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Programa do Evento

29/04/2010 - Sexta Feira

9:30- 12:00 - Minicursos
9:30 - PRINCIPIOS DE AMOSTRAGEM PARA ANALISE ESTATISTICA - DR FRANCISCO CARLOS GROPPO
10:00 - DESIGN E OTIMIZACAO EXPERIMENTAL - ALGUNS EXEMPLOS - DR LEONARDO F. FRACETO

10:30 - ESTUDOS DE PERMEA(;AO DE FARMACQS ATRAVES DA PELE: METODOS, MODELOS E AVALIACAO DE
RESULTADOS - DRA DANIELE RIBEIRO DE ARAUJO
11:00 - Café

11:15 - MESA REDONDA: ANESTESICOS LOCAIS EM CLINICA MEDICA E ODONTOLOGICA - DRA ANGELICA F. A.
BRAGA, DRA MARIA CRISTINA VOLPATO (MODERADORA: DRA E.DE PAULA)

14:00-14:10h - ABERTURA

Dra Daniele Ribeiro de Araujo - Géis e hidrogéis para liberacao de anestésicos locais

14:10 - HIDROGEIS POLIMERICOS TERMORREVERSIVEIS COMO SISTEMAS IN SITU PARA LIBERACAO DE
FARMACOS - Daniele R. Aratjo

14:25 - HIIDROGEIS IN SITU DE POLOXAMERS COMO SISTEMAS DE LIBERACAO PARA O ANESTESICO LOCAL
ROPIVACAINA - Alessandra C. S. Akkari

14:40 - AVALIACAO DA ATIVIDADE ANESTESICA E DA TOXICIDADE LOCAL DE FORMULACOES DE ROPIVACAINA
- Juliana Z. B. Papini

14:55 - HIDROGEIS POL,IMERICOS TERMORREVERSIVEIS E SISTEMAS LIPOSSOMAIS PARA LIBERACAO
TRANSDERMICA DE LIDOCAINA - Deyse C. da Silva

15:10 - QEIS DE ROPIVACAINA ASSOCIADA A PROMOTORES DE ABSORCAO OU ENCAPSULADA EM
NANOPARTICULAS DE ALGINATO-QUITOSANA PARA ANESTESIA TOPICA - Sheila M Stoco

15:25 - HIDROGEIS E NANOCAPSULAS POLIMERICAS CONTENDO BENZOCAINA: ESTUDOS DE PERMEACAO
ATRAVES DE MEMBRANAS ARTIFICIAIS - Robson M. G. Santos

15:55 - Dra Giovana R. Tofoli - Estudos pré-clinicos de form. para o controle da dor. Projetos em
Andamento.

16:10 - Café

Dra. Eneida de Paula - AL em sistemas lipossomais, nanoparticulas lipidicas sélidas e/ou ciclodextrinas
16:35 - AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE E DA ATIVIDADE ANALGESICA DO COMPLEXO BUPIVACAINA
HIDROXIPROPIL-BETA-CICLODEXTRINA EM ASSOCIACAO COM SUFENTANIL - Viviane A. Queiroz

16:50 - ESTUDO COMPARATIVO DE FORMULACOES EM GEL DE BENZOCAINA: COMPOSICAO, ESTABILIDADE E
PERMECAO NA PELE - Viviane R. Vieira Sobral, Michelle Franz-Montan

17:05 - NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS DESTINADAS A LIBERACAO PROLONGADA DE ANESTESICOS
LOCAIS NA PELE - Raquel de Melo Barbosa, Taciani Bella

17:20 - COMPLEXOS DE ANESTESICOS LOCAIS EM CICLODEXTRINAS ENCAPSULADOS EM LIPOSSOMAS - Ana
Lais Nascimento Vieira

Dr. Leonardo Fernandes Fraceto - Anestésicos locais em sistemas nanoparticulados

17:35 - PREPARO E CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS POLIMERICAS POR MICROSCOPIA E
ESPECTROSCOPIA DE CORRELACAO DE FOTONS- Renato Grillo

17:45 - NANOCARREADORES POLIMERICOS PARA LIBERACAO MODIFICADA DOS ANESTESICOS LOCAIS
(LIDOCAINA E PRILOCAINA) - Diego Baratelli

17:55 - PREPARO E CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS POLIMERICAS CONTENDO LIDOCAINA,
DESENVOLVIDAS PARA O TRATAMENTO DA DOR - Nathalie F.S. de Melo, Estefdnia V. R. Santos

18:10 - SISTEMAS DE LIBERACAO MODIFICADA PARA O ANESTESICO LOCAL ARTICAINA VISANDO APLICACOES
EM ODONTOLOGIA - Nathalie F.S. de Melo

Reunido dos Pesquisadores principais

18:30-20:30 - Rumo a 2012: Finalizagao das atividades - balanco geral do projeto
CONFRATERNIZACAO
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30/04/2010 - Sabado

- Projetos em Andamento

Dra. Eneida de Paula - Anestésicos locais em sistemas lipossomais e/ou ciclodextrinas

8:30 - PRAMOXINA LIPOSSOMAL: PREPARO E CARACTERIZACAO - Cintia Matsumoto, Eneida de Paula

8:40 - COMPLEXACAO DO ANESTESICO LOCAL BUTAMBEN EM HIDROXIPROPIL-BETA-CICLODEXTRINA - Livia
Sanches e Pinheiro

8:50 - PREPARO E CARACTERIZACAO DE FORMULACOES DE BUTAMBEN EM LIPOSSOMAS ELASTICOS E
CONVENCIONAIS - Cintia Maria Saia Cereda

9:05 - NOVAS FORMAS FARMACEUTICAS COM ANESTESICOS LOCAIS EM ASSOCIACAO MEDICAMENTOSA OU DE
CARREADORES - Eneida de Paula

9:15 - CAFE

Dr Francisco Carlos Groppo, Dra Maria Cristina Volpato e Dr José Ranali - Anestésicos locais e carreadores
- aplicacodes iniciais em animais

9:40 - EFICACIA ANESTESICA DA PREPARACAO DE BUPIVACAINA COM HIDROXIPROPIL BETA-CICLODEXTRINA
EM BLOQUEIO DO NERVO ALVEOLAR INFERIOR - Luciano Serpe

9:55 - EFEITOS MODULATORIOS DA LIDOCAINA ASSOCIADA A CARREADORES SOBRE A PRODUCAO DE
CITOCINAS EM CELULAS EPITELIAIS ORAIS HUMANAS - Luiz Eduardo Nunes Ferreira

10:10- EFICACIA ANESTESICA DAS PREPARACOES LIPOSSOMAIS UNI E MULTILAMELAR DE ARTICAINA, EM
BLOQUEIO DO NERVO INFRAORBITAL, EM RATOS - Camila Batista da Silva

10:25 - EFICACIA ANESTESICA DAS PREPARACOES LIPOSSOMAIS UNI E MULTILAMELAR DE ARTICAINA, EM
BLOQUEIO DO NERVO ALVEOLAR INFERIOR, EM RATOS - Cleiton Pita dos Santos

10:40 - EFICACIA ANESTESICA DAS PREPARACOES LIPOSSOMAIS UNI E MULTILAMELAR DE MEPIVACAINA EM
BLOQUEIO DO NERVO INFRAORBITAL EM RATOS - Cristina S. Caldas

10:55 -EFICACIA ANESTESICA DE DUAS PREPARACOES DE PRILOCAINA LIPOSSOMAL EM BLOQUEIO DO NERVO
ALVEOLAR INFERIOR, EM RATOS - Fabiana Pinchetti Nolasco

- Balanco do projeto tematico (entre 2007-2011) Dra Eneida de Paula
11:10 - De onde saimos, até onde chegamos, para onde iremos?

