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Programa do Evento

06/03/2009 — Sexta Feira

14:00-14:15h — ABERTURA

— Projetos em Andamento (I) — Do Preparo a caracterizacdo de novas formulacoes de

anestésicos locais
14:15-15:15h - AL em sistemas nanoparticulados - Dr. LEONARDO F. FRACETO

14:15 — Leonardo F. Fraceto — Nanoparticulas poliméricas para liberacdo de anestésicos
locais (projetos Carolina M. Moraes, Angélica P. Matos, Elisa Buffolo e Livia Sottovia)
14:35 — Renato Grillo — Preparo e caracterizacdo de nanoparticulas de
alginato/quitosana, alginato/AOT para Bupivacaina

14:55 — Nathalie F. S. Melo — Nanocdpsulas de poli-L-ldctico contendo benzocaina

15:15-1615h - Anestésicos de uso dérmico - Dra DANIELE RIBEIRO DE ARAfJJ (§)

15:15 — Daniele R. Aratdjo — Liberacdo sustentada de anestésicos na pele (+ projeto: Sheila
Stocco)

15:45 - Patricia M. W. Zago - Eficdcia anestésica da prilocaina lipossomal, em
odontologia.

16:00 — Patricia M. W. Zago - Eficdcia anestésica da prilocaina lipossomal em bloqueio
do nervo alveolar inferior em ratos. (IC: Gisele R. Gayoso)

16:15 - 16:45h - CAFE
16:45-17:40h - AL em lipossomais, ciclodextrinas e calixarenos - Dra ENEIDA DE PAULA

16:45 — Eneida de Paula: projetos iniciais: AL e lipid rafts (Bruna Casadei, Leonardo
Souza), alterando a formulacdo lipossomal (Ana Lais Nascimento Vieira), calixarenos
(Clovis Vasconcellos Jr) e dibucaina em ciclodextrina (Vivi Tseng)

17:00 — Camilla Scarelli: Oxibuprocaina e proparacaina em lipossomas

17:20 —Thais F. Souza: Articaina em lipossomas

17:40 - Roberta A.F. de Lima: Complexo tetracaina-ciclodextrina para liberagdo
sustentada

18:00 - COQUETEL/HAPPY HOUR
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07/03/2009 - Sabado

— Projetos em Andamento (II) — Interacao molecular Anestésico vs lipossomas

8:00-9:00h - COLABORACOES CIENTIFICAS COM INSTITUTO DE QUIMICA E
FISICA/UNICAMP

8:30 — Gabriela S. Lorite— Efeitos do anestésico dibucaina nas propriedades estruturais e
eldsticas em bicamadas lipidicas

8:40 — Luis Fernando Cabeca — Topologia de complexos formados entre AL/S-
Ciclodextrina/Lipossomas aplicando técnicas de Ressondncia Magnética Nuclear

9:00 — Erica C.T. Prates: Dindmica molecular da Articaina em membranas POPC

— Projetos em Andamento (III) — Dos testes in vivo

9:00-12:10h -Uso clinico das formulacdes anestésicas de liberacdo sustentada - Dr
FRANCISCO CARLOS GROPPO, Dra. MARIA C. VOLPATO E Dr. JOSE RANALI

9:20 — Daniela B. Baroni- Efeito da lidocaina lipossomada sobre o ligamento periodontal
(técnica intraligamentar) de incisivos de ratos. (IC: Pedro A. T. Leme).

9:35 — Daniela B. Baroni- Atividade anestésica da lidocaina encapsulada em lipossomas
em odontologia.

9:50-10-20h — CAFE

10:20 — Luciana A. Berto - Estudo da eficdcia da preparacdo anestésica local lipossomal
de articaina em ratos.

10:35 — Luciana A. Berto - Eficdcia anestésica da mepivacaina lipossomal com
epinefrina.(IC: Mariana S. Meirelles)

10:50 — Luciana A. Berto - Eficdcia anestésica da mepivacaina lipossomada sobre a
pulpite induzida em ratos. (IC: Tiago M. Dias)

11:05 — Michelle Franz Montan — Avaliacdo da eficdcia anestésica da ropivacaina
lipossomada, como anestésico tépico nas mucosas vestibular e palatina.

11:20 — Michelle Franz Montan — Avaliacdo da eficdcia anestésica e da concentragdo
plasmadtica da ropivacaina lipossomada apds infiltragdo na maxila .

11:35 —Giovana Radomille Tofoli- Eficdcia anestésica e concentragcdo plasmdtica de
formulacdes de mepivacaina livre e encapsulada em lipossomas apds anestesia infiltrativa
em humanos (+ IC Tatiane Guerreiro)

11:55 —Cintia M.S. Cereda.- "Avaliacido da neurotoxicidade local de formulagdes
anestésicas locais complexadas em ciclodextrina" (+ projeto: Viviane A. Queiroz).

Reuniao dos Pesquisadores Principais

14:00 — 17:00h — Rumos e estratégias para a pesquisa tematica no biénio 2010-2011
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NANOPARTICULAS POLIMERICAS PARA LIBERACAO DE ANESTESICOS
LOCAIS

Nathalie F.S. de Melo (1), Renato Grillo(1), Livia Sottovia(1l), Carolina Morales
Moraes (2), Angélica P. de Matos (2), Elisa Bufolo(2), Eneida de Paula (2), Daniele R.
de Araiijo (3), André H. Rosa (1), Leonardo Fernandes Fraceto (1,2)

(1) Departamento de Engenharia Ambiental, Unesp/Sorocaba, Sorocaba, Sdo Paulo,
Brasil

(2) Departamento de Bioquimica, Instituto de Biologia, Unicamp, Campinas, Sdo
Paulo, Brasil

(3) Centro de Ciéncias Naturais e Humanas, Universidade Federal do ABC - UFABC,
Santo André, SP, Brasil

Os anestésicos locais (AL) sdo moléculas anfifilicas utilizadas no controle da dor
cronica ou aguda e que possuem toxicidade proporcional a poténcia. Os principais
efeitos toxicos dos AL sdo decorrentes de sua absorgdo sistémica, apds administracio
regional, e pode levar a neurotoxicidade e/ou cardiotoxicidade. As caracteristicas
desejaveis para uma molécula anestésica incluem, além de longa duracdo de agdo e da
seletividade para o bloqueio sensorial em relagdo ao bloqueio motor, a diminui¢cdo da
toxicidade local e/ou sistémica. Uma alternativa que atualmente tem se mostrado capaz
de promover estes efeitos desejaveis € a liberacdo modificada desses fairmacos, através
do desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos. Um exemplo de sistema de
liberagdo de farmacos amplamente utilizado atualmente sd3o os sistemas
nanoestruturados poliméricos. Os sistemas nanoestruturados poliméricos (SNP) agem
como compartimentos transportadores de firmacos ou outras moléculas ativas e
apresentam tamanho inferior a lpum. Estes sistemas t€m a capacidade de alterar as
propriedades terapéuticas do fidrmaco a eles incorporados, levando a indmeras
vantagens, como o aumento da estabilidade do farmaco, liberacio mais lenta e
prolongada, diminui¢do da toxicidade, direcionamento a tecidos-alvo, entre outras.
Neste trabalho, estd sendo realizado o desenvolvimento de diferentes sistemas de
liberagdo utilizando nanoparticulas poliméricas para liberacdo modificada de diferentes
anestésicos locais a fim de que estes sistemas possam melhorar as propriedades
farmacolégicas dos anestésicos locais, objetivando sua futura aplicacdo clinica.
Agradecimentos: Fapesp, CNPq e Fundunesp.
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PREPARO E CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS DE
ALGINATO/QUITOSANA E ALGINATO/AOT PARA BUPIVACAINA

Renato Grillo (1), Nathalie F. S. de Melo (1,2), Livia Sottovia (1), Daniele R. de
Aratijo(3), André H. Rosa (1), Eneida de Paula (2) Leonardo F. Fraceto (1,2)

(1) Departamento de Engenharia Ambiental, Universidade Estadual Paulista Jilio
de Mesquita Filho, Sorocaba, S/P

(2) Departamento de Bioguimica, Instituto de Biologia, Universidade Estadual de
Campinas, Campinas S/P

(3)Centro de Ciéncias humana e Natural, Universidade Federal do ABC,
Santo André, S/P

