particulas

formadas e, consequentemente, uma coalescéncia das mesmas ao longo do tempo.
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As demais formulagdes (1, 5, 6, e 11) obtiveram didmetros médios constantes entre

122 a 160 nm, ao longo do periodo de armazenamento.

350 + m 15 dias 0O 30 dias @45

306
300 - 285

250 | 237 226

199
200 | 181174 175 192

139
132 142 142 13

12 134
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Diametro (nm)

100 ~

50

A
VA7 7777 774"

Formulacgdes

Figura 6. Diametros médios das nanoestruturas em fungdo do tempo de
armazenamento (15, 30 e 45 dias).

O indice de polidispersao determina a distribuicdo do tamanho das particulas
em relacdo a média dos diametros das nanoestruturas presentes nas suspensdes
(PECORA, 2000). Esta analise possibilita a avaliacdo da tendéncia a sedimentagéo
durante um longo periodo de armazenamento sendo, portanto, uma ferramenta de

avaliacéo da estabilidade do sistema.

Os indices de polidispersdo (Figura 7) obtidos para as formulagbes 1 e 6
apresentaram-se constantes ao longo dos 45 dias de armazenamento verificando-se
uma distribuicdo de particulas entre 0,09 a 0,15. As formulacbées 4 e 10
apresentaram uma polidispersao entre 0,17 a 0,24 o que denota a manutengao dos
valores de polidispersdo ao longo do periodo de armazenamento, demonstrando a
influéncia do estabilizante na manutencdo do sistema em comparagdo com as
respectivas formulagbes sem a presenca de tal matéria-prima (3 e 8) que
apresentaram indices de polidispersédo de 0,46 e 0,68, respectivamente, apds 45
dias. Segundo COUVREUR e colaboradores (2002) os tensoativos ndo sao
essenciais para a formagcdo das nanoestruturas, porém s&o importantes na

estabilizagdo dos sistemas durante o seu armazenamento, uma vez que 0S mesmos
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contribuem para a nédo aglomeragao das particulas. As formulagdes 3, 8, 5 e 11
apresentaram polidispersdes superiores a 0,3 e aumento gradativo de didmetro
médio apds 45 dias de armazenamento, refletindo a instabilidade fisica desses
sistemas. Dessa forma, tais suspensdes ndao demonstraram potencialidade no que
tange a manutengdo de um sistema com didmetros inferiores a 300 nm e

polidispersao inferior a 0,3 ao longo de 45 dias de armazenamento.

W 15 dias 030 dias 45 dias

PDI

Formulacdes

Figura 7. Polidispersdes das nanoestruturas em funcao do tempo de armazenamento
(15, 30 e 45 dias).

No que diz respeito aos teores do(s) anestésico(s) local(is), apds preparagéo
e 45 dias de armazenamento, todas as formulacbes apresentaram valores
concordantes com os valores tedricos, estabelecidos com base nas concentragdes
de cada farmaco empregado nas formulagdes, exceto para a 5 que apresentou um
teor na faixa de 80 %, em virtude de uma leve precipitagdo ao longo do periodo.

Todas as formulagdes apresentaram a manutencido dos valores de pH entre

9,2 e 8,4 durante o periodo em analise.

Apesar da suspensao 4 ter apresentado um didmetro médio acima de 300 nm
ao final dos 45 dias de armazenamento, a distribuicdo do tamanho das particulas
mostrou-se unimodal e o teor adequado. Esta suspenséo apresenta-se promissora
no que diz respeito a estabilidade sendo, portanto, também selecionada para a

continuidade dos estudos.

50



Resultados e Discussao

Apds a avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas das formulagdes
contendo as nanoestruturas durante 45 dias foram selecionadas para
prosseguimento dos experimentos aquelas que apresentaram um didmetro inferior a
300 nm e um indice de polidispersao inferior a 0,25. Sendo assim as suspensdes

selecionadas foram: 1, 4 e 6.

5.2 Avaliagdo da Influéncia dos Solventes nas Caracteristicas das

Nanoestruturas

Com a finalidade de avaliar a influéncia dos solventes nas caracteristicas
fisico-quimicas das formulagdes, procedeu-se o desenvolvimento de produtos
contendo diferentes proporgcdes de solventes. Foram avaliadas quatro proporgdes
do solvente A e B 33 % e 66 %, 50 % e 50 %, 60 % e 40 %, com um volume final de
800 mL. As caracteristicas fisico-quimicas como didametro médio, indice de
polidispersao, potencial zeta, e pH foram avaliados ao longo de 30 dias, sendo o teor

monitorado por 45 dias.

As formulagdes 1, 6, 14, 17, 19, 22, 24 e 27 (Figura 8) apresentaram
didmetros médio abaixo de 200 nm, assim como uma distribuicdo de particulas
inferior a 0,3 para todas as formulacbes ao longo de 30 dias. O emprego de
diferentes proporgdes dos solventes A e B no desenvolvimento das suspensdes nao
demonstrou influenciar o didmetro médio e o indice de polidispersao das

formulagdes acima.

Com o intuito de facilitar o processo de evaporagao dos solventes tornando-o
mais rapido foram selecionadas as formulagdes contendo maior proporcdo do
solvente mais volatil. Dessa forma, as formulagdes 24 e 27 que contém 60 % do

solvente mais volatil foram escolhidas para a continuidade dos estudos.
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Figura 8. Diametros e indices de polidispersao das formulagdes 1, 6, 14, 17, 19, 22, 24
e 27 ap6s 30 dias de armazenamento.

