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RESUMO

A dor ¢ um fendbmeno que afeta a maioria da populacdo, atingindo principalmente
individuos pos-cirurgiados e por isso, no alivio da dor pos-operatdria, a analgesia deve ser usada
adequadamente. Neste contexto, a Bupivacaina é uma droga amplamente utilizada, promovendo
efeitos duradouros. No entanto, a cardiotoxicidade e a neurotoxicidade s&o desvantagens
relacionadas ao seu uso repetido e por isso, foi desenvolvida a Novabupi®, uma mistura
contendo excesso enantiomérico da porcdo levdgira que apresenta efeitos de toxicidade
reduzidos. Buscando racionalizar o seu uso mediante prolongamento da duracdo de efeito, e
diminuig&o de aplicagdes, o objetivo deste trabalho foi desenvolver e avaliar lipossomas contendo
o Cloridrato de Levobupivacaina em excesso enantiomético de 50%, seguido da incorporacdo em
termogeis desenvolvidos anteriormente no nosso grupo de pesquisa. Os lipossomas foram
preparados usando o método de hidratacdo lipidica fina e seca seguido de sonicagéo.
Inicialmente, diferentes lotes de lipossomas carregados com LBPV, com diferentes concentragdes
lipidicas (de 42 a 240 mM) e variando a concentracdo de farmaco (2 a 5 mg / mL), para obter
uma formulacéo estavel contendo a maior quantidade de farmaco. As formulacGes desenvolvidas
foram caracterizadas em termos de tamanho de particula, indice de polidispersividade (PDI),
potencial zeta. A eficiéncia de encapsulacdo do farmaco em lipossomas foi determinada por
ultracentrifugacdo/ultrafiltracdo. Todas as formulacGes permaneceram estaveis por 30 dias,
exceto lipossomas preparados a 42 mM. O tamanho de particula variou de 334,8 + 4,17 a 414,33
+ 5,9nm e o indice de polidispersdo foi menor que 0,5, sugerindo que este sistema é homogéneo.
Apresentaram carga de superficie neutra e a taxa de eficiéncia do farmaco préxima a 80%. O
Lipossoma foi selecionado e incorporado no termogel, onde foram analisados outros parametros
de formulacéo entre eles pH, temperatura de transicdo de fase, teor, biocompatibilidade, potencial
irritante e perfil de permeacdo. Termogel contendo lipossomas carregados com LBPV foram
desenvolvidos com sucesso, sendo uma formulacdo promissora para futuros testes de efetividade

in vivo.

Palavras-chave: Levobupivacaina. Lipossoma. Técnicas in vitro. Termogel.



ABSTRACT

Pain is a phenomenon that affects most people, mainly affecting the people who are
operated on. For the relief of postoperative pain, an analgesia is used ready. Bupivacaine is a
widely used locally drug that receives enduring warranties. However, cardiotoxicity and
neurotoxicity are disadvantages of its repetitive use, because of this, studies were made and
confirmed with a racemic mixture molecule justified under the effect of toxicity, then a
Novabupi® was developed, which contains the enantiomeric excess. Therefore, the purpose of
this work was to develop liposomes with Levobupivacaine hydrochloride in 50% enantiomeric
excess, for subsequent incorporation into thermogel already developed. Liposomes were
prepared using the fine and dry lipid hydration method followed by sonography. Initially, batches
of liposomes were loaded with LBPV, with different lipid levels (from 42 to 240 mM) and
varying the drug concentration (2 to 5 mg / mL), which are associated with greater amount of
drug. The formulations in were characterized in terms of particle size, polydispersity index (PDI),
zeta potential. The encapsulation efficiency of LBPV in liposomes was determined by
ultracentrifugation / ultrafiltration. All standing formulations were stable for 30 days except
liposomes prepared at 42 mM. The particle size varied from 334.8 + 4.17 to 414.33 + 5.9nm and
the polydispersity index was less than 0.5, suggesting that this system is homogeneous, induced
neutral workload and efficiency rate of after the development of the liposome that was most
adequate to the parameters, it was at the same time that thermogel, other parameters such as pH,
phase transition temperature, content, biocompatibility, irritant potential were reached and
permeation profile. We developed liposomes loaded with LBPV with subsequent incorporation in
thermogel. The system proved to be promising in accordance with the results of the

characterizations.

Keywords: Levobupivacaine. Liposome. In vitro techniques. Thermogel.
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1 INTRODUCAO

A dor é um sintoma de causa e etiologia diversas, sendo individuos idosos, com sobrepeso
e recém-operados aqueles mais acometidos, comprometendo sua qualidade de vida. Em se
tratando especificamente da dor pos-operatoria, para seu alivio, € necessario na maioria das vezes
0 uso abusivo de medicamentos entre eles analgésicos, antiinflamatorios ou ainda anestésicos e
opiaceos (QUEIROZ, 2013). Este € o caso de pacientes que realizaram cirurgia de joelho ou
algum procedimento de endodontia mais invasivo, por exemplo.

Dito isto, 0s anestésicos locais fazem parte de uma classe de escolha para tratar a dor pos-
cirurgica, cujo mecanismo farmacoldgico é o bloqueio reversivel da conducdo nervosa de canais
dos canais iénicos voltagem dependentes presentes nas membranas neurais (HARDMAN, 1996).
No Brasil a lidocaina, prilocaina, mepivacaina, articaina, além de roprivacaina e bupivacaina séo
0s mais utilizados (ALMEIDA, 2001).

A bupivacaina comercializada no brasil na forma injetavel unicamente, trata-se de uma
mistura racémica, que consiste em quantidades iguais de isdmeros opticos levobupivacaina S(-) e
a dextrobupivacaina R(+). Este ativo provoca quadros de cardiotoxicidade e por isso foi
desenvolvida a Levobupivacaina, que apresenta excesso do enantibmero S, se mostrando eficaz e
menos neurotoxico e cardiotoxico. (SIMONETTI, 1997). A Levobupivacaina surgiu em 1999,
com o registro da patente, sendo posteriormente produzida pelo Cristalia Produtos quimicos
farmacéuticos LTDA, apenas como solucdo injetavel, em concentracbes de 0,25%, 0,5% e

0,75%, com ou sem vasoconstrictor, comercializada com a denominagéo de Novabupi®.

Considerando o uso deste ativo em diferentes formas farmacéuticas, visando uma acao
local e aumento da duracdo de efeito quando da utilizacdo em procedimentos pos cirdrgicos,
nosso grupo de pesquisa desenvolveu formulagdes de termogel contendo a Novabupi® x%. Os
resultados de permeacdo mostraram que, nesta forma farmacéutica farmaco permaneceu por mais
tempo no local, podendo vir a ser um produto racional e eficaz (DE LIMA, 2018). Diante disto, 0
objetivo deste estudo foi desenvolver e avaliar lipossomas contendo a Novabupi® incorporados

em termogeis.



17

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver e avaliar lipossomas contendo a Cloridrato de Levobupivacaina em excesso
enantiomérico de 50% incorporados em termogéis visando obter o efeito prolongado da anestesia

local no tratamento da dor pos-operatdria

2.2 Objetivos Especificos

e  Obter lipossomas contendo Cloridrato de em excesso enantiomérico Levobupivacaina a
partir de fosfatidilcolina de soja (PC) e colesterol (CH);

e  Caracterizar fisico-quimicamente o sistema obtido;

e Incorporar os lipossomas ao termogel;

e Avaliar o potencial irritante das formulac6es através do método alternativo de opacidade e
permeabilidade da cornea bovina (BCOP);

e Avaliar o potencial irritante das formulac6es através do método alternativo da membrana
corio-alantoide do ovo embrionado de galinha (HET-CAM e CAM-TBS);

e Avaliar a biocompatibilidade celular das formulagdes através do ensaio de MTT;

e Avaliar a permeacdo ex vivo das formulacdes desenvolvidas e comparar com o termogel de
levobupivacaina desenvolvido anteriormente;
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Dor

E sabido que individuos idosos, de uma maneira geral e com sobrepeso, s&0 um grupo que
necessitam de cirurgias de, principalmente em joelhos, visado melhorar sua qualidade de
(PACCA, 2018). Este publico vem sofrendo cada vez mais de uma enfermidade conhecida como
osteoartrite, que é definida como é um disturbio degenerativo osteoarticular crénico, de origem
multifatorial, com duas caracteristicas patologicas localizadas: a destruicdo progressiva da
cartilagem articular e a formagdo de 0sso nas margens das articulacdes (ostedfitos), podendo
gerar varios graus de limitacdo funcional, alteracGes psicologicas e reducdo na qualidade de vida
devido a dor exacerbada, atingindo principalmente os joelhos, visto que sdo eles 0s responsaveis
por sustentar o peso corporal. (NELSON, 2007; RILLO, 2016).