Apesar dos recentes avancos bdsicos e clinicos a investigagdo de novos agentes
terapéuticos para a administracio da dor € ainda um desafio. A bupivacaina (BVC) é um
potente anestésico local da classe dos amino-amidas que produz anestesia prolongada,
por possuir estereocentro, apresenta dois isdmeros, R(+) e S(-) [Goodman et al., 1996
Novas bases terapéuticas, McGraw-Hill]. O uso da BVC foi associado a efeitos
cardiotoxicos, que levaram a pesquisa de novos AL, sendo desenvolvido uma nova
formulagdo contendo 25% do isdmero R(+) BVC e 75% do isdmero S(-) BVC
(NOVABUPI ®), melhorando o perfil anestésico em relagdo a mistura racémica [De
Aratdjo et al., 2006 Rev. Bras. Anestesiol. 56, 495-506]. Uma alternativa capaz de
promover a melhora dos efeitos desejaveis dos AL € a liberacio modificada dos
farmacos. Nanoparticulas de alginato, um polissacarideo polidnion extraido de algas
marrons, foi preparado com o intuito de melhorar a agdo farmacoldgica deste AL
(aumentar o tempo de anestesia) bem como reduzir sua toxicidade, local ou sist€émica. O
preparo das nanoparticulas foi realizado por dois métodos distintos. Nanoparticulas de
alginato/quitosana foram preparadas por gelificacdo idnica [Sarmento et al., 2006
Carbohydrate Polymers 66 1-7] e de Alginato/AOT por dupla emulsdo [Chavanpatil et
al., 2007 J. Pharm. Scien. 96, 3379-3389]. A BVC foi quantificada por CLAE e a
eficiéncia de encapsulacdo foi determinada pelo método de ultrafiltragio/centrifugacio
[Schaffazick et al., 2003 Quim. Nova 26, 726-737]. O tamanho e o potencial zeta das
nanoparticulas foram determinados utilizando um analisador de tamanho de particulas
(Malvern Zetasizer) e ensaios de liberacdo in vitro foram realizados [Paavola et al.,
1995 Pharm. Res. 12, 1997-2002]. A quantia de BVC associada as nanoparticulas de
alginato/quitosana e alginato/AOT foi de 78% e 86%, respectivamente. As
nanoparticulas de alginato/quitosana apresentaram didmetro médio de 500nm e valor de
potencial zeta de -29,6mV, enquanto que as nanoparticulas de alginato/AOT
apresentaram diametro médio de 633nm e potencial zeta de -7,5mV. A cinética de
liberagdo in vitro apresentou diferenca na liberacdo da BVC livre quando comparada a
BVC associada as nanoparticulas. Este estudo inicial estd sendo essencial para o
desenvolvimento de uma nova formulagdo farmacéutica de liberagdo controlada para a
BVC, objetivando o tratamento da dor. Agradecimentos: Fapesp, CNPQ and Fundunesp
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DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE NANOCAPSULAS DE POLI-
L-LACTIDEO CONTENDO BENZOCAINA

Nathalie F. S. de Melo (1,2), Renato Grillo (2), Livia Sottovia (2), Daniele R. de
Aratijo(3), André H. Rosa (2), Eneida de Paula (1) Leonardo F. Fraceto (1,2)

(1)Departamento de Biogquimica, Instituto def Biologia, Universidade Estadual de
Campinas, Campinas SP, Brasil

(2) Departamento de Engenharia Ambiental, Universidade Estadual Paulista Julio
de Mesquita Filho, Sorocaba, SP, Brasil

(3)Centro de Ciéncias Naturais e Humanas, Universidade Federal do ABC -
UFABC, Santo André, SP, Brasil

Os anestésicos locais (AL) sdo fairmacos capazes de bloquear a sensacdo dolorosa em
virtude da sua ligacdo com canais de sdédio voltagem-dependente das membranas
neuronais impedindo o influxo dos fons s6dio e a propagacdo do impulso nervoso.
[Fraceto et al., 2006 Biophys. Chem. 20, 29-39]. A benzocaina (BZC) é um anestésico
local que apresenta baixa solubilidade em dgua, o que limita seu uso em aplicacdo
tépica. Nanoparticulas poliméricas de diferentes materiais biodegraddveis sao utilizadas
como sistemas carreadores de farmacos. O termo nanoparticula refere-se a nanoesferas
(NE) e nanocépsulas (NC) que s@o nanocarreadores com estrutura matricial e vesicular,
respectivamente. Trabalhos da literatura descrevem associacdo de anestésicos locais
com micro e nanoparticulas poliméricas. [Klose et al., 2006 Int. J. Pharm., 314, 198-
206]. Porém para a benzocaina a associacdo com sistemas de micro e nanoestruturados
poliméricos ndo foram até entdo avaliados. Neste trabalho, desenvolveu-se
nanocdpsulas utilizando o polimero biodegraddvel poli-D,L-lactideo (PLA) veiculando
o anestésico local benzocaina. Este estudo teve como objetivo caracterizar a associagao
entre a benzocaina e as nanocdpsulas de PLA através de medidas de tamanho e
potencial zeta, andlise de pH da suspensdo, quantificagdo da taxa de associacdo, ensaio
de liberacdo in vitro e preparo de gel de Aristoflex® com a suspensdo de NC-PLA com
BZC. A BZC foi incorporada em nanocédpsulas de poli-L-lactideo (NC-PLA),
preparadas pelo método de nanoprecipitacido. A BZC foi quantificada por CLAE a partir
de curva analitica validada, o potecial zeta e o tamanho das particulas foi determinado
utilizando um analisador de tamanho de particulas (Malvern Zetasizer). A BZC livre foi
determinada utilizando-se o método de ultrafiltragdo/centrifugacdo. O ensaio de
liberagdo in vitro foi realizado utilizando-se um modelo de dois compartimentos
[Paavola et al., 1995 Pharm. Res., 12, 1997-2002]. O didmetro das NC-PLA contendo
BZC variou entre 90.7 nm e 133,1 nm. O potencial zeta das particulas variou entre -12.4
mV e -40.4 mV, indicando estabilidade das formulacdes. A suspensio de NC-PLA
contendo BZC mostrou-se estivel no periodo de 60 dias de armazenamento em
temperatura ambiente devido a pequena variacdo pH e acompanhamento da dispersdo
de luz das formulacdes. A quantidade de BZC associada as NC-PLA variou entre 47% e
72%. O ensaio de liberacdo in vitro para NC-PLA com BZC e para o gel contendo NC-
PLA com BZC demonstrou liberacdo sustentada durante 8 h indicando que a associagao
da BZC com as NC-PLA modifica o perfil de liberacdo deste fairmaco. Este trabalho
abre perspectivas para utilizacdo futura de nanoparticulas contendo o anestésico local
benzocaina para tratamento da dor. Agradecimentos: Fapesp, CNPq and Fundunesp.
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LIBERACAO SUSTENTADA DE ANESTESICOS LOCAIS NA PELE E
MUCOSAS

Cristina Padula(1), Patrizia Santi(1), Sheila Stocco(2), Nathalie F.S. Melo(2),
Giovana R. Tofoli(2), Cintia M. S. Cereda(2), Rui B. Brito Jr. (3), Leonardo F.
Fraceto(2,4), Eneida de Paula(2), Daniele R. de Araujo(2,5)

(1) Dip. Farmaceutico, Universita degli Studi di Parma-UNIPR
(2) Dep. De Bioquimica, Universidade Estadual de Campinas-UNICAMP
(3) Fac. de Odontologia S. Leopoldo Mandic-SLMandic
(4) Fac. de Engenharia Ambiental, Universidade Estadual Paulista-UNESP
(5) Centro de Ciéncias Naturais e Humanas, Universidade Federal do ABC - UFABC