12:00 - Encerramento
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HIDROGEIS IN SITU DE POLOXAMERS COMO SISTEMAS DE LIBERACAO
PARA O ANESTESICO LOCAL ROPIVACAINA

Alessandra C. S. Akkari (1), Diogo L. da Silva (1), Elizabete C. de Lima (1), Eneida de
Paula (2), Leonardo F. Fraceto (2,3), Giovana R. Téfoli (4), Daniele R. de Araujo (1)

(1) Centro de Ciéncias Naturais e Humanas, Universidade Federal do ABC - UFABC, Santo
André, SP, Brasil
(2) Departamento de Engenharia Ambiental, Unesp/Sorocaba, Sorocaba, Sdo Paulo,
Brasil

(3) Departamento de Bioquimica, Instituto de Biologia, Unicamp, Campinas, S&o
Paulo, Brasil

(4) Unidade Integrada de Farmacologia e Gastroenterologia, Braganca Paulista, Séo
Paulo, Brasil

A ropivacaina (RVC) é um anestésico local amplamente utilizado em procedimentos
cirargicos com propriedades terapéuticas similares a bupivacaina, mas menos
cardiotoxica. Poloxamers (PL) tém sido estudados como sistemas para liberacdo de
farmacos por formarem hidrogéis a temperatura corporal, favorecendo a administragao
parenteral e controlando a liberagdo de moléculas por um longo periodo de tempo. Este
trabalho teve por objetivo preparar, caracterizar e avaliar os perfis de liberagéo e
dissolucdo de formulagdes a base de PL 407 e PL 188 contendo RVC. PL407 (20, 25
and 30 %) ou PL407:PL188 (20:10 and 25:5 %) foram caracterizadas com relacdo ao
processo de micelizacdo-gelacdo (método do tubo invertido, razdo de
aquecimento/resfriamento 2°C, 0-65°C) e por calorimetria (aguecimento-resfriamento-
aquecimento, 0-50°C). Os perfis de dissolucao e liberacdo in vitro foram determinados
para o polimero (método colorimétrico a 624nm) e para a RVC (eletroforese capilar a
200nm, 27 kV e tampéo fosfato de potassio 25mM, pH 2.5). Os limites de gelacéo
foram observados nas temperaturas de 26-20°C para PL407, com as mais altas
temperaturas para o0 sistema bindrio PL407:PL188 (34-36°C). As temperaturas
necessarias a micelizacdo foram de 22 e 25°C para PL407 e PL407:PL188,
respectivamente. Os perfis de dissolucdo e liberacdo mais lentos foram observados para
PL407 30% e PL407:PL188 25:5 % (AUC=2271 e 2103.4, respectivamente) quando
comparadas as outras formulagdes (p<0.01). Estes resultados apontam as formulacdes
de PL 407 30% e PL407:PL188 25:5% como novos sistemas para liberacdo sustentada
de RVC. Agradecimentos: FAPESP, CNPq e PROPES-UFABC.
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AVALIACAO DA ATIVIDADE ANESTESICA E DA TOXICIDADE LOCAL DE
FORMULACOES DE ROPIVACAINA

Juliana Z. B. Papini (1), Viviane A. Queiroz (2), Cintia Maria Saia Cereda (2), Eneida
de Paula (2), Daniele R. de Aradujo (3), Giovana R. Tofoli (1)

(1) UNIFAG, Universidade Sao Francisco, Braganca Paulista, Sdo Paulo, Brasil

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

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

A ropivacaina (RVC) tem sido amplamente utilizada na pratica clinica devido ao seu
perfil farmacologico seguro. No entanto, a RVC apresenta duragdo de acao
relativamente curta, devido a sua rapida transferéncia e redistribuicdo do local da
injecdo. Sistemas de liberacdo sustentada de AL (“drug delivery systems”), como
ciclodextrinas (CD) e polimeros (PL), tém sido adotados para diminuir a redistribuicdo
de AL e aumentar a sua duracdo de acdo. Desta maneira, 0 estudo da atividade
anestésica é¢ de fundamental importancia para confirmar a efetividade destes sistemas
carreadores possibilitando o futuro uso clinica desta formulagdo. Assim, o objetivo
deste estudo foi avaliar a atividade antinociceptiva, atraves do teste de tail-flick, e a
reacdo tecidual, através do teste de edema de pata, de uma nova formulacdo de
ropivavacaina (RVC) complexada em beta-ciclodextrinas (HP-B-CD) com e sem a
adicdo de polimeros termorreversiveis (poloxamer-PL 407 e PL 407/188). Em solucéo,
os complexos foram preparados pela adicdo de quantidades apropriadas de RVC e de
HP-B-CD (1:1). Poloxamer 407 (PL 407) ou a mistura de polaxamer 407:188 (1:1, 25 e
30%) foram preparadas por dispersdo da RVC ou do complexo RVC-HP-B-CD nos
polimeros a 4°C. O teste de atividade antinociceptiva mostrou que as formulacGes de
RVC em HP-B-CD e com polimeros aumentou a atividade anestésica em relacdo a RVC
livre (p<0,05). O edema de pata provocado pelas formulagbes foi sempre de menor
volume quando comparado com o edema proveniente da acéo da carragenina (p>0,05),
com excecdo das formulagdes com polimeros (p<0,05) apds 180 minutos. De maneira
geral, a infiltracdo das formulagcBes com a associacdo de polimeros provocou resposta
tecidual de maior intensidade quando comparadas com RVC, RVC-HP-B-CD e salina
nos tempos avaliados (p<0,05). Diante dos resultados obtidos, podemos concluir que o
uso de HP-B-CD e PL aumentaram a duragdo da atividade anestésica da RVC, porém
induziram um maior volume de pata que as outras formulagdes. Agradecimentos:
Fapesp.
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ESTUDOS DE PERMEACAO DE FARMAg:os ATRAVES DA PELE: METODOS,
MODELOS E AVALIACAO DE RESULTADOS

Robson M. G. Santos (1), Deyse C. da Silva (1), Michelle Franz-Montan (3), Nathalie
F. S. de melo (2),Raquel M. Barbosa (3), Cintia M. S. Cereda (3), Eneida de Paula (3),
Leonardo F. Fraceto (2,3), Daniele R. de Araujo (1)

(1) Centro de Ciéncias Naturais e Humanas, Universidade Federal do ABC - UFABC, Santo
André, SP, Brasil
(2) Departamento de Engenharia Ambiental, Unesp/Sorocaba, Sorocaba, Sao Paulo,
Brasil
(5) Departamento de Bioquimica, Instituto de Biologia, Unicamp, Campinas, Sao
Paulo, Brasil

A pele, além de ser o maior 6rgao do corpo humano, possui uma diversidade de
tipos celulares que constituem suas camadas especificas. Atingindo aproximadamente
uma area de 2m?, apresenta a funcdo de proteger as estruturas internas do organismo
contra agentes agressores além da estabilizacdo da pressdo e da temperatura. Entre as
camadas da pele encontram-se: a epiderme que constitui a parte principal da barreira
protetora; a derme, resistente e eléstica, é vascularizada e nutre as células da epiderme,
sendo composta por fibras de coladgeno e elastina; e a hipoderme, uma camada mais
profunda constituida por tecido subcutaneo gorduroso que age como isolante térmico. O
estrato cdrneo € uma camada semi-permeavel e constitui a principal barreira a passagem
de solutos através da pele. Por isso, a eficicia clinica de farmacos topicamente
administrados depende de dois grandes fatores: das propriedades farmacolégicas do
composto e da disponibilidade do farmaco no local de agdo. Esta ultima propriedade é
extremamente alterada pela baixa permeabilidade do estrato corneo, causando variacdes
na liberacdo e limitando o transporte do farmaco. Para reduzir esse problema, seria
necessaria a administracdo de um farmaco com lipofilicidade suficiente para se difundir
no estrato corneo e hidrofilicidade suficiente para atingir a epiderme viadvel e a
circulacdo sisttmica. Considerando essas caracteristicas, 0s compostos quimicos podem
se difundir utilizando as seguintes vias: a via intercelular: através dos dominios lipidicos
intercelulares presentes no estrato coérneo (lamelas lipidicas constituidas por
fosfolipideos, ceramidas, glicosilceramidas e esterdis); a via transanexal: através dos
apéndices da pele, ou seja, foliculos pilosos associados a glandulas sebaceas
(considerada recentemente uma importante via para a penetracdo de drogas e um
reservatorio intracutaneo de formulagdes lipossomais, por exemplo) e, por fim, a via
transcelular (através das células do estrato corneo, mais precisamente dos feixes de
queratina localizados nos cornedcitos. No entanto, a maioria das moléculas aplicadas a
pele sdo permeadas ao longo dos dominios lipidicos do estrato corneo. Agradecimentos:
FAPESP, CNPq.
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HIDROGEIS POLIMERICOS TERMORREVERSIVEIS COMO SISTEMAS IN
SITU PARA LIBERACAO DE FARMACOS

Ana Claudia M. dos Santos (1), Deyse C. da Silva (1), Robson M. G. Santos (1),
Alessandra C. S. Akkari (1), Elizabete C. de Lima (1), Eneida de Paula (2), Leonardo
F. Fraceto (2,3), Daniele R. de Araujo (1)

(1) Centro de Ciéncias Naturais e Humanas, Universidade Federal do ABC - UFABC, Santo
André, SP, Brasil
(2) Departamento de Engenharia Ambiental, Unesp/Sorocaba, Sorocaba, Sao Paulo,
Brasil

