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RESUMO

GALLO, A. Estudo da interacdo de lipossomas furtivos com anestésico local
ropivacaina. 2016. Trabalho de Conclusédo de Curso (Curso de Licenciatura em
Quimica). Universidade Tecnolbgica Federal do Parana-UTFPR. Londrina, Parana.

A entrega controlada e especifica de farmacos € uma grande progressao nos
tratamentos de diversas doencas. Por sua vez, doses ministradas sdo menores e
direcionadas a locais especificos do tratamento e analgesia. Estas vantagens
reduzem a toxicidade do farmaco no organismo. Em vista disso, a area de liberacao
controlada de farmacos deve ser continuamente explorada para o desenvolvimento
de formulacBes com graus crescentes na eficacia. Nesse sentido, os usos de
carreadores sdo de grande importancia para que os beneficios de liberacdo de
farmaco sejam alcancados. A encapsulacdo anestésicos locais (ALs), como a
ropivacaina (RVC), ja foi estudada em sistemas lipossomais normais, entretanto,
pouco se sabe do seu comportamento frente a lipossomas furtivos (LF). O presente
trabalho tem como obijetivo principal o estudo das interacbes do complexo RVC/LF
utilizando técnicas avancada de ressonancia magnética nuclear - RMN de *H (STD e
DOSY).

Os baixos valores de transferéncia de saturacdo dos hidrogénios do LF para
os hidrogénios da RVC confirmam a encapsulacdo do AL nas vesiculas de LF e
corroboram com os baixos valores da fracdo complexada e constante de associacéo
obtido no espectro de DOSY. Porém, o espectro de STD indica que toda a molécula
de RVC foi encapsulada, pois hidrogénios aroméaticos e o anel piperidinico sofreram
transferéncia de saturacéo, observado através do mapa de STD normalizado.

Palavras-chave: Ropivacaina; Lipossomas Furtivos; *H-RMN; RMN-STD.



ABSTRACT

GALLO, A. Study of the interaction between furtives liposomes with local
anesthetic ropivacaine. 2016. 46 p. Final Paper (Teaching Certificate in
Chemistry). Federal Univerity of Technology - Londrina, Parana.

The controlled and specific drugs delivery is a important development in the
treatment of various diseases. In turn, doses given are smaller and targeted to
specific treatment and analgesia sites. These advantages reduce the toxicity of the
drug in the body. Accordingly, the controlled drug delivery area must be continuously
exploited for the development of formulations with increasing degrees of
effectiveness. In this sense, the use of carriers is of great importance for the drug
release benefits to be achieved. Local anesthetic encapsulation (ALs), such as
ropivacaine (RVC), has already been studied in normal liposomal systems, however,
the literature brings little researches about the behavior towards furtives liposomes
(FL). The main objective of this work is study of the building and interactions of the
RVC/LF complex using advanced nuclear magnetic resonance techniques (NMR-
STD and DOSY).

The low saturation transfer values from LF hidrogens to RVC hydrogens
confirm the encapsulation of the LA in the LF vesicles and corroborate with the low
values of the complex fraction and association constant obtained in the DOSY
experiment. However, the STD spectrum indicates that the entire RVC molecule was
encapsulated, since aromatic hydrogens and the piperidine cycle underwent
saturation transfer, observed through the normalized STD map.

Keywords: Ropivacaine; Furtive liposomes; *H-NMR; RMN-STD.
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1 INTRODUCAO

A ressonancia magnética nuclear (RMN) é sem duvida umas das mais
importantes técnicas analiticas com aplicacdes em quimica, fisica, medicina,
agricultura, alimentos, materiais, entre outras areas.

A RMN tem sido utilizada como uma técnica experimental poderosa para a
investigagdo de interagOes intermoleculares, promovendo evidencias sobre a
topologia e formacdo de complexos através do estudo do nucleo do hidrogénio
(KAPUR, et al., 2000; CABECA, 2009) o qual permite extrair um grande volume de
informacdes a partir da andlise de seus espectros. Com isso, muitos métodos de
RMN de 'H foram desenvolvidos e aplicados na triagem e caracterizacdo de
complexos supramoleculares tais como: rotational frame nuclear Overhauser effect
spectroscopy (ROESY1D) (MO, et al., 1997) difusion-ordered spectroscopy (DOSY)
(MORRIS, et al., 1992) e saturation transfer difference (STD) (MAYER, et al., 2001,
MEYER, et al., 2003; CARLOMAGNO, 2005).

As técnicas descritas acima para triagem das interacdes supramoleculares
serdo demonstradas em complexos formados a partir de lipossomas furtivos de
longa duracdo (LF) e o anestésico local ropivacaina (RVC). Lipossomas furtivos
apresentam em sua membrana externa polietileno glicol, um polimero que torna o
lipossoma com maior tempo de meia vida em fungdo da diminuicdo do efeito da
acdo das opsoninas no processo de fagocitose dos lipossomas (GUBERNATOR,
2011).

A liberacdo controlada da ropivacaina em lipossomas promove, reducédo da
concentracdo plasmatica, baixa toxicidade e aumento da anestesia (FRANZ-
MONTAN et al., 2012). Sendo assim, o principal objetivo é analisar a interacdo de
lipossomas de longa duracdo com o anestésico local ropivacaina utilizando como
ferramenta principal as técnicas de RMN descritas acima.

O estudo das interacGes intermoleculares do novo complexo quanto a
topologia e dinamica podera ser util para desenvolvimento de novas formulacdes

muito mais potentes e seletivas.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como obijetivo principal o uso das técnicas de
RMN como STD e DOSY para mapear as interacdes intermoleculares entre

lipossomas furtivos e 0 anestésico local ropivacaina (RVC).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Preparo das estruturas lipossomas utilizando Lipideos de Fosfaditilcolina de ovo —
EPC; 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-[metoxi (polietilenoglicol)-2000
(DSPE-PEC-2000) e colesterol.

- Preparar a formulagéo lipossomas com membrana modificada (lipossomas furtivos-

LF) e o anestésico local Ropivacaina (RVC/LF).

- Determinar evidéncias, tais como topologia e dinamica da complexacdo da RVC

com (lipossomas furtivos LF), utilizando técnicas de *H-RMN.

