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PREPARATION AND PHYSICO-CHEMICAL CHARACTERIZATION OF INCLUSION COMPLEXES BETWEEN LOCAL
ANESTHETICS AND HYDROXYPROPYL-B-CYCLODEXTRIN. S(-) Bupivacaine (S(-)BVC) and Lidocaine (LDC) are widely
used local anesthetics (LA). Hydroxypropyl B-cyclodextrin (HP-B-CD) is used as a drug-carrier system. The aim of this work was
to characterize inclusion complexes between LA and HP-B-CD. The affinity constants determined at different pHs show favourable
complexation. The release kinetics experiments showed that S(-)BVC and LDC changed the released profiles in the presence of

HP-B-CD. Nuclear magnetic resonance experiments gave information about the interaction between LA and the cyclodextrin cavity.

This study focused on the physicochemical characterization of drug-delivery formulations that come out as potentially new

therapeutic options for pain treatment.
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INTRODUCAO

Os anestésicos locais (AL) sao moléculas anfifilicas utilizadas
no controle da dor cronica ou aguda e que possuem toxicidade pro-
porcional a poténcia'. Evitam ou aliviam a dor por interromperem
a conducdo nervosa através da ligagdo especifica aos canais de Na*
voltagem-dependente dos axdnios, bloqueando, assim, 0 movimento
de fons sédio para o interior da célula nervosa®, impedindo a pro-
pagacgdo do estimulo nervoso.

Os anestésicos locais tém efeito direto nos canais de sédio e
interagem com diferentes graus de afinidade com esta proteina, de-
pendendo do estado funcional (ativado, inativado, em repouso) da
mesma. Até a década de 90, acreditava-se que a forma ionizada dos
AL seria a responsavel pelo efeito anestésico (ligacdo direta ao ca-
nal de sédio) e que caberia a forma neutra dos AL (mais hidrofébica)
a funcdo de facilitar a penetragdo dos anestésicos nas membranas®*.
No entanto, trabalhos do grupo de Catterall™®, usando mutagéo sitio-
especifica, demonstraram que anestésicos locais, em sua forma neu-
tra, interagem e modificam a fungéo de canais de sddio.

Em clinica, os anestésicos locais mais amplamente utilizados
na terapia da dor aguda e cronica sdo os do tipo amino-amida’,
como bupivacaina, BVC e lidocaina, LDC (Figura 1).

A bupivacaina € mais cardiotéxica que doses equieficazes da
lidocaina. Clinicamente, a cardiotoxicidade da bupivacaina mani-
festa-se por arritmias ventriculares graves e depressdo miocardica
ap6s administracio intravascular inadvertida de grandes doses. E
provavel que este efeito da bupivacaina seja devido a vdrios fatores:
lidocaina e bupivacaina bloqueiam os canais de sédio cardiacos ra-
pidamente durante a sistole, entretanto, a bupivacaina dissocia-se
muito mais lentamente que a lidocaina durante a didstole, de forma
que uma fragdo significativa de canais de sddio permanece bloquea-
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Figura 1. Estruturas quimicas dos anestésicos locais (bupivacaina e
lidocaina) e representagdo esquemdtica da estrutura da HP-b-CD
apresentando sete monémeros de glicose

da no final da didstole com bupivacaina®. Portanto, o bloqueio com
bupivacaina é cumulativo e substancialmente maior do que seria pre-
visivel por sua poténcia anestésica local.

A bupivacaina, por possuir estereocentro, possui dois isOmeros
R e S. Durante muito tempo se utilizou a mistura racémica de
bupivacaina, porém, testes in vifro com animais, injetando-se
intravenosamente a forma enantiomérica S(-) da bupivacaina
(levobupivacaina) apresenta menor efeito cardiotéxico e menores
efeitos t6xicos no sistema nervoso central em comparacdo com
R(+)bupivacaina e bupivacaina racémica’.
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Estudos clinicos com o enantidmero levégiro da bupivacaina
(S(-)BVC) confirmaram este resultado e mostraram maior segu-
ranca clinica em fung¢do da menor cardiotoxicidade, além de ndo
apresentarem diferencas na duracdo do bloqueio sensorial'®!!, A
poténcia da levobupivacaina e da mistura racémica ¢ igual, porém
o fato de sua toxicidade ser reduzida torna este isdmero um anesté-
sico local com muito mais vantagens para ser utilizado na pratica
clinica''.

Sabe-se, desde o final do século XIX, que a hidrofobicidade
dos anestésicos locais € diretamente proporcional ao tempo de du-
ragdo de anestesia, bem como a toxicidade'?. Como as caracteristi-
cas 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¢do da toxicidade local e/ou
sistémica'®, uma alternativa, que atualmente tem se mostrado ca-
paz de promover estes efeitos desejdveis, € a liberagdo modificada
desses farmacos, através de formagao de complexos de inclusdo
com ciclodextrinas'*!5.