Para as formulagdes 3, 4, 15, 16, 20, 21, 25 e 26 (Figura 9), observou-se a
influéncia dos solventes nos didmetros das nanoestruturas e nos indices de
polidispersdao. O aumento da proporcdo do solvente mais volatil ocasionou um
aumento no diametro médio das particulas, assim como um aumento na distribuicao

das particulas ao longo de 30 dias.

As formulacdes 21 e 26 apresentaram uma polidispersao acima de 0,3, assim
como um didametro médio acima de 200 nm ao final de 30 dias. A suspensao 16,
apesar de apresentar um didametro inferior a 200 nm possuiu uma polidispersao
superior a 0,3. Tais resultados demonstraram a nao adequabilidade dessas
suspensoes para a continuidade dos estudos. No entanto, a suspensao 4 apresentou
um didmetro médio préoximo a 200 nm e um indice de polidispersao, ao final de 30
dias, abaixo de 0,3. Dessa forma, esta formulagdo também foi eleita para a

sequéncia dos estudos.
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Figura 9. Diametros e indices de polidispersédo das formulagdes 4, 16, 21 e 26 ao longo
de 30 dias de armazenamento.

O potencial zeta reflete o potencial de superficie das particulas devido a
presencga de grupos funcionais ionizaveis na superficie ou a adsorg¢ao de ions a partir
do meio aquoso de dispersdo. Todas as formulagdes (Figura 10) apresentaram
valores negativos inferiores a -20 mV denotando, portanto, uma baixa possibilidade
de agregacao das particulas do sistema (SCHAFFAZICK et al., 2005).

As formulacgbes 6, 11, 18, 22, 23 27 e 28 apresentaram uma manutencao dos
valores ao longo dos 30 dias, exceto a suspenséo 17 que apresentou um aumento.
Para as suspensbesi, 14, 19, e 24 observaram-se uma leve reducao de potencial
zeta em funcao do tempo, mas os valores permaneceram suficientemente altos em
modulo (-30 mV) para prevenir a coalescéncia das particulas. A leve queda pode ser
atribuida a re-organizagdo do sistema, tendo em vista a grande quantidade de

matérias-primas lipofilicas empregadas nestas suspensoes.

O potencial zeta das formulagdes 4, 16, 21, e 26 foi maior do que para as
suspensdes anteriormente citadas. Isso pode ser explicado pela presenca de
matérias-primas que possuem grupamentos carregados negativamente em sua
estrutura. (MOSQUEIRA et al., 2000)
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Figura 10. Potenciais zeta das nanoestruturas preparadas empregando-se diferentes
proporcoes de solventes.

Os teores foram analisados apos 45 dias de armazenamento a temperatura
ambiente. Todas as formulacbes apresentaram valores concordantes com o valor

tedrico no que diz respeito aos teores de cada farmaco.

ApOs a preparacao as formulacdes 1, 6, 14, 17, 19, 22, 24 e 27 apresentaram
valores de pH em torno de 9,2, enquanto as formulacdes 3, 4, 15, 16, 20, 21, 25 e 26
apresentaram valores em torno de 8,4. Estes valores mantiveram-se constantes

apo6s 30 dias de armazenamento a temperatura ambiente.

Apdés a avaliagado das caracteristicas fisico-quimicas das formulagdes foram
selecionadas para prosseguimento dos experimentos aquelas que atenderam os
seguintes critérios: diametro médio de aproximadamente 300 nm, indice de

polidispersao inferior a 0,3 e teor entre 90 e 110 %. Sendo assim, as suspensodes
selecionadas foram 4, 24 e 27.

Além das suspensdes anteriormente citadas, desenvolveu-se uma formulagao

alternativa numero 29 contendo a mesma composicdo quali-quantitativa da
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suspensdo 27 porém alterando-se o método de preparacdo. Sendo assim tal
suspensdo contém uma fracdo de farmaco livre e outra de farmaco associado as
nanoestruturas. O interesse em preparar esta formulacdo alternativa foi avaliar o
impacto da presenga dos farmacos livres e associados, presentes simultaneamente
na mesma formulacéo, sobre o efeito farmacoldgico. A hipétese € que a fragdo dos
farmacos livres apresente um efeito anestésico rapido e que a de farmacos

associados contribua para um efeito anestésico prolongado.

5.3 Obtencao das Formulacdes Semi-solidas

Desenvolveram-se formulagdes semi-solidas contendo as nanoestruturas 4, 24,
27 e 29, assim como formulagdes similares contendo o(s) farmaco(s) livre(s) como
controles.. As formulagdes semi-sélidas apresentaram-se consistentes,

homogéneas, aspectos brilhantes e sem odor (Figura 11).

Figura 11. Formulac&o semi-sélidas contendo as nanoestruturas 24.

5.4 Caracteristicas Reoldgicas dos Semi-Sélidos

Através dos resultados obtidos na avaliagdo da viscosidade das formulagoes
semi-solidas contendo as nanoestruturas verificou-se uma relagcdo entre o pH das

mesmas € a viscosidade dos semi-sélidos. As formulagcbes contendo as
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nanoestruturas 24 e 27 que apresentaram valores de pH de 9,2 promoveram uma
maior viscosidade ao produto, enquanto formulagdo 4 cujo valor de pH foi de 8,4,
promoveu uma menor viscosidade ao semi-solido (Tabela 4). Entretanto, todos os

semi-solidos apresentaram uma consisténcia adequada para a aplicagao topica.

Tabela 4. Viscosidade dos semi-sélidos.