3 Justificativa

Sistemas de liberacdo controlada de farmacos vém sendo estudados por
pesquisadores do mundo todo e se justifica por oferecerem inUmeras vantagens
guando comparados aos sistemas convencionais de administracdo com farmacos na
forma livre (KONINGETAL, 2002). Os lipossomas sdo um dos melhores sistemas de
entrega de drogas de baixo peso molecular como sdo o caso de moléculas de
anestésicos locais. Anestésicos locais encapsulados fornecem uma melhor resposta
farmacoldgica, maior absor¢do do que os correspondentes ativos livres aumentando
a acao da droga, melhorando a biodisponibilidade e limitando os efeitos secundarios
toxicos (ALLEM et al., 2013). Assim, a eficiéncia dos lipossomas como transportador
e liberador de moléculas com atividade terapéutica é grande no que se refere a
estabilidade do complexo formado, aumento da taxa de permeabilidade em

aplicacdes topicas, diminuicdo da toxicidade da droga e aumento da eficiéncia



terapéutica (ALLEM et al.,, 2013; GUBERNATOR, 2011). Com o propésito de
desenvolver uma formulacdo para liberacdo controlada do anestésico local
ropivacaina e lipossomas furtivos, propfe-se, no presente estudo, o uso de
lipossomas com membranas modificadas por polimeros denominados lipossomas
furtivos (LF).

Embora estudos do uso de lipossomas como carreadores de drogas datarem
de algumas décadas, a literatura ainda é restrita quanto a arquitetura, dinamica e
topologia dos complexos, principalmente com relacdo aos nanolipossomas e
lipossomas modificados. Assim, o entendimento fisico-quimico das alteragbes das
propriedades do AL encapsulado pode levar a compreensdo das interacfes
intermoleculares dos complexos e eventuais desenvolvimentos de farmacos mais
eficientes. Neste aspecto, o estudo das interacdes de anestésicos locais com
lipossomas furtivos serd realizado utilizando técnicas de ressonancia magnética
nuclear como ferramenta principal.

A espectroscopia de RMN é hoje usada de forma generalizada por todos o0s
que se dedicam a estudar direta ou indiretamente compostos ou fenémenos
quimicos. A espectroscopia de RMN € uma técnica analitica sofisticada e poderosa
que tem aplicacdes em diferentes areas. A diversidade de aplicacdes so foi possivel
devido ao continuo desenvolvimento de diferentes técnicas que se baseiam no
fenbmeno de RMN. Este desenvolvimento permitiu que ao longo dos tempos cada
técnica fosse otimizada de acordo com as necessidades da respectiva aplicacao.

O uso de técnicas de RMN é de extrema importancia para se ter
conhecimento da dindmica e topologia dos complexos formados. Uma das
metodologias mais usadas na caracterizacdo de interacbes RVC/LF por RMN é a
técnica de transferéncia de saturacdo STD, que fornece o mapa de interacdo que é
concedido somente para os hidrogénios que receberam magnetiza¢ao, ou seja, que

foram encapsulados.

Outra técnica de suma importancia neste estudo € a espectroscopia ordenada
por difusdo DOSY, o qual se estuda a visdo global da dindmica translacional dos
constituintes de uma mistura. Este € um experimento que separa 0s sinais através

dos coeficientes de difusao.



A escolha destas técnicas como principal ferramenta recai, primeiramente, no
fato de que esta permite uma avaliagdo ao nivel molecular dos componentes que

constituem o sistema supramolecular.

4 REFERENCIAL TEORICO
4.1 RESSONACIA MAGNETICA NUCLEAR - RMN

Os nucleos de certos elementos e is6topos comportam como se fossem imas
girando em torno de um eixo. Tém esta propriedade os nudcleos do hidrogénio
comum o (*H) e do (**C) entre outros. Quando se coloca um composto contendo
atomos de 'H ou de *C num campo magnético muito forte e simultaneamente se
irradia o composto com energia eletromagnética, os nlcleos podem absorver
energia num processo denominado ressonancia magnética (SOLOMONS, 1996).
Esta absorcdo de energia € quantizada e produz um espectro caracteristico do
composto. A absorcdo de energia ndo ocorre a menos que a intensidade do campo
magnético e a frequéncia da radiacdo eletromagnética tenham valores bem
determinados (SILVERSTEIN, et al. 2006). Os aparelhos de RMN trabalham com
campos magnéticos muitos intensos e irradiam a amostra com radiacdo
eletromagnética na regiao de radiofrequéncia (PAVIA, et al, 2010).

A técnica de RMN é muito utilizada no auxilio da determinacdo da formula
estrutural de substancias, teor de pureza de uma amostra, conformag¢ao molecular,
dindmica, bem como estudo das propriedades fisicas ao nivel molecular. O uso da
RMN para analise das interacGes intermoleculares é de suma importancia para
explicar topologias de complexos em solugéo.

A RMN vem sendo utilizada como uma técnica experimental de grande poder
na investigacdo de interacGes intermoleculares, promovendo evidencias sobre a
topologia e formacdo de complexos através do nicleo do hidrogénio (RMN de 'H)
(KAPUR, et al., 2000), este por sua vez, possui alta sensibilidade e permite extrair
um grande volume de informacdes a partir da analise de seus espectros.

Consequentemente, diversos métodos de RMN de *H foram desenvolvidos e
aplicados na triagem e caracterizacdo de complexos supramoleculares, tais como:
Diffusion-ordered Spectroscopy (DOSY) (MORRIS, et al.,, 1992) e Saturation



Transfer Difference (STD) (MAYER, et al., 1999; MAYER, et al., 2001; MEYER, et
al., 2003; CARLOMAGNO, 2005).

4.1.1 Diffusion-Ordered Spectroscopy (DOSY).

A técnica de DOSY é um experimento que fornece uma visdo global da
dindmica translacional dos constituintes de uma mistura, sejam eles moléculas
pequenas, macromoléculas, complexos ou agregados moleculares. Por sua vez,
DOSY é um experimento que separa 0s sinais de uma mistura de componentes de
acordo com o tamanho e forma da molécula através dos coeficientes de difuséo®.
Como o coeficiente de difusdo de uma determinada molécula sob certas condi¢bes
depende do seu peso molecular, tamanho e forma (raio hidrodinamico), fica evidente
que a difuséo pode ser usada para estudo das interacdes moleculares ou eventos de
complexacdes. Logo, o coeficiente de difusdo pode fornecer informacdes
importantes sobre organizacdo molecular. Valores tipicos de coeficiente de difusdo
em liquidos, a temperaturas moderadas (25-30°C), vdo desde 102 m?s™ (polimeros
de alta massa molar) at¢ 10° m?s? (moléculas pequenas em solucdes pouco
viscosas) (STILBS, 1987). Em virtude de sua habilidade em resolver misturas
complexas e permitir a simultanea identificacdo dos compostos, a técnica de DOSY
vem sendo sugestivamente denominada pelos quimicos como a “cromatografia de
spins” (GOUNARIDES et al., 1999).