(3) Departamento de Bioquimica, Instituto de Biologia, Unicamp, Campinas, Sao
Paulo, Brasil

Poloxamers (PL) (Lutrol®, Pluronic®, Synperonic®, Tetronic®) séo co-polimeros
tribloco constituidos por unidades de 6xido de etileno (OE) e éxido de propileno (OP)
organizados em uma estrutura basica o tipo A-B-A, ou seja, OE, — OPy — OEy (ou
polietilenoglicol-propilenoglicol-polietilenoglicol, PEG — PPG — PEG) sendo possivel a
alteracdo do numero de unidades hidrofilicas (x para 0 nimero de unidades de OE) e
hidrofobicas (y para o numero de unidades de OP). Essas unidades determinam o carater
anfifilico desses co-polimeros caracterizando-os, também, por diferentes valores de
balanco hidrofilico-lipofilico. Devido a diferenca de hidrofobicidade, os monémeros de
OE e OP se auto-organizam em solucdo aquosa, acima de uma determinada
concentracdo, denominada concentracdo micelar critica (CMC). As micelas poliméricas
apresentam um core hidrofébico (formado pelas unidades de OP) e uma coroa
hidrofilica (formado pelas unidades de OE), sendo Uteis na incorporacdo tanto de
compostos hidrofébicos quanto hidrofilicos (por interagdes quimicas, fisicas ou
eletrostaticas) e na protecdo contra a degradacdo quimica e a biotransformacdo das
moléculas incorporadas. Em baixas temperaturas, tanto as unidades de OE quanto de
OP séo sollveis em agua, mas com o aumento da temperatura (quando em solucgdes na
faixa de concentracdo de 15 a 30 %) as unidades hidrofobicas de OP sdo desidratadas, e
se agregam (core), enquanto as unidades hidrofilicas de OE (coroa) permanecem
hidratadas. Posteriormente, essas micelas se organizam (“‘empacotamento”) em fases
cubico-ordenadas, produzindo estruturas parcialmente rigidas e com alta viscosidade.
Esse fendbmeno reversivel, conhecido como termogelagdo, é caracterizado por uma
temperatura (ou uma faixa de temperatura) de transicdo sol-gel (Tsol-gel), uma vez que,
abaixo dessa temperatura esses materiais permanecem fluidos enquanto que acima se
apresentam semi-solidos, recebendo a denominacdo de hidrogéis termorreversiveis.
Agradecimentos: FAPESP, CNPq, PROPES-UFABC
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HIDROGEIS POLIMERICOS TERMORREVERSIVEIS E SISTEMAS
LIPOSSOMAIS PARA LIBERACAO TRANSDERMICA DE LIDOCAINA

Deyse C. da Silva (1), Eneida de Paula (2), Leonardo F. Fraceto (2,3), Daniele R. de
Araujo (1)

(1) Centro de Ciéncias Naturais e Humanas, Universidade Federal do ABC - UFABC, Santo
André, SP, Brasil
(2) Departamento de Bioquimica, Instituto de Biologia, Unicamp, Campinas, Sao
Paulo, Brasil

(3) Departamento de Engenharia Ambiental, Unesp/Sorocaba, Sorocaba, Sao Paulo,
Brasil

Anestésicos locais, como a lidocaina (LDC), apresentam grande aplicacdo clinica em
Medicina e Odontologia. Porém, um fator critico ainda é a potencializacdo da eficacia
anestésica topica e a manutencdo do contato da formulacéo e do principio ativo, com o
local de aplicacdo durante um periodo prolongado. Por isso, as formulacbes e
dispositivos atuais propdem modificacGes fisicas (como iontoforese, eletroporacdo) e
guimicas (uso de promotores de absor¢ao ou de permeacdo) com o objetivo de melhorar
a penetracdo de farmacos atraves da pele. Além dessas estratégias, como alternativa
interessante, tem-se discutido o desenvolvimento e aplicacdo biofarmacéutica de
sistemas carreadores como 0s micelares, nesse caso, constituidos por co-polimeros da
classe dos poloxamers, e os sistemas vesiculares, como lipossomas. Especificamente, o
uso de poloxamers com diferentes caracteristicas fisico-quimicas (sendo o poloxamer
407 mais hidrofilico que poloxamer 403) é interessante no sentido de investigar as
propriedades de sistemas binarios como carreadores para liberacdo modificada de
farmacos, uma vez que a principal vantagem dos poloxamers é a capacidade de,
formarem géis em temperaturas proximas a corporal (transicdo sol-gel) tornando-os
bases eficazes para hidrogéis, emulsdes, vesiculas lipidicas e nanoparticulas. Portanto,
este projeto propde a preparacao, a caracterizacdo e a avaliacdo da eficacia terapéutica
de formulacgdes para liberacdo transdérmica de lidocaina, encapsulada em lipossomas
(com composicdo lipidica semelhante ao estrato corneo como ceramidas,
fosfatidilcolina, &cido linolénico e sulfato de colesterol) e, destes, dispersos em
hidrogéis a base de poloxamer 407 isolado, ou em sistemas binarios contendo
poloxamer 403. Agradecimentos: FAPESP, CNPq, PG-BIOSSISTEMAS-UFABC
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GEIS DE ROPIVACAINA ASSOCIADA A PROMOTORES DE ABSORCAOQ OU
ENCAPSULADA EM NANOPARTICULAS DE ALGINATO-QUITOSANA PARA
ANESTESIA TOPICA

Sheila M Stoco (1), Renato Grillo(2), Viviane Aparecida Queiroz(1),

Nathalie F.S. de Melo (2), Leonardo Fernandes Fraceto (1,2), Marcelo Lacellotti (1),
Eneida de Paula (1), Daniele R. de Aradjo (1,3)

(1) Departamento de Bioquimica, Instituto de Biologia, Unicamp, Campinas, Sao
Paulo, Brasil