Ciclodextrinas (CDs) sdo oligossacarideos ciclicos, compos-
tos por unidades de glicose unidas através de ligacdes a-1,4, origi-
nados da degradacdo do amido pelas enzimas ciclodextrina-
glicosiltransferases, sintetizadas por alguns microrganismos'®".

As trés ciclodextrinas naturais sio a alfa (0-CD), a beta (B-
CD) e a gama (y-CD), compostas de 6, 7 e 8 unidades de D-(+)-
glicopiranose, respectivamente. Na ciclodextrina, grupos hidroxila
primdrios e secunddrios estdo orientados para o exterior do anel
formado pelas unidades de glicose, conferindo-lhe um exterior
bastante hidrofilico e uma cavidade interna hidrofébica. Tal cavi-
dade permite a formagao de complexos de inclusdo entre as
ciclodextrinas e moléculas que apresentem dimensdes compativeis
com esta cavidade interna'®%.

As B-CDs sdo as ciclodextrinas (Figura 1) mais amplamente uti-
lizadas na complexag@o de virias classes de farmacos®?. As aplica-
¢oes farmacéuticas das ciclodextrinas vao desde aumento da solubi-
lidade do farmaco, aumento da biodisponibilidade do farmaco, au-
mento da estabilidade quimica do farmaco, modificacdes no odor e
sabor até reducio na taxa de hemdlise de farmacos™*%,

No entanto, a administragdo parenteral das CDs e, particular-
mente da B-CD, pode causar nefrotoxidade devido a formacao de
um complexo de baixa solubilidade entre B-CD e colesterol, que
precipita e impede a filtragdo glomerular nos rins®. A administra-
¢do de B-CD também pode causar hemdlise de eritrécitos huma-
nos®. Por isso, foram desenvolvidas ciclodextrinas modificadas,
de forma a melhorar as propriedades de carreamento e diminuir os
efeitos toxicos intrinsecos da B-CD. Como exemplo destes deriva-
dos sintéticos das ciclodextrinas naturais pode-se citar a 2-
hidroxipropil-B-CD (HP-B-CD, Figura 1), o 2,6-dimetil-3-
ciclodextrina e o sulfobutiléter de B-ciclodextrina'®?.

Os derivados hidroxialquilados de CD sdo poderosos
solubilizadores de farmacos e ndo formam, nos rins, os precipitados
de complexos cristalinos observados quando a -CD ¢ utilizada®.

Na literatura existem relatos da caracterizacdo dos AL (lidocaina
e bupivacaina) em B-CD? e sdo apresentados dados de modelagem
molecular e caracterizagdo dos complexos por DSC. Os resultados
deste trabalho mostraram que a complexagdo destes anestésicos €
1:1 AL: B-CD e a andlise dos termogramas mostra o desaparecimen-
to do pico endotérmico do AL quando inserido na cavidade interna
das ciclodextrinas. Em outro trabalho que apresenta a caracteriza-
¢do fisico-quimica de benzocaina com B-CD utilizando medidas de
calorimetria, DSC, microscopia eletronica de varredura, ressonan-
cia magnética nuclear e modelagem molecular®® observou-se a
complexagéo de 1:1 para BZC: B-CD com a inser¢do do anel aromé-
tico do anestésico no interior da cavidade da ciclodextrina.
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Figura 2. Curva de cinética de complexagdo da: a) S(-) BVC 1 mM em
presenca de HP-B-CD, em diferentes pHs; b) LDC (1 mM) em presenga de
HP-B-CD e para S(-) BVC (1 mM) em presenca de HP-B-CD, em pH 10,5.
Ambos experimentos a razdo molar 1:1 e temperatura ambiente (n=3)

Neste trabalho, foram preparados complexos de inclusdo entre
os anestésicos locais S(-) BVC e LDC em HP-B-CD (diferente-
mente dos outros trabalhos da literatura que utilizaram B-CD); foi
realizada uma andlise mais detalhada da complexacio, através de
medidas de constante de afinidade (em fungdo de pH), ensaios de
liberagdo in vitro e caracterizacdo dos complexos por ressonancia
magnética nuclear. Desta forma, este trabalho apresenta uma ca-
racterizagéo fisico-quimica dos complexos AL-HPB-CD, fato este
importante para estudos futuros in vitro e in vivo, a fim de ser uma
potencial alternativa para a anestesia local.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais e métodos

Os cloridratos de S(-) bupivacaina e lidocaina foram obtidos
por doagdo da empresa Cristdlia Indistria Quimica e Farmacéutica
Ltda. A HP-B-CD foi obtida por doag¢do da multinacional francesa
Roquette. Todos os demais reagentes, como sais para preparo dos
tampdes (fosfato de s6dio monobasico, fosfato de sédio dibdsico,
dcido acético, acetato de sdédio, carbonato de sédio, carbonato de
célcio) apresentavam grau espectroscépico ou analitico.