O coeficiente de difusdo para um complexo € determinado baseado na troca

entre um estado livre e complexado do ligante. Assim, representa-se a fracdo do
ligante no estado livre fie € complexado feompi, € N0 caso de Deompi € Diivre Seria 0
coeficiente de difusdo do complexo e ligante livre, respectivamente. A fracdo do
ligante complexado (fcompl) € @ constante de associagdo (K,) podem ser calculadas

através das equacdes 1 e 2, respectivamente.
fcompl = (Dlivre - Dcompl)/( DIivre - Dmacro) (l)

Ka = feomp/((1 = feomp) ([Molécula receptora] — feompi [ligante]) 2)

! Coeficiente de difusdo é um valor que representa a facilidade com que cada soluto se move em um solvente
determinado. Depende de trés fatores: tamanho e forma do soluto, viscosidade do solvente e temperatura.



Aplicando os valores de difusdo obtidos experimentalmente na equagéo 1,
calculam-se os valores aproximados da percentagem das popula¢des de moléculas

receptoras complexadas com os ligantes (eq. 2).

4.1.2 Saturation Transfer Difference (STD).

O experimento de STD é muito utilizado na triagem de componentes em
misturas de complexos (YANG et al., 2003; MAYER et al.,, 2001; MEYER et al.,
2003). Ele é baseado na transferéncia de saturacdo do sinal da macromolécula para
o ligante ligado. Macromoléculas apresentam um grande numero de prétons que
estdo acoplados por interacdo dipolo-dipolo. A saturacdo de um sinal simples da
macromolécula pode resultar em uma propagacdo da magnetizacdo por toda a
macromolécula quando a difusdo de spin na estrutura for eficiente. Durante o
periodo de propagacao da magnetizacao, ligantes ligados irdo ser saturados e entao
apresentaram um forte sinal no espectro de STD.

O RMN-STD permite fazer estudos de triagem de ligantes de um modo rapido
e eficaz. Por outro lado, como o objetivo de técnica reside na “observacao” do
ligante, ndo sdo necessarias grandes quantidades de amostra. Nestes estudos, o
receptor apenas tera como funcéo transferir a magnetizagéo para o ativo em estudo.
O RMN-STD permite por um lado determinar a ordem de grandeza da afinidade que
o ligante em estudo tem com o receptor, e fornecer o mapeamento das interacoes
envolvidas no processo de reconhecimento molecular (CARLOMAGNO, 2005).

Como o nome ja diz consiste na diferenca entre dois experimentos, onde, no
primeiro experimento ("em ressonancia”), satura-se o receptor (Lipossoma furtivo)
via um trem de pulsos seletivos de radio frequéncia (rf). Esses pulsos sédo aplicados
na frequéncia de ressonancia dos nucleos do receptor e ndo do ligante. A saturacéo
propaga-se através dos hidrogénios do receptor via rede de interacdes dipolares
intramoleculares *H-'H; isto é chamado difusdo de spin®, este processo é eficiente

devido a grande massa molecular do receptor. A saturacdo € transferida aos

? Difusdo de spin é um fenomeno da relaxagdo longitudinal, T,, frequentemente observado em RMN de
macromoléculas, onde a velocidade de transferéncia de energia entre os ntcleos (hidrogénio) € muito maior que
a velocidade de transferéncia de energia com a rede. Assim as velocidades de relaxacdo longitudinal dos
hidrogénios das moléculas tendem a ter 0 mesmo valor de T, com consequente NOES iguais e negativos.



10

compostos ligados via relaxagdo cruzada intermolecular para a interface receptor-
ligante. As pequenas moléculas dissociam-se do receptor, mas permanecem em um
estado "saturado" devido aos seus longos tempos de relaxagdo longitudinal T1
quando livres (MAYER et al., 2001; MEYER et al., 2003; CARLOMAGNO, 2005).

Em seguida, se realizas um segundo experimento ("fora de
ressonancia™) ao qual um trem de pulsos de rf idéntico ao primeiro € aplicado fora da
faixa de ressonancia dos nucleos dos ligantes e do receptor onde nenhum sinal é
perturbado. Os experimentos em ressonancia e fora de ressonancia séo obtidos e
subtraidos sequencialmente através de ciclagem de fase. O resultado da diferenca
dos espectros fornece somente os sinais dos ligantes que foram saturados. Esta
diferenca de espectros simplifica grandemente a interpretacdo dos dados. O
experimento de RMN-STD é capaz de identificar interacGes de baixa afinidade entre
ligantes ligados em receptores especificos com constante de dissociacdo Kp entre
10®a 10° M (Figura 1).

Aumento da saturagcao

oeee

Saturacéo seletiva O Ligantes ligados

() Ligantes n&o ligados

/ O
o — e "
G —> 0# O

Figura 1 - Representacdo esquematica do experimento de STD. Quando o receptor
torna-se saturado, os ligantes que estdo complexados a ela tornam-se saturados também. Este
fenémeno, chamado de difusédo de spin, esta representado pelas setas vermelhas. Através da
subtracdo deste espectro de um espectro sem a saturacdo do receptor fornece um espectro no
qual apenas os sinais dos compostos complexados a macromolécula aparecem. De forma
geral, a saturacdo do receptor consiste de uma cascata de pulsos Gaussianos.

Fonte: Autoria propria.