Formulagcao Viscosidade (cP)
Velocidade 2,0 RPM

4 307200

24 791000

27 730000

29 763100

A espalhabilidade obtida para os semi-sélidos demonstrou concordancia com
a viscosidade dos mesmos para todas as formulagdes (Figura 12). A formulagao 24
apresentou a maior viscosidade e, consequentemente, menor espalhabilidade,
enquanto a formulacdo 4 apresentou uma menor viscosidade e uma maior
espalhabilidade. Avaliou-se também o produto comercial de referéncia que

apresentou uma espalhabilidade similar a formulagao 27.

1,5
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—¥— Produto Comercial
—e—29
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05| &
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Figura 12. Espalhabilidade dos semi-solidos contendo as nanoestruturas e do produto

comercial.
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5.5 Avaliacéo da Estabilidade dos Semi-sélidos

As avaliagbes de estabilidade de produtos farmacéuticos sao necessarias
para que se possa garantir as caracteristicas terapéuticas adequadas do produto até

0 seu uso, bem como, estabelecer seu prazo de validade (GRIMM e THOME, 1987).

As formulagcdes semi-solidas contendo as nanoestruturas foram submetidas a
uma temperatura de 40 + 2° C e umidade relativa de 75 £ 5 % por um periodo de
trés meses de armazenamento, conforme preconizado pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria para registro de medicamentos (BRASIL, 2005). Os teores das
formulacdes foram determinados apos preparagao, 30 e 90 dias de estocagem nas

condi¢des anteriormente descritas.

No que diz respeito aos teores do(s) farmaco(s), apds preparagdo dos semi-
soélidos, todas as formulagdes apresentaram valores concordantes com os valores
tedricos. Apos 30 dias de armazenamento os teores das formulagées mantiveram-se
constantes, sem apresentar redugdes significativas. Os semi-solidos, apds 90 dias
apresentaram uma leve redugao de teor, porém mantendo-se acima de 90 %, exceto

a formulagao 29, cujo teor situou-se abaixo de 90 %.

A Tabela 5 apresenta a evolugdo do pH dos semi-solidos em fungdo do
armazenamento a temperatura de 40 °C e umidade relativa de 75 % durante o
periodo de 90 dias. Todas as formulagdes apresentaram valores iniciais de pH
basicos. As suspensdes nanoestruturadas inicialmente apresentaram valores de pH
na faixa entre 83 e 9,2. Apdés a incorporacdo das suspensdes ao agente
estruturante, os semi-solidos apresentaram uma leve redugao dos valores de pH,
que passaram para a faixa entre 7,8 e 8,4, respectivamente. Além disso, os valores
de pH observados sao indicados para a administragao tépica de anestésicos locais,
tendo em vista a necessidade de um pH alcalino para a nao ionizagdo das
moléculas. Esta faixa de pH permite que os anestésicos permeiem a bainha do nervo
bloqueando os canais de Na® e impedindo a condugdo nervosa (CARVALHO e
MATHIAS, 1997). As formulacbes armazenadas durante 30 e 90 dias mantiveram
seus valores de pH praticamente inalterados com o passar do tempo, nédo sofrendo

influéncia da concentracao de farmacos empregados.
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Tabela 5. Valores de pH dos semi-sélidos apds preparacdo, 30 e 90 dias de
armazenamento a 40°C e 75 % umidade relativa.

Géis pH inicial pH apds 30 dias pH apds 90 dias
4 7,9+0,7 7,9+0,38 8,0+0,1
24 8,4+0,1 84+0,3 8,5+0,2
27 7,8+0,3 78+0,3 7,8 £0,1
29 84+0,5 8,3+0,2 84+0,3

Considerando-se o0s aspectos organolépticos, as amostras em estudo
armazenadas durante trés meses, conservaram suas caracteristicas originais em

relagéo a cor, homogeneidade e odor.

A anadlise em conjunto dos resultados de teor, pH e caracteristicas
macroscopicas evidenciaram a estabilidade térmica das formulagbes semi-sdlidas,

exceto a formulagao 29, durante 90 dias de armazenamento.

5.5.1 Avaliacdo do Diametro das Nanoestruturas nas Formulacdes Semi-

solidas apo6s Preparacdo e 90 dias de Estabilidade

Com o intuito de avaliar a manutencao do didmetro médio das nanoestruturas
presentes na suspensao apds a incorporacdo nas formulagdes semi-sélidas
procedeu-se a determinacao do didmetro das particulas presentes nas diferentes
formulagdes. As formulagdes avaliadas foram aquelas contendo as suspensodes
nanoestruturadas e as formulagdes controle contendo contendo o(s) farmaco(s)
livre(s) apos a incorporagao e apos 90 dias de armazenamento a temperatura de 40
°C e umidade relativa de 75 %. A Tabela 6 apresenta estes resultados de diametro

de particulas e respectivas populagoes.

Para os controles observou-se uma unica populacdo de aproximadamente
500 para o Controle 1 e 850 nm para o Controle 2, apds preparagéo, assim como se
verificou a evolugdo do didmetro ao longo da avaliagdo da estabilidade para

aproximadamente 600 e 1000 nm, respectivamente. Tais resultados denotam uma
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relagéo entre a quantidade de matérias-primas lipofilicas empregadas e os didmetros
das estruturas presentes, assim como uma tendéncia a coalescéncia ao longo dos
90 dias de estabilidade. Nas formulagbes sem farmacos nao se observou a presencga
de particulas nanométricas, em contrapartida verificou-se a presenga de particulas
com diametros em torno de 5000 nm que podem ser atribuidas a estruturas

microscopicas como poeira.

O semi-sdlido contendo as nanoestruturas 24 apresentou uma Unica
populagcdo com diametro de aproximadamente 150 nm, mesma faixa de diametro
observada para as nanoestruturas antes da incorporagao ao semi-solido (152 nm),
podendo-se inferir, devido aos didmetros semelhantes, tratarem-se das mesmas
estruturas. Apos 90 dias de armazenamento observou-se a formagdo de uma
segunda populagédo (25 %) com 537 nm, supostamente originada da coalescéncia

das particulas.