Cinética de complexacio

Para avaliagdo da cinética de formacdo dos complexos, quanti-
dades apropriadas de AL e HP-B-CD (razdo molar 1:1) foram mis-
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turadas em dgua (pH 5,5), tampdo fosfato pH 7,4 ou tampao carbo-
nato pH 10,5, sob agitacdo e em temperatura ambiente. Posterior-
mente, aliquotas foram retiradas - durante 12 h de experimentacio
- e analisadas por espectrofotometria UV (Femto), no comprimen-
to de onda de absor¢do maxima (260 nm) dos AL em estudo, cami-
nho 6tico 1 cm, sendo as andlises realizadas em triplicata®’. As
curvas cinéticas foram analisadas através das regressdes lineares
das curvas (absorbancia vs tempo; In absorbancia vs tempo; 1/
absorbancia vs tempo) utilizando o software Microcal Origin®. A
partir do melhor ajuste para cada curva cinética foi determinada a
ordem e o valor da constante cinética de complexagao®.

Preparo do complexo de inclusdo AL:HP-B-CD

Os complexos foram preparados de acordo com o procedimento
descrito por Pinto*. Complexos foram preparados misturando-se HP-
B-CD e AL em dgua e agitados por 24 h até atingir o equilibrio.

Isotermas de solubilidade

Os estudos de solubilidade foram realizados de acordo com o
método descrito por Higuchi e Connors*. O ensaio consistiu na adi-
¢do, a um excesso de AL em solugdo tampao, de quantidades cres-
centes de HP-B-CD (0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 mM), em diferentes
valores de pH. As concentragdes de S(-) BVC e LDC usadas foram,
respectivamente: 3 ¢ S mM em tampao carbonato 50 mM, pH 10,5 e
15 mM para S(-) BVC em tampao fosfato 50 mM, pH 7.4.

As solugdes foram agitadas e, apés um periodo de 24 h,
centrifugadas por 15 min a 280 g, para retirada do excesso de AL,
ndo solubilizado. Aliquotas do sobrenadante foram retiradas e fil-
tradas em membranas de 0,22 um, medindo-se a absorbancia (A=260
nm) correspondente a concentracdo de anestésico solubilizado.
Foram utilizadas para andlise quantitativa dos formacos curvas de
calibracdo cujas para LDC (pH 10,5; y=3,667x + 0,0555; r= 0,9999)
e S(-) BVC (pH 5.5; y=0,430x + 0,00419; r=0,9999; pH 7.4;
y=0,434x + 0,00076; r=0,9999; pH 10,5; y=0,930x + 0,00313;
r=0,9995). Os valores de absorbancia foram convertidos em con-
centracdo de AL, utilizando-se as constantes de absortividade mo-
lar obtidas para cada uma das curvas de calibragdo descritas aci-
ma. Os experimentos foram realizados em triplicata.

Em solugdo, o sistema AL:ciclodextrina (na proporc¢éo
estequiométrica de 1:1) atinge o estado de equilibrio, descrito pela
equagdo da constante de estabilidade, associagdo ou formagdo do
complexo (K) (Equagéo 1),

K [CD :AL]
CD+AL =—> CD:AL K= e—— (M) (1)

[CD] . [AL]

A isoterma de solubilidade (concentracdo de AL solubilizado
vs concentragdo de HP-B-CD) para a complexacdo de anestésicos
locais em ciclodextrinas apresenta um comportamento linear onde
o intercepto no eixo y € representado pela solubilidade do AL no
meio e a inclinagdo da reta é dada pela Equagdo 2, descrita por
Higuchi e Connors*

K.So 2

Inclinagéo =
1+KS,o

Rearranjando-se a Equacdo 2 obtém-se o cdlculo da constante
a partir da Equacio 3

inclinagéo

K= A o~
S, (1-inclinagéo)

(3)
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onde S € a concentragdo para saturagdo do anestésico local em
solugdo.

A quantificagdo dos anestésicos locais foi realizada utilizan-
do-se as curvas analiticas descritas acima para LDC e S(-) BVC.

Testes de liberacio in vitro

Nos testes de liberagdo foram utilizados sistemas de dois com-
partimentos, separados por membranas de celulose (Spectrapore) de
poro para exclusdo molecular de 1000 Da, que permitiram observar
a liberagdo dos AL livres e complexados, desde o compartimento
doador (1 mL) até o compartimento aceptor (80 mL), contendo tam-
pdo fosfato 50 mM, pH 7,4 sob agitacdo leve*. Amostras do com-
partimento aceptor foram coletadas, durante 5 h, e a concentragdo
de AL foi determinada por espectrofotometria UV (A=260nm). A
liberacdo modificada foi observada através de gréficos de %AL libe-
rado em fungdo do tempo. Os experimentos foram realizados em
triplicata. A quantificacdo da porcentagem de AL liberada foi reali-
zada utilizando-se as curvas de calibragdo descritas. Andlise estatis-
tica permitiu a comparacio da drea sobre a curva para 0s grupos
farmaco livre e complexado; o teste t ndo pareado (com corre¢io de
Welch). A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando os
softwares, Graph Pad Instat e Graph Pad Prism (Graph Pad Software
Inc., versao 3.0, 1997-1998).