O experimento de STD fornece o mapa de interacdo através da equacdo 3
que é fornecido somente para os hidrogénios que receberam magnetizacdo, ou seja,
que foram encapsulados. Portanto, pode-se calcular o mapa de interacéo através do
valor da area dos sinais do espectro de STD dividido pelo valor da area dos sinais
fora de ressonancia (Eqg. 3) (CABECA, 2009).
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Astp = ltora - lem / ltora = Astp/ lfora (3)

4.1.3 Correlation spectroscopy (COSY).

A técnica de RMN-COSY permitem correlacionar hidrogénios e/ou carbonos
que possuam alguma relacéo escalar ("Ju ), (BREITMAIER, 1987; SILVERSTEIN et
al., 1995) entre si. E a pratica de obtencdo de espectros em duas dimensdes (2D),
homonucleares (*H,'H) e também heteronucleares (*H,**C) (CROASMUN et al.,
1994; SILVERSTEIN et al., 1995; KAISER et al., 1997). Através deste método é
possivel fazer mapeamento estrutural mais rigoroso do que utilizando somente as
técnicas 1D e dados de possiveis compostos similares da literatura, principalmente
gquando se refere a analise de estruturas mais complexas, com correlacdes de
moléculas homonucleares ou hetero nucleares.

Devido ao numero de fatores a ser considerados em uma analise de RMN -
COSY é sempre recomendavel que o usuério de RMN 2D esteja familiarizado com a
influéncia de fatores como eletronegatividade ou anisotropia magnética ou
compressao estérica sobre os deslocamentos quimicos e também constantes de
acoplamentos (BREITMAIER, 1987; SILVERSTEIN et al., 1995; KAISER et al.,
1997). Em sintese, com esta técnica pode-se estabelecer as correlacbes entre
os hidrogénios que estdo acoplados por Jyu (acoplamentos axial e equatoriais,
mensuraveis no espectro 1D) e assim diferenciar a multiplicidade dos sinais
observados no espectro de RMN'H (OSCHKINAT et al., 1994; DEROME, 1987).

4.2 LIBERACAO CONTROLADA: LIPOSSOMAS

Alec Bangham em 1965 foi quem descreveu pela primeira vez a formacéao
espontanea de estruturas de membranas fechadas, apés a dispersao de fosfolipidos
num meio aquoso (BANGHAM et al., 1965). O termo lipossoma surgiu mais tarde e
este surgimento deve-se a Weissman, que deu origem a uma sO palavra dois
elementos de origem grega: lipo (significando gordura) e soma (significando corpo)
(SESSA, G. E WEISSMANN, G., 1968).
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Os lipossomas séo vesiculas esféricas microscopicas, constituidas de uma ou
varias bicamadas lipidicas (lipidios anfipaticos) orientadas concentricamente,
isolando um ou varios compartimentos aquosos internos do meio externo, onde as
caudas hidrofébicas dos lipidios estdo voltadas para o interior e as cabecas polares
para o exterior da bicamada (LOPES; OLIVEIRA, 2000; SANTOS; CASTANHO,
2002; ARAUJO, et al., 2003; FREZARD, et al., 2005; BATISTA, et al., 2007;
KLUPPEL, et al., 2007; CABECA, et al., 2008; DIMER, et al., 2013; ANCHIETA-
JUNIOR, et al., 2014). Funcionam como carreadores (transportadores) de farmacos
e biomoléculas, independentemente de sua carga ou massa molar (SANTOS;
CASTANHO, 2002), com capacidade de veicular estes compostos a 6rgdos-alvo,
disponibilizando apenas uma fracao liberacdo controlada dos mesmos para os sitios
de acdo. Podem encapsular substancias hidrofilicas no compartimento aquoso
interior e substancias lipofilicas (hidrofébicas) inseridas ou adsorvidas na membrana
lipidica (ARAUJO, et al., 2003; FREZARD, et al., 2005; BATISTA, et al., 2007;
CABECA, et al., 2008).

Os lipidios ndo sao solaveis em agua e alinham-se em vesiculas de
bicamadas a fim de minimizar as interacdes desfavoraveis entre a fase aquosa e as
longas cadeias carbdnicas, dando origem as vesiculas lipossomais. Esse sistema
organizado expde a ponta polar lipidica para a agua e o restante da cadeia
carbbnica forma uma regido hidrofébica (Figura 2) (MEURE et al., 2009).
Lipossomas podem ser constituidos por uma bicamada de lipidios simples (vesiculas

unilamelares) ou multiplas bicamadas (vesiculas multilamelares).