(2) Departamento de Engenharia Ambiental, Unesp/Sorocaba, Sorocaba, Sdo Paulo,
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A possibilidade de utilizagdo da anestesia topica para minimizar a ansiedade, a
dor e o desconforto no local da insercdo da agulha representa um grande avango na
pratica clinica. Nesse sentido, o presente estudo objetivou desenvolver formulacbes
contendo o anestésico local RVC em uma base-gel associada a diferentes promotores de
absorcdo ou a carreadores como nanoparticulas de alginato-quitosana. Géis de
Carbopol® contendo 2% de RVC foram preparados com promotores de absorgéo
(mentol, PEG 400, PEG 600 e Span 20®) em diferentes combinagdes e proporcdes. Os
resultados dos estudos de permeacdo mostraram que as formulagdes com 30% PEG
400® ou 30% PEG 600® e 5% mentol (F1), 30% PEG 600® associado a 0,5% de Span
20® (F2) e 30% PEG 600® isoladamente (F3) exibiram os melhores valores de fluxo
(5,39 + 0,35 pg.cm™?.h™? (p<0,001); 3,21 + 0,09 pg.cm2h™ e 3,02 + 0,38 ug.cm2h
respectivamente) em relacdo as demais formulacGes. A duracdo do bloqueio sensorial
(teste tail flick) mostrou tempos de analgesia de 500,0 + 23,0 min; p<0,001 (F1), 474,2
+ 24,4min (F2) e 528,5 + 14,6 min (F3). No entanto, em termos de potencial citotoxico
(teste MTT), as formulacdes F2 e F3 reduziram a viabilidade celular em 50% (cultura
de fibroblastos Balb/c 3T3 e melandcitos B16F10). Esses dados mostram potencial
irritativo para a pele e podem inviabilizar essas formulacdes para aplicacdo na pratica
clinica. A RVC a 2% encapsulada em nanoestruturas de alginato-quitosana mostrou o
melhor perfil de permeacdo (fluxo de 10,0 + 1,30 pg.cm?h™ ; p< 0,001 e time lag =
0,58 + 0,04 h™'; p<0,001). Com relacdo ao potencial toxico (teste MTT), a RVC 2%
associada a nanoparticulas apresentou valores de viabilidade celular superior a 50%
tanto em fibroblastos e melandcitos. Além disso, os testes de tail-flick indicaram que o
tempo de analgesia foi superior a 600 minutos (p<0,001) confirmando a efetividade
anestésica da formulacdo. Agradecimentos: Fapesp, Oxiteno Ind. Prod. Quim.
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A benzocaina (BZC) é um anestésico local do tipo amino-éster amplamente utilizado
em anestesia local topica. No entanto, a relativa baixa absorcdo e sua rapida
biotransformacdo induzem um efeito anestésico de curta duracdo. Embora seja utilizada
em uma variedade de formas farmacéuticas (géis, cremes, pomadas e sprays), tem-se
desenvolvido novos sistemas para liberacdo modificada com o intuito de potencializar o
efeito anestésico local. O objetivo deste trabalho foi avaliar os perfis e parametros de
liberacdo in vitro da BZC a partir de diferentes formulacdes de géis poliméricos
(Carbopol® e Poloxamers) contendo promotores de absorcdo/solubilizantes
(polietilenoglicol 400, propilenoglicol e glicerina) ou nanocapsulas de poli (lactideo-co-
glicolideo, PLGA). Os ensaios de permeacdo foram realizados utilizando membranas
artificiais (nitrocelulose com poro de 0,05 um impregnadas com miristato de isopropila)
como modelo de barreira e dispostas em células de difusdo vertical (area de permeacéo
0,6 cm?). A formulagdo & base de Carbopol® (2%) contendo nanocépsulas de PLGA e
aquela a base de poloxamer 407:poloxamer 188 (20:10, % w/w) apresentaram 0s mais
altos valores de fluxo (5,2+1,6 and 4,9+0,2 pg.cm2.h™, respectivamente) associados aos
melhores valores de coeficiente linear (R?2 = 0.9978 and 0.9998). Ja a formulacédo a base
de poloxamer 407 e nanocapsulas de PLGA destacou-se por apresentar 0 mais baixo
valor de fluxo (2,77 + 0,14 pg.cm™h™), provavelmente, devido a formacdo de um
sistema duplo para liberagdo de BZC, composto por um sistema micelar (poloxamers
407 e 188) associado a um sistema vesicular (nanocapsulas de PLGA), o que caracteriza
um perfil de liberacdo mais lento em relacdo as outras formulagdes. Agradecimentos:
FAPESP, CNPq, PROPES-UFABC.
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Dentre os farmacos usados para prevenir e aliviar a dor encontram-se 0s anestésicos
locais (AL) (Strichartz et al., Miller’s anesthesia, 573:603, 2005). A bupivacaina (BVC)
é 0 AL do tipo aminoamida, mais utilizado na terapia da dor aguda e cronica (Araujo et
al., Rev Bras Anestesiol., 316: 327, 2005). Sua combinacdo com opidides lipofilicos
tornou-se uma pratica comum para analgesia em procedimentos cirdrgicos, com o
objetivo de reduzir a dose do AL sem comprometer a qualidade de analgesia (Lilker et
al., J. Clin Anesth., 21:108, 2009). Contudo, a BVC é conhecida por apresentar uma
acentuada toxicidade para o sistema nervoso central e sistema cardiovascular
(Udelsmann et al., Rev. Bras. Anestesiol., 63:73, 2007). Uma alternativa para diminuir
os efeitos tdxicos, bem como aumentar o efeito terapéutico é a utilizacdo de sistemas de
liberacdo modificada de farmacos, que empregam carreadores como ciclodextrinas
(CDs). Neste trabalho avaliamos a eficacia anestésica da BVC (na forma do complexo
BVC hidroxipropil-beta-ciclodextrina - BVC:HP-B-CD, 1:1 razdo molar) em associa¢ao
com sufentanil (SUF), opidide comumente utilizado em associacdo com AL em
procedimentos cirdrgicos (Kalra et al., Saudi. J. Anaesth., 4:178, 2010) em modelos
animais. Foram realizados também ensaios de citotoxicidade in vitro, em cultura de
células de fibroblastos 3T3 cuja viabilidade celular foi determinada através do teste de
reducdo do MTT. Para os testes in vivo, foram utilizados ratos da linhagem Unib: WH
(250 - 300g, n=7 / grupo), tratados por injecdo intratecal na regido de L5-L6 com BVC
e BVC:HP-B-CD nas concentragdes de 4, 8 e 15mM (0,5; 0,25 e 0,125%). Estas
formulacdes foram administradas também em associa¢do com 0,0038mM (0,0015%) de
sulfentanil. O blogueio sensorial foi avaliado atraves do teste de pressdo na pata
(Fletvher et al., Anesth Analg., 84:90, 1997), com protocolo aprovado pelo comité de
ética da Unicamp (Prot. CEEA 1957-1). Nos testes in vitro as células 3T3 foram
tratadas com as mesmas formulacGes descritas acima, mas em concentracbes que
variaram de 0,2 a 4 mM, sendo 0,00095 mM a concentracdo de SUF utilizada. Nos
resultados do teste in vivo, a injecdo de BVC:HP-B-CD associada ao SUF, prolongou o
efeito analgésico (p<0,001) com relacdo aos demais grupos (BVC; BVC+SUF e
BVC:HP-B-CD) em todas as concentragOes testadas. Nos ensaios de citotoxicidade, 0s
valores de ICso foram: 1,58; 1,64; 1,67 e 1,75 mM, para 0s respectivos grupos:
BVC+SUF; BVC:HP-B-CD+SUF; BVC e BVC:HP. Esses resultados indicam uma
potencial aplicagdo clinica da associagdo de BVC: HP-B-CD e SUF, para reduzir a
frequéncia de administragdo e também a dose necessaria de BVC para promover
analgesia em procedimentos cirurgicos. Agradecimentos: CNPq e FAPESP (Proc.
06/00121-9).
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A benzocaina (BZC) é um anestésico local do tipo amino éster, que possui um rapido
inicio de acdo, mas uma curta duracao, e € usado principalmente em formulacdes de uso
topico. O objetivo deste trabalho é avaliar a toxicidade in vitro (em cultura de células) e
in vivo (analise histoldgica apds aplicacdo topica em pele de ratos), a capacidade de
permeacdo atraves da pele de orelha e de mucosa esofégica de porco e o aspecto fisico-
quimico das seguintes formulacGes de benzocaina em gel: BZC a 10% e 20%, BZC