As formulagcbes 27 e 29 apresentaram duas populagdées com didametro de
aproximadamente 110 e 5000 nm indicando as nanoestruturas e, simultaneamente,
a possivel presenca de estruturas microscopicas, respectivamente, apds preparagao.
Apds 90 dias de estabilidade, verificou-se a manutencédo de 97 % e 3 % das
populagdes presentes no semi-sdlido 27. Em contrapartida, o semi-sélido 29
apresentou duas populagbes de 109 nm (65 %), com didmetros similares aos
didmetros originais das nanoestruturas e uma nova populagéo de 626 nm (35 %)

referente, provavelmente, a coalescéncia das particulas.

O semi-solido contendo as nanoestruturas 4, apds a preparagao, apresentou
uma populagdo (100 %) com didmetro de 527 nm superior ao encontrado nas
suspensdes demonstrando, portanto, a instabilidade do sistema ao incorporar o
agente estruturante. Em tais suspensdes provavelmente ndo ha formacao de uma
parede possibilitando, dessa forma, a formagdo de goticulas com diametros
superiores aos presentes na suspensdo, além disso, apos 90 dias de avaliagéao,
observou-se um aumento do didmetro para 1977 nm, resultante de uma possivel da

coalescéncia das mesmas.
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Conforme o exposto, conclui-se que as nanoestruturas 24 e 27 incorporadas
em formulagdes semi-sélidas, apos a preparacdo e 90 dias de armazenamento,
apresentaram-se estaveis quanto aos diametros das particulas, tendo em vista a
manutencdo das dimensbes em torno de aproximadamente 110 e 150 nm,
respectivamente. Para os semi-sélidos 4 e 29, a incorporacédo das suspensdes em
semi-solidos propiciou um aumento nas dimensdes das particulas demonstrando

instabilidade de formulacéo.
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Tabela 6. Diametros médios das particulas presentes nos semi-soélidos contendo as nanoestruturas apés preparacao e apos 90 dias de
estabilidade.

Apods Preparagao Apds 90 dias de estabilidade
Hidrogéis Diédmetro da % Diédmetro da % Diédmetro da % Diédmetro da %
populagao 1 populagdao  populagao 2 populagao populagao 1 populagdo  populagao 2 populagao

(nm) 1 (nm) 2 (nm) 1 (nm) 2
Controle 1 498 100 _ _ 576 100 _ 3
Controle 2 824 100 _ _ 1048 100 _ _
4 527 100 _ _ 1977 93 49 25
27 114 97 5485 3 112 97 5120 3
29 111 96 5188 4 109 65 626 35
24 149 100 _ _ 158 75 537 25
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5.6 Microscopia Eletrénica de Transmissao

O emprego da microscopia de transmisséo foi realizado com o intuito de
elucidar aspectos morfolégicos e confirmar os didmetros e distribuicdes das
nanoestruturas presentes na suspensao 24 e no semi-solido contendo esta mesma

suspensao.
5.6.1 Suspensao 24

A Figura 13 apresenta as fotomicrografias das nanoestruturas contendo o(s)
anestésico(s) local(is) Tais imagens revelam estruturas esféricas de didmetros na
faixa de 100 nm, com interfaces definidas. Além disso, & possivel observar na
imagem A uma distribuicio homogénea das nanoestruturas confirmando, portanto,
os resultados de indice de polidispersdao proximos de 0,1 obtidos para esta

formulacao.

Figura 13. Imagens de microscopia eletrbnica por transmissdo da suspensdo 24 com
aumentos de 20.000 x (A), 100.000 x (B), 200.000 x (C), 400.000 x (D).
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5.6.2 Semi-solido contendo a suspensao 24

Avaliou-se também a morfologia das nanoestruturas 24 incorporadas na

formulacado semi-sélida através de microscopia eletrénica por transmissao.

As imagens (Figura 14) revelam a manutencdo das nanoestruturas
esféricas com interfaces definidas apds a incorporagdo na base semi-solida. Tais
resultados confirmam a presenca de estruturas com didmetros semelhantes aos
medidos para as nanoestruturas antes da incorporacdo a formulagcdo semi-solida

através da técnica de espalhamento de luz dindmico para os semi-sélidos.

Figura 14. Imagens de microscopia eletrénica por transmiss&do dos semi-solidos
contendo a suspensao 24 com aumentos de 60.000 x (A), 100.000 x (B).

5.7 Avaliacdo da Atividade Analgésica

Tendo em vista a atividade anestésica associada ao produto comercial de
referéncia, avaliou-se comparativamente a porcentagem de analgesia in vivo
promovida pelas formulagdes semi-solidas contendo nanoestruturas através do
modelo Tail Flick. Os semi-solidos foram avaliados foram os de numero 24, 27

Controle 1, Controle 2 e o produto comercial de referéncia.

De acordo com os resultados apresentados (Figura 15), a associacéo de
anestésico(s) local(is) as nanoestruturas promoveu um aumento consideravel na

porcentagem de analgesia quando comparadas com as formulagdes Controle 1 e 2.
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Mesmo o semi-solido 4 que apresenta menor concentragdo de farmaco(s)
apresentou um percentual analgésico de 23 % estatisticamente superior ao semi-
sélido farmacos contendo uma concentragdo de farmaco(s) 66 % superior, cuja
analgesia foi de 18 %. Além disso, houve um prolongamento tempo de atividade
para ambas as formulagdes contendo as nanoestruturas (24 e 27) cujos valores séo
de 125 e 110 minutos, respectivamente. Em contrapartida, os semi-sélidos contendo
o(s) farmaco(s) livres (Controles 1 e 2) apresentaram uma duracado da analgesia de
95 e 65 minutos, respectivamente. Estes resultados evidenciam a importancia da
presenca das nanoestruturas para a promog¢ao da permeacao e liberagao controlada
dos anestésicos, visto a baixa porcentagem e tempo de analgesia obtido para as

formulagdes contendo os farmacos livres.