Caracterizacio dos complexos por ressonancia magnética
nuclear

Os experimentos de RMN de 'H foram realizados a 25 °C em
D,O em espectrometro Varian Inova-500 (B, = 11,7 T), operando a
499,885 MHz para 'H (ntimero de pontos 64 k, angulo do pulso de
excita¢do 30° e duracdo de 2,2 s, janela espectral de 6 kHz, tempo
de aquisi¢do 3,3 s e delay de relaxac@o de 10 ms) em sonda de 5 mm
com detecg¢do inversa. As amostras de anestésicos (LDC e S(-) BVC
foram realizadas em pH 7.4 (tampdo fosfato, 20 mM) e pH 10 (tam-
pdo carbotanto, 20 mM) em D,0, em tubos de 5 mm. Os experimen-
tos de ROESY 1D foram obtidos com uma seqtiéncia de pulsos pa-
drdo (pulso de 180° seletivo e pulso de 90° ndo seletivo), e um tempo
de mistura de 500 ms durante a trava de spin. Foram utilizados pul-
sos seletivos gerados automaticamente, de forma a atenuar a potén-
cia e a duracdo do pulso.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Cinética de complexacao

Inicialmente determinou-se a cinética de complexagdo da S(-)BVC
com a HP-B-CD através da medida da absorbancia do AL em solu¢do
em fung¢do do tempo, na propor¢do molar de 1:1 (BVC:ciclodextrina).
Este ensaio foi realizado em trés valores de pH (dgua = 5,5, tampao
fosfato = 7,4 e tampao carbonato = 10,5).

A Figura 2a apresenta as curvas obtidas durante um periodo de
8 h, nos trés pH analisados. Para fins de comparacdo foi feita a
normalizag¢do nos valores de absorbancia da S(-) BVC (conside-
rando-se absorbdncia normalizada = Absorbincia no tempo t/
Absorbancia no tempo zero), para cada intervalo de leitura.

Para todas as curvas apresentadas observa-se um aumento sig-
nificativo no valor de absor¢do medido nas primeiras 4 h de en-
saio, apds as quais o sistema tende ao equilibrio.

Muitos farmacos, apds inclusdo em ciclodextrinas, sofrem mu-
dangas em suas propriedades fisico-quimicas, que podem se refletir
no espectro de absorcdo UV/Visivel, causando modifica¢des nos
comprimentos de onda ou aumento/diminui¢cdo do pico de absor¢io
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maxima®. Estas modificagdes sdo, muitas vezes, similares ao efeito
causado por solventes de diferentes polaridades, sugerindo que a
molécula complexada foi transferida de um meio polar para a cavi-
dade apolar das ciclodextrinas®. Essas mudangas podem ser causa-
das por perturbagdo da nuvem eletronica da molécula complexada -
causada pela interacdo direta com as CD, pela exclusido de molécu-
las de dgua da cavidade ou por uma combinacdo desses dois efeitos.
Para os complexos aqui estudados ndo foram observadas modifica-
¢des no comprimento de onda e sim, na intensidade de médxima ab-
sorcdo do espectro (dados ndo mostrados).

Os resultados apresentados na Figura 2a mostram ainda que existe
grande influéncia do pH na quantidade de S(-)BVC em solugio, indican-
do que a complexac@o estd diretamente relacionada ao estado de ionizacdo
da S(-) BVC, cujo pKa € 8,1'%, como mostrado na Tabela 1.

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas da S(-) BVC e LDC.

Propriedade S(-) BVC LDC
Solubilidade - ionizado (pH 5,5) M 0,07 2,30
Solubilidade - neutro (pH 10,5) mM 0,58 13,1
pKa 8,1 7,8
Particao - ionizado (pH 5.5) 96 + 6 32+5
Particdo - neutro(pH 10,5) 798 + 147 144 + 54

A mesma abordagem experimental seria realizada para estudo
da cinética de complexacdo da lidocaina (pKa 7,8, Tabela 1), no
entanto, devido a grande solubilidade aquosa deste AL (1,4 M em
pH 7,4) ndo foi possivel a realizagdo destes ensaios nestes pH.

A cinética de complexac@o foi determinada apenas para a forma
neutra da LDC, em pH 10,5 e os resultados estdo apresentados na
Figura 2b, em comparaco com a cinética de complexagio da S(-)BVC,
no mesmo pH. Os resultados indicam que as variagdes na absorbancia
da forma neutra da LDC sdo menores que as observadas para a S(-)
BVC neutra, refletindo diferencas nas propriedades fisico-quimicas
destes anestésicos, como maior solubilidade da LDC (Tabela 1) em
comparag@o com a da S(-) BVC*'¥ que, por conseqiiéncia, diminuiria
a tendéncia a complexagdo da LDC com a cavidade hidrofébica da
HP-B-CD. Nio foi observada altera¢do no tempo necessério para equi-
librio (aproximadamente 4 h) entre os dois AL.