Outra modalidade que requer uma atencdo especial em relacdo a procedimento pds-
operatorio relacionado a dor sdo os tratamentos odontoldgicos, uma vez que em sua maioria
provocam estresse, medo e ansiedade nas pessoas, principalmente aqueles em que € necessaria a
injecdo anestésica (DE SIQUEIRA, 2006). Além dos anestésicos locais, uma classe terapéutica
muito utilizada sdo os antiinflamatérios ndo-esteroidais (AINES) uma vez que eficazes para tratar
dores leves a moderadas, especialmente em dores originadas no processo inflamatério ou lesédo
tecidual. (RANG et al.,, 2007;BORTOLUZZI, 2007). No entanto é comprovado que 0 USO
excessivo de antiinflamatérios ndo-esteroidais podem causar uma serie de comprometimentos a
salde da pessoa acometida pela dor, principalmente relacionados ao trato gastrointestinal.
(SANDOVAL, 2017).

Diante disso existe o interesse cada vez maior em minimizar o desconforto do paciente
durante o tratamento odontoldgico e cirurgias intra-articulares, principalmente de joelho, uma vez
que a presenca constate da dor provoca diversos desconfortos e transtornos.

Justamente por ser umas das principais causas de sofrimento no homem, esta pode levar a
diversos comprometimentos na qualidade de vida, além de varios problemas psicossociais e até
econémico, podendo ate se tornar em muitos casos problemas de salude publica. (BOTEGA, F.H.
& FONTANA, R. T).
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A dor pos-operatoria é classificada como dor aguda, sendo uma combinagdo de leséo
tecidual, dor e ansiedade, relacionada principalmente ao problema pelo qual foi feito a cirurgia
(PIMENTA, 2001). A ocorréncia de dor pés-operatdria depende de diversos fatores, sejam eles
culturais, psicoldgicos como ansiedade, depressdao, medo, do trauma cirdrgico, da habilidade
técnica do cirurgido, das doengas prévias, do local e do tipo da incisdo. Sabe-se que as diferengas
individuais estdo relacionadas aos processos de modulagdo da dor ao nivel do sistema nervoso
central, as quais podem explicar porque sua intensidade varia, de individuo para individuo,
guando intervengdes semelhantes sdo realizadas. (EISENACH, 1993).

As dores aguda e cronica envolvem substratos neurofisiolégicos e farmacoldgicos
distintos na transmissdao do impulso desde a periferia até o sistema nervoso central. Na periferia
estdo localizados os receptores que emitem o sinal para a via de propagacao do estimulo doloroso
para a medula espinhal. Na medula estdo localizados os corpos celulares dos neurbnios que
projetam os estimulos para o nivel encefélico. A dor cronica persistente pos-operatoria (DCPO),
no entanto persiste por dois meses ou mais apds o ato cirurgico, quando se excluem quaisquer
outras causas de dor, como, por exemplo, uma infeccdo (WU, 2011). Também € importante
entender que a dor crénica pos-operatdria tem um ponto de partida e é persistente apds cirurgia,
refletindo diretamente no retorno do individuo as atividades da vida diéria e afeta, assim, sua
capacidade e produtividade (JOSHI, 2005).

A dor pode ser gerada por estimulacdo direta de nociceptores que séo terminacdes de vias
aferentes de diferentes fibras, entre elas as mielinizadas e de alta velocidade de conducéo e as
amielinizadas e de baixa velocidade de conduc¢do. Qualquer estimulo lesivo é captado por estes
receptores transformando-o em sinal elétrico sendo propagado para as vias superiores através de
potenciais de acdo. A ativacdo destes receptores ocorre por liberacdo de substancias ativadoras,
como bradicininas e prostaglandinas, no local da leséo, sensibilizando os receptores responsaveis
pela percepcdo da dor. No entanto, ocorre a liberagdo da histamina, que estimula diretamente o
nocireceptor e reduz o limiar para a ativacdo destes receptores. Desta forma, hd o
desencadeamento de um circulo vicioso através da retroalimentagdo promovendo a manutengéo
da resposta ao estimulo lesivo (DAVIES, 2001). Esta resposta leva as células do tecido
danificado a liberar substancias quimicas que irdo originar uma resposta imune capaz de
influenciar a intensidade e a duragéo da dor (HADDAD, 2007).
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3.1.1 Métodos para o controle da dor

Para controlar dor poés-cirurgica relacionada a procedimentos intra-articulares,
principalmente relacionadas ao joelho e também a procedimentos odontoldgicos invasivos,
destaca-se a via farmacoldgica. O método concentra-se em bloquear a geracdo, transmissdo e
percepcdo dos estimulos nociceptivos, o que pode ser feito em diferentes niveis do sistema
nervoso central e periférico. (CHAVES, 2003).

Dentre as varias formas de combate a dor, a analgesia multimodal com combinacgdes de
farmacos distintas classes terapéuticas, com mecanismos de agdo distintos e com efeitos aditivos
ou sinérgicos tendem a tratar de forma adequada a transmissdo da dor. (JOSHI, 2005). Alem do
que, determinadas associacGes de drogas contemplam alvos inibitérios dos mecanismos de dor,
sendo assim provocando sua diminuicdo, e ainda reduzindo riscos potenciais que estdo
relacionados aos medicamentos para dor, como por exemplo, quando os opidides estdo em uso
associado, onde é observada uma queda de até 40% dos efeitos adversos relacionados a nauseas,
vomitos e sedacdo. (HAKEEM, 2011).

No Brasil, a Relacdo Nacional de Medicamentos (RENAME) inclui alguns medicamentos
para o tratamento de dor, no entanto de forma geral o consumo desses medicamentos para tratar a
dor crénica e dor aguda é feito com base na Organiza¢do Mundial da Salde, pois de acordo com
0 grau da dor, ela sera tratada com analgésicos/AINES (antiinflamatorios ndo-esteroidais) para
dores leves, com analgésicos/AINES associado a opiodide fraco para dor moderada e com
analgésicos/AINE associado a um opidide forte para dores intensas, sendo necessario em alguns
casos 0 uso de drogas adjuvantes como os antidepressivos e antiepiléticos e em outros casos, 0s
anestésicos locais (PROTOCOLO CLINICO E DIRETRIZES), mesmo sabendo que dentro de
uma mesma classe inexiste superioridade de um farmaco sobre o outro. (CHOU, 2007).

Uma vez que essas classes citadas inibem a génese e a conducgédo do estimulo doloroso,
pode-se ser administrados por diferentes vias, seja por meio de bombas de infusdo, pelo sistema
de analgesia controlada pelo paciente, ingestdo oral ou aplicacdo local. (CHAVES, 2003;
BASSANEZI,2006).
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3.1.2 Anestésicos locais

Os anestésicos locais vem sendo mais utilizados desde os anos 2000. S&o classificados
como aminas terciarias com propriedades anfifilicas sintetizados na década de 40. (Vieira et al.,
2000). Eles atuam blogueando a transmissdo do estimulo nociceptivo, pois atuam na membrana
celular blogueando os canais de sddio das terminacgdes nervosas. Sua administracao pode ser feita
por diferentes vias e doses, desde a aplicacdo mais simples como a via tépica no tratamento de
gueimaduras, ou infiltracdo em uma ferida, até a via peridural, intra-articular, e cirurgias de
grande porte (Golan et al., 2009). A administracdo deve ser feita de acordo com as propriedades
quimicas e farmacoldgicas de cada farmaco, pois os ativos deste grupo diferem em poténcia,
toxicidade, duracdo de acdo, estabilidade, solubilidade e capacidade de penetrar nas mucosas.
(CARMONA, 2012).

Os anestesicos locais possuem em sua maioria um grupo aromatico (lipossoluvel,
hidrofébico) associado a um grupo amina (polar e hidrofilico). Esses dois grupos sao ligados por
uma cadeia intermediaria que determina a classificacdo do anestésico local como amida ou éster.
Os exemplos de amidas sdo a lidocaina, bupivacaina e prilocaina. Figura 1(EDGCOMBE, 2005).