20% comercial, BZC a 10% encapsulada em lipossomas (convencionais ou elasticos). A
quantificacdo do teor de benzocaina das formulagdes foi realizada por HPLC e validada
(parametros avaliados: linearidade, exatiddo, precisdo, seletividade e robustez)
satisfatoriamente. No teste de degradacdo forcada, a BZC apresentou sensibilidade a
hidrolise basica, acida e a oxidacdo, demonstrada através de uma reducdo na area do
pico da BZC e aparecimento de novos picos indicativos de degradacdo. Nos testes de
estabilidade iniciados apds o 3° més de preparo, as formulacdes apresentaram boa
estabilidade com relacdo ao pH e peroxidacgdo lipidica, mas apresentaram aumento no
teor de benzocaina, provavelmente devido a desidratacdo das formulages, hipotese
ainda em investigacdo. Na avaliacdo de citotoxicidade sobre fibroblastos de
camundongos Balb/c (linhagem 3T3) observou-se que as culturas tratadas com todos 0s
géis contendo BZC apresentaram toxicidade as células, portanto a encapsulacdo em
lipossomas ndo protegeu as células contra o efeito toxico do anestésico. Os resultados
parciais de permeacdo através da pele demonstraram que a formulacdo de Benzocaina a
20% comercial apresentou menor fluxo quando comparada as outras formulagdes
preparadas em nosso laboratoério (p<0,05), que ndo diferiram estatisticamente entre si.
Agradecimento: Fapesp (# 06/00121-9 e 09/08860-3) e FAEPEX/Unicamp, Medley
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A diminuicéo de dores é destaque em muitas pesquisas na comunidade cientifica e um
dos assuntos mais discutidos na &rea médica. Anestésicos locais (AL) aliviam a dor por
bloquearem reversivelmente o processo de excitagdo-conducao em nervos periféricos,
porém possuem toxicidade proporcional a poténcia e a hidrofobicidade da molécula
anestésica. A dibucaina (DBC), AL do tipo amida, e alvo desse projeto, € um derivado
da quinolona cuja elevada toxicidade resultou na retirada de sua forma injetavel do
mercado norte-americano. Este projeto objetiva encapsular dibucaina em nanoparticulas
lipidicas solidas (NLS). As NLS com e sem DBC foram preparadas utilizando como
componente lipidico miristato de miristila (MM) ou palmitato de cetila (CP) e
poloxamer 188, como agente tensoativo. O preparo foi por homogeneizacdo a alta
pressdo e sonicacdo de alta frequéncia; as NLS foram avaliadas quanto ao tamanho,
polidispersidade, potencial zeta, % de encapsulacdo, perfil de liberacdo in vitro e
citotoxicidade sobre células de fibroblastos (3T3). As NLS preparadas por ambas
metodologias ndo diferiram entre si quanto ao tamanho, potencial zeta e
polidispersidade; no entanto a carga superficial das particulas aumentou com a adicao
de DBC, principalmente para as NLS compostas de CP. A formulagédo contendo MM
apresentou a maior encapsulacdo (89,50+£3,89%) e as demais entre 70-80% de
encapsulacdo do farmaco. As NLS mantiveram-se estaveis por um periodo de 6 meses.
O perfil de liberacdo in vitro evidenciou liberacdo prolongada do farmaco por até 48,
contra 2h observada para DBC livre. A encapsulacdo da dibucaina nas NLS possibilitou
0 aumento da estabilidade do farmaco, liberacdo prolongada e diminuicdo de sua
citotoxicidade indicando potencial de aplicacdo clinica para esta nova formulacdo
farmacéutica. Carreadores lipidicos nanoestruturados também estdo sendo avaliados e
difere das NLS pela adicdo de um lipidio liquido a temperatura ambiente.
Agradecimentos: Fapesp, Capes.
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Anestesicos locais (AL) representam uma classe de farmacos utilizados para o
tratamento, alivio ou eliminagdo da dor crdnica ou aguda. Muitas pesquisas tém sido
desenvolvidas com a finalidade de prolongar sua duracdo de agdo e reduzir sua
toxicidade sistémica, através do uso de diferentes carreadores, como lipossomas e
ciclodextrinas. Essas novas formulacGes possibilitam a liberacdo sustentada do farmaco
no local de acdo (prolongando o efeito anestésico) e evitam os picos de concentragdo
plasmatica das drogas (reduzindo a toxicidade). Neste trabalho objetivamos: i)
desenvolver uma formulacdo contendo ropivacaina complexada em HP-BCD (1:1) e
posteriormente, encapsulada em lipossomas de fosfatidilcolina de ovo e a-tocoferol
(1,0:0,07 mol%), ii) caracterizar essa nova formulacdo anestésica, comparando-a com as
preparacdes comerciais deste farmaco, quanto a estabilidade e liberacdo sustentada do
anestésico. A ropivacaina foi escolhida por apresentar longa duracéo e menor toxicidade
para o sistema nervoso central e cardiaco (em relacdo a bupivacaina). A eficiéncia de
encapsulacdo nos lipossomas foi de 33,04+2,36 % (coeficiente de particdo = 102,06) em
pH 7,0. O tamanho das vesiculas (220+20,3 nm) e o potencial zeta (-22,3 mV)
mostraram-se estaveis durante 30 dias. O nivel de peroxidacdo lipidica no periodo
avaliado mostrou-se dentro dos limites previstos (0,02nM). Tendo em vista 0s
resultados obtidos até o presente, os dados sugerem que o sistema ternario Ropivacaina-
Ciclodextrina-lipossomas pode representar uma opc¢do no desenvolvimento de
formulacdes anestésicas de liberacdo sustentada, pois a formulacdo obtida apresenta boa
taxa de encapsulacdo do complexo e possui estabilidade fisica e quimica.
Agradecimentos: FAPESP, UNICAMP, Laboratério de Biomembranas, Medley.
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Nos ultimos anos vem aumentando o interesse do uso da nanotecnologia em diferentes
areas de estudo, como € o caso da agricultura, farmécia, terapéutica médica, eletrbnica,
ciéncia forense, fibras e produtos téxteis [Poovi et al., Res. J. Nanosci. and Nanotech.,
2010]. Dentre alguns produtos nanotecnologicos ja desenvolvidos, destacam-se as
nanoparticulas poliméricas, que séo particulas coloidais de tamanho variando entre 1 a
1000 nm, que podem ser preparadas utilizando diferentes tipos de polimeros sintéticos
ou naturais. Nestes sistemas nanoparticulados, moléculas bioativos podem ser
encapsuladas, adsorvidas ou dispersas sobre a matriz polimérica das nanoparticulas,
promovendo uma liberacdo controlada destes compostos [Grillo et al., J. Drug
Targeting 18, p. 688-699, 2010] . Neste estudo foram preparadas e caracterizadas
nanoparticulas poliméricas, utilizando diferentes polimeros biodegradaveis, dentre eles,
poli-e-caprolactona (PCL), poli(lactic-co-glycolic acid) (PLGA), alginato e quitosana
(ALG-QUIT) a fim de avaliar sua morfologia, tamanho e potencial zeta. As
nanoparticulas de PCL e PLGA foram preparadas pelo método de deposicdo interfacial
(Fessi et al., Int. J. Pharm. 55, p. R1-R4, 1988) e as nanoparticulas de ALG-QUIT
foram preparadas por gelificacdo idnica [Sarmento et al., Carbohydrate Polymers 66, p.
1-7, 2006]. A morfologia e o diametro médio das nanoparticulas nas suspensdes foram
determinadas por espectroscopia de correlagdo de fétons (Malvern Zetasizer),
microscopia eletrénica de transmissdao (JEOL 1200EX Il1) e microscopia de forca
atdbmica (Nanosurf Easy Scan 2). O potencial zeta foi realizado com analisador de
potencial Zeta (Zeta Malvern) a temperatura ambiente. As imagens de microscopia
mostraram auséncia de agregados nas formulagdes e particulas com estruturas densas e
solidas. O diametro médio das nanoparticulas foram entre 100 e 600 nm e o potencial
zeta entre -20 mV e -40 mV, revelando uma boa estabilidade entre as formulagdes. O