Nas dltimas décadas, vérias pesquisas tém sido realizadas com o objetivo de explorar e
inserir as vias de administracdo tdpica e transmucosa como alternativas as vias
parenteral e oral. As principais motivacdes se devem aos fatos de que sdo vias ndo
invasivas, com vascularizacdo adequada, evitam a biotransformagdo de primeira
passagem e possibilitam a utilizacdo de formas farmac€uticas auto-administraveis,
permitindo a adesdo ao tratamento. Apesar da grande aplicacio em Medicina e
Odontologia, os anestésicos locais (AL) apresentam permeabilidade e duracdo de efeito
insuficientes para a manutencdo da analgesia por longos periodos [Sudhakar et al.,
2006. J. Control. Rel. 114:15-40]. Como alternativas para contornar esses
inconvenientes, surgem o desenvolvimento e o futuro uso terapéutico de sistemas
inovadores como os bioadesivos (Patch-non-Patch®) e os géis poliméricos associados a
cossolventes e promotores de absorcdo (Carbopol®-Atpeg®-Span®). Sendo assim, este
trabalho visa apresentar os recentes avangos e perspectivas na cinética de permeacio,
bem como na modulagdo da liberacdo e na biocompatibilidade de AL (benzocaina,
lidocaina, prilocaina e ropivacaina) a partir de bioadesivos e géis através da pele e
mucosas. Os bioadesivos Patch-non-Patch® (dlcool polivinilico 25%-56%w/w; Plastoid
E35H-26%w/w; d4gua-13%w/w, glicerina-4%w/w) foram preparados contendo
benzocaina ou lidocaina (3, 5, 10 ou 20 % w/w) [Padula et al., 2003. J. Control. Rel.
88:277-285]. Posteriormente, os filmes foram caracterizados quanto ao contetido de
farmaco, peso, espessura, tensdo, deformagdo, morfologia e ensaios de permeagdo in
vitro. Os valores de fluxo obtidos para os bioadesivos contendo benzocaina 3-5%
(5,43%1,1 pg.cm’2 e 11,94+35 pg.cm’2) foram significativamente diferentes em relacéo
aos cremes comerciais (0,074+0,006 pg.cm’2; p<0,001) além de reduzirem o tempo
necessdrio para inicio de permeacdo e potencializarem a duracdo da analgesia
(p<0,001), apontando os filmes bioadesivos Patch-non-Patch® como novos sistemas
terapéuticos transdérmicos efetivos para a liberacdo de AL [de Araujo et al., 2008a. 35
CRS Meeting; de Araujo et al., 2008b. AAPS Meeting]. Com relagdo a aplicabilidade
desses bioadesivos para liberagdo de AL na pele e mucosas, pretende-se, em etapas
posteriores, realizar estudos de biocompatibilidade sobre eritrécitos humanos, cultura de
fibroblastos e técnicas histoldgicas (em andamento). Outra abordagem, refere-se ao
desenvolvimento, aos estudos de permeacdo ex vivo e a avaliacdo da biocompatibilidade
de formulacdes contendo géis poliméricos associados a cossolventes e promotores de
absorcao (Carbopol940/980°-Atpeg400/600®-Span60®). Os estudos de permeacao serdo
realizados utilizando-se pele de suinos como barreira e, possivelmente, modelos de pele
artificiais. Agradecimentos: CAPES, CNPq, FAPESP.
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EFICACIA ANESTESICA DA PRILOCAINA ENCAPSULADA EM LIPOSSOMAS,
EM ODONTOLOGIA.

Zago, P.M.W. (1); Baroni, D.B. (1); Volpato, M.C. (1); Groppo, F.C. (1), de Paula,
E.(2)

(1) Faculdade de Odontologia de Piracicaba — Unicamp
(2) Instituto de Biologia - Unicamp

O objetivo deste estudo cruzado, duplo-cego e randomizado € avaliar a taxa de
sucesso, laténcia e duracdo da anestesia pulpar e de tecidos moles das formulacdes:
prilocaina 3% encapsulada em lipossomas, prilocaina 3% e prilocaina 3% com
felipressina 0,03UI/mL (solu¢@o comercial). Quarenta voluntarios saudédveis estdo sendo
submetidos a infiltracdo anestésica de 1,8mL das formula¢des, na regido vestibular do
canino superior direito. As formulacdes sdo aplicadas em 3 sessdes, com um intervalo
minimo de uma semana e com ordem de aplicacdo aleatéria. Ao final do procedimento
o voluntério assinala a dor sentida durante a infiltracio em uma escala analdgica visual
(EAV). A anestesia pulpar € verificada pela aplicagc@o de estimulo elétrico (pulp tester),
sendo a laténcia medida em intervalos de 2 minutos e a dura¢do em intervalos de 10
minutos. A anestesia em tecidos moles (laténcia e duracdo) é avaliada através da
resposta do voluntdrio a pressdo na gengiva e verificacdo do completo retorno a
normalidade do labio superior. Concluidas as trés sessdes, o voluntario é questionado a
respeito da preferéncia por uma das formula¢des. Até o momento foram concluidas 52
sessoes de aplicacdo das 120 propostas. Os resultados serdo submetidos a ANOVA e
comparados através do teste de Friedman ou de Tukey (0=5%). Agradecimentos: Bolsa
de Mestrado - CAPES — CNPq.
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EFICACIA ANESTESICA DA PRILOCAINA LIPOSSOMAL EM BLOQUEIO DO
NERVO ALVEOLAR INFERIOR EM RATOS.

Gayoso, G. R.(1); Zago, P.M.W. (1); Baroni, D.B.(1); Berto, L.A. (1); Groppo, F.C. (1);
Volpato, M.C. (1), de Paula, E. (2)

(1) Faculdade de Odontologia de Piracicaba — Unicamp
(2) Instituto de Biologia - Unicamp

O objetivo desse estudo foi avaliar a eficicia anestésica (taxa de sucesso,
laténcia e duracdo da anestesia pulpar) das formulagdes: prilocaina 3% lipossomal,
prilocaina 3% e prilocaina 3% com felipressina 0,03UI/mL (solucdo comercial), em
bloqueio do nervo alveolar inferior em ratos. Sessenta ratos foram divididos de forma
aleatéria em 3 grupos (20 animais para cada formulag@o) e submetidos a anestesia geral
(xilazina 10mg/Kg e ketamina 90mg/Kg, IM) para a fixacdo de 2 fios de cobre aos
molares inferiores (um para cada lado da mandibula). Os fios de cobre foram utilizados
como condutores da eletricidade aplicada pelo pulp tester, para testar os parimetros da
anestesia. Ap6s 3 horas desse procedimento, ao retornar da anestesia geral, os animais
foram sedados com tiopental sédico (25mg/Kg, IP). Nesta situacdo o0s ratos
apresentavam-se responsiveis a estimulos e foram submetidos ao bloqueio bilateral do
nervo alveolar inferior com a injecdo de 0,2 mL da formulagdo teste em um lado e o
mesmo volume de soro fisiolégico 0,9% no lado contralateral (controle). O tempo de
laténcia foi verificado em intervalos de 2 minutos e o tempo de duracdo em intervalos
de 5 minutos. Ndo houve diferengas significantes entre os grupos considerando o
sucesso das anestesias (Qui-quadrado, p > 0,05) e o tempo de laténcia (Kruskal-Wallis,
p= 0,8526). A prilocaina lipossomal apresentou maior duracdo anestésica quando
comparada a prilocaina em solugdo (Kruskal-Wallis, p=0,0123), mas sem diferencas
significativas (Kruskal-Wallis, p=0,1091) quando comparada com a formulacdo
comercial. A solucdo de prilocaina lipossomal mostrou-se tdo eficaz quanto a solucéo
comercial para o bloqueio do nervo alveolar inferior em ratos. Agradecimentos: Bolsa
Iniciagdo Cientifica - Fapesp.
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I WORKSHOP TEMATICO - NOVAS FORMULACOES FARMACEUTICAS DE ANESTESICQS LOCAIS
DE ACAO PROLONGADA: DO DESENVOLVIMENTO AO TESTE CLINICO ODONTOLOGICO

ANESTESICOS EM SISTEMAS LIPOSSOMAIS, CICLODEXTRINAS E
CALIXARENOS

Eneida de Paula (1)
(1) Instituto de Biologia / Unicamp

O laboratério de biomembranas tem uma longa tradicdo no estudo da interacdo
molecular entre anestésicos locais (AL) e sistemas modelo de membranas usando uma
variedade de técnicas espectroscopicas como Ressonidncia Magnética Nuclear e
Eletronica, fluorescéncia,..... Com as informagdes adquiridas sobre as propriedades
fisico-quimicas de mais de uma dezena de AL de uso clinico e sua correlagdo com
alteracdes estruturais e dindmicas de bicamadas lipidicas, iniciamos uma linha de
pesquisa direcionada a melhorar a biodisponibilidade desses farmacos através do
preparo de sistemas de liberacdo sustentada (drug-delivery), usando como carreadores
lipossomas, ciclodextrinas e, mais recentemente, biopolimeros e calixarenos.

Resultados do preparo e caracterizacdo in vitro e in vivo de formulagdes lipossomais e
complexos de AL em ciclodextrinas serdo apresentados pelos 3 palestristas que me
seguem. Dentre os projetos em fase inicial no laboratério de Biomembranas,
destacamos projetos envolvendo modificacdo na composicdo da formulagdo lipossomal
(Ana Lais Nascimento Vieira), preparo de complexo dibucaina:beta-ciclodextrina (Vivi
Tseng), testes de toxicidade in vitro e preparo de complexo calixareno:tetracaina (Clovis
Vasconcellos Jr), preparo e caracterizacdo de nanoparticulas de PLGA contendo
dibucaina (Elisa Bufolo), efeito de anestésicos locais em Detergent-Resistant-
Membranes (Bruna R. Casadei, Leonardo L. Souza), testes com animais para avaliagdao
do efeito anestésico (Viviane A. Queiroz) e determinagdo da farmacocinética (Tatiane
Guerreiro) de formulacdes de AL de liberagdo sustentada.