Outro parametro importante é que a poténcia do anestésico local esta ligada a sua
lipossolubilidade. Portanto, quanto maior a afinidade do anestésico pela membrana, menor seré a
quantidade administrada para o farmaco produzir o bloqueio neural. (KLAUMANN, 2007). E
quanto a duracdo, ela esta relacionada diretamente com a ligacdo do agente as proteinas
plasmaéticas, pois quanto maior a quantidade proteinas ligadas ao farmaco, maior o tempo de
duragdo. No entanto, a proteina de maior afinidade ¢ a a-1globulina, que normalmente apresenta
baixos niveis séricos. Sobretudo, é bom deixar claro que tempo de acdo, dose administrada e o
uso de vasodilatadores, por exemplo, séo fatores que interferem diretamente na maneira de
resposta do medicamento. (MCLURE, 2005). Também é valido salientar que a velocidade de
acao dessa classe é inversamente proporcional ao grau de ionizagdo, ou seja, vai depender
diretamente da constante de ionizacdo do farmaco e do pH em que ele se encontra. (MCLURE,
2005).

Quando se fala em anestésico local, inicialmente pensa-se em pequenos procedimentos

associados ao uso da lidocaina, pois produzem um bloqueio motor e sensorial rapido e intenso em
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baixas concentracdes, por isso ela pode ser usada em forma de gel, pomada, cremes e aerossois.
Devido a sua rapida acdo e também eliminacéo, além do seu baixo potencial toxico. No entanto,
ainda pode ser usada em para bloqueios raquidianos, porém em concentragdes bem maiores, 0
que ndo seria indicado uma vez que podem levar a neurotoxicidade. (MCLURE, 2005; COVINO,
1996). Contudo, o anestésico local, deve ser usado preferencialmente em baixas concentragdes,
além de dar preferéncia a farmacos que tenham um limiar de concentracdo maior, a fim de
diminuir a toxicidade cardiocirculatoria, principalmnete em relacdo ao controle da dor pos-
operatorio. Uma vez quem o uso constante exige um aumento progressivo na dose utilizada,

levando a efeitos indesejaveis como hipotensdo arterial. (BASSANEZI, 2018)
3.1.3 Bupivacaina

A bupivacaina é um anestésico local com um grupo aromatico associado a um grupo
amina. (Figura 2). Esses dois grupos sdo ligados por uma cadeia intermediaria que a classifica

com uma amida. (EDGCOMBE, 2005).

Figura 1- Estrutura quimica da Bupivacaina.
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Fonte: Pubchem.com

No Brasil, 0 medicamento é comercializado na forma de cloridrato de Bupivacaina e a
apenas na forma de injetavel (BRASIL, 2013). De acordo com o Draft publicado pelo Food and
Drug Administration (FDA) em 2018, este farmaco se apresenta na forma de injecéo lipossomal,

cujo nome comercial é Exparel®, comercializado nos Estados Unidos.
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A Bupivacaina trata-se de uma mistura racémica, que consiste em quantidades iguais de
isbmeros Opticos, a levobupivacaina S(-) e a dextrobupivacaina R(+), e foi primeiramente
utilizada para raquianestesia em 1966, nas concentraces de 0,5%, 0,75% e 1% com e sem
epinefrina (LYON, 1998; EKBLOM, 1966). No entanto, foi observado que a bupivacaina leva a
quadros de cardiotoxicidade, sendo esse efeito mais relacionado ao enantiomero (FOSTER,
2000).

Ela é administrada via intra-articular, por alguns cirurgiGes ortopédicos, a fim de prevenir
a dor aguda em cirurgias de joelho, além de via subcutanea, utilizada para anestesia, também pela
via intra-operatoria para analgesia pos-operatoria e no tratamento da dor cronica, sendo utilizada
em obstetricia na anestesia peridural lombar. (IMANI, 2015; BABST, 1978).

3.1.4 Levobupivacaina

A Levobupivacaina é o enantibmero (S-) na Bupivacaina, (figura 3) que foi descrito na
literatura em meados dos anos 80, por Federsel, obtida principalmente por diastereoméricos de
bupivacaina ou seus intermediarios sintéticos, a partir de entdo, houve o interesse de purificar a
mistura racémica para obtencéo apenas da molécula levogira. Ela foi entdo introduzida na rotina
clinica, pois estudos mostraram que ela é levobupivacaina é aproximadamente 40% menos toxica
que a bupivacaina, mas ndo difere da ropivacaina em letalidade, com menor cardiotoxicidade e
também € menos toxica em nivel de sistema nervoso central. (MORRISON. 2000). Por meio de
estudos clinicos, foi comprovado que a levobupivacaina provoca uma menor reacao neurotdxica
como convulsdes, por exemplo, e também cardiotoxicas, como arritmias e taquicardias.
(FOSTER, 2000).

Atualmente, no mercado brasileiro a Levobupivacaina esta disponivel na forma de
cloridrato em solucdo injetavel nas concentragcdes de 0,25%, 0,5% e 0,75%, com ou sem
vasodilatador (epinefrina). O laboratorio farmacéutico responsavel pela sua producdo € o
Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Limitada e comercialmente o medicamento é
conhecido com Novabupi®. (NOVABUPI, 2013).

De maneira geral a Novabupi®, S-enantibmero da bupivacaina, em excesso

enantiomerico de 50% (75% de levogira e 25% de dextrogira) € um po cristalino, com formula
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molecular C1gH,sN20. HCI, cujo peso molecular é de 324,9, e com a seguinte formula estrutural
(Figura 4).

Figura 2- Estrurura quimica da Dextrobupivacaina ou (R+)-Bupivacaina e da Levobupivacaina

ou (S-)-Bupivacaina
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Figura 3- Estrutura quimica do cloridrato de Levobupivacaina (Novabupi®)
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Fonte: NOVABUPI, 2013.

Sua solubilidade em agua é cerca de 100 mg/mL a 20°C, o coeficiente de particdo (alcool
oleilico/agua) é 1624 e o pKa é 8,09. Valores bem proximos do cloridrato de bupivacaina tendo
como coeficiente de particdo de 1565 e pKa igual ao cloridrato de levobupivacaina. A
Novabupi® é incompativel com solugdes alcalinas cujo pH seja superior a 8,5. Entretanto estudos
demonstraram compatibilidade com cloreto de sodio 0,9% injetavel. (NOVABUPI, 2013).
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3.2 Lipossomas

Inicialmente, as estruturas lipossomais foram descritas em 1965 por Bangham como
vesiculas microscopicas esféricas, formadas por uma ou mais bicamadas lipidicas, separadas por
agua, ou em outra solucdo aquosa, sendo capazes de incorporar compostos de nhatureza
hidrofébica e hidrofilica, distribuidas ao longo da estrutura por afinidade, ainda s&o
biocompativeis e ndo sdo reconhecidas pelo sistema imunolégico como corpos estranhos.
(PUISIEUX, 1995; BAEUMNER, 2006). Os lipideos mais utilizados na preparacdo de
lipossomas sdo o0s que apresentam uma forma cilindrica como as fosfatidilcolinas,
fosfatidilserina, fosfatidilglicerol e esfingomielina, pois tendem a formar uma bicamada estavel
em solucdo aquosa. As fosfatidilcolinas apresentam grande estabilidade frente a variacdes de pH
ou da concentracdo de sal no meio, elas sdo usadas em ao colesterol pois constituem a parte
estrutural das membranas bioldgicas. (BATISTA, 2007).

Como os constituintes basicos usados para preparar 0s lipossomas ndo semelhantes a
estruturas bioldgicas, eles sdo considerados vesiculas biocompativeis e biodegradavel. Eles sdo
classificados como unilamelares quando formados apenas uma bicamada lipidica ou
multilamelares caso haja mais uma bicamada presente. Quanto ao tamanho, as vesiculas
unilamelares podem ser pequenas ou grandes, sendo caracterizadas como lipossomas
unilamelares pequenos - SUV (small unilamellar vesicles) e lipossomas unilamelares grandes -
LUV (large unilamellar vesicles). (CHANG, 2012)

A tecnologia de preparo vai depender que qual tipo de lipossoma deseja-se obter. No caso
para lipossomas multilamelares o pelo método de hidratacdo lipidica, descrito por Bangham,
1971, que consiste em solubilizar os lipidios em solvente organico, remover 0s solventes
organicos através de rota-evaporacdo, seguida da dispersdo dos lipidios em meio aquoso e
uniformizagéo do tamanho das particulas.