presente estudo utilizou técnicas importantes para caracterizacdo de sistemas
nanoparticulados e os resultados obtidos até o presente momento mostraram que as
nanoparticulas sdo promissoras para carrear moléculas bioativas. Agradecimentos:
Fapesp, Fundunesp e CNPq
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Anestesicos locais (AL) sdo substancias capazes de causar diminuicdo da sensibilidade,
motricidade e funcdo autonémica, através do bloqueio da geracdo e propagacdo do
potencial de acdo em tecidos eletricamente excitaveis. A lidocaina e prilocaina sdo AL
da classe das amino-amidas, a absorcdo dos mesmos pela circulagdo sanguinea é afetada
pela lipossolubilidade, pKa e taxa de ligacdo a proteinas. Contudo a toxicidade dos AL
¢ proporcional a sua poténcia, podendo ser sistémica ou local (neurotoxica e
cardiotoxica), logo as reacfes adversas comumente associadas ao uso da lidocaina e
prilocaina sdo relatadas na literatura. Atualmente a area farmacéutica busca melhorar a
eficacia destes farmacos através de sistemas de liberagdo modificada, ou seja,
carreadores com o intuito de alterar as propriedades terapéuticas do farmaco, como o
aumento da estabilidade do mesmo, melhorar o controle da administracdo dos farmacos
com uma liberagdo mais lenta e prolongada, maior adesdo do paciente, direcionamento a
tecidos-alvo, assim como, a diminuicdo da toxicidade e consequentemente suas reacdes
adversas. Neste sentido a presente proposta de trabalho visa desenvolver um sistema
carreador utilizando nanoparticulas poliméricas para a mistura dos anestésicos locais
lidocaina e prilocaina. Os sistemas serdo caracterizados quanto a estabilidade fisico-
quimica (dispersao de tamanho,potencial zeta, pH em funcdo do tempo), a eficiéncia de
encapsulagdo dos farmacos, ensaios de liberacdo in vitro e avaliacdo da citotoxicidade
in vitro em fibroblastos e queratindcitos humanos (Triplan Blue; Rodamina B; MTT e
MTS) e testes de permeacdo cutanea in vitro das formulagdes. Desta forma, pretende-se
gerar uma nova formulacdo para estes anestésicos locais visando futuras aplicacfes em
clinica. Agradecimentos: Fapesp, CNPq e Fundunesp.
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A lidocaina (LDC) é um anestésico local do tipo amino-amida. Nanoesferas (NE) sdo
carreadores que apresentam uma estrutura matricial composta por polimeros
biodegradaveis onde o farmaco pode estar aprisionado nesta estrutura ou entdo
adsorvido na superficie da NE. A associacdo da LDC com sistemas nanoestruturados
poliméricos pode ser capaz de promover efeitos desejaveis como aumento da duracéo de
acao e diminuicdo da toxicidade sisttmica Neste trabalho, desenvolveu-se nanoesferas
utilizando o polimero biodegradavel poli-g-caprolactona (PCL) veiculando o anestésico
local LDC. Este estudo teve como objetivo caracterizar a associacdo entre a LDC e as
NE de PCL através de medidas de tamanho, polidispersdo e potencial zeta, analise de
pH da suspensdo, quantificacdo da taxa de associacdo, ensaio de liberacdo in vitro e
testes de viabilidade celular com a suspensdo de NE-PCL com LDC. A LDC foi
incorporada em NE-PCL, preparadas pelo método de dupla emulsificacdo. A LDC foi
quantificada por CLAE a partir de curva analitica validada, o potecial zeta e o tamanho
das particulas foram determinados utilizando um analisador de tamanho de particulas
(Malvern Zetasizer). A LDC livre foi determinada utilizando-se o metodo de
ultrafiltracao/centrifugacdo. O ensaio de liberacdo in vitro foi realizado utilizando-se um
modelo de dois compartimentos. O didmetro das NE-PCL contendo LDC variou entre
380 450 nm. O potencial zeta das particulas variou entre -12.2 mV e -22 mV, indicando
estabilidade das formulacGes. A suspensdo de NE-PCL contendo LDC mostrou-se
estavel no periodo de 120 dias de armazenamento em temperatura ambiente devido a
pequena variagdo pH. A quantidade de LDC associada as NE-PCL foi de 93,3%%. O
ensaio de liberacdo in vitro para NE-PCL com LDC demonstrou liberacdo sustentada
durante 6 h indicando que a associacdo da LDC com as NE-PCL modifica o perfil de
liberacdo deste farmaco. Os ensaios de citotoxicidade in vitro demostraram que as NE-
PCL contendo LDC ndo afetaram a viabilidade celular quando comparada com LDC
livre, ficando evidente o efeito protetor das NE-PCL. Agradecimentos: Fapesp, CNPq e
Fundunesp.
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Os anestésicos locais (AL) sdo moléculas anfifilicas utilizadas no controle da dor
crobnica ou aguda e que possuem toxicidade proporcional a poténcia. Os principais
efeitos toxicos dos AL sdo decorrentes de sua absorcao sistémica, apds administracdo
regional, e pode levar a neurotoxicidade e/ou cardiotoxicidade. A articaina, ATC, é um
AL da classe das amino-amidas, que tém sido o farmaco de escolha em procedimentos
odontolégicos, anestesia regional e terapia da dor aguda e cronica. A melhor eficacia
anestésica da ATC é baseada no fato deste anestésico apresentar uma maior difusdo
entre os tecidos. Porém, a principal complicacdo associada ao uso da ATC é a parestesia
longa ou permanente. A parestesia caracteriza-se por uma sensacdo de dorméncia ou
formigamento. Outra desvantagem esta associada a alta concentracdo utilizada de ATC,
uma vez que a lesdo dos nervos mandibulares é concentracdo-dependente, aumentando
0 risco de ocorréncia das mesmas. Uma alternativa que atualmente tem se mostrado
capaz de promover estes efeitos desejaveis é a liberacdo modificada desses farmacos,
através do desenvolvimento de sistemas de liberagdo de farmacos. Desta forma, 0 a
partir do desenvolvimento de sistemas de liberacdo para o anestésico local ATC,
acredita-se que os efeitos toxicos relacionados ao uso deste anestésico possam ser
diminuidos, uma vez que a liberacdo mais lenta podera aumentar o tempo de acao e
diminuir seus efeitos toxicos e assim utilizar menores concentracdes de anestésico local
de forma a produzir no minimo o mesmo efeito terapéutico, porém com menor
toxicidade. O objetivo deste trabalho é preparar, caracterizar diferentes sistemas
carreadores como: os lipossomas, as micro e nanoparticulas poliméricas (com polimeros
biodegradaveis como o poli-latico-co-glicélico-PLGA e o poli-g-caprolactona-PCL), as
nanoparticulas lipidicas solidas e géis bioadesivos para o anestésico local articaina
(forma neutra e/ou ionizada) visando o desenvolvimento de formulacBes anestésicas
para uso topico ou infiltrativo a fim de que estas formulacdes possam ser alternativas de
escolha para utilizacdo em clinica odontoldgica. Além do preparo e caracterizacao,
serdao avaliadas a citotoxicidade in vitro de todas as formulagdes em comparacdo com o
anestésico comercial para avaliagdo da toxicidade das formulagoes.
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A dor é uma experiéncia sensorial ou emocional desagradavel associada ao dano
tecidual, real ou potencial. Dentre os farmacos usados para tratamento da dor estdo os
anestésicos locais (AL), que se ligam reversivelmente as membranas excitaveis,
inativando temporariamente canais de sodio voltagem-dependente, de forma a bloquear
a propagacédo do estimulo nervoso. Os AL tém tempo de duracéo relativamente curto e
apresentam toxicidade para os sistemas nervoso central e cardiovascular. Novas
formulagdes anestésicas de liberagdo sustentada, utilizando sistemas carreadores como