As diferentes formulacdes de liberacdo sustentada objetivam aumentar a solubilidade
aquosa ou em membranas dos AL, melhorar sua estabilidade quimica, diminuir ou
retardar o clearance plasmadtico, aumentar o efeito anestésico, diminuir a dose efetiva,
diminuir a toxicidade local e ao Sistema Cardio-vascular e Sistema Nervoso Central ou
constituir uma alternativa ao uso da associacdo AL-vasoconstritor, em odontologia.
Destas novas formulagdes, aquelas que se mostrarem mais promissoras depois de
testadas em ensaios pré-clinicos poderdo vir a se tornar novos produtos farmacéuticos a
serem lancados no mercado, em parceria com inddstrias farmacéuticas.
Agradecimentos: FAPESP (# 06/00121-9), CAPES, CNPq e Faepex/UNICAMP.
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I WORKSHOP TEMATICO - NOVAS FORMULACOES FARMACEUTICAS DE ANESTESICQS LOCAIS
DE ACAO PROLONGADA: DO DESENVOLVIMENTO AO TESTE CLINICO ODONTOLOGICO

PREPARO E CARACTERIZACAO DE UM SISTEMA LIPOSSOMAL PARA
OXIBUPROCAINA

Scarelli, C. (1), de Paula, E. (1)

(1) Departamento de Bioguimica, Instituto de Biologia, UNICAMP, Campinas-SP,
Brasil.

A oxibuprocaina (OBC) € um anestésico local usado em oftalmologia para diagnésticos
e procedimentos cirdrgicos de curta duragdo. Como outros anestésicos da familia dos
amino-ésteres a OBC € bastante potente (dose clinica = 0,4%), mas possui clearance
rapido pelas colinesterases plasmadticas [Covino & Vassalo, Anestésicos locais:
mecanismos de acdo e uso clinico, 1985]. Lipossomas sdo sistemas carreadores usados
para liberacao sustentada de farmacos, que tém sido empregados para aumentar o efeito
anestésico e/ou reduzir a toxicidade dos mesmos [Aratjo et al Can. J. Anesth., 51:566,
2004]. Nesse estudo determinamos algumas propriedades fisico-quimicas da OBC como
a absorcdo no ultravioleta (Ama= 305-308 nm) e a fluorescéncia intrinseca (Aem
=378nm) em diferentes pH, o pKa (7,6), a solubilidade aquosa (1,95M em pH 5,5) e a
meia-vida da hidrélise alcalina 3,75 h) em pH 10,2.

Lipossomas multilamelares foram preparados a partir de fosfatidilcolina de ovo,
colesterol e a-tocoferol (4:3:0,07 mol%) e o método de incorporagdo passiva foi
utilizado para a encapsulagdo da OBC. Os valores do coeficiente de particio da OBC
nestes lipossomas (P= 4,2, 9,0 e 1164 em pH 5, 7,4 e 8,5, respectivamente),
determinados por separacdo de fases, revelaram maior interacdo da forma neutra da
OBC com lipossomos e sua relativa baixa hidrofobicidade, em comparagdo com outros
anestésicos locais estudados [de Paula & Schreier, S.. Biochim. Biophys. Acta 1240:25,
1995]. Experimentos de cinética de liberacdo (didlise de equilibrio) da OBC, na
presenga e na auséncia de lipossomas, foram feitos em pH 7.4 e revelaram liberacdo
sustentada da OBC lipossomal. Testes em eritrécitos indicaram que a encapsulagdo em
lipossomas facilita a acdo da OBC em membranas bioldgicas, pois a concentragdo para
causar hemolise isotdnica foi de 1,09mM para OBC e de 0,8mM para OBC lipossomal,
em Ht=0,15%. Em testes de citotoxicidade, o sistema lipossomal aumentou a
sobrevivéncia de células fibroblasticas 3T3 expostas a acdo da OBC(ICspq = 20mM
com OBC lipossomal e 15mM com OBC livre). A formula¢do mostrou-se estdvel por
120 dias de armazenamento a 4°C, sem aumento significativo nos niveis de peréxidos
(< 1,4 nM) ou no tamanho médio das particulas (368+£83nm). Os resultados obtidos
indicam que a formulacdo de OBC em lipossomas pode ser uma alternativa vidvel para
aumentar a biodisponibilidade deste anestésico e sua acdo anestésica. Agradecimentos:
FAPESP (Proc. 06/00121-9).
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I WORKSHOP TEMATICO - NOVAS FORMULACOES FARMACEUTICAS DE ANESTESICQS LOCAIS
DE ACAO PROLONGADA: DO DESENVOLVIMENTO AO TESTE CLINICO ODONTOLOGICO

PREPARO E CARACTERIZACAO DE UMA FORMULACAO DE LIBERACAO
SUSTENTADA PARA ARTICAINA

Souza, T. F.(1), de Paula, E.(1)

(1 )Departamento de Bioguimica, Instituto de Biologia, UNICAMP, Campinas-SP,
Brasil.

Nesse trabalho analisamos as caracteristicas fisico-quimicas da Articaina (ATC),
um anestésico local do tipo aminoamida e preparamos um sistema para liberacdo
sustentada desse farmaco, em lipossomas, objetivando aumentar sua biodisponibilidade
para melhora do efeito terapéutico do mesmo, seja pela diminuicdo da concentracio
clinica (4%), seja pela protecdo a hidrdlise plasmatica.

Primeiramente determinamos caracteristicas 6pticas da ATC no UV/Vis como
absorcdo (Ayax 272-273 nm) e fluorescéncia (Aey, 348-353nm), em trés pHs (5,0, 7,4 e
10). O valor de pKa, determinado por titulagdao volumétrica foi de 7,7. Testes de cinética
de degradacdo alcalina ndo detectaram hidrdlise significativa até 5,5h apds inicio do
experimento, em pH=9,0, porém o t;,; hidrélise foi determinado em 1,55h, em pH=10. A
solubilidade aquosa da forma neutra da ATC foi superior (120mM) a de outros
anestésicos locais por nds estudados.

Lipossomas multilamelares preparados a base de fosfatidilcolina de ovo (EPC)
foram preparados e a ATC foi incorporada aos mesmos de forma passiva. Tentativas de
determinagdo do coeficiente de particdo (P) por separacdo de fases e fluorescéncia [de
Paula & Schreier, 1995, Biochim. Biophys. Acta 1240:25, 1995] revelaram valores de P
muito pequenos ou ndo detectdveis, porém medidas de Ressonincia Magnética Nuclear
(RMN) demonstraram claramente (AC.S., A T) a interacdo de hidrogénios do anél
tiofénico da ATC com metilenos da cabega polar de lipossomas unilamelares de EPC,
em pH alcalino. Além disso, ensaios com lipossomas gigantes mostraram que a ATC
(10mM) interage com os componentes da membrana e é capaz de romper as vesiculas,
em pH 5,5.

Testes de liberagdo in vitro demonstraram que a incorporacdo da ATC em
lipossomas retarda a liberacdo de droga em solug@o aquosa a pH 7,4, evidenciando a
interac@o anestésico/membrana.

Na seqiiéncia desta pesquisa pretendemos avaliar a estabilidade fisica e quimica
da formulagdo em fun¢do do tempo de armazenamento, testar sua citotoxicidade em
cultura de células fibrobldsticas e realizar testes de avaliagdo do potencial
antinociceptivo da nova formulag¢do, em animais. Agradecimentos: FAPESP (Proc.
06/00121-9)
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COMPLEXO TETRACAINA: HIDROXIPROPIL-B-CICLODEXTRINA PARA
LIBERACAO SUSTENTADA

Roberta Aline Franco de Lima (1), Marcelo Bispo de Jesus (1), Eneida de Paula (1)
(1) Instituto de Biologia — UNICAMP

Os anestésicos locais sdo farmacos empregados para alivio da dor aguda ou cronica,
bloqueando a condugio do estimulo doloroso em membranas neuronais. A tetracaina
(TTC) é um anestésico da classe dos amino-ésteres que vem sendo usado na pratica
clinica, principalmente em procedimentos oftalmoldgicos que requerem anestesia
topica, como intervencdes da cornea [Rang et al., Farmacologia, 5. ed., 2004]. Apesar
da elevada poténcia anestésica a aplicacdo da TTC é limitada pela baixa estabilidade
quimica (hidrélise por esterases plasmaticas) e relativa toxicidade sist€émica [Miyoshi et
al., Reg. Anesth. Pain Med. 23:176, 1998]. Como alternativa para melhorar o perfil
farmacolégico da TTC foi utilizada B-ciclodextrina (B-CD), uma vez que sistemas de
liberagdo modificada de farmacos tém sido amplamente utilizados e se tornado cada vez
mais viaveis economicamente [Murtaza et al., J. Pharm. Tox. Meth. 46: 131-136, 2002].
Estudos anteriores de nosso laboratério demonstraram a formacdo de complexos na
estequiometria 1:1, entre TTC e B-ciclodextrina [Fernandes et al, J. Incl. Phenom.
Macrocyel. Chem. 57: 395, 2007]. Neste trabalho preparamos e caracterizamos
complexo formado entre TTC e hidroxipropil-p-ciclodextrina (HP-BCD) e mostramos
resultados preliminares de testes de toxicidade e avaliacdo da atividade anestésica.
Medidas de titulagdo por fluorescéncia permitiram a determinacio da estequiometria do
complexo de inclusdao como sendo 1:1 e da constante de ligacio (Kb= 4015 M,
indicando a ocorréncia de interagéo estavel para o complexo, em pH 7,4. A formacao do
complexo de inclusdo TTC: HP-BCD resultou em diminui¢do da toxicidade induzida
pela TTC em culturas de células de fibroblastos 3T3. Testes em animais (bloqueio do
nervo infra-orbital, em ratos estdo sendo feitos para avaliar o efeito antinociceptivo do
complexo TTC: HP-BCD, em relagdo a tetracaina livre. Agradecimentos: FAPESP
(Proc. 06/00121-9)
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I WORKSHOP TEMATICO - NOVAS FORMULACOES FARMACEUTICAS DE ANESTESICQS LOCAIS
DE ACAO PROLONGADA: DO DESENVOLVIMENTO AO TESTE CLINICO ODONTOLOGICO