Sabe-se que terapeuticamente, os lipossomas apresentam uma variedade de aplicacdes,
seja veiculando antibidticos, antivirais, anestésicos e outros. Atualmente no Brasil séo
comercializadas, por exemplo, férmulas lipossomais de Anfotericina B, conhecida como
Ambisome®, cuja inddstria farmacéutica responsavel é a UNITED MEDICAL LTDA e Caelyx®



26

cujo ativo é o cloridrato de doxorrubicina lipossomal peguilado, registrado por JANSSEN-
CILAG FARMACEUTICA LTDA. (BATISTA, 2007).

O uso de lipossomas se torna interessante frente as formas farmacéuticas convencionais,
sejam elas parenterais de agdo sistémica ou de aplicacdo local, uma vez que aumentam o tempo
de liberacdo do principio ativo, sem aumentar a dosagem, diminuindo assim a toxicidade, além de
diminuir a frequéncia de aplicacdo (CHAHAR, 2012).

3.3 Termogel

O processo de geleficacdo descrito por Kistler em 1932 descreveu que existe a formacéo
de uma estrutura organizada que garante a forma de gel, que consiste em um sistema semissolido,
onde ha pequenas ou grandes moléculas dispersas, os agentes gelificantes, em um veiculo
liquido, adquirindo consisténcia semelhante a geléias, como por exemplo, os derivados de
celulose como a hidroxipropilmetilcelulose ou derivados do acido acrilico. (ALLEN JR, 2013). A
formacdo da estrutura se da pela neutralizagdo quimica ou reticulacdo fisica (JEONG, 2002). A
transicdo de uma solucdo para um gel € um fenémeno onde uma suspensdo ou uma solucéo
coloidal se transforma em gel devido as ligacGes e interacfes entre as particulas, formando uma
rede solida polimérica tridimensional, resultando em um sistema viscoso e estruturado.
(HIRATSUKA, 1995).

Com a evolucdo da industria farmacéutica, foi necessario o avango tecnolégico para lidar
com problemas médicos, 0 que se tornou mais responsivos aos estimulos externos, resultando em
uma nova classe de biomateriais "inteligentes”, que respondem estimulos ambientais como
mudanga de pH, luz e temperatura, que vai desde a modificacdo de sua forma, solubilidade,
caracteristicas da superficie e até transicdo de fase sol-gel. Para tanto surgiram novos polimeros,
com base na sua aplicacdo, os biomateriais foram definidos como tipos de material usado em
dispositivos médicos, e a base académica do campo estava na ciéncia dos materiais e na
engenharia classica. Inicialmente os materiais foram projetados para executar fun¢des mecanicas,
no entanto houve uma ampliacdo para seu uso. (HUEBSCH, 2009).

O termogel é uma forma farmacéutica, constituido em parte por um polimero, que permite

a ele ter uma caracteristica, que € ser termorreversivel, ou seja, que responde a uma mudanga na
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temperatura, geralmente a temperatura do corpo. Essa propriedade é Unica do termogel, ondeas
formulacbes sdo preparadas em uma concentragdo tal que a 25 °C, um termogel possa ser um
liquido (sol) e a 36 °C (gel), ou seja, capaz de sofrer uma transicdo sol-gel reversivel para formar
um gel sélido.

O polimero mais estudado e usado € conhecido como Pluronic, pois ele é usado desde nos
anos 70, e foi introduzido no cenério comercial nos anos 50, inicialmente como agentes
surfactantes em diferentes tipos de preparacdes, solugdes orais, oftalmicas e produtos topicos por
exemplo. (SCHMOLKA, 1991; PARK, 2012.). Também conhecido como Poloxamer 407®, esse
polimero se inclui na categoria de copolimero, com arranjos em trés blocos ndo-idnicos, tenho
um bloco central hidrofébico de 6xido de propileno e dois blocos hidrofilicos de 6xido de etileno,
com o aumento da temperatura, os triblocos se organizam na forma de micelas, esta forma
caracteriza a gelificacdo, (figura 5), além dessa propriedade, o Poloxamer 407® & biocompativel
e biodegradavel, o que permitiu entdo seu uso em varias categorias médicas (DUMORTIER,
2006).

Para diferentes tipos de preparacdes, solucdes orais, oftalmicas, produtos topicos, por
exemplo (PARK; et al., 2012; MOON; et al., 2012). O Poloxamer, quando em alta concentracédo
(10% - 25%), apresenta o comportamento termossensivel (RICCI; et al., 2004), sendo bastante
estudado em sistemas de formacdo in situ (VINTILOIU; et al., 2008). Como a temperatura
aumenta, as moléculas de copolimero de Poloxamer 407 agregam-se em micelas, esta

micelizacdo é seguida da geleificacdo (imagem 3) (DUMORTIER; et al., 2006).
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Figura 4- Mecanismo de gelificagdo do Poloxamer 407®, copolimero de 6xido de etileno e
Oxido de propileno.
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4 METODOLOGIA

4.1 Insumo

O insumo farmacéutico ativo (IFA) o Cloridrato de Levobupivacaina em excesso
enantiomerico de 50%) foi cedido pelo Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Limitada.
Todos os solventes e reagentes utilizados nas analises foram de grau analitico e as vidrarias

previamente calibradas.

4.2 Desenvolvimento e caracterizacdo de lipossomas

Inicialmente os lipossomas foram preparados usando lipideos a 42 mM (Fosfatidilcolina
de ovo e Colesterol) e LBPV 2mg/mL, pelo método de hidratacdo do filme lipidico
(BANGHAM, 1971), seguida de homogeneizacdo por ultrassom. Os constituintes foram
calculados e pesados mediante concentracfes pré-definidas, onde os lipideos foram dissolvidos
juntamente com metade da LBPV numa mistura de cloroférmio e metanol (3: 1 v/v) sob agitacdo
magnética, depois de dissolvidos, foram vertidos em baldo de fundo redondo, sob rotagdo
constante de 80 rpm e banho aquecido a 37°C, acoplado a um condensador, onde permaneceu até
completa evaporacdo dos solventes, o tempo estimado foi de 40 minutos. O filme lipidico
formado foi hidratado com 10 mL de solucdo tampéo fosfato de potassio (pH 5,0). A dispersao
lipossomal foi entdo sonicada (Vibra Cell, BRANSON, EUA) a 200 W e 40 Hz durante 20

segundos de modo a obter vesiculas multilamelares.
4.2.1 Tamanho e indice de Polidispers&o
O tamanho médio das particulas e o indice de polidispersdo dos lipossomas foram

medidos por espectroscopia de autocorrelagdo de fotons utilizando um analisador de particulas a

laser Zetasizer™ Nano-ZS90 (Malvern Instruments, Reino Unido).
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4.2.2 Aplicagdo do Método de CLAE: Doseamento de Levobupivacaina (75S: 25R) em
lipossomas e determinacgéo da eficiéncia de encapsulagéo

O método CLAE-UV para determinar a quantidade de farmaco nas amostras foi
previamente desenvolvido e validade seguindo a RDC n° 166, de 2017 (ANVISA), no NUDFAC.
As anélises foram realizadas em um sistema constituido por um Cromatografo Shimadzu modelo
Nexera 2. A separacdo foi realizada pela coluna de fase reversa Shimadzu® 150 x 4,60 mm C18
(5 um) sob um fluxo de 1,2 mL/min, calibrado com uma curva de 5-200 pg/mL. A fase movel foi
composta de metanol: solugdo de bicarbonato de amonio, 20 mM (70:30, v /v) (DE LIMA,
2018).

Para a determinacdo quantitativa presendo no lipossoma de LBPV transferiu-se uma
aliquota da forma lipossomal equivalente a 50ug do farmaco (125uL) para baldo volumétrico de
5mL, onde em seguida, completou-se o volume de metanol. A solucédo foi submetida a sonicacdo
(procedimento que utiliza a energia de ondas sonoras a fim de promover a agitacdo das particulas
contidas em um recipiente) por 5 minutos para romper a estrutura dos lipossomas e liberar o
conteddo encapsulado. A solucdo foi filtrada (Filtros Milex® 0,22 mm, Millipore, EUA) e a
concentracdo de LBPV foi determinada mediante ao método de doseamento estabelecido. Os
ensaios foram realizados em triplicata.