O Cabeca Polar

~~~ Calda Apolar

S~ Fosfolipideo Regido

) aquosa
Compartimento o

Q\?\?\a & / aquoso interno
Y
0a3

=
&%@9
& g@w ‘\\ Bicamada

A Lipidica B Lipossoma

Composto
- analgésico

Figura 2 - A) Representacdo das unidades dos lipossomas. B) lipossoma encapsulando
substancias.
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Fonte: Adaptada de http://www.ingredientstodiefor.com

Os lipideos mais utilizados nas formulacdes de lipossomas sdo 0s que se
aproximam de uma forma cilindrica como as fosfatidilcolinas, fosfatidilserinas e
fosfatidilgliceréis, que tendem a formar uma bicamada estavel em solucdo aquosa
(Figura 3). As fosfatidilcolinas sdo as mais empregadas em estudos de formulacéo
de lipossomas, pois apresentam grande estabilidade frente a variacbes de pH ou da
concentracdo de sal no meio (BATISTA et al., 2007).
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Figura 3 - Moléculas de lipidios A) fosfatidilcolina, B) fosfatidilserinas e C) fosfatidilgliceroéis.
Fonte: Autoria propria.

Os lipossomas séo classificados em relacdo ao tamanho e de acordo com o
namero de camadas lipidicas concéntricas que contém, dentre os quais, podemos
citar (EIDELMAN et al., 2005; TORCHILIN, 2005):

e Vesiculas unilamelares pequenas (SUV — Small Unilamelar Vesicles):
formada por apenas uma bicamada fosfolipidica e um pequeno

compartimento aquoso, com tamanho variando de 20 a 50 nm.

e Vesiculas unilamelares grandes (LUV — Large Unilamelar vesicles):
constituidas por uma simples bicamada com grande cavidade aquosa,

com tamanho variando de 200 a 1000 nm.
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e Vesiculas multilamelares grandes (MLV — Multilamelar Vesicles):
consistem de varias bicamadas fosfolipidicas concéntricas intercaladas

por compartimento aquosos, com diametro de 400 a 3500 nm.

Estes sistemas supramoleculares s&do preparados classicamente por
fosfolipidios (ANCHIETA-JUNIOR, et al., 2014) (podendo ser de origem natural ou
sintética), porem de uma forma geral, podem ser obtidos a partir de qualquer
substancia anfifilica formadora de fase lamelar. As fosfatidilcolinas (Figura 3 A) sao
as mais empregadas em estudos de formulacdo de lipossomas (FREZARD, et al,
2005; KLUPPEL, et al., 2007) pois apresentam grande estabilidade frente a
variacdes de pH ou da concentracao de sal no meio (BATISTA, et al., 2007).

Um dos métodos de preparacado de lipossomas a partir de fosfolipidios inclui a
hidratacao do filme lipidico. O filme é formado através da dissolucdo dos lipidios em
solvente organico e seguido de sua evaporacao. A hidratacdo deste filme pode ser
efetuada com agua ou solucdo tampéo, sob agitacdo magnética vigorosa, formando
uma dispersdo de LUVs. As moléculas de farmacos a serem encapsulados podem
ser incorporadas na solucdo tampé&o ou dissolvidas na mistura lipidica (lipofilicos).
Por fim, a solucdo unilamelares grandes € entdo sonicada ou extrusada através de
membranas de policarbonato com diferentes porosidades (SANTOS; CASTANHO,
2002).

Em geral utiliza-se um extrusor com pressao a base de nitrogénio, onde a
pressdo € aplicada sobre os lipossomas forcando-os através de filtros (normalmente
de policarbonato) com diametros de poros adequados para o diametro de lipossoma
desejado. O processo de extrusdo também pode ser realizado utilizando-se um mini-
extrusor (Figura 4 A). Neste caso, a pressdo exercida pelo usuario no émbolo da
seringa forca a passagem das vesiculas lipossémicas de uma seringa para outra

através de filtros com diametro desejado.
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Figura 4 - A) Mini extrusor e B) esquema de montagem e componentes do mini extrusor.
Fonte: Adaptada de www.avantilipids.com

retencgao

O principal problema existente na utilizacdo dos lipossomas é que na corrente
sanguinea, as opsoninas presentes no sangue aderem facilmente a membrana dos
lipossomas convencionais (KLUPPEL, et al., 2007). Devido a isto, sdo rapidamente
capturados pelo sistema fagocitario mononuclear, levando a sua eliminagédo
(BATISTA, et al., 2007).

A existéncia deste problema levou a pesquisa e desenvolvimento de sistemas
lipidicos modificados, essencialmente pela insercdo de determinadas moléculas em
sua camada exterior com o objetivo de evitar sua eliminacao pelo sistema reticulo-
endotelial (LOPES; OLIVEIRA, 2000;). Os lipossomas que apresentam este tipo de
superficie modificada sdo denominados lipossomas furtivos (lipossomas de longa
circulagdo) (SANTOS; CASTANHO, 2002; ANCHIETA-JUNIOR, et al., 2014).

As vesiculas lipossémicas de longa duracao in vivo sdo obtidas por diferentes
métodos, sendo um deles o revestimento da superficie lipossbmica com
componentes hidrofilicos naturais, como polimeros hidrofilicos sintéticos,
especificamente os polietilenoglicéis PEG (Figura 5) (BATISTA, et al.,, 2007,
KLUPPEL, et al., 2007). O PEG é um polimero biologicamente inerte usado em
carreadores farmacol6gicos para criar uma barreira estérica e/ou uma estrutura
aguosa ao redor dos lipossomas, para protegé-los contra as proteinas plasmaticas
do corpo (LOPES; OLIVEIRA, 2000; ANCHIETA-JUNIOR, et al., 2014).
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Figura 5 - Diagrama esquematico de um lipossoma revestido com polimero (LF).
Fonte: Adaptada de http://www.suggest-keywords.com

Grandes avangos em pesquisas foram iniciados no final da década de 90 com
intuido de reduzir a captura dos lipossomas convencionais pelo sistema fagocitario.
Deste modo, surge uma nova geracao de lipossomas que possuem superficie de
membranas alteradas denominados lipossomas furtivos (LF) (BOERMAN et al.,
2000). Estes lipossomas com a superficie modificada pela inclusdo de PEG
(polietilenoglicol) de alto peso molecular (Figura 5) reduz a captacdo pelo sistema
mononuclear fagocitario e aumenta a sua permanéncia na circulacdo sanguinea.
Esta ocorréncia se da devido a ocupacdo do espaco adjacente a superficie do
lipossoma, com moléculas de agua, criando um impedimento estérico, devido a
solvatacdo da macromolécula, consequentemente, estard prejudicando a interacdo