Ao se avaliar a analgesia promovida pelo produto comercial de referéncia,
ap6s 10 minutos de contato com a cauda do animal, observou-se uma atividade
analgésica de aproximadamente 50 % apds 10 minutos de administragdo, porém
para o semi-solido contendo concentragdes iguais de farmacos livres verificou-se
uma analgesia de aproximadamente de 3 %. A superioridade de atividade
apresentada para o produto comercial em relacdo ao Controle 2 pode estar
relacionada com a diferengca de viscosidade e/ou com a base empregada. A
capacidade do farmaco em uma formulagao tépica de permear a pele e exercer 0s
efeitos é dependente de dois eventos consecutivos. O farmaco deve difundir através
do veiculo até a superficie da pele e deve permear tal barreira fisiolégica para,
entdo, exercer a agao no local desejado. Ambos os passos s&o dependentes de
propriedades fisico-quimicas do ativo, veiculo e da pele, sendo assim & importante
considerar a solubilidade das substancias ativas no veiculo, assim como o
coeficiente de particdo do farmaco tanto no estrato cérneo, quanto no veiculo
(NISHIHATA et al 1988.; PRISTA, 1995).

Tal suposicdo também pode ser estendida a formulagdo 24. Além disso,
verificou-se maiores tempos de analgesia para os semi-sélidos quando comparados
com o produto comercial, sendo verificada uma analgesia mais prolongada em 45
minutos para o produto 24. Esta diferengca demonstra a capacidade de tais sistemas

nanoestruturados de promover uma liberagdo mais lenta dos farmacos em questao.
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Figura 15. Porcentagem de analgesia promovida pelos semi-solidos 24, 27, 30,
Controle 1, Controle 2, Controle 3 (nanoestruturas sem farmacos) e Produto comercial
apos 10 minutos de exposicao (n= 11/grupo).

Com o intuito de verificar a influéncia da viscosidade sobre a atividade
analgésica desenvolveu-se um semi-solido contendo as nanoestruturas 24, porém
com viscosidade inferior (semi-sélido 30). A reduc&o da viscosidade de 791000 cP
para 640000 cP promoveu um aumento na atividade analgésica de
aproximadamente 30 para 40 %, além de um prolongamento da analgesia de 125
para 210 minutos. Tais resultados demonstram a grande influéncia da viscosidade
na promogao da permeacao dos farmacos através da pele do animal. O aumento da
viscosidade ocasiona um forte decaimento no coeficiente difusional do ativo
promovendo uma liberagdo a partir desses sistemas muito lenta (KRIWET e
MULLER-GOYMANN, 1995). Em se tratando de farmacos de elevada
permeabilidade, o controle da velocidade de permeacdo pode ser atribuido ao
veiculo empregado. Nesse sentido, a difusdo da sustancia ativa na formulagéo é a
etapa limitante para a penetragdo cutdnea (ZATZ, 1995). Apesar da intensidade
obtida para a formulagdo 30 ter sido levemente inferior ao produto comercial, deve-

se considerar que uma das qualidades desejadas para os anestésicos locais € uma
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atividade de longa duragdo ou de liberagdo controlada. Essas qualidades
possibilitam um aumento na duracdo da anestesia, diminuindo a frequéncia de
administragdes diarias e reduzindo a toxicidade sistémica inerente aos anestésicos
locais atualmente disponiveis, principalmente para pacientes submetidos a cirurgias
ou com dor crénica que necessitam de administragdes repetidas (ARAUJO et al.,
2003).

Avaliou-se também a influéncia do tempo de permanéncia na atividade
analgésica aplicando-se as formulagdes durante 20 minutos (Figura 16). Observou-
se uma superioridade na atividade analgésica para todas as formula¢gdes quando
comparadas a aplicagédo de apdés 10 minutos. Apesar de a dose aplicada ser alta,
pode-se relacionar tais resultados com as observacdes realizadas por KOLESNIKOV
e colaboradores (2000), tendo em vista a liberagdo gradual dos farmacos. Para os
semi-solidos contendo nanoestruturas desenvolvidos no presente trabalho, verificou-
se uma superioridade na atividade e na duracao da anestesia quando comparadas
com os Controles contendo os farmacos livres. Tais resultados sdo similares com os
encontrados para o tempo de exposicdo de 10 minutos confirmando, portanto, a

liberagcdo mais controlada dos farmacos através dos sistemas nanoestruturados.