EFEITOS DO ANESTESICO DIBUCAINA NAS PROPRIEDADES ESTRUTURAIS
E ELASTICAS EM BICAMADAS LIPIDICAS

Lorite G.S (1), Zaniquelli, M.E.D(1)., de Paula E.(2), Cotta M.A(1).

(1) Instituto de Fisica/Unicamp
(2) Instituto de Biologia/Unicamp

Bicamadas fosfolipidicas sustentadas t€m sido usadas como modelos para
investigar as propriedades de membranas bioldgicas e processos associados, tais como
reconstituicdo molecular e catilise enziméatica. Por outro lado, o efeito de anestésicos
locais (LA) nas propriedades estruturais e dindmicas de membranas lipidicas pode ser a
chave para compreender o seu mecanismo de acao.

Neste trabalho, nés mostramos imagens de microscopia de forca atdmica
(AFM), adquiridas em tempo real, para investigar o efeito de interacdo entre o
anestésico local dibucaina (DBC) e dominios fosfolipidicos. As bicamadas
fosfolipidicas foram obtidas a partir de fosfatidilcolina de ovo (EPC) e
dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC), através do método de fusdo de vesiculas sobre mica.
Imagens de topografia e fase foram adquiridas por AFM, tanto para caracterizagdo
topografica, como para observagdo da acdo da DBC (adicionada gradualmente, durante
a aquisi¢do) sobre a bicamada. As medidas foram realizadas em modo nao contato, em
meio aquoso.

As imagens AFM mostram que as bicamadas de EPC se formam em dominios
sobre a mica e ndo apresentam um formato tipico nem distribuicao uniforme. Por outro
lado, bicamadas de DMPC se formam em dominios extensos, com multi camadas e de
maneira mais homogénea que as bicamadas de EPC. Em ambos os casos os valores
obtidos para a altura das camadas sdo compativeis com a literatura. No caso de
bicamadas de EPC, observamos a a¢do da DBC em fun¢do da concentracdo de DBC e
ao longo do tempo. A sequéncia de imagens topograficas mostra o desaparecimento de
arranjos lipidicos com o aumento da concentragdo de DBC. Também observamos que
para concentracdes elevadas (SmM) o efeito da DBC na membrana € muito dréstico. Ja
para bicamadas de DMPC, observamos as alteracdes morfoldgicas para unica
concentracdo de DBC (5mM) ao longo do tempo. Neste caso, apesar da concentracio
elevada, o desaparecimento das bicamadas ocorreu lentamente em comparagdo com as
bicamadas de EPC (2h30). Em ambos os casos, as imagens de fase mostram
modifica¢des na superficie da bicamada, indicando altera¢des nas propriedades eldsticas
da mesma na presenca de DBC. Mudangas na tensdo e elasticidade superficiais em
monocamadas destes lipidios na presenca de DBC pelo método de gota pendente
corroboram esta hipdtese.
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TOPOLOGIA DE COMPLEXOS FORMADOS ENTRE AL/
CICLODEXTRINA/LIPOSSOMAS APLICANDO TECNICAS DE RESSONANCIA
MAGNETICA NUCLEAR - RMN

Luis Fernando Cabeca (1), Eneida de Paula (2), Anita Jocelyne Marsaioli (1)

(1) Depart. de Quimica Orgdnica, Instituto de Quimica, UNICAMP, SP, Brasil
(2)Depart. de Bioquimica, Instituto de Biologia, UNICAMP, SP, Brasil

Os lipossomas sdo vesiculas constituidas de uma ou mais camadas de lipidios
separados por compartimentos aquosos que sdo usados no campo farmacéutico como
agentes carreadores e sistemas liberadores de drogas devido sua versatilidade e
eficiéncia clinica [Mareuil, 2002 Antiviral Res., 54 175-188]. A liberacdo controlada
de anestésicos locais (ALs) encapsuladas leva a uma melhor resposta farmacologica,
menor toxicidade e com maior absor¢do do que os correspondentes ativos livres
[Batista, 2007 J. Pharm. Sci., 43 167-179]. Para tanto, hoje existem varias formulacdes
para encapsular farmacos em ciclodextrinas, em lipossomas e em ambos que permitem
uma maior carga do principio ativo [Cereda, 2006 J. Anaesth., 53 1092-1097;
Torchilin, 2005 Nature Rev. Drug. Disc., 4 145-160].

Neste aspecto, o estudo das interagdes de principios ativos com lipossomas e
ciclodextrinas por RMN pode levar a melhor compreensao destas interagcdes e eventual
desenvolvimento de farmacos e principios ativos mais eficientes, aumentando, dessa
forma, a eficacia terapéutica e retendo sua estrutura e atividade por mais tempo
[Fraceto, 2002 Biophys. Chem., 99 229-243]. O acesso preciso das interacdes
moleculares estabelecidas entre farmacos/B-CD e farmacos/B-CD/lipossomas foram
realizadas por técnicas de RMN como ROESY 1D, DOSY e Diferenca de Transferéncia
de Saturacdo (STD) para o anestésico local prilocaina nos diferentes pH 10, 7 e 5,5.

A andlise da formagdo do complexo (regime rapido) entre PLC [10mM] e [-
ciclodextrina [10mM] foi comprovado primeiramente através de espectros de RMN 'H,
que registraram variacdes significativas no deslocamento quimico dos hidrogénios
aromdticos da PLC nos pH 10, 7,0 e 5,5 quando em contato com a 3-CD. O complexo
PLC/B-CD também foi investigado por ROESYID com incrementos de rOe
intermoleculares no complexo PLC/B-CD no hidrogénio 6 e hidrogénios aromdticos da
PLC em todos os pH quando o hidrogénio 3 da B-CD foi irradiado.

O complexo PLC/B-CD foi adicionado a lipossomas multilamelares (EPC,
SmM) de 400 nm, passando imediatamente a formar o complexo PLC/EPC. A
confirmagdo do novo complexo foi obtida através de experimentos de STD nos trés
pHs (10,7 e 5,5).

Todos os complexos foram avaliados através de experimentos de difusdio RMN-
DOSY, que fornece a constante de associacdo. Agradecimentos: IQ-UNICAMP,
CNPq, FAPESP
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DINAMICA MOLECULAR DE ARTICAINA NEUTRA EM MEMBRANAS POPC
Erica Teixeira Prates (1), Ménica Pichkolz (2), Munir Salomdo Skaf (1)

(1) Instituto de Quimica / UNICAMP, Campinas - SP, Brasil.
(2) Instituto de Biologia / UNICAMP, Campinas _ SP, Brasil.