A partir das curvas cinéticas (Figura 2a e b) foi realizada a
andlise matematica, onde o melhor ajuste dos dados foi encontra-
do para o grafico de In absorbancia vs tempo (r> 0,9), indicando
uma cinética de complexagio de primeira ordem (n=1)*. O valor da
constante cinética (k) para cada uma das curvas, determinada a
partir da inclinagéo das curvas para o complexo S(-) BVC:HP-B3-
CD apresentaram para os pH 5,5; 7,4 e 10,5 o valor de 1,17 x 10° +
1,20 x 10%; 3,24 x 10? + 2,69 x 103 2,11 x 10"+ 1,56 x 102 h',
respectivamente. Para o complexo LDC:HP-B-CD o valor de k de-
terminado foi 5,39 x 102+ 2,50 x 103 h".

A andlise dos valores das constantes cinéticas indica que, assim
como observado pelas curvas cinéticas (e dados de constante de afi-
nidade apresentados abaixo), a intera¢do da forma neutra da S(-)
BVC com a cavidade interna da ciclodextrina € mais intensa quando
comparada com outras formas da S(-) BVC (pH 5,5 e 7.4) e também
com a forma neutra da LDC, isto provavelmente devido a maior
hidrofobicidade da forma neutra deste anestésico local quando com-
parado com a forma ionizada e com a lidocaina neutra (Tabela 1).

Isotermas de solubilidade
Como citado anteriormente, a formacdo de complexos de in-

clusdo com CD pode alterar as propriedades fisico-quimicas da
molécula complexada, levando ao aumento da solubilidade, o que
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—em geral — € bastante interessante do ponto de vista farmacéutico
por acelerar ou retardar a absorcdo e estabilizar ou desestabilizar o
farmaco em solugdo. Além disso, existe uma correlacdo direta en-
tre o aumento da solubilidade de fdrmacos pouco soliveis em dgua
e a estabilidade do complexo formado com ciclodextrinas®.

Dentre os métodos usados para determinar a constante de esta-
bilidade (K) dos complexos estdo as isotermas de solubilidade, em
que se mede alteracdes na solubilidade aquosa da molécula “con-
vidada”, em sistemas compostos por CD e dgua®.

A Figura 3 mostra a isoterma de solubilidade da S(-) BVC em
presenca de HP-B-CD, em pH 7.4 e 10,5. Os diagramas de fases da
S(-) BVC em presenga de HP-B-CD apresentam um aumento line-
ar na solubilidade do anestésico em funcdo das concentracdes cres-
centes de ciclodextrina, sugerindo que os complexos formados sdo
de primeira ordem (considerando-se uma estequiometria de
complexagdo = 1:1)*. Em ambos pH houve um aumento de solubi-
lidade para a molécula de S(-) BVC em presenca de HP-B-CD,
sendo que em pH 10,5 o aumento na solubilidade do anestésico foi
de aproximadamente 4,5 vezes e em pH 7,4 o aumento foi de 1,5
vezes. A maior solubilizagdo em pH 10,5 deve-se a maior
complexacdo da forma neutra da BVC. Muitos trabalhos relatam
resultados semelhantes do efeito da ionizacdo dos farmacos em
sua afinidade por CD*. A partir do método descrito por Higuchi e
Connors* e utilizando os valores obtidos das regressdes lineares
da Equagdo 1 das isotermas de solubilidade, calculou-se a constan-
te de estabilidade aparente (K) dos complexos de S(-) BVC e HP-
B-CD em pH 7,4 e 10,5; os valores obtidos foram 13,1 +2,8 M e
954 + 11,8 M, respectivamente.
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0,5

0 5 10 15 20 25 30 35
[HP-B-CD] (mM)

Figura 3. Diagrama de solubilidade de fases para S(-) BVC em HP-B-CD,

pH 7,4 € 10,5, a temperatura ambiente (n=3)

A representagdo dos possiveis complexos formados entre S(-)
BVC e HP-B-CD, em ambos pHs, é dada na Figura 4. Em pH 7,4
observam-se complexos envolvendo tanto a forma neutra quanto a
protonada, cuja propor¢do em pH 7.4 foi calculada considerando-se
o pKa da S(-) BVC, de acordo com a Equacdo de Henderson-
Hasselbalch (Figura 4a).

A solubilidade de farmacos basicos, como a S(-)BVC, decres-
ce com o aumento do pH. Em meio francamente alcalino a forma
ndo ionizada do farmaco é predominante e a energia de
dessolvatagdo da mesma, para formacio do complexo, € significa-
tivamente menor que a da forma protonada. Por isso a S(-) BVC
possui maior afinidade pela cavidade interna (hidrofébica) das
ciclodextrinas, quando em pH 10,5, favorecendo assim a formagao
do complexo (maior K, Figura 4b).