Ao se comparar a atividade promovida pelo produto comercial apdés 20
minutos de exposi¢cao, observou-se uma anestesia maxima de aproximadamente 10
%, enquanto para formulacdo contendo as nanoestruturas a atividade foi de
aproximadamente 35 %. Além disso, a duragao de agao do semi-solido 24 foi 65 %
superior ao produto comercial. Conforme o fabricante para cada tipo de
procedimento ha uma indicagdo de quantidade de produto (dose), tempo minimo e
maximo de exposi¢cdo, sendo necessario apds o tempo maximo, a retirada do
produto. A partir dos resultados obtidos supde-se que, em fungcdo da quantidade
aplicada do semi-sdlido no ensaio ser alta, possa ter ocorrido uma alta absorgao dos
farmacos, em virtude da capacidade dos mesmos de causar vasodilatagao,
ocasionando uma rapida metabolizacdo dos farmacos nao permitindo a instalacao
da anestesia. Nesse sentido, para o emprego do produto comercial torna-se
necessario um maior controle de dose e de tempo de contato por parte do

consumidor, pois um erro de dosificagdo ou de exposi¢cdo podera propiciar uma
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anestesia insuficiente para o inicio de um procedimento. Em contrapartida, a
aplicacdo do semi-solido contendo as nanoestruturas poderia, conforme os
resultados obtidos, promover uma agao anestésica satisfatéria sem a necessidade
de um controle no tempo de exposicdo, pois o filme formado associado as
nanoestruturas resultaria em uma alternativa de dosificagdo gradual do farmaco no
sitio de agao (SCHROEDER et al., 2006).

Assim como para o tempo de exposicao de 10 minutos, também se
avaliou a formulagc&do contendo 50 % a menos de agente estruturante para o tempo
de contato de 20 minutos. Nesse ensaio também se observou um aumento na
intensidade e na duragédo da analgesia para o semi-solido 30. Apés 20 minutos, a
anestesia obtida foi de 33 % e 5 % para o semi-sélido 29, contendo menor
concentragdo de agente espessante e para o produto comercial, respectivamente.
Além disso, a duragdo da analgesia promovida pelo semi-solido 30 foi de 225 min,

enquanto que para o produto comercial foi de 125 min.

Conforme o exposto, a formulacdo 30 demonstrou maior potencialidade na
promocao de uma anestesia eficaz e duradoura sendo eleita como a formulagao

mais promissora para aplicabilidade comercial.

60 - o 27
—A—30
50
—&— Controle 1
.g 40 - —a— Controle 2
)
g 30 | —e@— Controle 3
g ---A -- Produto Comercial
20
10 - \
\@\
0

0 25 50 75 10 12 15 17 20 22 25
O 5 0 &5 0 5 O

Tempo (min.)

Figura 16. Porcentagem de anestesia promovida pelos semi-solidos 24, 27, 30,
Controle 1, Controle 2, Controle 3 e Produto Comercial apds administragao topica de

20 minutos (n= 11/grupo).
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Conclusoes

Os resultados obtidos na caracterizacao fisico-quimica das nanoestruturas
permitiram concluir foi possivel obter formulagbes estaveis contendo
anesteésico(s) local(is) com diametros inferiores a 200 nm e uma distribuicdo

unimodal.

O emprego de diferentes propor¢coes de solventes na preparagdo das
nanoestruturas influenciou as caracteristicas fisico-quimicas das suspensoes,

dependendo da composi¢ao qualitativa das formulagdes.

Foi possivel obter formulagcbes sem-sélidas contendo as suspensoes

nanoestruturadas, apresentando caracteristicas fisico-quimicas adequadas.

O estudo preliminar da estabilidade térmica dos semi-sdélidos contendo as
nanoestruturas de anestésico(s) local(is) demonstrou a manutencdo dos
teores do(s) farmaco(s) e das caracteristicas organolépticas por um periodo

de 90 dias a 40 C e 75 % de umidade, exceto para a formulagéo 29.

Através dos testes de espalhamento de luz dindmico e microscopia eletronica
de transmissao por possivel observar a presenca das nanoestruturas 24 apés

a incorporagao ao semi-solido.

A atividade analgesica in vivo promovida pelo produto comercial, apos
exposicao de 10 min, apresentou-se mais intensa do para as formulagdes
avaliadas, porém a duracdo da anestesia para a formulacdo 24 mostrou-se

maior.

A atividade analgesica em comparagéo com o produto comercial, apos 20 min
de exposicdo, apresentou-se mais intensa e prolongada para o semi-solido
24.

A viscosidade do hidrogel apresentou grande influéncia sobre a atividade

analgesica para a formulagao 24, tendo em vista o aumento da atividade e da

durac&o anestésica ao se reduzir a porcentagem do agente espessante.
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Anexos

8.1 Validacbes das Metodologias Analiticas para Quantificacdo dos Farmacos

A validagao analitica objetiva demonstrar a adequabilidade e confiabilidade de
um meétodo ou processo para a analise pretendida (BRASIL, 2003). Tal
procedimento deve apresentar especificidade, linearidade, precisdo e exatidao
adequadas a analise. No presente trabalho, estes parametros foram avaliados:

% Linearidade: avaliaram-se cinco niveis de concentracao através de trés curvas
padrao preparadas e analisadas no mesmo dia. Determinou-se a equacao da

reta e o coeficiente de correlagao.

s Exatidao: determinou-se através do teste de recuperagao de uma quantidade
de substancia ativa de referéncia adicionada a amostra. Os resultados foram

expressos como porcentagem de recuperagao.

+ Precisdo: determinou-se através do desvio padrao relativo (DPR) a precisao
intermediaria e a repetibilidade. A repetibilidade foi realizada através da
analise de oito amostras contendo a mesma concentracido de farmacos no
mesmo dia. Para a determinagao da precisao intermediaria avaliaram-se seis
amostras de mesma concentragao de farmaco durante trés dias consecutivos.
Todas as determinacbes foram submetidas as mesmas condi¢cdes

experimentais.

« Especificidade: determinou-se através da anadlise de formulagdes sem a

presencga da(s) substancia(s) ativa(s)

BRASIL. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolugdo RDC n°133 de 19 de novembro de

2003. Disponivel em http://www.anvisa.gov.br. Pagina visitada em 19 de novembro de 2006.
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Linearidade

A linearidade de um método analitico corresponde a habilidade em fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentracdo de substancia ativa em exame,
em um determinado intervalo de concentragao (BRASIL, 2003; USP 28, 2005).

