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INTRODUCAO

Anestésicos locais (AL) sao moléculas anfifilicas que tém grande afinidade pela membrana
celular e sua principal acao e a de inativar o canal de sédio voltagem dependente, impedindo a
propagacao do impulso nervoso em fibras nervosas periféricas. Muitos AL usados clinicamente
apresentam toxicidade que é proporcional a poténcia, sendo um grande desafio o desenvolvimento
de novos compostos mais potentes e menos toxicos. A modificacao das caracteristicas da molécula
anestesica atraves do desenvolvimento de sistemas de liberacao sustentada € uma alternativa
interessante. Ha relatos na literatura que mostram que a complexacao em ciclodextrinas (CDs),
aumenta a duracao da anestesia e/ou diminui a toxicidade intrinseca dos AL. A inclusao em CDs
aumenta a solubilidade aguosa do farmaco, e sua estabilidade quimica, além de nao desenvolver
nenhuma resposta imunolégica em humanos. Neste trabalho, relatamos o desenvolvimento de
uma formulacao para o anestésico local dibucaina (DBC, esquema 1), através de sua complexacao
em 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD) buscando melhorar as propriedades farmacologicas
da dibucaina, objetivando futura aplicacao clinica.
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Esquema 1 - Estrutura quimica da Dibucaina: N’ \ _c//o
0 grupamento amina 12 se ioniza em pK 8,3. \NH—(CHz)z—l(
"C2Hs

C2H;5

METODOLOGIA

Preparo do complexo de inclusao dibucaina: HP--CD por co-solubilizacao

Solucoes de farmaco e ciclodextrina (HP-B-CD) em agua foram mantidas sob agitacao por 24
h (Araujo, 2005), em temperatura ambiente. Apds esta etapa os complexos foram liofilizados e
armazenados em dessecador para posterior utilizacao.

Aumento da solubilidade da DBC
A solubilidade da forma neutra foi acompanhada pela absorcao da DBC em 327nm. Em pH acido
determinou-se a variacao da fluorescéncia da DBC (Aex =327nm, .em= 350-550nm). Para avaliar a
estequiometria da reacao, a variacao da emissao de fluorescéncia foi analisada de acordo com a
equacao 1 (Banerjee et al, 2004): Cpac .
=1/IC.,]
(AUC-AUC,) (1)

Onde C,. e C, representam a concentragao de dibucaina e CD, respectivamente e AUC a area
sob a curva de fluorescéncia.

Avaliacao da toxicidade in vitro da DBC livre e complexada: ensaios em culturas de células
fibroblasticas tipo 3T3

Fibroblastos 3T3 foram cultivados em meio DMEM, contendo antibioticos e suplementos.
Células cultivadas por 24 horas (até semi-confluéncia) foram tratadas com DBC (1 uM - 1 mM) livre
ou complexada em HP- B-CD) na proporcao molar de 1:1. Apds 24 horas, o meio de cultura foi
substituido e as células incubadas com o corante MTT por 3 horas; apos tratamento com 0,1 mL de
alcool etilico absoluto, leu-se o formazan produzido pela reducao do corante em 570 nm.

Ensaios hemoliticos

Sangue humano obtido do hemocentro/Unicamp foi centrifugado (10 minutos a 10000xg).
hemaceas foram ressuspensas em tampao PBS 5 mM (NaH,PO, 1mM, Na,HPO, 4mM e NaCl
M) pH 7 e centrifugadas novamente nas mesmas condicdes. Apods ressuspensao do
do de hemaceas para um hematocrito de 0,15%, adicionou-se concentracoes crescentes
complexada - entre 0,5mM -3mM. As amostras e controles (tampao e agua) foram
30 min. a 37 2C e centrifugados (5 min., 25 °C, 10000xg); o sobrenadante foi
o da hemoglobina em solucao (412 nm). A porcentagem de hemolise foi

90 2 (Malheiros et al, 2004): A —A

%hemélise=—23——CL x 100 (2)
A_-A
c2 cl

da amostra, dos
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Figura 1 - Variacdao da solubilidade da DBC neutra (solucao B
saturada) na presenca de concentracdes crescentes de HP-B-CD. Tratamentg P
N i _ Brenesi-Hildebrand modificada
Tampao carbonato 50 mM (pH 10,0), temperatura ambiente (25 0H 5,0
°C). O inserto indica que o aumento aparente ser do linear (tipo 055
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Figura 3 - Efeito citotéxico da DBC (preto) e do complexo
DBC:HP-B-CD (vermelho) em células 3T3 (incubacao por 24 h
a 37 °C e 5% CO,) avaliados pela redugdao do corante MTT.
Dados expressos em porcentagem de células viaveis em
relacao ao controle com MTT.
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Figura 4 — Hemdlise de eritrocitos humanos induzida pela nosso laboratg

DBC livre (preto) e complexada com a HP-B-CD (vermelho). - Ja no
Ht = 0,15%, lise medida pela liberacdao de hemoglobina (Abs
em 412nm), em solucao tampao PBS pH=7,0.
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Em conjunto esses resultados ap«
HP-B-CD constitui em bom carre
desenvolvimento de um sistema d
sustentada para o anestésico local DBC, ¢
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