com as proteinas plasmaticas do sangue (LOPES; OLIVEIRA, 2000; JUNIOR).

Tendo em vista que a principal limitacdo dos lipossomas convencionais € a
sua eliminacdo de circulacao pelo sistema reticulo-endotelial, reduzindo seu periodo
de circulagdo no organismo, consegue-se obter com lipossomas furtivos com tempo
de meia vida em circulacdo 100 vezes superiores aos dos lipossomas convencionais
(SANTOS; CASTANHO, 2002). O fator que determina esta maior duracdo, no caso
da utilizacdo do PEG, é o0 seu peso molecular bem como sua concentracdo na
superficie da bicamada (LOPES; OLIVEIRA, 2000).

De maneira geral, pode-se dizer que o uso de anestésicos locais
encapsulados em lipossomas furtivos unilamelares tem como vantagens prolongar a
duracdo da anestesia e a reducdo da toxicidade para os sistemas cardiovascular e
nervoso central (LANGERMAN et al., 1992; MOWAT et al., 1996).
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4.3 ANESTESICOS LOCAIS ENCASULADOS EM LIPOSSOMAS FURTIVOS

Os anestésicos locais (AL) sdo compostos quimicos que promovem O
bloqueio reversivel da conducéo nervosa. O primeiro composto a ser utilizado como
anestésico local foi a cocaina, um alcalbide isolado das folhas de Erithroxylon coca,
que teve sua acdo demonstrada por Koller (1884) (GRZYBOWSKI, 2008) ao utiliza-
la como anestésico oftalmico. Foi empregada clinicamente durante muito tempo e foi
substituida por outras substancias devido aos seus efeitos colaterais como
dependéncia quimica e psiquica.

Os anestésicos locais AL sdo uma classe de farmacos capazes de induzir
alivio da dor agindo sobre os processos de geracédo e conducgdo nervosa. Isso se da
em virtude da sua capacidade de se ligar ao canal de sodio de membranas
excitaveis. Este mecanismo de acdo envolve o blogueio de um ou mais sitios
especificos de ligacdo dos canais de sddio, impedindo o fluxo de ions sédio e a
propagacgéo do impulso nervoso (COVINO & VASSALO, 1985); (COLLINS, 1993;
HARVEY et al., 1998; MALAMED, 2001; MURA et al., 2007). O bloqueio da
conducado nervosa é reversivel, sendo que essa propriedade € uma consequéncia da
inibicdo do processo de excitagdo-conducdo em nervos periféricos, apds aplicacdo
local e em concentracdes adequadas. Um AL exerce sua acao reversivel em
qualquer tecido nervoso, podendo bloquear a passagem de impulsos tanto em fibras
sensoriais quanto motoras, aliviando ou evitando a dor, o que contribui para a
grande utilizacao desses farmacos na pratica médica (COVINO, 1986).

Os ALs mais comumente usados no tratamento da dor sao pertencentes a
familia das aminoamidas: bupivacaina, ropivacaina, lidocaina, mepivacaina e
prilocaina (KOEHLER et al., 2005), o qual a Figura 6 demonstra alguns destes AL

em sua forma molecular.
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Figura 6 - Estrutura quimica de alguns ALs do tipo amino-amida de uso clinico.
Fonte: Autoria propria.

Estudos apontam a RVC como uma alternativa ao uso dos AL mais utilizado
em procedimentos clinicos e cirdrgicos, justamente por induzir menor toxicidade
sistémica e promover maior grau de dissociacado entre o bloqueio motor e sensorial,
sendo (til na administracdo epidural, infiltracdo e alivio da dor pds-operatoria
(WHITESIDE & WILDSMITH, 2001).

Entretanto, em solucdo aquosa quase todas as drogas estdo sujeitas a
alguma degradacao e, frequentemente, a atividade terapéutica é prejudicada pela
instabilidade da droga (LOFTSSON et al.,, 1996). A consequéncia mais comum da
degradacdo da droga é a perda da sua eficiéncia e em alguns casos 0s produtos de
degradacdo sao toxicos. Para aumentar a estabilidade e solubilidade de drogas, em
especial anestésicos locais AL, em solventes aquosos utilizam-se diversas técnicas
tais como ajuste do pH das solucdes aquosas, suspensodes lipossomais tamponadas
e formacéao de géis e emulsdes (ENNIS et al., 1986; MCCORMACK et al., 1998).

A proposta do uso de anestésicos locais encapsulados em lipossomas
vesicula tem como vantagens a liberacdo lenta do farmaco prolongando a duragéo
da anestesia e a reducéo da toxicidade para os sistemas cardiovascular e nervoso
central (LANGERMAN et al., 1992; MOWAT et al., 1996). Grandes avanc¢os tém sido
alcancados em pesquisas envolvendo lipossomas e anestésicos locais, que

demonstram suas vantagens em relacdo ao uso do farmaco livre (DE PAULA et al.,
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2010; WEINIGER et al.,, 2010; FRANZ-MONTAN et al., 2012; MERCADO
&WEINBERG, 2011; RICHARD et al., 2011). Logo, 0 conhecimento preciso da
interacdo entre o AL e lipossomas, bem como topologia do complexo formado é

fundamental para desenvolvimento de anestésicos mais eficazes e potentes.

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 MATERIAL EM ESTUDO

As amostras de fosfatidilcolina de ovo (EPC), colesterol e polietilenoglicol DSPE-
PEG-2000 serdo adquiridos da Avast lipids. Solventes deuterados e AL, RVC, foram
adquiridos da Sigma Aldrich. Esses reagentes foram adquiridos via recursos do
projeto Universal CNPq Processo: 448908/2014-0.

5.2 METODOS

5.2.1 Preparacao e encapsulacdo da RVC em lipossomas de longa circulacao

Lipossomas furtivos foram preparados a partir de fosfatidilcolina de ovo
(EPC), colesterol e de polietilenoglicol DSPE-PEG-2000 a uma razdo molar de
54:41:5. Os componentes serdo solubilizados em cloroférmio. Cerca de 10 mM de
anestésico local RVC (Sigma Aldrich) foi adicionado a fase lipidica. O solvente foi
retirado em temperatura ambiente para obtencédo de um filme lipidico (HAERI, et al.,
2013). Em seguida, os lipideos foram hidratados com uma solu¢do aquosa e
agitados de 10-15 rpm e deixado em equilibrio por 2 horas. A formulacéo foi, entao,
extrusada 13 vezes através de uma membrana de policarbonato de 400 nm em um

extrusor Avanti mini-extruder.
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5.2.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Todos os experimentos de RMN serdo realizados no Laboratorio de
Ressonancia Magnética Nuclear da Universidade de Londrina - UEL. O equipamento
de RMN usado foi o Bruker 400 MHz para a frequéncia de hidrogénio.