Avaliou-se a linearidade do método para quantificacdo dos ativos A (Tabela
A1) e B (Tabela A2). Os valores obtidos na avaliagdo da linearidade demonstram
uma correlagao linear ente as areas dos picos e as concentragcdes de farmacos, no
intervalo estudado de 2,5 a 30 ug/mL. O coeficiente de correlagdo obtido para o
farmaco A foi de 0,9994 e o farmaco B de 0,9999. Sendo assim esses resultados

demonstram uma boa correlagdo entre os valores experimentais obtidos.

Tabela A1. Valores experimentais obtidos na determinacgao da curva padrao do
farmaco A, por CLAE.

Curva padrao do farmaco A

Concentragdo Areas absolutas* Média + d.p DPR %
(Mg/mL)

2,5 394340 | 377371 372277 386329 + 8175 212
5,0 805554 | 824827 807830 812737 + 10694 1,32
10,0 1692741 | 1793059 | 1786036 | 1777278 + 20620 1,16
15,0 2647498 2676963 | 2615573 | 2646678 + 28828 1,09
20,0 3670250 | 3650750 | 3656265 | 3659088 + 34862 0,95
25,0 4486300 | 4537676 | 4515058 | 4513011 + 27412 0,61
30,0 5319182 | 5343990 | 5342450 | 5335207 + 34721 0,73

*cada valor representa a média de trés determinacoes
DPR %: desvio padréo relativo

USP/NF 2005: The United States Pharmacopeia-National Formulary. 28. ed. Rockville, The United States Pharmacopeial
Convention, 2005.
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Através da analise de variancia foi possivel obter um valor de F para a

regressao de 14059,74, enquanto o valor de F tabelado é de 2,65 (p< 0,05) para o

farmaco A. Tais resultados demonstram a existéncia de regressao linear entre as

variaveis relacionadas.

Tabela A2. Valores experimentais obtidos na determinacdo da curva padrao do
farmaco B, por CLAE.

Curva padrao do farmaco B

Concentragéo Areas absolutas* Média = d.p DPR %
(ug/mL)

2,5 379379 365995 374444 | 373271 + 6642 1,78
5,0 834054 833839 844025 | 834387 +9373 1,12
10,0 1718425 | 1777833 | 1744417 | 1746967 + 29843 1,71
15,0 2622494 |« 2637913 | 2630549 @ 2630319 + 7772 0,30
20,0 3626150 | 3593282 | 3564967 3601388 +19697 0,55
25,0 4434680 @ 44146944 | 448118 | 4474738 + 32253 0,72
30,0 5462371 | 5351735 | 5528491 | 5440066 + 73117 1,34

*cada valor representa a média de trés determinacdes
DPR %: desvio padrao relativo

Através da analise de variancia foi possivel obter um valor de F para a

regressao de 11373,50, enquanto o valor de F tabelado é de 2,65 (p< 0,05) para o

farmaco B. Tais resultados demonstram a existéncia de regresséo linear entre as

variaveis relacionadas.

A representacdo da curva padrdo e a equagao da reta, obtida por

regressao linear pelo método dos minimos quadrados estédo ilustradas nas Figuras

Ale A2
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Figura A2. Representagao grafica da curva padrao média do farmaco A, obtida por

CLAE.

88



Anexos

Precisao

A precisdao de um método avalia a proximidade dos resultados obtidos em
uma série de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra que
pode ser considerada em trés niveis: repetibilidade (intradia), precisao intermediaria
(interdia) e reprodutibilidade. A precisdo do método analitico foi expressa como
desvio padrao relativo de uma série de medidas. Nesse trabalho avaliou-se a
repetibilidade e a precisao intermediaria do método analitico empregado CLAE para
a suspensao contendo as nanoestruturas (Tabela A3 e A4), assim como para as
formulagcbes semi-solidas contendo diferentes componentes (Tabela A5, A6, A7 e
A8) (BRASIL, 2003, USP 28, 2005).

Tabela A3. Valores experimentais obtidos na avaliagao da precisao intermediaria e
repetibilidade do farmaco A.

Precisao intermediaria e repetibilidade para o farmaco A

Dia 1 Dia 2 Dia 3
Farmaco A mg /mL 15,30 15,29 15,27
Teor (%) 102 102 102
DPR intra-dia (%) 1,7 0,34 1,87
Média geral % 102
DPR % entre dias 1,30

Tabela A4. Valores experimentais obtidos na avaliagao da precisido intermediaria e
repetibilidade do farmaco B.

Precisao intermediaria e repetibilidade para o farmaco B

Dia 1 Dia 2 Dia 3
Farmaco B mg /mL 15,27 15,04 15,08
Teor (%) 102 100 101
DPR intra-dia (%) 1,58 1,99 1,56
Média geral % 101
DPR % entre dias 1,71
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Tabela A5. Valores experimentais obtidos na avaliagao da precisido intermediaria e
repetibilidade do farmaco A presente na formulagao 24.

Precisao intermediaria e repetibilidade para o farmaco A presente na formulacdo24

Farmaco A mg /mL
Teor (%)

DPR intra-dia (%)
Média geral %
DPR % entre dias

Dia 1
15,28
102
1,46
103,5
0,74

Dia 2
15,70
105
1,45

Dia 3
15,60
104
2,01

Tabela A6. Valores experimentais obtidos na avaliagao da precisado intermediaria e
repetibilidade do o farmaco B presente na formulagao 24.