os lipossomas, mostraram- se capazes de manter o AL por mais tempo no local de acéo,
prolongando a duracdo de seu efeito e reduzindo niveis plasméticos e a toxicidade
sistémica. A pramoxina (PMX) ou pramocaina, diferente dos AL mais comuns, € um
amino-éter, sendo que seu grupo amina ionizavel faz parte de um anel morfolinico
(hexanel com dois heteroatomos, N e O, em justaposicdo). Nesse trabalho esta sendo
preparado e caracterizado um novo sistema de liberagdo sustentada para pramoxina,
utilizando lipossomas (extrudados, em filtros de 400nm, compostos de fosfatidilcolina
de ovo, EPC, colesterol e [J-tocoferol na razédo molar de 4:3:0,07) como carreador, com
a finalidade de melhorar as propriedades farmacoldgicas da PMX, objetivando futura
aplicagdo clinica. Determinamos as propriedades 6ticas da PMX na regido do UV (Amax
= 286nm e coef. absortividade molar = 3072 M™.cm™ e Aem = 324nm, em pH 7,4) e sua
constante de dissociacdo (pKa = 7). A interacdo da PMX com lipossomas € forte — em
comparacdo com a de outros AL, ja que o valor do coeficiente de particdo (P) em
lipossomas compostos de EPC foi igual a 361,3 (eficiéncia de encapsulacdo, EE =
69%); ja em lipossomas convencionais (EPC:colesterol:a-tocoferol) os valores
encontrados foram P = 751,7 e EE = 78,4%. O tamanho dos lipossomas extrudados
(392,6nm) ndo variou significativamente ap6s encapsulacdo da PMX. Agradecimentos:
SAE/UNICAMP e FAPESP (# 06/00121-9).
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Anestesicos locais (AL) sdo empregados para alivio da dor aguda ou crénica, pois
sdo moléculas anfifilicas com grande afinidade pela membrana celular que bloqueiam
reversivelmente o canal de sddio voltagem dependente, impedindo a propagacdo do
impulso nervoso, pela interrupgdo do processo de excitacdo em fibras nervosas
periféricas. Um dos grandes desafios da pesquisa farmacéutica € o desenvolvimento de
um anestésico para uso clinico que apresente elevada poténcia e baixa toxicidade. Uma
alternativa para esse problema é o desenvolvimento de sistemas de liberacdo sustentada,
em que AL de uso clinico sdo encapsulados em lipossomas, micro/nano esferas ou
complexados em ciclodextrinas. Relatos na literatura indicam um aumento na duragéo
da anestesia e diminuicdo da toxicidade intrinseca dos AL quando assim veiculados (de
Paula et al, Rec. Pat. Drug Deliv. Form. 4:23, 2010). Neste trabalho, objetivamos
desenvolver uma formulagdo para o anestésico n-butil-p-aminobenzoato (butamben,
BTB) complexado com hidroxipropil B-ciclodextrina (HP-B-CD), visando a melhora nas
propriedades farmacoldgicas do BTB. Inicialmente determinamos as propriedades
opticas e de fluorescéncia (Laps= 285nm £=22892 M™.cm™ e Aem= 354nm) do BTB em
tampao Hepes 20mM pH 7,4, 25 °C. A intensidade de fluorescéncia do BTB foi medida
em solucdes agua-etanol de diferentes polaridades, sendo que o rendimento quantico de
fluorescéncia do BTB aumentou em 20x em etanol absoluto; na presenca de HP-B-CD o
anestésico mostrou intensidade de fluorescéncia compativel com meio de baixa
polaridade, evidenciando a formacdo do complexo de inclusdo. Variacbes na
fluorescéncia do BTB em funcdo do tempo mostraram que a complexagdo ocorre em
cerca de 30 min e que a estequiometria da complexacdo € de 1:1 BTB: HP-B-CD.
Agradecimentos: PIBIC/CNPq e FAPESP (# 06/00121-9).
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Butamben é um anestésico local da familia dos ésteres usado em formulagfes topicas
para pele e mucosa (Maestrelli et al., Int. J. Pharm. 395:222, 2010). A encapsulacdo do
butamben em vesiculas lipossomais tem como objetivo 0 aumento da meia-vida in vivo,
a reducdo da toxicidade sistémica e a melhora da sua limitada solubilidade aquosa. Este
estudo mostra a preparacdo e a caracterizagdo de formulagbes de butamben em
lipossomas convencionais e elasticos. Os lipossomas eléasticos foram compostos pela
combinacdo de um fosfolipideo e um agente surfactante, que leva a uma diminuicéo do
empacotamento dos lipidios na bicamada com um aumento na capacidade de
deformacéo da vesicula (Cevc & Blume, Biochim Biophys Acta. 1104:226, 1992). O
butamben foi encapsulado em lipossomas extrudados (100nm) convencionais
(fosfatidilcolina de ovo, colesterol e alfa-tocoferol, proporcdo molar de 4:3:0,07) e
elasticos (fosfatidilcolina de ovo e polioxietileno-lauril-éster, 60:40 v/v). A eficiéncia de
encapsulacdo e o coeficiente de parti¢cdo entre membrana e agua (P) foram determinados
pelo método de separacdo de fases. Os valores de P obtidos para formulacGes
convencionais e elasticas foram 1136+241 e 2025+234, respectivamente. O tamanho
das vesiculas lipossomais extrudadas foi determinado pela técnica de espalhamento de
luz.  As medidas mostraram que os tamanhos das vesiculas convencionais
(175,6£27,8nm) e elasticas (69,0+10.4nm) ndo apresentaram alteracdes apoOs a
incorporacdo do anestésico (p>0,05). A organizacdo da membrana lipossomal foi
avaliada pela técnica espectroscopica de ressonancia paramagnética eletrdnica, com uso
do marcador de spin 5-docil estearato incorporado a membrana lipossomal, na razao
molar de 2mol%. Os lipossomas elasticos apresentaram um menor parametro de ordem
que o dos lipossomas convencionais. Esse aumento de fluidez explica a maior
quantidade de anestésico encapsulada no lipossoma elastico. Futuros experimentos
serdo realizados para avaliar a permeacdo dos lipossomas elasticos vs. convencionais
através da pele. Agradecimentos: PNPD-CAPES (Proc.2611/09-0) and FAPESP
(Proc.06/00121-9).
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Dentre os projetos voltados ao desenvolvimento de novas formulagfes anestesicas de
liberacdo sustentada em fase inicial no laboratério de Biomembranas, destacamos a
caracterizagdo da complexagdo de dibucaina com hidroxipropil-beta-ciclodextrina (HP-
B-CD) e dois projetos envolvendo novas abordagens metodolégicas, a saber: i) a
associagdo de diferentes carreadores (“remote drug loading” da ropivacaina em
lipossomas com gradiente ibnico) e ii) a associagdo medicamentosa (entre bupivacaina
e clonidina) a serem complexadas com um Unico sistema carreador, i.e. HP-3-CD. No
primeiro caso serdo usados lipossomas preparados com lipidios de alta temperatura de
transicdo de fases e contendo sal no compartimento aquoso interno, de modo a reter a
fracdo de anestésico na forma protonada, como descrito na literatura (Grant et al,
Anesthesiology 101:133, 2004). No segundo caso avaliaremos molecularmente a
associagdo do anti-hipertensivo clonidina com HP-B-CD e depois o sistema ternario:
AL-clonidina- HP-B-CD, buscando diminuir a toxicidade e a necessidade de reinducéo
anestésica em procedimentos cirurgicos de longa duracdo (Columb & Ramsaran,
Anaesth. & Int. Care Med.11:113, 2010). Em ambos 0s casos objetivamos caracterizar,
molecularmente, a interacdo dos farmacos com o sistema carreador, selecionar -
através de ensaios in vitro - as formulagGes promissoras que poderdo vir a ser usadas
em ensaios de uso infiltrativo, em animais.
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Fig. 1 a) Estrutura da clonidina e b) representacdo de lipossoma com gradiente de
sulfato de aménio, usado para encapsulacdo do anestésico local bupivacaina
(modificado de Grant et al, 2004). Suporte financeiro: FAPESP (Proc. 06/00121-9),
CNPq, Faepex/Unicamp.