A  eficiéncia de  encapsulacdo  foi  determinada  pela  técnica  de
ultrafiltracao/ultracentrifugacdo utilizando unidades filtrantes Microcon® (Millipore, EUA), na
qual as amostras de lipossomas (500uL) foram centrifugadas (Ultracentrifuga, modelo Eppendorf
5417R) a 14.000 rpm por 40 min a 4°C (LIRA, et al, 2009). A concentracdo de Novabupi®no
ultrafiltrado (farmaco livre) foi determinada. Por fim, a eficiéncia de encapsulacdo (%) foi
calculada pela diferenca entre as concentragdes do farmaco total na suspensdo e ndo encapsulada

(livre), de acordo com a equagao abaixo.

EE% (teor — taxa de encapsulacio) x 100
0 =

teor
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4.2.3 Teor dos lipossomas

A técnica usada para verificar o teor dos lipossomas de LBPV foi a Cromatografia liquida
de alta eficiéncia, ja citada anteriormente. Para a analise, foram retirados um volume de 125uL
do Lipossoma e diluidos em um bal&o volumétrico de 5 mL, seguido da agitacdo em Vortex
(Fisatom 230V 60Hz 30W Modelo 771) por um minuto, a diluicdo foi feita para atingir a
concentracdo de 75ug/mL e assim ficar entre os pontos médios da curva de 50pg/mL e
100ug/mL, e analisados através de cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo ultra-

violeta. Todas as avaliacGes foram feitas em triplicada.

Figura 5- Cromatograma da Novabupi®, pico referente ao ponto 5 da curva de calibracéo.
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4.2.4 Incorporacédo do Lipossoma em termogel

A incorporacédo do lipossoma no termogel foi calculada de acordo com a concentragéo de
cada componente, sendo assim foram desenvolvidas duas formulagdes finais com lipossomas e
outra que foi anteriormente desenvolvida por De Lima, 2018, que também foi adicionada ao

grupo para comparagio.
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4.3 Caracterizagdo das formulacoes

4.3.1 Determinacéo do pH

O pH das formulacdes foi determinado através de pHmetro modelo PG 1800
(GEHAKA® ), previamente calibrado com as solucBes tampdo pH 7,0 e pH 4,0, a temperatura

ambiente.

4.3.2 Determinacéo do teor das formulagdes

Para a andlise do teor das formulacbes finais desenvolvidas, foi usada a mesma
metodologia feita para o teor dos lipossomas, onde foram retirados um volume de 125uL da
formulacdo e diluidos em um baldo volumétrico de 5 mL, seguido da agitacdo em Vortex
(Fisatom 230V 60Hz 30W Modelo 771) por um minuto, a diluicdo foi feita para atingir a
concentracdo de 125ug/mL e assim ficar entre os pontos de 100 pg/mL e 150 pg/mL da curva,
esta diluicdo serve para a formulacdo 1 e 2, ja para a formulacdo 3, cujo concentracdo € de
Img/mL, a diluicdo foi feita para atingir a concentracdo de 25ug/mL e assim ficar entre os
pontos de 20 pg/mL e 50 pg/mL da curva. As amostras foram analisadas posteriormente pela
técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo ultravioleta. Todas as avaliagdes

foram feitas em triplicada.

4.3.3 Determinacéo da temperatura de transicao

O comportamento de transicdo sol-gel sensivel & temperatura do copolimero solucéo ou

suspensdo foi investigada pelo método de inversdo em tubo de ensaio.

4.4 Avaliacéo de Potencial Irritante

A avaliacdo de medicamentos e cosméticos potencialmente irritantes a pele através da

utilizacdo de métodos alternativos tem sido bastante estimula sobre seu uso, uma vez que tende a
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reduzir o sofrimento e o nUmero de animais utilizados em estudos in vivo, sendo entdo

implementados testes sequenciais a partir de testes mais simples e sofisticados (Cazarini, 2004).

4.4.1 Determinacdo da permeabilidade e opacidade em cornea bovina (BCOP)

O teste foi realizado de acordo com o protocolo n°® 437 da OECD. Para a realizagdo do
BCOP as cdrneas bovinas foram divididas em 2 grupos: teste e controle (utilizando 4 cérneas por
formulacdo). Os olhos de boi foram adquiridos no matadouro do municipio de Paulista e
avaliados quanto a integridade, com objetivo de descartar as cérneas com algum tipo de
imperfei¢cbes como cortes, arranh@es e areas opacas. Foi utilizado solucdo salina (NaCl 0,9% p/v)
e solucdo de hidroxido de sodio (NaOH) 0,IN como controle negativo e positivo,
respectivamente.

As cérneas foram excisadas e montadas nos suportes do opacitbmetro (modelo OP-KIT
3.0) como mostrado nas Figuras 6 e 7. Os suportes foram previamente preenchidos com EMEM
permitindo que as cérneas mantenham suas caracteristicas originais. As corneas ja montadas
ficaram incubadas por 1 hora a 32 °C, ap0s esse periodo, foi realizado a primeira leitura da
opacidade no opacitdmetro modelo OP-KIT 3.0, obtendo o valor inicial da opacidade (pré-teste).
Na sequéncia, 0o EMEM foi removido da cdmara anterior dos suportes, para aplicacdo de 750 pL
de cada formulacdo sobre a superficie epitelial das cdrneas durante 10 minutos.

Em seguida, as cOrneas foram lavadas para remocdo das formulacBes e incubadas
novamente por 2 horas a 32°C. Por fim, a opacidade foi novamente verificada, sendo esse valor
correspondente a opacidade pos-teste.

Figura 6- Excisdo da cérnea bovina.

Fonte: (IIVIS - BCOP, 2015).
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Figura 7- Montagem da cornea bovina em holder (suporte do opacitémetro).

Fonte: Fonte: (11VIS -BCOP, 2015).

Para determinacdo da permeabilidade, as cdrneas foram tratadas com 1 mL de solugédo de
fluoresceina sodica a 0,4%. Apds um periodo de 90 minutos, todo 0 meio contido na camara
posterior dos suportes foi removido e foi verificada a densidade 6ptica em 490nm (OD490).

O célculo do indice de irritacdo in vitro (IVI1S) é feito pela seguinte equacéo:

IVIS= valor médio de opacidade + (15 x média permeabilidade OD 490 valor)

Os valores obtidos foram enquadrados na classificacdo contida na Tabela 1.

Tabela 1 — Classificagéo final dos produtos quanto ao seu potencial de irritabilidade no ensaio

BCOP.
indice de irritacdo in vitro (IVIS) Classificacdo
<3 Sem categoria
>3 <55 Né&o determinado
>55 Categoria 1

Fonte: OECD (2013).
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4.4.2 Teste de Membrana Corioalantéide de ovo embrionado de galinha (HET-CAM)

Para avaliacdo do potencial irritante das formulacGes, foram utilizadas trés métodos
alternativos, o primeiro descrito na The Interagency Coordinating Committee on the Validation
of Alternative Methods (ICCVAM) referenciado no guia n°® 07-4517, onde sera verificado o
potencial irritante das formulacdes mediante a reacdo da membrana corioalantdide (CAM) de ovo
embrionado de galinha em relacdo a presenca de congestdo, hemorragia coagulagdo/opacidade
apos o contato com a formulacéo teste.

Para cada formulacdo testada, foram utilizados seis ovos fertilizados de galinhas da raca
Leghorn. Os ovos foram incubados a 37 £ 0,5 °C com umidade relativa de 65 *+ 2% durante um
periodo 10 dias (ICCVAM, 2010). Para os trés métodos alternativos foram utilizados solugdo
salina 0,9% NaCl como um controle negativo e solucdo de hidréxido de sodio 0,1N (NaOH). As
formulacGes foram avaliadas sem diluicdo. (Figura 8).

No décimo dia de incubacdo, a casca do ovo foi removida ao redor da camara de ar,
evidenciando a membrana da casca, que também foi retirada (Figura 9), para expor o local alvo
do teste, a membrana corioalantoide.

Na sequéncia, 300 pL. de formulagdo foi adicionado sobre a superficie da membrana
cério-alantoide edeixado em contato por 20 segundos, seguido de lavagem com solucdo salina,
para a remocao da formulacdo, a membrana (CAM) observada por 5 minutos para determinar o
aparecimento dos possiveis efeitos irritantes: hiperemia, hemorragia e coagulacdo. Pontuacdes
foram atribuidas para cada efeito evidenciado (Tabela 2) e o potencial irritante definido (Tabela
3).