O anestésico local (AL) de nome usual articaina (ATC) € uma droga eficaz, de baixa
toxicidade e de amplo uso odontolégico e dermatoldgico. Trata-se de um AL
pertencente a classe das amino-amidas. Peculiarmente, apresenta um anel tiofeno e um
grupo éster ligado a ele, o qual contribui para o rdpido metabolismo da droga, pois é
hidrolisada enzimaticamente a acido articainico. Diferente de outros AL presentes na
clinica, ainda hi poucos trabalhos publicados a respeito da ATC em membranas
biolégicas sob uma perspectiva molecular. No presente trabalho foram empregados
métodos tedricos (métodos quanticos e, essencialmente, Dindmica Molecular, DM) para
estudar a interagdo da ATC com bicamadas fosfolipidicas. Inicialmente, a molécula de
ATC neutra foi cuidadosamente parametrizada de acordo com o modelo CHARMM?27
[MacKerell et al., J. Phys. Chem B 102:3586, 1998] e, entdo, a partir de simulacdes da
ATC em solucdo aquosa, foram detalhados aspectos estruturais e conformacionais de
seus isomeros opticos. Também foram feitas oito simulagdes de DM, de 10-20 ns, de
uma tnica ATC neutra préxima a uma bicamada de 126 lipidios POPC (1-palmitoil-2-
oleil-snglicero- 3-fosfatidilcolina). Usando o ensemble Np-AT, a drea por lipidio foi
fixada em diferentes valores em torno do valor médio encontrado experimentalmente.
Em cada sistema simulado, as rodadas iniciaram-se com uma tnica ATC aleatoriamente
posicionada na fase aquosa. Em quatro das simula¢des conduzidas, poucos
nanossegundos foram suficientes para observar a ATC cruzar a interface em dire¢do a
membrana. Através de andlises tradicionais, como perfil de densidade eletronica e
estatistica de ligagdes de hidrogénio, verificou-se que, independente da area por lipidio,
a ATC neutra posiciona-se, preferencialmente, proxima as cabecas polares lipidicas e,
eventualmente, interage com os atomos de oxigénio das moléculas de POPC via
ligacdes de hidrogénio. O mesmo ndo ocorre com outros AL ja estudados como
lidocaina [Hogberg et al. Biophys. Chem. 125:416, 2007], prilocaina, [Pickholz et al,
Intl J. Quantum Chem.108:2386, 2008], etidocaina e bupivacaina, os quais sdo
majoritariamente situados no interior hidrofébico da membrana. Foi verificada grande
concordancia entre nossos resultados e os obtidos experimentalmente, por Ressonancia
Magnética Nuclear [Song et al Eur. J. Pharm. Sci. 33:399, 2008; Fraceto et al, em
andamento]. Agradecemos a FAPESP pelo suporte financeiro (# 07/02629-2).

06 e 07 de marco/2009 - Instituto de Biologia/Unicamp
16



I WORKSHOP TEMATICO - NOVAS FORMULACOES FARMACEUTICAS DE ANESTESICQS LOCAIS
DE ACAO PROLONGADA: DO DESENVOLVIMENTO AO TESTE CLINICO ODONTOLOGICO

EFEITO DA LIDOCAINA LIPOSSOMADA SOBRE O LIGAMENTO
PERIODONTAL DE INCISIVOS DE RATOS.

Leme P.A.T (1), Baroni D.B. (1), Zago P.M.V. (1), Berto L.A. (1), Franz-Montan M. (1),
Groppo F.C. (1), De Paula E. (2), Volpato, M.C. (1)

(1) Faculdade de Odontologia de Piracicaba — UNICAMP.
(2) Instituto de Biologia — UNICAMP.

A eficécia da lidocaina em preparacédo lipossomal foi demonstrada em bloqueio
sensorial e motor em ratos (Cereda C. M. S. & colaboradores, 2006, Canadian Journal
of Anesthesia, 53(11): 1074-7). Este estudo tem por objetivo avaliar as alteracdes
causadas pela administracdo de preparagdo lipossomal de lidocaina 2% em anestesia
intraligamentar em ratos, comparando com a administracdo de lidocaina 2% com
epinefrina 1:100.000. Vinte e quatro ratos, divididos em 2 grupos (1 para cada solucdo
em estudo) receberam 0,05ml inje¢éo intraligamentar na face distal do incisivo superior
direito. As injecdes foram realizadas com dispositivo de injecdo com velocidade
controlada em 0,Iml/min (Morpheus). O incisivo superior esquerdo recebeu pela
mesma técnica 0,05ml de solucdo de NaCl 0,9%. Nos tempos 6h e 24h apds as injecoes,
6 animais de cada grupo foram sacrificados e a maxila removida e fixada em formol
10%. Terminada esta etapa, as pecas foram descalcificadas em EDTA 4% e
diafanizadas com xilol. A etapa de confec¢do de laminas ainda estd em andamento.
Estdo sendo obtidos cortes no sentido transversal (mésio-distal) dos dentes, de Sum de
espessura. Apds esta etapa, as laminas serdo coradas com picrosirius e tricromico de
Gomori e analisadas ao microscOpio Optico para avaliagdo qualitativa de fibras
coldgenas e eldsticas e com hematoxilina e eosina para avaliagdo do infiltrado
inflamatério. A possivel inflamacdo decorrente da administracdo serd classificada em
escores (0- tecido normal; 1- infiltrado inflamatério leve; 2- infiltrado inflamatdério
moderado; 3- infiltrado inflamatério intenso; 4- infiltrado inflamatdrio intenso com
areas de necrose tecidual). Os resultados serdo avaliados pelo teste de Wilcoxon com
nivel de significincia de 5%. Agradecimentos: Bolsa Inicia¢do Cientifica FAPESP.
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ATIVIDADE ANESTESICA DA LIDOCAINA ENCAPSULADA EM LIPOSSOMAS
NA ODONTOLOGIA.

Baroni D.B. (1), Zago P.M.V. (1), Groppo F.C. (1), De Paula E. (2) Volpato, M.C. (1)

(1) Faculdade de Odontologia de Piracicaba — UNICAMP.
(2) Instituto de Biologia — UNICAMP.