Precisao intermediaria e repetibilidade para o farmaco B presente na formulacéo 24

Farmaco B mg/mL
Teor (%)

DPR intra-dia (%)
Média geral %
DPR % entre dias

Dia 1
15,6
104,3
1,71
102,7
0,66

Dia 2
15,2
101,6
1,89

Dia 3
15,3
102
1,56
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Tabela A7. Valores experimentais obtidos na avaliagao da precisao intermediaria e
repetibilidade do farmaco A presente na formulacéao 4.

Preciséo intermediaria e repetibilidade para o farmaco A presente na

formulacéao 4

Dia 1 Dia 2 Dia 3
Farmaco A mg /mL 14,6 14,6 14,5
Teor (%) 96,8 96,8 97,3
DPR intra-dia (%) 1,88 1,95 1,73
Média geral % 97,13
DPR % entre dias 1,34

Tabela A8. Valores experimentais obtidos na avaliagao da precisido intermediaria e
repetibilidade do farmaco B presente na formulagao 4.

Preciséo intermediaria e repetibilidade para o farmaco B presente na

formulagao 4

Dia 1 Dia 2 Dia 3
Farmaco B mg/mL 15,03 15,4 15,24
Teor (%) 100,2 102,7 101,6
DPR intra-dia (%) 2,04 1,7 1,32
Média geral % 101,5
DPR % entre dias 1,30

Os resultados obtidos demonstram adequabilidade do método analitico no que tange
a precisao para a o farmaco A quanto para o farmaco B na solucido de acetonitrila e
nas formulagdes de semi-sdlidos, uma vez que o desvio padrao relativo (DPR %) foi

abaixo de 2,0 % para todas as analises.
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Exatidao

A exatidao de um método analitico prevé a proximidade dos resultados
obtidos pelo método em estudo em relagéo ao verdadeiro valor (BRASIL, 2003, USP
28, 2005).

Os resultados obtidos nos testes de recuperacao por CLAE dos farmacos
em questao tanto em acetonitrila, quanto nos semi-sélidos estdo apresentados nas
Tabelas A9, A10, A11, A12, A13 e A14.

Tabela A9. Valores experimentais do teste de recuperacao para o farmaco A em
acetonitrila.

Quantidade de SQR % DPR %
Adicionada (ug/mL) Recuperada (ug/mL) Recuperacéao
3,0 2,95 98,2
6,0 5,97 99,54 1,20
9,0 9,05 100,6

*cada valor representa a média de trés determinacdes
DPR %: desvio padrao relativo

Tabela A10. Valores experimentais do teste de recuperacao para o farmaco B em
acetonitrila.

Quantidade de SQR % DPR %
Adicionada (ug/mL) Recuperada (pg/mL) Recuperacéo
3,0 2,96 98,5
6,0 6,01 100,3 1,10
9,0 9,05 100,6

*cada valor representa a média de trés determinacgdes
DPR %: desvio padrao relativo
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Tabela A11. Valores experimentais do teste de recuperagao para o farmaco A

presente no semi-solido 24.

Quantidade de SQR % DPR %
Adicionada (ug/mL) Recuperada (ug/mL) Recuperacéao
3,0 3,21 107
6,0 6,48 108 2,05
9,0 9,27 103

*cada valor representa a média de trés determinacdes

DPR %: desvio padrao relativo

Tabela A12. Valores experimentais do teste de recuperacao para o farmaco B

presente no semi-solido 24.

Quantidade de SQR % DPR %
Adicionada (ug/mL) Recuperada (ug/mL) Recuperacéao
3,0 3,21 107
6,0 6,54 109 2,07
9,0 9,36 104

*cada valor representa a média de trés determinacdes

DPR %: desvio padrao relativo

Tabela A13. Valores experimentais do teste de recuperagdo para o farmaco A

presente no semi-solido 4.

Quantidade de SQR % DPR %
Adicionada (ug/mL) Recuperada (ug/mL) Recuperacéao
3,0 3,0 100
6,0 5,88 98 1,19
9,0 9,09 101

*cada valor representa a média de trés determinacdes

DPR %: desvio padrao relativo
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Tabela A14. Valores experimentais do teste de recuperacdo para o farmaco B
presente no semi-solido 4.

Quantidade de SQR % DPR %
Adicionada (ug/mL) Recuperada (ug/mL) Recuperacéao
3,0 3,03 101
6,0 6,00 100 0,92
9,0 9,18 102

*cada valor representa a média de trés determinacdes
DPR %: desvio padrao relativo

Os resultados obtidos demonstram uma exatiddo satisfatoria para a
metodologia analitica empregada. A recuperagdo média em solugcdo de acetonitrila
foi de 98,8 % e 99,8 %, para a formulacdo 24, de 106 % e 106 % e, para a

formulacao 4, foi de 99,7 % e 101 % para os o farmaco A e B, respectivamente.

Especificidade

Especificidade € a capacidade que o método possui de medir exatamente um
composto em presenca de outros componentes tais como impurezas, produtos de

degradagdo componentes da matriz (BRASIL, 2003).

Avaliou-se a especificidade através de diluicdes dos semi-solidos sem a
presenca do farmaco, portanto avaliou-se uma possivel interferéncia dos

componentes da matriz sobre o método analitico.

Os cromatogramas apresentados na Figura A3 e A4 demonstram a
especificidade do método para a quantificagcdo dos o farmaco A e B, em semi-
sdlidos, de tal forma que n&o ha interferéncia dos excipientes presentes nas

formulagdes.
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Figura A3. Perfil cromatografico do farmaco A (B) e do farmaco B (C) obtido por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), onde A: solvente.
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Figura A4. Cromatograma referente ao estudo de especificidade do método, onde A:

solvente.
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