Tabela 2 - Pontuagdes atribuidas as alteracdes evidenciadas na membrana coério-alantoide.

Efeito
Tempo = 30 segundos A0 segundos <t =2 2 minutos <t =5
minutos minutos
Hiperemia 5 3 1
Hemorragia 7 5 3
Coagulacio & 7 5

Fonte: Journal Officiel de la Republique Francaise (1996).
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Tabela 3- Classificacao final do potencial irritante no HET - CAM.

Faixa Classificacao final
0,00a0,99 Nao irritante
1,00 a 4,99 Irritante leve
5,00 a 8,99 Irritante moderado
9,00a21,00 Irritante severo

Fonte: a autora

4.4.3 Teste em Membrana Corioalantdide com coloragdo Azul Trypan (CAM-TBS)

A fase inicial do teste é semelhante ao HET-CAM, onde séo utilizados ovos no décimo
dia de incubacdo e a membrana corioalantdide também € exposta, tendo contato com a
formulacédo por 30 segundos, seguida remocéo da formulacdo 0,5 mL de tampéo fosfato contendo
0,1% de azul de trypan, que serve como indicador de lesdo foram adicionados & membrana
cérioalantéide em uma zona delimitada por um anel de silicone. O excesso do corante foi
removido com agua destilada e a drea da CAM que foi delimitada pelo anel de silicone foi
recortada, colocada em tubo contendo 5 mL de formamida e, em seguida, agitada em vortex e
centrifugada (15009 por 10 min).

A absorbancia do sobrenadante foi medida através de espectrofotometria a 595 nm. A
quantidade de azul de trypan absorvido pela membrana corioalantdica foi calculada usando a
equacao abaixo (LAGARTO et al., 2006). (Equacéo 2)

Corante absorvido = Absorvancia x 5 nmol / 1000 x 109 [2]

A curva de calibragédo do corante foi feita com solugcGes de azul de trypan em formamida
nas concentracdes 10-6, 10-5 e 5 x 10-5 mol/L, lidas em espectrofotdmetro no comprimento de
onda de 595 nm. As formulacGes foram classificadas de acordo com os parametros:

e 0-6,99 corresponde a ndo irritante/ligeiramente irritante (NI / SLI);
e 7,00- 14,50 correspondente a moderadamente irritante (Ml);
e >14,50 correspondente a irritante severo (SI).
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4.5 Teste de Biocompatibilidade Celular

O teste de biocompatibilidade celular é realizado para verificar a compatibilidade de um
determinado tipo celular com as formulacGes e seus constituintes a serem testados, através do
complexo piruvato- desidrogenase complexo enzimatico presente na mitocondria (teste MTT).
Para o estudo, foi usada uma linhagem celular do tipo Fibroblasto (NIH 3T3), onde as mesmas
foram cultivadas, colocadas nos 96 pogos da microplaca, com meio de cultura DMEN (Dulbecco
modification of Minimum Essential Media), e novamente incubadas, a 37°C/24h, a fim de se
obter uma densidade celular equivalente a 10* Células por poco (SEOL, 2013). No total foram
testadas sete formulacdes, que estdo descritas na Tabela 4 abaixo. Inicialmente, a concentracéo de
LBPV era de 1mg/mL, sendo entdo necessaria uma diluicdo em meio de cultura DMEM, sem
modificar qualquer parametro a diante. Apo6s a incubacdo das microplacas, j& com as celulas
crescidas, foram adicionadas as formulacGes diluidas em meio de cultura DMEM nas seguintes
concentragdes: 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25ug/mL e em seguida incubadas novamente por
24h/37°C. Ap0s a incubacéo, foram retirados 200uL do meio de cultura DMEM e adicionados 25
puL de MTT (4mg/mL), sendo novamente incubados por duas horas e observando a cada meia

hora se houve a formacao dos cristais de Formazan.

Tabela 4- Formulagdes testadas no ensaio de biocompatibilidade.

Formulagéo Constituintes
1 Farmaco(1mg/mL)

2 Lipossoma Branco (240mM)

3 Lipossoma Farmaco(240mM-3mg/mL)
4 Termogel (P407-10%) (0,02%-HEC)

5 Termogel-Farmaco (5mg/mL)

6 Termogel Lipossomas-Farmaco (1mg/mL)
7

Termogel-Farmaco Lipossomas-Farmaco 5mg/mL)

Fonte: a autora.
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4.6 Estudo de permeagéo ex vivo

Os experimentos em ratos foram aprovados pelo Comité de Etica da Universidade Federal
de Pernambuco (Registro n°® 23076.007923 / 2017-61) e realizados em células de difusdo vertical
de Franz (sistema de teste de difusédo automatizado Vision® Microette, Chatsworth, EUA). A
pele de rato Wistar foi obtida por excisdo apds a eutanasia com dose letal de isoflurano, por
excisdo e mantida em leito com temperatura controlada (37 °C) durante a aplicacdo subcutanea
de 0,5 mL da formulacdo. No final, a pele foi montada entre a camara doadora e receptora das
células de difusdo O compartimento receptor foi preenchido com tampéo fosfato + azida de sodio
0,01 M, pH = 7,4, sob aquecimento com circulacdo de agua (37 °C) e agitacdo magnética (300
rpm). Aliquotas de um mililitro foram recolhidas (a percentagem de LBPV foi analisada por
CLAE-UV) em intervalos de tempo predeterminados (2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 36, 48,60 e 72 h) e
substituidas automaticamente, com um volume igual do meio receptor (DE LIMA, 2018).

Figura 8 - Representacdo da célula de difusdo de Franz.

Compartimento doador |

Formulacio a ser testada  —" -

Membrana -~
Coleta

Entrada e saida de dgua \ N - / !

Circulacio de dgua —*{_

el Tampio

—— v ’
-7 Agitador magnético

Fonte: Adaptado de Silva (2008).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Desenvolvimento da formulacéo

5.1.1 Desenvolvimento e caracterizacao de lipossomas contendo Levobupivacaina (75S: 25R)

Como descrito na metodologia, os lipossomas foram formulados através do método de
hidratacdo do filme lipidico (BANGHAM, 1971), seqguida de homogeneizacdo por ultrassom
onde foram testadas diferentes concentracGes de colesterol e fosfatidilcolina. No mercado
internacional existe uma suspensdo injetavel de lipossomas de bupivacaina para uso local e pos-
cirurgico, (EXPAREL®). Estima-se que a concentracdo de lipideos deste produto varia entre 30 e
60mM. Diante disto, no nosso desenvolvimento, partimos de uma concentracdo total dos lipideos
de 42mM e 2mg/mL de LBPV (L1). No entanto ndo houve estabilidade da formulagéo obtida,
ndo sendo possivel verificar o tamanho de goticula nem o indice de polidispersdo. Nesta
formulacdo o teor do ativo foi de 108% e a eficiéncia de encapsulacdo 18,9%. Este resultado
demonstra que praticamente ndo houve encapsulacdo do farmaco, e por isto optou-se por
aumentar a concentracao de lipideos para 120mM e manter a mesma concentracdo do farmaco
em 2mg/mL (L2). Esta nova formulagédo apresentou teor de 96,1% e eficiéncia de encapsulacao
de 70,6%. Ou seja, a concentracdo de lipideos interfere diretamente no aprisionamento do
farmaco dentro das vesiculas. Da mesma forma da formulacao anterior, ndo foi possivel verificar
o tamanho de goticula nem o indice de polidisperséo.

A proxima formulagdo (L3) foi desenvolvida com a concentracdo de lipideos de 240mM e
a concentracdo da LBPV de 3mg/mL. Os resultados demonstraram lipossomas estaveis, com um
tamanho de goticula de 334,8nm + 4,17 e indice de polidisperséo de 0,45.

Vale salientar que o valor ideal para o IP € menor que 0,3. O teor obtido foi de 79,57% e a
eficiéncia de encapsulacéo foi de 83,29%, ndo sendo suficiente, para o objetivo pretendido. Na
tentativa de aumentar a concentragdo do farmaco, formulou-se outros dois lipossomas (L4 e L5)
com concentragdes de LBPV de 3,4mg/mL e 4mg/mL. As eficiéncias de encapsulacdo foram de

54,07% e 30,6%, respectivamente. De acordo com os resultados obtidos, a formulagdo escolhida
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foi a L3, uma vez que se melhor se enquadrou nos objetivos tracados para o desenvolvimento.