Medidas da isoterma de solubilidade foram realizadas com o
anestésico LDC, somente em pH 10,5, i.e., para o AL na forma
neutra. Para efeitos de comparacio a Figura 5 mostra as isotermas
de solubilidade determinadas com S(-) BVC e LDC, em pH 10,5.
O cdélculo da constante de afinidade para a LDC em pH 10,5 foi de
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a)

K prera = 13,1£2,8
[S(-) BVCliotal = S(-) BVCionizada (83,4%) + S(-) BVCreura (16,6%)

b)
m +Q>_<<:> —_—
<

K pH=10,5 =954+ 118

[S(-) BVC] = $(-) BVCreura (100%)

Figura 4. Representa¢do esquemdtica da influéncia da ioniza¢do da
S(-) BVC na complexagédo na cavidade da HP-B-CD em a) pH 7,4 ¢
b) pH 10,5, a temperatura ambiente

5,0

454  a s(BVC
e LDC
4,0

3,5

[AL] normalizada

0 5 10 15 0 2 30 35
[HP-5-CD] (mM)
Figura 5. Comparagdo entre os diagramas de solubilidade de fases da
S(-) BVC e da LDC, em pH 10,5. Concentragoes de S(-) BVC e de LDC
normalizadas em fungdo da concentragdo de HP-B-CD (n=3)

35,7 M + 4,7, indicando que a LDC neutra forma um complexo
estavel com a HP-B-CD. Porém, em comparagéo com a constante
determinada para a S(-) BVC neutra, verifica-se que esta ultima
apresenta uma complexag@o 2,7 vezes mais intensa que a da LDC
neutra (KS(_>BVC/KLDC = 95,4/35,7=2,7).

Como o valor do coeficiente de particdo destes AL em pH 10,5,
determinado entre lipossomas de lecitina de ovo e dgua € de 798 +
147 e 144 + 54, respectivamente®!, conclui-se que a hidrofobicidade
influencia diretamente a complexagdo destes fairmacos com a cavi-
dade hidrofébica da HP-B-CD, justificando a maior intera¢do da
S(-) BVC neutra, em relagdo a LDC neutra, em concordancia com
os resultados de cinética de complexagao.

A constante de formacgdo dos complexos dos anestésicos locais
aqui em estudo ¢é baixa, quando comparada a de outras classes de
farmacos, como hormonios esteroidais, antiinflamatorios etc (K >
1000 M"). Mesmo entre compostos anestésicos locais, os amino-
ésteres apresentam valores de constante de formacdo maiores, K =
549 M para a benzocaina®, K = 351 M™! para a tetracaina protonada
(dados ndo publicados) e K= 282 M e 1536 M"! para a novocaina
protonada e neutra, respectivamente®, que os anestésicos do tipo
amino-amida.

Uma possivel explicagdo para os baixos valores de constante
das amino-amidas estd na presenga de metilas orto-aromdticas, que
causariam um impedimento estérico para a intera¢do mais eficaz
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com a cavidade interna das ciclodextrinas, desta forma diminuin-
do possiveis intera¢des do tipo van de Waals e hidrofébicas. E pre-
ciso ressaltar que a cavidade das B-ciclodextrinas € capaz de aco-
modar as moléculas de anestésicos, como indicam os resultados de
modelagem molecular® e os valores de constante de afinidade de-
terminados neste trabalho. No entanto, um estudo mais detalhado,
com outras técnicas e maior nimero de compostos, se faz necessa-
rio para justificar esta hipdtese.

Teste de liberacao in vitro

Os sistemas de liberagdo modificados devem apresentar para o
farmaco complexado as concentragdes terapéuticas ao longo do
tempo, além da eliminag@o ser reduzida o suficiente para que as
concentra¢des do farmaco sejam retidas no local***!. Nesse senti-
do, os testes de liberacdo in vitro possibilitam avaliar a permeacao
de farmacos através de membranas, onde as formulagdes que apre-
sentam menores taxas de liberagdo tém, possivelmente, maior cons-
tante de estabilidade na interagdo farmaco/ciclodextrina.

A partir dos testes de liberacdo foi possivel observar a libera-
¢éo dos AL em presenga e auséncia de HP--CD, em fungéo do
tempo. Neste ensaio, o fairmaco possui a capacidade de atravessar
os poros da membrana, porém as moléculas de HP-B-CD (Massa
Molar 1480 Da) ndo a atravessam e, desta forma, é possivel obser-
var o efeito da complexagio na velocidade de liberagdo do farmaco.