As amostras foram analisadas em sonda de cinco mm para deteccéo direta e
indireta, com gradiente de campo magnético em z e pulsos seletivos. O sinal de
deutério do solvente foi utilizado como trava do campo e ajuste da homogeneidade
do campo magnético.

Os experimentos foram realizados com “softwares” padrdes Bruker sob

condic0es tipicas.

5.2.2.1 Experimento de DOSY

Para todos os experimentos, foram utilizadas 16 amplitudes diferentes de
gradientes e com otimizagcdo do tempo de difusdo de 0,06 s. O programa de
processamento de dados utilizado foi o DOSY Toobox. Os coeficientes calculados
para cada sinal selecionado foram listados juntamente com os respectivos desvios
padrées. O valor do coeficiente de difusdo e do desvio padrdo de cada espécie
envolvida na andlise foi dado através da média aritmética de todos os coeficientes
da mesma espécie. Coeficientes com valores diferentes daqueles apresentados pela
maioria foram descartados.

Os resultados do método de andlise DOSY sédo espectros de pseudo duas-
dimensdes com deslocamentos quimicos de RMN de *H em um eixo e o coeficiente
de difusdo calculado (m? s* x 109 em outra dimensdo. O tempo médio de

aguisicao do experimento foi de 25 minutos.

5.2.2.2 Experimento de STD

Todos os experimentos de STD foram seletivamente saturados usando trens

de pulsos Gaussianos em -0,5 ppm para aquisicdo em ressonancia e 30 ppm para a
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aquisicao fora de ressonancia. Os experimentos foram processados utilizando o
programa TOP SPIN.

5.2.2.3 Experimento de COSY

O experimento foi adquirido para identificacéo de sinais em overlap. O mapa de
correlacao foi obitido dom tempo total de 40 minutos (ns 16). O experimento foi
processado em software Top Spin da Brucker.

6 RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 ANALISE DOS ESPECTROS DE RESSONANCIA (RMN DE H)

A caracterizacdo do complexo proposto no trabalho foi iniciada através de
experimentos de ressonancia magnética nuclear de 'H. Foram realizados
experimentos para as moléculas de RVC, LF e RVC/LF. A primeira evidéncia para
formacdo de um complexo pode ser feita através da variagdo do deslocamento
quimico no espectro de RMN de *H da RVC em contato com LF.

O espectro de RMN de 'H do anestésico local RVC esta representado na
Figura 7.
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Figura 7 - Espectro de RMN de H (400 MHz, D,O/ referéncia H,O residual em 4,7 ppm) de RVC
[10 mmol L.
Fonte: Autoria propria.

O deslocamento quimico dos hidrogénios, bem como a atribuicdo dos

hidrogénios estdo apresentados na Tabela 1 a sequir.

Tabela 1 - Atribuig&o e deslocamento quimico dos H da RVC [10 mmol L™].

RVC
Identificacdo dos*H & *H (ppm)
1 7,17
2 7,14
3 7,13
7 4,09
8e 2,34
8a; 9¢;10c 1,91
9,; 104 13 1,72
11, 3,64
114, 12 3,06
14 0,89
15;16 2,12

a hidrogénio axial; ¢ hidrogénio equatorial.

Ao analisar o espectro de RMN da Figura 7 observou-se a presenca do sinal
em 7,14 ppm que se refere aos hidrogénios do H-1, 2 e 3 que por sua vez

pertencentes ao anel aromatico. No entanto para os hidrogénios equatoriais e axiais,
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aos quais encontraram-se em overlap de sinal, s6 foi possivel a atribuicdo através de

experimento de RMN-COSY que é apresentado na Figura 8.
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Figura 8 - Espectro de RMN COSY (400 MHz, D,O/ referéncia H,O residual em 4,7 ppm) de RVC
[10 mmol L.
Fonte: Autoria prépria.

Portanto os sinais como se pode observar Figura 8 existe correlagcdes entre
0s hidrogénios 11 - 105, 11, - 10, 12 - 13, 8¢ - 9¢ - 94, 7 - 8¢, 7 - 8,. Dessa forma
pode-se mapear e atribuir os hidrogénios que estdo em sobreposicao.

A Figura 9 traz o espectro de RMN de 'H da vesicula lipossomal de
membrana modificada LF, antes da formacdo do complexo. Este espectro foi obtido
apenas como referéncia, pois, tendo em vista que a estrutura da vesicula lipossomal
apresenta diversos hidrogénios sobrepostos, ndo se consegue definir quais foram

alterados na complexacéao.
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Figura 9 - Espectro de RMN de H (400 MHz, D,O/ referéncia H,O residual em 4,7 ppm) da
vesicula lipossomal de membrana modificada (LF) [10 mmol L'l].
Fonte: Autoria propria.
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Figura 10 - Espectro de RMN de H (400 MHz, D,0O/ referéncia H,O residual em 4,7 ppm) do
complexo RVC/LF [10:10 mmol L™].

Fonte: Autoria propria.
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O Figura 10 mostra um espectro de 1H do complexo RVC e LF. Ao analisar o
espectro da Figura 10 nota-se que houve um deslocamento dos sinais de hidrogénio
do farmaco RVC quando complexado em LF. Os valores de deslocamento quimico
dos hidrogénios da RVC livre e do complexo RVC/LF foram apresentados na Tabela
2. Alguns sinais ndo apresentaram variacdo no deslocamento quimico, entretanto
outros indicaram algumas evidéncias de complexacdo de RVC em LF. Os maiores
valores de variacdo de deslocamento foram para os H12; 11, (Ad = 0,23 ppm)
seguido dos H9,; 10,; 13 (Ad = 0,07 ppm) e H9¢; 85; 10, (Ad = 0,06 ppm). Esses
valores de variacdo do deslocamento quimico indicam que o anel ciclopentano e
H12; 11, da RVC esta interagindo com LF com maior intensidade do que a parte
aromatica da molécula. No entanto, a variagdo no deslocamento quimico do H3 e H7

indica também interage com LF, porem com menor intensidade.

Tabela 2 - Sinais de RMN de 'H de RVC, RVC/LF (Variagcdo nos deslocamentos quimicos
referente aos sinais de RVC).

1H RVC RVCI/LF
51H (ppm) _H (ppm) _ 2° (PP™)

1 7,17 7,17 0,00
2 7,14 7,14 0,00
3 7,13 7,12 -0,01
7 4,12 4,10 -0,02
8e 2,34 2,34 0,00
8a; 9e; 10e 1,93 1,99 0,06
9a 104 13 1,71 1,78 0,07
11, 3,64 - ;

11, 12 3,07 3,30 0,23
14 0,89 0,89 0,00
15, 16 2,12 2,12 0,00

Fonte: Autoria propria.

Observa-se que a variacdo no deslocamento quimico foi muito pequena,
porém isso ja pode ser considerado um indicativo que houve evidéncia de
encapsulacdo da molécula de RVC em LF. Nota-se o também o alargamento dos
sinais da Figura 10 quando comparado com 0s sinais da Figura 7, o que € outra