Todos os dados podem ser visualizados na Tabela 5 a seguir.

Tabela 5- Resumo dos lipossomas desenvolvidos.

Tamanho
LBPV LBPV de Teor EE
Formulagéo Lipossoma Faseorg. Faseaq. Particula PDI %) %) Estabilidade
(mg)  (mg)  +DP ’
(nm)
L1 42 Mm 10 - - - 108 18,9 Instavel
(2mg/mL)
120 mM .
L2 2 mg/mL) 10 - - - 96,1 70,6 Instavel
240 MM 10 5 3348 o451 7957 8329  Estavel
L3 +4,17
(3 mg/mL)
398,75 0,38 79,06 .
La 240 mM 10 7 +0.13 1222 +023 54,07 Estavel
(3,4mg/mL)
L5 240 mM 10 10 A4 040 6723 306 Estavel
+3,52
(4 mg/mL)

Fonte: a autora.

5.1.2 Aplicacdo do Método de CLAE: Doseamento de Levobupivacaina (75S: 25R) em

lipossomas e determinacéo da eficiéncia de encapsulacéo

O método de doseamento da LBPV foi descrito anteriormente por De Lima, 2018 e ja
validado no NUDFAC. A curva de calibracdo do ativo demonstrou que o método é linear no
intervalo de 5 - 200pg/mL. A equacgdo da reta obtida foi y = 29,58x — 9,8125, com um coeficiente
de correlacdo de r2 = 0,9999. Segundo a ANVISA (BRASIL, 2017), o coeficiente de correlagédo
linear deve ser igual ou superior a 0,99. Sendo assim, o valor de r2 obtido na analise do farmaco

pelo método CLAE-UV reproduzido obedece aos limites estabelecidos (Figura 9).
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Figura 9- Curva de regressao linear, obtida da média de trés curvas de calibracdo auténticas.
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Fonte: a autora.

5.1.3 Incorporacao do Lipossoma ao Termogel

No desenvolvimento do termogel, diferentes concentracdes de Poloxamer foram testadas.
A formulacéo final (termogel base) foi composta por Poloxamer 407 (Pluronic F-12 ®) 15 %
(p/p), hidroxietilcelulose 0,2% (p/p) e solugdo salina (NaCl 0,9%) q.s.p a 5°C, através do “Cold
Method” (SCHMOLKA, 1972) adaptado. (DE LIMA, 2018). Como o intuito era a obtencdo de
um termogel contendo LBPV na concentracdo de 5mg/mL, foram incorporados 3,34 mL do
Lipossoma L3 (0,3% LBPV) e 4mg de LBPV qgsp termogel base. Ao final foram obtidas as
formulagdes descritas na Tabela 6.
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Tabela 6- Composicgéo das formulagdes desenvolvidas.

Formulagéo F1 F2 F3

P407 15% P407 15% P407 15%

HEC 0,2% HEC 0,2% HEC 0,2%

Lipossoma (0,3%) Lipossoma
LBPV 0,5%
L (3,34mL)* (0,3%)(3,34mL)*
Composicao . .
Sol. Salina 0,9% qg.s.p Sol. Salina 0,9% q.s.p
LBPV® 0,4%
10 mL 10 mL

Sol. Salina 0,9% g.s.p
10mL

Fonte: autoria prépria.
*3,34mL correspondem 0,1% de LBPV no Lipossoma

5.2 Caracterizacao das formulacdes

5.2.1 Determinacéo do pH

Fluidos e medicamentos sdo infundidos em diversos tecidos, incluindo a hipoderme
quando se utiliza a via subcutanea. A espessura da hipoderme varia nas pessoas conforme o local
do corpo e tende a ser maior em mulheres (Richter et al, 2012). A absor¢do de medicamentos por
via subcutanea depende dos capilares sanguineos e linfaticos presentes nos septos da hipoderme,
onde os medicamentos hidrossoltveis cujo pH esteja mais préximo neutralidade (7,38-7,45) séo
compativeis com a via subcutanea. De acordo com a literatura, alguns medicamentos com pH
acido podem ser administrados pela via subcutanea, desde que isso seja feito de forma mais lenta,
como por exemplo haloperidol (pH: 3,0-3,8), metoclopramida (pH: 3,0-5,0), ondansetrona (pH:
3,5), brometo de N-butilescopolamina (pH: 3,7-5,5) e levomepromazina (pH: 3,2-4,7).
(AZEVEDO, 2016). No caso das formulagdes estudadas, os pHs encontraram-se na faixa de 5,2 a
7,15 (Tabela 7). (CRISTALIA; 2016).
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Tabela 7- Valores de pH.

Formulacéo pH a 8°C pH a 25°C pH a 37°C
Tgel (branco) 6,93+ 0,06 6,97 £0,12 6,99 £ 0,09
F1-Termogel LBPV 6,81 +0,10 7,15+ 0,07 7,04+0,1
0,5%)
F2-Termogel ( LBPV 5,61+0,14 5,40 £ 0,19 5,57+0,23
0,4%)
+L.3 (lipossomas 0,1%)
F3-Termogel 5,65 £ 0,06 5,52 £ 0,08 5,60 £ 0,05
L3 (lipossomas 0,1%)
F4- L3 (lipossomas 5,28 £ 0,16 5,36 + 0,08 54+0,15
0,3%)

Fonte: a autora.

5.2.2 Determinacao teor de Levobupivacaina (75S: 25R) nos formulacGes

Quanto ao teor do ativo (LBPV), como demonstrado na Tabela 8, as amostras
apresentaram teores dentro dos limites recomendados pela Farmacopeia Brasileira (BRASIL,
2010), que devem ser entre 90 e 110%.

Tabela 8- Valores do teor das formulagoes.

Formulagéo F1 F2 F3

Teor 106% 98,9% 99,19%

Fonte: a autora.

5.2.3 Determinacéo da temperatura de transicao

Foram colocados 2mL do termogel em tubo, que foi imerso em agua gelada (4°C) por 10
min para recuperar o estado de solucéo. Este processo foi repetido varias vezes. Para determinar a

transicdo sol-gel temperatura ambiente, Tgel, o frasco de amostra foi imerso banho-maria a
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temperatura desejado por 15 min, retirado do banho-maria e depois invertido repetidamente. A
temperatura foi aumentada gradativamente. (YOSHIDA, 2014).

Os frascos contendo as formulagbes foram transferidos para um banho de agua e a
temperatura gradativamente. A transicdo da gelificacdo foi verificada invertendo o baldo
horizontalmente por 2 minutos na mesma temperatura para permitir o equilibrio. A gelificacdo foi
considerada completa quando a amostra ja ndo deslizou no baldo, como pode ser observada na

figura 10 abaixo.

Figura 10- Tubos invertidos mediante a verificacdo de temperatura de transicéo sol-gel

Fonte: a autora.
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5.3 Avaliacao de Potencial Irritante
5.3.1 Avaliacéo da permeabilidade e opacidade em corna bovina (BCOP)

Em relagcdo a avaliacdo do BCOP, as formula¢des ndo foram classificadas quando ao
potencial irritante, uma vez que os resultados obtidos foram classificados como indeterminados,

como pode ser observados na Tabela 9.

Tabela 9- Resultado do BCOP para as formulagdes.

Formulagéo Pontuacdo (Média + DP) Classificacao Final
F1 53,30 £ 29,48 Né&o Determinado
F2 43.43 + 43,47 Néo Determinado
F3 42.93 + 37,44 Néo Determinado
NaCl 0,9% Controle Negativo) 0 Sem Categoria
NaOH 0,1N (Controle Positivo 392,85 + 73,00 Categoria 1

Fonte: a autora.

Apesar do potencial dos métodos alternativos apresentados neste estudo, eles ndo sdo
amplamente utilizados e poucos estudos na literatura empregaram esses métodos. No entanto,
estes testes devem ser merecidos porque oferecer objetividade e padronizacao de resultados. Em
contraste com o0s métodos que envolvem animais que produzem resultados subjetivos.
(CAZEDEY, 2009).