O objetivo deste trabalho € avaliar a eficicia anestésica de lidocaina encapsulada
em lipossomas em anestesia tOpica sobre a mucosa palatina. O estudo € cruzado e
duplo-cego, com ordem de aplicacdo aleatdria dos anestésicos e com intervalo de uma
semana entre as aplicacdes. Até o momento, foram selecionados 28 voluntdrios de um
total de 40. Os seguintes anestésicos topicos (100mg) estdo sendo comparados:
lidocaina 5% encapsulada em lipossomas, lidocaina 2,5% encapsulada em lipossomas,
pomada de lidocaina 5% (Xylocaina® pomada - AstraZeneca), EMLA® (EMLA creme -
AstraZeneca), gel placebo e gel placebo lipossomal. Em cada sessdo sdo aplicados
topicamente, de forma aleatdria, dois anestésicos topicos durante dois minutos, um na
mucosa palatina da regido do canino superior direito e outro na mucosa palatina da
regido do canino superior esquerdo, totalizando trés sessdes por voluntario. Previamente
a aplicacdo dos géis, a mucosa € seca com uma gaze estéril. Logo apds a aplicacgdo, é
introduzida uma agulha curta 30G no local, sendo injetado 1/6 de tubete de solucdo de
lidocaina 2% com epinefrina 1:100.000. Em seguida € avaliada a percep¢ao dolorosa a
puncdo e a injecdo em duas escalas analdgicas visuais. Apds a avaliacdo dos parametros
de dor em mucosa palatina através das escalas analdgicas visuais, € aplicado um
questiondrio no qual os voluntdrios avaliam os anestésicos utilizados no estudo quanto
ao conforto da injecdo e sabor, e qual dos géis utilizados teriam preferéncia em
reutilizar, caso necessitassem de anestesia em mucosa palatina. Até o presente
momento, ndo é possivel quantificar os resultados, ja que é um estudo duplo-cego e a
fase experimental ainda ndo chegou ao fim. Os resultados serdo submetidos 8 ANOVA
e comparados através do teste de Friedman ou de Tukey (a=5%). Agradecimentos:
Bolsa Mestrado FAPESP (#2007/05850-1).
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Este estudo tem como objetivo avaliar a eficicia anestésica de duas formulacdes
lipossomais injetdveis de articaina (3% e 4%), comparando-as com uma solucio
comercial de articaina 4% com epinefrina 1:100.000, em dois modelos animais. Para a
avaliag@o da eficicia anestésica estdo sendo utilizadas a técnica do bloqueio do nervo
infra-orbital (experimento 1) e a técnica do bloqueio do nervo alveolar inferior
(experimento 2). Em ambos os experimentos estdo sendo formados, aleatoriamente, 4
grupos de 8 animais (totalizando 64 ratos), que recebem a injecdo de uma das seguintes
solucdes: Grupo 1: articaina 4% com epinefrina 1:100.000; Grupo 2: preparacdo
anestésica local lipossomal de articaina a 4%; Grupo 3: preparagdo anestésica local
lipossomal de articaina a 3%; e Grupo 4: solugdo de lipossomas 4mM sem anestésico
local. Os lados contralaterais recebem NaCl 0,9% (controle). No experimento 1, ji
concluido, os animais receberam 0,1mL das solu¢des proximo ao forame infra-orbitario
de um dos lados do rato, de forma aleatdria. Foi avaliado o tempo de anestesia da regido
através do pincamento vigoroso do ldbio superior, a cada 5 minutos, até que fosse
obtido o primeiro sinal de resposta aversiva do animal, indicando o final da anestesia.
As médias de durag@o de anestesia em tecido mole para os grupos 1, 2 e 3 foram, em
minutos, 145,6; 128,1 e 123,7, respectivamente. Ndo foram constatadas diferencas
estatisticamente significantes entre os Grupos 1, 2 e 3 (ANOVA, p=0,5873). O Grupo 4
ndo teve o labio anestesiado. No experimento 2, ainda ndo concluido, as solugdes estio
sendo depositadas préximo ao forame mandibular de um dos lados do rato, sendo
avaliados os parametros sucesso da anestesia, tempo de laténcia e tempo de anestesia
pulpar, por estimulo elétrico (“pulp tester”). Previamente as injecdes, sao fixados fios de
cobre as superficies oclusais dos molares inferiores do animal, em ambos os lados, apds
anestesia geral (ketamina e xilazina) Pelo contato do pulp tester com a extremidade livre
do fio de cobre € que se da o estimulo elétrico. A andlise estatistica dos dados serd feita
através do teste de ANOVA ou Kruskal-Wallis, com nivel de significincia 5%.
Agradecimentos: Bolsa de mestrado concedida pela Fapesp (#2007/05734-1).
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Estudos prévios demonstraram a eficicia da solug¢do lipossomal de mepivacaina 2%
Desta forma, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito da adi¢cdo da epinefrina
1:100.000 sobre a eficdcia anestésica da solucdo de mepivacaina 2% lipossomal. Foi
utilizada a técnica do bloqueio do nervo infra-orbital em ratos [Fink et al, 1975
Anesthesiology 42 731-6]. 30 animais foram divididos em 3 grupos e, previamente aos
experimentos, foram levemente sedados com tiopental sédico (25mg/kg) via
intraperitoneal. Apds a sedagdo, os animais receberam em um dos lados da maxila, de
forma aleatéria, a injecdo de 0,ImL de uma das seguintes solucdes: Grupo 1:
mepivacaina 2% com epinefrina 1:100.000; Grupo 2: mepivacaina 2% lipossomal com
epinefrina 1:100.000 e Grupo 3: mepivacaina 2% lipossomal. A injecdo foi feita no
forame infra-orbital do rato e o lado oposto recebeu o mesmo volume de solucido de
NaCl 0,9%. A cada 5 minutos foi realizado o pingamento vigoroso do labio do animal
para avaliacdo da duracdo da anestesia em tecido mole. As médias de duracio da
anestesia em tecido mole foram, em minutos, 109,5; 124,5 e 107,5, para os grupos 1,2 e
3, respectivamente. Ndo houve diferencas estatisticamente significantes entre os 3
grupos estudados (ANOVA, p= 0,587). Concluimos que a adicdo de epinefrina a
preparacdo lipossomal de mepivacaina 2% ndo alterou sua eficidcia anestésica em
tecidos moles de rato. Agradecimentos: Bolsa de Iniciagdo Cientifica concedida pela
Fapesp.
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O objetivo deste estudo foi avaliar a eficicia anestésica da mepivacaina 3% lipossomal
no bloqueio do nervo alveolar inferior (NAI) de ratos com pulpite induzida. Foram
utilizados 45 ratos aleatoriamente divididos em 3 grupos. Os animais tiveram os
primeiros molares inferiores direito e esquerdo submetidos & abertura corondria e a
inducdo de pulpite, apds anestesia geral com ketamina (90 mg/kg) e xilazina (10
mg/kg). Apds 24 horas, os ratos tiveram um fio de cobre fixado a superficie oclusal dos
molares inferiores de ambos os lados da mandibula e receberam préximo ao forame
mandibular de um dos lados, para bloqueio do NAI, a injecdo de 0,2 mL de uma das
seguintes solucdes: Grupo 1: mepivacaina 3% lipossomal; Grupo 2: mepivacaina 3%;
Grupo 3: mepivacaina 2% com epinefrina 1:100.000. O lado oposto recebeu o mesmo
volume de NaCl a 0,9%. Foram avaliados os pardmetros sucesso da anestesia, laténcia e
duracdo da anestesia pulpar, por estimulo elétrico (“pulp tester”). O indice de sucesso da
anestesia foi de 26,7%, 53,3% e 46,7%, para os grupos 1, 2 e 3, respectivamente. A
média do tempo de laténcia foi, em minutos, 4,6; 5,6 e 6,2, e a média do tempo de
anestesia pulpar foi, em minutos, 13,3; 9,4 e 14,2, para os grupos 1, 2 e 3,
respectivamente. N&do houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos
avaliados com relagdo aos parametros duracdo da anestesia pulpar (ANOVA, p=0,54) e
laténcia (ANOVA, p=0,50). O sucesso de anestesia foi menor para o Grupo 1 que para
os Grupos 2 e 3 e os dois ultimos ndo diferiram entre si (teste do Qui-quadrado).
Concluimos que a adicdo de lipossomas a solu¢do de mepivacaina ndo trouxe beneficios
em termos de eficdcia anestésica e que a solu¢do de mepivacaina 2% com epinefrina
1:100.000 obteve a mesma eficicia que a solucdo a 3% sem vasoconstritor, apesar de ter
uma concentracdo menor do anestésico. O modelo utilizado foi satisfatério para
mimetizar a dificuldade de anestesia encontrada em condi¢des inflamatdrias.
Agradecimentos: Bolsa de Iniciacdo cientifica concedida pela Fapesp.
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O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficdcia anestésica de ropivacaina encapsulada
em lipossomas em anestesia topica em 2 estudos, cruzados, duplo-cegos e com ordem
de aplicacdo aleatdria, com intervalo de 1 semana entre as aplicacdes. Estudo 1: foram
comparadas a eficdcia da anestesia topica e a influéncia na resposta pulpar (estimulo
elétrico) da ropivacaina 2% encapsulada em lipossomas (RL2), Benzocaina 20%
(Benzotop®, DFL - B20), gel placebo lipossomal (PL) e gel placebo (P) aplicados em
mucosa vestibular dos incisivos laterais superiores, em 40 voluntdrios. Os anestésicos
foram aplicados bilateralmente e mantidos na regido durante 30 minutos. Apds este
periodo, as formulagGes tépicas foram removidas e foi simulada uma anestesia local
nas regides de aplicagdo para verificar a eficicia em reduzir dor a pun¢cdo com uma
agulha odontolégica curta 30G. A quantificacdo da dor foi feita através de uma escala
analdgica visual (EAV). O tempo de duracdo de anestesia em gengiva foi verificado
através de estimulo fisico. RL2 foi tdo eficaz quanto B20 em reduzir dor a puncio e na
duracdo de anestesia em tecidos moles (p>0,05) e ambas foram superiores as
formulagées PL e P (p<0,05). Nenhuma das formulagdes exerceu influéncia na