A Figura 6a apresenta as curvas de porcentagem de liberacio
para a molécula de LDC em presenca e auséncia de HP-B-CD em
funcdo do tempo (220 min em pH 7,4, na temperatura ambiente).
Pela andlise das curvas observa-se que a liberacdo total da LDC
(100%) em solugdo ocorreu apds 150 min de didlise, em contraste
com os resultados obtidos para a LDC complexada, em que somente
uma menor quantidade de LDC havia sido liberada neste mesmo
intervalo de tempo. A andlise estatistica da drea sobre a curva dos
dois conjuntos de dados foi realizada utilizando-se teste t ndo pareado

100{
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0 % LDC : HP-B-CD (1: 1)
20|
°
0 T T T T
0 50 100 150 200
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Figura 6. Teste de liberagdo in vitro para: a) LDC livre e em presenca de HP-
B-CD, pH 7,4, temperatura ambiente, em fun¢do do tempo (n=3) e b)
comparagdo dos testes de liberagdo in vitro para a S(-) BVC e LDC em presenca
de HP-B-CD, pH 7,4, temperatura ambiente, em fungdo do tempo (n=3)
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Quim. Nova

Tabela 2. Valores de deslocamento quimico (ppm) de hidrogénio da LDC, complexo LDC:HP-B-CD e variagio no deslocamento quimico

(A8 =8 | e = O e complenaas)- Alribui¢ao dos hidrogénios de acordo com dados da literatura
Hidrogénios LDC LDC/HP-B-CD Ad LDC LDC/HP-B-CD Ad

) ) pH 7.4 ) ) pH 10,0
N(C-CH,), 1,268 1,265 0,003 1,009 1,014 -0,005
¢-CH, 2,097 2,100 -0,003 2,077 2,084 -0,007
N(CH,-O), 3,264 3,258 0,006 2,604 2,611 -0,007
COCH,N 4,208 4,201 0,007 3,296 3,301 -0,005
0-3,4,5 7,158 7,158 0,000 7,117 7,118 -0,001

(com correcdo de Welch), apresentando diferenca significante entre
as curvas (p<0,05). Desta forma, a presenca de HP-B-CD no sistema
retarda a liberagdo da LDC em comparacdo a solugdo controle.

A Figura 6b compara a liberacdo da S(-) BVC e da LDC em pH
7,4, quando complexadas com HP-B-CD. Apés 240 min, aproxi-
madamente 88% da LDC e somente 24% da S(-) BVC haviam sido
liberadas, apresentando uma diferenga estatistica significante en-
tre os dois conjuntos de dados (p<0,01).

Estes resultados comprovam os experimentos de cinética de
complexagdo e isotermas de solubilidade, uma vez que a interacéio
da S(-) BVC com ciclodextrina € maior que a da LDC. Estas dife-
rencas estdo diretamente relacionadas as propriedades fisico-qui-
micas dos dois fairmacos (Tabela 1).

Ap6s a andlise estatistica dos dados de liberagdo do anestésico
LDC livre e complexado pode-se afirmar que a explicagdo € que na
liberagdo da LDC em presenga de ciclodextrina (mesmo com uma
constante de afinidade baixa) uma competi¢do ocorre no interior
do compartimento doador (compartimento de didlise) como mos-
trado na Figura 7.

LDC

LDC LDC+CD += LDC:CD

Compartimento
doador

Compartimento
doador

\

Membrana de dialise

Membrana de didlise |
(poro de exclus&o de 1000 Da)

(poro de exclusao de 1000 Da)

Compartimento aceptor Compartimento aceptor

Figura 7. Representagdo esquemdtica dos possiveis equilibrios existentes
para a LDC e complexo nos ensaios de liberacdo

Uma liberagdo menor de lidocaina frente a membrana de didlise
¢ devida a existéncia do equilibrio de complexagio do farmaco com a
cavidade interna das ciclodextrinas dentro do compartimento doador,
uma vez que devido ao poro da membrana de didlise ser de 1000 Da
de massa e a HP-B-CD possuir massa média de 1480 Da, esta ndo
atravessa a membrana, ficando retida no compartimento doador. Po-
rém, com a liberacdo da molécula de LDC em funcdo do tempo atra-
vés da membrana a proporg¢io de ciclodextrina/LDC vai aumentando,
fazendo com que ocorra um deslocamento do equilibrio em fungdo da
formac@o de complexo, o que faz com que a liberacdo seja mais lenta
em funcdo do tempo, ou seja, modificada.

Caracterizaciio dos complexos por ressonincia magnética nuclear

A associag@o dos anestésicos locais LDC e S(-) BVC com a
HP-B-CD foi inicialmente avaliada pela varia¢do de deslocamento

quimico de hidrogénio (Ad) induzida pela insergéo destes na cavi-
dade interna da ciclodextrina (complexos LDC:HP-B-CD e S(-)
BVC:HP-B-CD). A variac¢do de deslocamento quimico no espectro
de RMN de 'H entre os hidrogénios da LDC livres e nos complexos
LDC:HP-B-CD em pH 7,4 e 10 é muito pequena e estd apresentada
na Tabela 2 (valores menores que 0,01 ppm). J4 para o complexo
S(-) BVC:HP-B-CD em pH 7,4 observou-se uma variagio de des-
locamento quimico da ordem de 0,1-0,3 ppm, ou seja, bem maior
que o encontrado para o sistema LDC:HP-B-CD, dando indicios de
um complexo mais efetivo (Tabela 3). Nestes experimentos foram
observadas somente um sinal para cada ressonéncia dos hidrogéni-
os das moléculas quando livres e complexadas, ocorrendo (em al-
guns casos) apenas a variagdo nos valores de deslocamento quimi-