29 e 30 de abril/2011 - Instituto de Biologia/Unicamp
24



111 WORKSHOP TEI\/IATICO - NOVAS FORMULACOES FARMACEUTICAS DE ANESTESICOS
LOCAIS DE ACAO PROLONGADA: DO DESENVOLVIMENTO AO TESTE CLINICO
ODONTOLOGICO

EFICACIA ANESTESICA DA PREPARACAO DE BUPIVACAINA COM
HIDROXIPROPIL Beta-CICLODEXTRINA EM BLOQUEIO DO NERVO
ALVEOLAR INFERIOR.

Luciano Serpe (1), Fabiana Pinchetti Nolasco (1), Cristina Saragiotto Caldas (1),
Maria Cristina Volpato (1), Eneida de Paula (2), Francisco Carlos Groppo (1).

(1) Departamento de Ciéncas Fisiologicas. Area de Farmacologia, Anestesiologia e
Terapéutica. Faculdade de Odontologia de Piracicaba. UNICAMP, Piracicaba, Séo
Paulo, Brasil.

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

As substancias mais utilizadas para o controle da dor trans-operatdria em Odontologia e,
em muitas circunstancias também na Medicina, sdo os anestésicos locais (AL). Porém,
estes ainda apresentam limitagdes no que diz respeito a sua toxicidade e tempo de
duracdo. A toxicidade de alguns anestésicos locais, como a bupivacaina, tem cada vez
mais levado & pesquisa de carreadores, tais como as ciclodextrinas, que permitam
capacidade anestésica similar, porém com toxicidade menor. Este estudo teve como
objetivo comparar a eficacia anestésica de uma formulacdo de bupivacaina em
hidroxipropil B-ciclodextrina (HP-B-CD) (Grupo 1), com a bupivacaina 0,5% com
epinefrina 1:200.000 (Grupo 2) e com a bupivacaina 0,5% sem vasoconstritor (Grupo
3), no bloqueio do nervo alveolar inferior em 30 ratos. Os anestésicos foram aplicados
aleatoriamente no lado esquerdo ou direito, sendo o lado contra-lateral utilizado como
controle (NaCl 0,9% ou HP-B-CD sem AL). As preparagdes anestésicas foram
depositadas proximo ao forame mandibular, sendo avaliadas laténcia e duracdo da
anestesia pulpar, por meio da aplicacdo de estimulo elétrico (“pulp tester”). Os
resultados (médiatdesvio padrdo) mostraram que ndo houve diferencas estatisticamente
significantes (p=0,3181) entre os tempos de anestesia dos Grupos 1 (69,5£25,7min), 2
(98,3+44,4min) e 3 (56,0+£20,7min). Os tempos de laténcia também ndo mostraram
diferencas significantes (p=0,1332) entre os Grupos 1 (3,6+2,1min), 2 (2,0+0,7min) e 3
(4,6+4,3min). Concluimos que a complexacdo da bupivacaina com HP-B-CD, bem
como a adicdo de epinefrina 1:200.000 ndo causou melhora na atividade anestésica da
formulacdo sem vasoconstritor, no modelo empregado no presente estudo.
Agradecimentos: FAPESP.
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O objetivo foi avaliar os efeitos da lidocaina livre, associada a lipossomas e ciclodextrina
sobre a producdo de IL-1a e IL-6 em células epiteliais orais. Células HaCat foram expostas
a concentracdes variadas de lidocaina (1, 10 e 100 uM) livre ou associada a carreadores por
6 horas e 24 horas. Terminado periodo de incubacéo as citocinas foram dosadas por ELISA
e as células foram quantificadas por contagem no microscopio Optico. Os dados foram
submetidos ao teste estatistico de Kruskal-Wallis ou Wilcoxon, dependendo da variavel. As
formulagdes mais concentradas (10 e 100 uM) de lidocaina, na forma de solugdo aquosa e
lipossomal, causaram diminuicao significativa (p<0,05) do nimero de células ap6s 6 horas
de incubacédo. A ciclodextrina ndo afetou a populacdo de células nesse tempo. As menores
concentragdes também ndo afetaram a populacdo celular, independentemente do carreador
utilizado. Nao foram observadas diferencas estatisticamente significantes (p=0,8803) entre
nenhuma das formulag¢6es em relacdo ao controle ou entre si, considerando o periodo de 24
horas. As formulacdes lipossomal e com ciclodextrina induziram significativamente
(p<0,05) menor concentracdo da citocina IL-6 do que aqueles observados no grupo controle
e com solucdo aquosa de lidocaina, sendo que estes dois Ultimos grupos ndo mostraram
diferencas significantes entre si. As concentracfes de IL-1o obedeceram ao mesmo padrao
observado para a IL-6. Concluimos que a lidocaina € capaz, no modelo estudado, de induzir
toxicidade as células epiteliais orais, de maneira concentracdo- e tempo-dependente,
causando diminui¢do do nimero de células ou induzindo as citocinas IL-6 e IL-1a. Além
disso, €é possivel que os carreadores lipossomais e ciclodextrina diminuam
significativamente os efeitos toxicos observados com a lidocaina livre de carreadores.
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Este estudo teve como objetivo avaliar a eficicia anestésica de duas formulacGes de
articaina encapsulada em lipossomas (uni e multilamelar), comparando-as com uma
solucdo comercial de articaina 4% com epinefrina 1:100.000, no bloqueio do nervo
infraorbital. Foram utilizados 24 ratos, sendo 8 animais para cada preparacdo anestésica
a ser testada: solucdo comercial de articaina 4% com epinefrina 1:100.000; suspenséo
lipossomal unilamelar de articaina 4%; suspensao lipossomal multilamelar de articaina
4%. O lado esquerdo serviu como controle interno para cada animal, recebendo solucéo
de cloreto de sédio 0,9%, suspensdo de lipossomas unilamelares ou suspensdo de
lipossomas multilamelares, de acordo com a preparacéo recebida no lado direito. Apos
sedacdo leve com tiopental sddico (25mg/kg), e comprovacdo de que o animal
respondia a estimulacdo dolorosa (preensdo da cauda), cada rato recebeu 0,1 mL da
respectiva preparacdo no forame infra-orbitério do lado direito (lado teste). O tempo de
anestesia da regido foi avaliado através do pingamento do labio superior, a cada 5
minutos, até o primeiro sinal de resposta aversiva do animal, indicando o final da
anestesia. Os resultados foram submetidos a analise de varidncia com nivel de
significancia de 5%. Todas as formulacfes foram eficazes em promover anestesia no
labio superior apo6s bloqueio do nervo infraorbital. Os animais apresentaram anestesia
no labio superior (sucesso de 100%) e isto ocorreu imediatamente apds a injecdo em
todos animais (laténcia imediata). N&o foi observada diferenca estatisticamente
significante (p=0,2847) entre as formulagdes testadas. Conclui-se que as formulacdes
lipossomais de articaina, tanto uni quanto multilamelares, apresentam eficacia
semelhante a promovida pela articaina associada a epinefrina, em tecido mole, apds o
bloqueio do nervo infraorbital. Agradecimento: FAPESP 2006/00121-9 e 2009/11842-7
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O presente estudo teve como objetivo avaliar a eficicia de duas formulacbes de
mepivacaina encapsulada em lipossomas (uni e multilamelar), comparando-as com uma
solucdo comercial de mepivacaina 2% associada a epinefrina 1:100.000 em bloqueio do
nervo infraorbital de ratos. 30 animais foram divididos em 3 grupos (n=10), que
receberam a injecdo de uma das seguintes formulagcbes: Grupo 1. mepivacaina 2% com
epinefrina 1:100.000; Grupo 2: suspenséo lipossomal multilamelar de mepivacaina 3%
e Grupo 3: suspensdo lipossomal unilamelar de mepivacaina 3%. Os lados contra-
laterais (controle) receberam solucdo de NaCl 0,9% (Grupo 1); suspensdo lipossomal
multilamelar (Grupo 2) e suspensao lipossomal unilamelar (Grupo 3). Os animais
receberam 0,1mL das preparagdes proximo ao forame infraorbitario. O tempo de
anestesia da regido foi avaliado através do pincamento vigoroso do labio superior, a
cada 5 minutos, até que fosse obtido o primeiro sinal de resposta aversiva do animal,
indicando, assim, o final da anestesia. Os dados foram submetidos a ANOVA (teste t
LSD), com nivel de significancia 5%. A duracdo da anestesia (média e desvio padréo,
em min) para os grupos 1, 2 e 3, respectivamente, foi: 106 + 43,8; 59,5 + 18,6 € 69,5 +
40,1. O grupo 1 apresentou maior duracdo da anestesia (p<0,05), sem diferenca entre os
demais grupos (p>0,05). Todos o0s animais apresentaram anestesia do labio
imediatamente ap0s a injecdo do anestésico. Conclui-se que as formulagdes lipossomais
de mepivacaina apresentam menor duracdo da anestesia quando comparadas a solucédo
de mepivacaina com epinefrina. Apoio: FAPESP # 2009/11848-5.
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Este estudo teve como objetivo avaliar a eficacia anestésica de duas formulacdes de
articaina encapsulada em lipossomas (uni e multilamelar), comparando-as com uma
solucdo comercial de articaina 4% com epinefrina 1:100.000 em bloqueio do nervo
alveolar inferior em ratos. Os animais foram anestesiados com ketamina (Dopalen -
90mg/kg) e xilazina (Rompun -10mg/kg) via intramuscular, sendo fixados fios de cobre
nos molares inferiores dos 2 lados. Apos o retorno da anestesia geral os animais foram
sedados com 25mg/kg de tiopental via intraperitoneal, permanecendo responsivos a
estimulo doloroso. Em seguida foi avaliado o limiar basal de resposta pulpar com a
aplicacdo do estimulo elétrico aos dentes (aparclho “pulp tester”), e apos esse
procedimento, foi realizada a injecdo de 0,2mL de formulacao anestésica no lado direito
para blogueio do nervo alveolar inferior. O lado esquerdo recebeu solugdo de NaCl
0,9% (controle). De acordo com o grupo, aleatoriamente formado (15 animais/grupo),
0s animais receberam a injecdo de uma das seguintes formulagdes, préximo ao forame
mandibular do lado direito: Formulacdo de articaina 4% encapsulada em lipossomas
unilamelares, formulagdo de articaina 4% encapsulada em lipossomas multilamelares e
solucdo comercial de articaina 4% com epinefrina 1:100.000. Foram avaliados sucesso,
laténcia e duracdo da anestesia pulpar. Os resultados foram submetidos aos testes
Kruskal-Wallis (laténcia), Anova (duracdo da anestesia) e Log-Rank - método B.
Rosner (sucesso), com nivel de significancia de 5%. Néo foram observadas diferencas
estatisticas entre as formulagdes com relacdo a taxa de sucesso (p>0,05), laténcia
(p=0,8357) e duracdo da anestesia (p=0,5066). Conclui-se que as formulacGes
lipossomais de articaina encapsulada em lipossomas uni e multilamelares apresentam
eficacia anestésica semelhante a Solucéo de articaina 4% com epinefrina 1:100.000, em
bloqueio do nervo alveolar inferior em ratos. Agradecimento: FAPESP 2006/00121-9;
2009/11842-7
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O objetivo foi avaliar a eficacia das formulages: prilocaina 3% lipossomal unilamelar
(LUV), prilocaina 3% lipossomal multilamelar (MLV) e prilocaina 3% com felipressina
0,03Ul/mL (PRL), em bloqueio do nervo alveolar inferior em ratos. Trinta e sete ratos
foram divididos, aleatoriamente, em 3 grupos e submetidos a anestesia geral (xilazina
10mg/Kg e ketamina 90mg/Kg, IM) para fixagdo de 2 fios de cobre sobre molares
inferiores (um para cada lado). Os fios de cobre foram condutores da eletricidade
aplicada pelo pulp tester. Ao retornar da anestesia geral, os animais foram sedados com
tiopental sddico (25mg/Kg, IP), os animais que estavam responsiveis a estimulos foram
submetidos ao bloqueio bilateral do nervo alveolar inferior com o volume de 0,2 mL da
formulacdo teste em um lado e o mesmo volume de soro fisiologico 0,9% do outro
(controle). O tempo de laténcia foi verificado em intervalos de 2 minutos e o de duracao
em intervalos de 5 minutos. Ndo houve diferencas significantes entre os grupos
considerando o tempo de laténcia (ANOVA: p=0.2792), mas considerando a duragéo
anestésica as formulagbes se comportaram diferentes. O MLV apresentou maior
duracdo (41+9min) quando comparada a LUV (25+7min) pelo teste Kruskal-Wallis
(p=0,0259). O grupo MLV e LUV (41+£9min; 25+7min) comportaram-se diferente do
PRL (59+20min) pelo teste de Kruskal-Wallis (p=0,047 e p=0,0001). Conclui-se que o
grupo MLV obteve maior duracdo de anestesia que o LUV e aproximado do PRL.
Suporte: FAPESP 2009/11797-1
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