resposta pulpar. Estudo 2: ropivacaina 2% encapsulada em lipossomas (RL2),
ropivacaina 1% encapsulada em lipossomas (RL1), mistura eutética de lidocaina 2,5%
e prilocaina 2,5% (EMLA® creme, AstraZeneca) e gel placebo lipossomal (PL) foram
avaliados quanto a eficicia em reduzir dor a pungdo e a injecdo de anestésico local,
quando aplicados topicamente na regido palatina do canino superior esquerdo durante 5
minutos. Decorrente o tempo de aplicagdo, foi feita a pungdo na regido, seguida da
injecdo de uma solucdo de lidocaina a 2% com epinefrina 1:100.000 A quantificacio
de dor pelos voluntarios foi feita através da EAV em cada momento distinto. O EMLA
foi mais efetivo em diminuir a dor a pung¢ao (p<0,05), porém nenhuma das formulagdes
testadas foi eficaz em diminuir a dor decorrente da injecdo (p>0,05). Nenhuma das
formulagdes lipossomais foi eficaz como anestésico tdpico na mucosa palatina.
Conclusao geral: a ropivacaina encapsulada em lipossomas na concentragcdo de 2%,
por apresentar eficicia semelhante a da benzocaina 20% em aplicagdo tdpica na
mucosa vestibular, pode ser numa opgdo a esse anestésico, no entanto a ropivacaina
encapsulada em lipossomas a 1 e 2% em administracio tdpica palatina ndo apresentou
eficdcia anestésica compardavel ou superior as preparagdes nao-lipossomais, nao
havendo vantagem no seu uso. Agradecimentos: Bolsa Doutorado FAPESP
(2006/53255-2).
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Os objetivos deste trabalho foram avaliar a eficacia anestésica e a concentracdo
plasmatica da ropivacaina a 0,5% encapsulada em lipossomas apds anestesia
infiltrativa, em 2 estudos, cruzados, duplo-cegos e com ordem de aplicacdo aleatdria,
com intervalo de 1 semana entre as aplicagcdes. Estudo 1: 40 voluntdrios receberam a
injecdo na regido de fundo de sulco vestibular do canino superior direito de 1,8mL de
ropivacaina 0,5% encapsulada em lipossomas (RLipo), ropivacaina 0,5% com
epinefrina 1:200.000 (Repi), ropivacaina a 0,5% (R) e lidocaina 2% com epinefrina
1:100.000 (Lepi). Foram avaliadas laténcia e duragdo da anestesia pulpar por aplicacéo
de estimulo elétrico e em tecidos moles por estimulo de pressdo. Ndo houve diferenca
estatistica entre os anestésicos com relagdo ao tempo de laténcia. Repi e Lepi
apresentaram maior tempo de anestesia pulpar quando comparados a RLipo e R
(p<0,05). Repi promoveu anestesia mais prolongada em gengiva do que os outros
anestésicos (p<0,05). A formulacdo lipossomal de ropivacaina ndo foi eficaz em
anestesia infiltrativa na maxila. Estudo 2: foram avaliados por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) os niveis plasmaticos de ropivacaina, apés infiltracido de 1,8
mL, no fundo de sulco vestibular de canino superior direito, de ropivacaina 0,5 %
associada a epinefrina 1:200.000 e ropivacaina 0,5% encapsulada em lipossomas em
14 voluntarios. Amostras de sangue foram coletadas antes, e 15, 30, 45, 60, 75, 90,
120, 240, 420, 600 e 1440 minutos apds a realizacdo das injecdes com cada formulacéo
de ropivacaina testada. Os parametros farmacocinéticos avaliados foram AUCO-t,
AUCO—, Cmax, CL, Tmax e VD. Nao houve diferencas estatisticas (p>0,05) entre os
parametros farmacocinéticos avaliados entre as duas formulagdes anestésicas. Além
disso, ndo houve diferengas estatisticas (p>0.05) entre as concentracdes plasmaticas da
ropivacaina entre as duas formulacdes testadas em cada periodo avaliado. Conclusao
geral: apesar da encapsulacdo da ropivacaina em vesiculas lipossomais ter promovido
uma reducdo na absor¢do da ropivacaina de maneira semelhante a epinefrina, essa
formulag@o ndo apresentou eficicia anestésica compardvel ou superior as preparagdes
ndo-lipossomais, em técnica infiltrativa na maxila, ndo havendo vantagem no seu uso.
Agradecimentos: Bolsa Doutorado FAPESP (2006/53255-2).
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Objetivos: 1) Avaliar os parametros de laténcia, anestesia pulpar e de tecidos moles, e
2) determinar os niveis plasmadticos obtidos, apds a injecdo de formula¢des comerciais e
lipossomais de mepivacaina (MVC) na mucosa oral de voluntarios. Métodos: Trinta
voluntdrios receberam anestesias infiltrativas na regido de canino superior direito em
quatro sessdes distintas, com as seguintes formula¢des: mepivacaina 2% com epinefrina
1:100.000 MV Csqgp1), mepivacaina 3% (MVCsq,), mepivacaina 2% e 3% lipossomal
MVCaqruv € MVCsquy). O tempo de laténcia (TL) e de anestesia pulpar (AP) foram
avaliados com aplicag@o de estimulos elétricos. O tempo de anestesia dos tecidos moles
(TM) foi anotado em uma ficha pelos voluntirios. Os niveis plasmaticos de
mepivacaina foram determinados, com espectrometria de massas, ap6s 0 (baseline), 15,
30, 45, 60, 90, 120, 180, 240, 300 e 360 minutos das injecdes anestésicas em 16
voluntérios. Os dados obtidos foram analisados pelos testes de ANOVA, Tukey-Kramer
e Friedman. Resultados: Nio houve diferenca em relagdo a TL entre as formulacdes
(p>0,05). Os tempos de AP e TM obtidos com MV Cyqgp; apresentaram maior duragio
quando comparada as outras formulacdes (p<0,05). A inje¢do de MVC;3¢yv aumentou
a duragcdo de AP e de TM quando comparada as inje¢des de MVCyqyy € MVCsg,
(p<0,05). A duragdo de AP e TM obtidas com MVCyqrLuv € MVCsq foram similares
(p>0,05). A concentracdo plasmdtica obtida apds a injecio de MVCyq gpr ndo
apresentou diferenca da obtida apds a injecdo de MVCyq ryv em todos os tempos
analisados (p>0,05), com excecdo do tempo 120 minutos. As formula¢des de MVC a
3% apresentaram concentragdes plasmdticas maiores que as formulagdes a 2% em todos
os periodos analisados (p<0,05). As formula¢des de MVC livre e encapsulada a 2% néo
apresentaram diferencas em relacdo aos pardmetros farmacocinéticos Cmax; ASCy.3¢ €
ASCo.. (p<0,05), porém apresentaram menores valores quando comparadas as
formulagdes a 3% (p>0,05). Tmax e t1/2 beta ndo apresentaram diferengas entre as
formulagdes testadas (p>0,05). Conclusao: A encapsulagio de MVC aumentou a
duracdo da anestesia, pois a formulacdo lipossomal a 3% promoveu aumento nos
tempos de AP e TM em relacdo a formulagdo comercial com a mesma concentragfo.
Além disso, a formulacdo lipossomal a 2% promoveu duragdo de AP e TM similares a
formulag@o comercial a 3%. A encapsulacdo de MVC a 2% foi eficiente para retardar a
absor¢do do anestésico pois os niveis plasmaticos de MVC lipossomal a 2% foram
semelhantes aqueles obtidos com a adicdo de vasoconstritor.
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Bupivacaina (BVC) e Ropivacaina (RVC) sdo anestésicos locais (AL) amplamente
utilizados em procedimentos cirdrgicos. Novas formula¢des com AL que utilizam diferentes
tipos de carreadores como as ciclodextrinas, tém apresentado resultados promissores, pois
mantém o farmaco por mais tempo no local de acdo. Em estudos anteriores, a inclusdo de
BVC e RVC em hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD) aumentou o efeito anestésico
comparados aos farmacos em solucdo [Araujo et al., 2005. Rev. Bras. Anestesiol. 55:316;
Araujo et al.,, 2008. Eur. J. Pharm. Sci. 33:60]. Entretanto, para o desenvolvimento e
aplicacdo futura de novas formulagdes farmacéuticas como os complexos de inclusdo entre
BVC ou RVC e HP-B-CD (BVCup-p-cD ¢ RVCHp-p-cD), a avaliagdo da toxicidade local
torna-se extremamente importante. Entdo, este estudo tem como objetivo a avaliacdo
histopatolégica do nervo cidtico de ratos apés inje¢@o intraneural de BVCHhp-g-cp € RVCHp-g-
cp. Os complexos foram obtidos pela mistura equimolar dos AL e HP-B-CD na
concentragdo final de 0,5%. O nervo cidtico de ratos (Wistar, n=6/grupo) foi exposto, sem
dano a camada de tecido conjuntivo (Iohom et al., 2005, Br. J. Anaesth. 94(4):529), sendo
uma agulha 30G introduzida paralelamente a direcio das fibras nervosas. Na por¢do central
do nervo, depositou-se 0,ImL das solugdes testadas (BVC, BVChp-g-cD, RVC, RVChp-p-
cp, HIT-®-XA, NaX\ 0,9% (0L XOVTPOAE VEYOTI®O € Moy} var —AAX 15%— XOUO ¥
OVTPOAE TOGLTLMO). AT G 48 |OPAS, O VEPTO POL PETLPAISO € OLG CULOGTPOC PMEASAC
Top UEPGOO el YAVTaPaASe] 80-2,5% (241) xou © [o—iEal ©o ep tetp (€180 3¢ (op
10-1%. A7 [ dec1dpatol ©0, 06 AOGTPOG POPaL ELPEPLSNG EL PEGLVXL, XOPTES TP
avomePooLo GepLOLVoC (1um) foram obtidos e corados com azul de toluidina-1%. A
andlise histopatoldgica da neurotoxicidade foi feita por microscopia de luz com uso de um
escore de 0 a 4. Os resultados obtidos ndo mostraram diferencas significativas na
comparagdo entre as formulagdes testadas, HP-B-CD e controle negativo (p>0,05).
Entretanto, nos animais do grupo controle positivo, observou-se alteracdes morfoldgicas
severas, com diferencas significantes em compara¢do com os outros grupos (p<0,001). Os
escores médios (minimo-maximo) foram: 0,60(0,33-0,83); 0,66(0,40-0,83); 0,70(0,25-0,80);
0,33(0,20-0,80); 0,50 (0,33-0,80); 0,50 (0,40-0,60) e 2,65 (2,0-3,25) para BVC, BVCnhp-g-
cp, HP-B-CD, NaCl-0.9%, RVC, RVCHpr-g-cD ¢ LDC, respectivamente. Em concluséo, este
estudo mostrou que os complexos de inclusdo de BVC e RVC em HP-B-CD nio induziram
alteracdes morfoldgicas significantes em nervo cidtico de ratos em concentragdes clinicas.
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