Tabela 3. Valores de deslocamento quimico (ppm) de hidrogénio
da S(-)BVC, complexo S(-)BVC:HP-B-CD e variagdo no

deslocamento quimico (Ad = 8 SOBVC live ™ ) SOBVC complesa W)
Hidrogénios S-)BVC  S(-)BVC: Ad
HP-B-CD pH 7.4
) o
CH,-butil grupo 0,821 0,717 0,104
N-C-C-CH,-C 1,284 1,179 0,105
N-C-CH,-C-C, 1,619 1,514 0,105
BUT
N
L)
ot 1,721 1,616 0,105
N
aH[JﬁH
BuT 1,896 1,789 0,107
N
eHO
(])-CH3, 2,097 1,997 0,100
N-CH,-C-C-C
BUT 2,338 2,229 0,109
r
BUT 3,073 2,967 0,106
N
9
o ¢ 3,629 3,294 0,335
te
H
O-NHCO- 4,066 3,740 0,326
0-3,4,5 7,164 7,059 0,105
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co indicando, assim, a existéncia de um rdpido equilibrio de asso-
ciag@o/dissocia¢do entre os anestésicos locais e a ciclodextrina®.

Na tentativa de entender os aspectos topolégicos entre os com-
plexos (LDC:HP-B-CD e S(-)BVC/HP-B-CD) realizaram-se experi-
mentos de RMN de 'H (ROESY 1D) que sdo usualmente emprega-
dos para medidas de NOEs em complexos com @t = 1*. Os valores
de NOE:s sdo proporcionais ao inverso da sexta poténcia da distancia
intermolecular, e do ponto de vista quantitativo, se 0 NOE ¢é obser-
vado, os dois niicleos interagem no espago a uma distncia < 5 A#,

Os experimentos de ROESY 1D para o sistema AL:ciclodextrina
apresentaram sinais de ROE especificos entre os hidrogénios aro-
mdticos (¢3,4,5) e as metilas aromdticas (¢CH,) dos anestésicos
locais e os hidrogénios da cavidade interna da HP-B-CD (denomi-
nados H, e H))*.

Os resultados obtidos em pH 10 para interagdo dos hidrogénios
das metilas orto-aromdticas e do anel aromdtico da molécula de
LDC estio apresentados na Figura 8. Os mesmos ROEs sdo obser-
vados para pH 7.4 e 10, o que sugere que as formas protonada e
ndo protonada da LDC apresentam a mesma topologia de
complexacdo. Resultados semelhantes foram encontrados para a
molécula de S(-)BVC (em pH 10 — dados ndo mostrados).

Os resultados de RMN para o anestésico local LDC sugerem
que a por¢do aromatica (incluindo as metilas orto-aromadticas) estd

a) $345 ¢ CH,

L e

b) $345 ¢ CH,

Figura 8. Espectro de ROESY 1D (pH 10, 25 °C) para: a) metilas orto-
aromdticas da LDC foram irradiadas, b) hidrogénios aromdticos da LDC
foram irradiados e c) topologia determinada pelos experimentos de RMN
para o complexo LDC:HP-B-CD
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inserida na cavidade da HP-B-CD (préxima aos hidrogénios H, e
H,), possuindo uma topologia como a apresentada na Figura 8 c.
Os resultados de RMN aqui apresentados validam os célculos de
modelagem molecular, bem como a topologia do complexo pro-
posta no trabalho de Pinto er al.”.

CONCLUSAO

O presente trabalho apresenta dados de caracterizacdo fisico-qui-
mica da complexacgio de dois anestésicos locais, muito utilizados em
clinica médica, com HP-B-CD. Os resultados indicam que a
complexacdo de anestésicos locais causa mudangas nas propriedades
destes farmacos, como aumento de solubilidade e modificagio no per-
fil de liberac@o. Tais mudangas sdo importantes na aplicabilidade des-
tes compostos, podendo causar melhoras na biodistribui¢do dos mes-
mos. Na interagdo de anestésicos locais com HP--CD mostrou-se
que o estado de ionizag¢do do farmaco e sua hidrofobicidade sdo
determinantes. Os resultados indicam ainda que o perfil de liberagdo
dos farmacos ¢ diferenciado e que a complexacdo ndo € suficiente-
mente forte para impedir a liberagdo do anestésico; ao invés disso, os
valores de constante de estabilidade sdo relativamente baixos, o que
garante a liberacdo do farmaco, mas com velocidade mais lenta. Os
experimentos de ressonancia magnética nuclear forneceram informa-
¢Oes especificas da interagdo entre os anestésicos locais estudados e a
cavidade interna das ciclodextrinas. Este trabalho abre perspectivas
para estudos futuros, de avaliagdo farmacoldgica e clinica de sistemas
de liberacdo modificada, para anestésicos locais.
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