evidéncia de complexacdo. Esse alargamento é devido a diminuicdo do tempo de
relaxacdo T2 para macroestruturas (Figura 11). Assim, pode se concluir que a RVC

esta complexada no lipossoma assumindo um tempo de correlagdao maior (RVC
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do lipossoma) diminuindo assim seu valor de T2 e
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Figura 11 - Tempo de relaxa¢cdo em fung¢do do tamanho de molécula.

6.2 ANALISE DOS ESPECTROS DE RMN DOS EXPERIMENTOS DOSY

Para um melhor entendimento do complexo formado entre a RVC e o LF
(RCVILF), foi necesséria a obtencdo de outras informacdes a seu respeito como a
fragdo molar (fx) e a constante de associacdo (K,). Estes dados foram obtidos
através dos coeficientes de difusédo (D) resultantes de experimentos RMN-DOSY.

Para o estudo da interacdo do complexo, foram realizados experimentos
DOSY para a RVC em sua forma livre (Figura 12), LF livre (Figura 13), e para o

complexo de inclusdo RVC/LF (Figura 14).
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Figura 12 - Espectro de RMN-DOSY (400 MHz, D,O/ referéncia H,O residual em 4,7 ppm) de RCV
[10 mmol L™].
Fonte: Autoria propria.
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Figura 13 - Espectro de RMN-DOSY (400 MHz, D,O/ referéncia H,O residual em 4,7 ppm) do LF
[9,8 mmol L.
Fonte: Autoria propria.
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Figura 14 - Espectro de RMN-DOSY (400 MHz, D,0O/ referéncia H,O residual em 4,7 ppm) do
complexo RCV/LF.
Fonte: Autoria propria.

Ao analisar os espectros das substancias livres, RVC (Figura 12) e LF (Figura
13) pode-se observar uma grande diferenca nos valores de D (4,07x10°m?s™ e
0,32x10°m?s™ respectivamente) (Tabela 3). Isso se d& pelo fato da molécula de
RVC apresentar uma estrutura menor, o qual gera uma difusdo mais rapida
(4,07x10°m?s™) em relacéo & LF que se difunde mais lentamente (0,32x10°m?s™)
devido a sua maior e mais complexa estrutura. A andlise do espectro do complexo
RCV/LF (Figura 14) demonstra que a difusdo do RVC em sua forma complexada
sofreu uma grande reducdo comparada a sua forma livre (4,07x10°m?s™)

evidenciando a formacgéo do complexo de incluséao.

A partir dos valores de D obtidos foi calculada a fracdo molar (fx) do complexo
seguindo a Eq. 1 (padg. 08) e com este valor se determinou sua constante de
associacao (K,) por meio da Eg. 2 (pag. 08). Os valores de D, fx e K, encontrados

estéo dispostos na Tabela 3.
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Tabela 3 - Coeficientes de Difuséo (D) da RVC, LF e RVC/LF, constante de associacao (K,) e
fracdo molar (fX) do complexo RVCILF.

Complexos | Compostos D (10 m?s™) Fracdo molar do Ka
complexo fx% L/mol
- RVC 4,07 £0,40 - -
- LF 0,32+0,17 - -
RVC/LF RVC 3,38 + 0,05 18 28

Fonte: Autoria propria.

Com o valor de fracdo molar do complexo obtido 18 % juntamente com sua
constante de associagéo 28 L.mol™* comprovam a associagéo da RVC e a molécula
de LF.

Para confirmar a formagao do complexo foi realizado experimentos de STD.

6.2.1 Avaliacdo do complexo RVC/LF experimentos de RMN - STD.

O experimento de STD fornece informacfbes dos hidrogénios da
molécula RVC encapsulada na vesicula de LF ( Figura 15). A Figura 15iii refere ao
espectro de 1H do complexo RVC/LF. A Figura 15ii refere-se ao espectro controle |
(fora de ressonancia) e a Figura 15i ao espectro de STD. Na regido de 3,62 ppm
observa-se sinal referente aos hidrogénios do PEG e do H1lle da RVC que estdo

sobrepostos, logo, essa regiao foi descartada para analises de STD.
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Figura 15 - iii) EsPectro de RMN de 'H (400 MHz, D,O/ referéncia H,O residual em 4,7 ppm) da
RPC [10 mmol L™] ii) Espectro controle (irradiando em 30 ppm) i) Espectro de STD RPC/LF
(irradiando em -0,5 ppm). Tempo total de saturacdo 2,55 s.

Fonte: Prépria.

O espectro de STD (irradiado em -0,5 ppm) indicou que ocorreu a
transferéncia de saturacdo do lipossoma para hidrogénios da RVC indicando que a
molécula de RVC foi encapsulada no LF. Os valores de magnetizagdo foram
normalizados. Assim, o hidrogénio com maior intensidade de transferéncia de
magnetizacao foi o H8,, seguido dos H arométicos e H11,, 12 (Tabela 1Tabela 4). Os

H15, 16 e H14 apresentaram menor valor de transferéncia de saturagao.

Tabela 4 - Dados obtidos nos experimentos de STD

) Area fora de Mapa de STD
H - (ppm) Area STD . _
ressonanica normalizado.
H1, 2, 3 (7,17) 0,0003 1,0000 31 %
H 11, 12 (3,07) 0,0003 0,8970 34 %
H8 (2,36) 0,0003 0,3135 100%
H15, 16 (2,12) 0,0006 2,2047 28 %
H14 (0,89) 0,0002 1,0843 19 %

Fonte: Autoria propria.

Os baixos valores de transferéncia de saturacdo do LF para os hidrogénios da

RVC confirmam a encapsulagédo do AL nas vesiculas de LF e corroboram com os
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baixos valores da fragdo complexada obtida no espectro de DOSY 18% e baixa
constante de associacdo 28 L.mol™. Porém, o espectro de STD indica que toda a
molécula de RVC foi encapsulada, pois hidrogénios aromaticos e piperidinicos

sofreram transferéncia de saturacao.

7 CONCLUSAO

A determinacdo do complexo de RVC/LF proposto foi inicialmente realizada
através do deslocamento quimico. Os valores de variacdo no deslocamento quimico
dos espectros de RMN de *H da RVC foi o primeiro indicio de complexac&o entre a
molécula de RVC e LF. Esses resultados foram confirmados através dos
experimentos de RMN-DOSY. Os coeficientes de difusdo da RVC livre foram de
4,07x10° m2. s1 e apés complexada 3,38 x10"° m2.s* o que indica interacdo da
molécula de RVC com LF. Os calculos de fracdo molar complexada de 18% e a
constante de associacdo K,= 28 L/mol mostraram que a molécula de RVC esta
encapsulada no LF porem fracamente.

A encapsulacdo do complexo RVC em LF foi comprovada também através
dos experimentos de RMN-STD. A molécula de RCV foi totalmente encapsulada,
pois o experimento de STD indicou transferéncias de saturagdo do LF para os

hidrogénios do anel aromatico e anel piperidinico.
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