5.3.2 Avaliagéo do teste da Membrana Cdrio Alantoide de ovo embrionado de galinha (HET-
CAM e CAM-TBS)

Os testes avaliaram o potencial irritante de preparacdes sobre a membrana cério-alantéide
(CAM) do ovo embrionado da galinha. Atualmente no Brasil, 0o HET-CAM e o CAM-TBS estao
passando pelo processo de validacdo. Entretanto, este primeiro método ja € considerado valido
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pelo ECVAM (SOUSA, 2016). O teste CAM-TBS complementa o teste HET-CAM classico,
uma vez que obtemos dados quantitativos pela medicdo do corante de azul de trypan absorvida
pelas células da CAM expostas pelas formulagdes testadas (LAGARTO et al., 2006).

Ambos os ensaios foram realizados em sextuplicatas, dados em média com desvio padréo,
e as formulagdes testadas foram a F1, F2 e F3. Pelos resultados obtidos, foi possivel classificar
cada formulagdo em relacdo ao seu potencial irritante, como é mostrado na Tabela 10. Diante dos
resultados, pode-se concluir que a membrana cério-alantoide ndo apresentou nenhuma reacao
irritativa mediante ao contato com a solucédo salina de NaCl 0,9% (controle negativo) bem como
com as formulagdes testadas (F1, F2 e F3), no entanto 0 mesmo ndo ocorre com a solucdo de
NaOH 0,1 N (controle positivo), como ja era esperado, uma vez que esta solucdo é testada para

confirmar uma irritacdo de moderada a grave (Figura 11).

Figura 11- Hemorragia e coagulacdo dos vasos sanguineos mediante a aplicacdo da solucédo de
NaOH 0,1N usado como controle positido no teste de HET-CAM.

Fonte: a autora.

Tabela 10- Resultado do HET-CAM e CAM-TBS para as formulacgdes placebo contendo

farmaco.
Formulacio HET - CAM Classificacio CAM-TBS Classificacéo
¢ (Média + DP) Final (Média + DP) Final

F1 0,166 + 0,40 N&o Irritante 2,32+2,04 NI/ SLI
F2 0,83+£0,40 N&o Irritante 1,05+ 1,26 NI/ SLI
F3 0,83+£0,40 N&o Irritante 0,90 £1,22 NI/ SLI

NaCl 0,9% Controle .
] 0+0 Néo Irritante 4.83 £ 3,02 NI/ SLI

Negativo)
NaOH 0,1N (Controle Irritante
6,0+1,09 12,26 + 6,01 M1
Positivo Moderado

Fonte: a autora.
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5.4 Teste de Biocompatibilidade Celular

Inicialmente, as formulacgdes foram diluidas em meio de cultura DMEM, de tal forma que
a IC50 da LBPV, de 168uM (SHIN, 2014). Apos a incubacao das microplacas, ja com as células
crescidas as formulacdes diluidas foram colocadas nos pocGes e incubadas novamente por
24h/37°C. Apos a incubagdo, foi retirado 200uL do meio de cultura DMEM e adicionado 25 pL
de MTT (4mg/mL), e incubadas novamente por duas horas, sendo observadas a cada meia hora,
para caso houvesse a formacao dos cristais de Formazan. (SEOL,2013).

Passadas as duas horas foram feitas as leituras das microplacas através da técnica ELISA,
onde foi possivel verificar que na concentracdo de 200 pg/mL, as formulacdes F2, F3 e F6,
tiveram uma morte celular de respectivamente 28,22%, 41,24% e 19,39% no entanto, a partir das
outras diluicdes a tendéncia foi o crescimento celular em para todos as formulacGes e pontos,
ficando acima inclusive dos pontos de controle. Como pode ser observado nos Figuras 16 e 17,

respectivamente.

Figura 12- Microplacas com meio de cultura DMEM.

Fonte: a autora.

Figura 13- Microplacas com DMSO, mostrando a cor violeta, produzida devido aos precipitados

de cristais mediante a atividade mitocondrial.

Fonte: a autora.
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Gréfico 1- Gréfico mostrando a viabilidade Celular (%) do grupo controle, apenas com meio de

Gréfico 2- Grafico mostrando a viabilidade em relacdo as concentracGes testadas de cada

cultura e DMSO.
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5.5 Estudo de permeagéo ex vivo

Inicialmente, para a utilizacdo de ratos nesses estudos, foi necessaria a aprovacao do
Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Pernambuco (Registro n°
23076.007923 / 2017-61). A avaliacdo cutanea ex vitro foi realizada em células de difusdo de
Franz (sistema de teste de difuséo automatizada Vision® Microette, Chatsworth, EUA). A pele
escolhida foi a de ratos da raca Wistar, uma vez que recém retirada promove uma melhor
aplicacdo via subcutanea da formulacéo, ela foi obtida por exciséo, logo ap6s eutanasia com dose
letal de isoflurano e tricotomia dos pelos, e mantida em leito com temperatura controlada de
30°C, durante a aplicacdo de 0,5mL da formulagéo.

Para a montagem das células, o compartimento receptor foi preenchido com tampéo
fosfato de sddio + azida de sddio 0,01 M, pH = 7,4, sob aquecimento com circulacdo de agua (37
°C) e agitagdo magnética (300 rpm), finalizada com a pele junto a formulacdo. Aliquotas de um
mililitro foram recolhidas em intervalos de tempo predeterminados (2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 36, 48,
60 e 72 h) e imediatamente substituidas automaticamente, com um volume igual do meio receptor
fresco. Ao final do experimento, todas as amostras foram filtradas (Filtro Millex-HV 0,45uM
13mm) e submetidas a analise cromatogréfica.

Apobs o processamento dos dados, foi verificado que para a formulagdo F1, o fluxo foi de
28,24 ug/cmz até as primeiras oito horas, e apds 24 horas até o ultimo ponto de coleta de 72h o
fluxo permanece em 1,14 pg/cm2. Ja para a formulacdo F3 até as primeiras 12 horas é de 35
pg/cm?, e posteriormente se mantém em 5,16 pg/cm? até 72 horas. Observa-se entdo que apesar
da diminuicdo do fluxo mediante ao tempo, ele ainda se mantém 4,5 vezes maior em relacdo a
Formulacdo F1, fato justificAvel devido a presenca do lipossoma de LBPV 0,5%. Ainda que
sutil, existe uma diferenca estatisticamente significativa entre as formulagdes com e sem o
Lipossoma de LBPV 0,5%, ap6s 48 horas, demonstrando a importancia do lipossoma na
manutencdo da duracdo e quantidade, o que, possivelmente, sera refletido em termos de efeito

terapéutico.
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Gréfico 3- Perfil de permeacéo ex vivo de F1 e F3 durante 72 horas
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Fonte: a autora.
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6 CONCLUSAO

e Através da técnica de hidratacdo do filme lipidico seguida de sonicacgdo, foi possivel obter
lipossoma com LBPV (formulagéo F3).

e O lipossoma foi caracterizado quanto ao tamanho de particula, indice de polidispersao,
teor e taxa de encapsulacdo. Todas as analises ficaram dentro do proposto, sendo viavel
sua incorporagdo em termogel.

e Foi possivel realizar a incorporacdo dos lipossomas em termogel, sem a perda de sua
propriedade termorreversivel. Esta formulacdo apresentou pH, temperatura de gelificacao
e teor, de acordo com as especificacdes da literatura, permitindo a realizacdo dos demais
ensaios.

e As formulagdes F1, F2 e F3 apresentaram classificagdo “ndo determinada” através do
método do BCOP, “ndo irritante” através do HET-CAM e “ndo irritante” ou “levemente
irritante” através do CAM-TBS, demonstrando que as mesmas Sao seguras para aplicacéo
proposta.

e O estudo de Biocompatibilidade também foi positivo, uma vez que ndo houve uma morte
celular, constatando assim que todos 0s insumos e ativos usados para preparar as
formulacGes sdo biocompativeis e ndo levam a indicios de toxicidade.

e Nos estudos de permeacdo ex vivo, utilizando a pele fresca de rato, a formulacdo (F3)
analisadas a formulagdo (F3) demonstrou a importancia do lipossoma contendo o farmaco
na manutencdo da duracdo e quantidade permeada, o que, possivelmente, sera refletido
em termos de efeito terapéutico.

e Como perspectiva, serd realizada a avaliacdo de estabilidade do produto final, e estudo
pré-clinico em ratos, buscando comprar as formulagdes contendo ou ndo o lipossoma do
ponto de vista da efetividade terapéutica. Uma vez selecionada s formulacdo final, esta
sera comparada clinicamente com o Exparel ® ( formulacdo para a mesma finalidade
encontrada no mercado internacional contendo a bupivacaina).
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