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RESUMO

Carvalho C. Andlise funcional do bloqueio cidtico em ratos com lidocaina associada
a hialuronidase em complexagao com hidroxipropil —B-ciclodextrina e citotoxicidade
[dissertacdo]. Sdo Paulo: Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Odontologia;
2014. Versao Original.

O uso da enzima hialuronidase como adjuvante do anestésico local esta consagrado
em oftalmologia, por melhorar a eficicia anestésica devido ao seu efeito difusor de
farmacos, ocasionado pela quebra temporaria do hialuronan (acido hialurénico) que
€ o principal constituinte de tecidos conectivos. Em odontologia, a utilizacdo da
enzima como adjuvante no bloqueio do nervo alveolar inferior ndo apresentou
vantagens quando injetada concomitante ao anestésico local, resultando em dor e
trismo. Entretanto, com a utilizagdo de um novo protocolo onde a aplicacao da
hialuronidase ocorria aos 30 min do inicio da anestesia, prolongou o efeito
anestésico e sem ocorréncia de efeitos adversos. Este protocolo oferecia a
vantagem de evitar complementagdo anestésica reduzindo os riscos de toxicidade
local e sistémica, porém ainda havia a desvantagem da necessidade de uma nova
puntura para aplicacdo da enzima. Surgiu a hipétese de se manter os beneficios
desse protocolo com o uso da hialuronidase, de prolongar a duracdo da acéo
anestésica, injetando-a concomitantemente ao anestésico local, porém estando a
enzima em um sistema de liberacdo lenta. Deste modo, a hialuronidase (75 UTR/mI)
foi incorporada a uma nanoparticula, a hidroxipropil-B-ciclodextrina, que atrasaria
sua biodisponibilidade e simularia o protocolo da injecao antes do término da acao
anestésica. Assim, este trabalho teve como objetivo verificar a eficacia do complexo
de inclusdo hialuronidase: hidroxipropil-B-ciclodextrina injetado concomitantemente
ao anestésico local, em prolongar a duracéo de acao do blogueio nervoso funcional,
a fim de oferecer uma alternativa futura de solucado anestésica em procedimentos
clinicos demorados ou para o alivio de dor, principalmente, em pacientes com
comprometimento sistémico cuja utilizacdo de vasoconstritor adrenérgico ou
anestésico de acdo prolongada esteja contraindicada. Também foi avaliada a
citotoxicidade do novo sistema carreador, o complexo de inclusdo hialuronidase:
hidroxipropil-B-ciclodextrina. O bloqueio funcional sensitivo, motor e proprioceptivo
do nervo ciatico de ratos foi avaliado através de reflexo de retirada da pata e
pincamento, reflexo extensor tibiotarsal e claudicagdo, e resposta de salto. A



citotoxicidade foi avaliada através do teste contagem por Azul de Tripan em
fibroblastos e de hemdlise em eritrocitos, ambos de rato. Os grupos onde o
complexo de inclusdo hialuronidase:hidroxipropil-B-ciclodextrina foi injetado
concomitantemente ao anestésico local apresentaram aumento significativo em
comparagdo a todos os demais. O complexo de inclusdo ndo se apresentou
citotéxico, mas quando associado a lidocaina, manteve a citotoxicidade desta.
Nenhum efeito hemolitico foi observado nas concentracdes utilizadas para enzima, o
complexo de inclusdo e para a lidocaina.

Palavras-chave:  Anestésico Local. Hialuronoglicosaminidase.  Adjuvantes
Anestésicos. Anestesia. Ciclodextrina.



ABSTRACT

Carvalho C. Functional analysis of rat sciatic block with lidocaine associated to
hyaluronidase in complexation with hydroxypropyl-B-cyclodextrin and cytotoxicity.
[dissertation]. S&o Paulo: Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Odontologia;
2014. Versao Original.

The use of hyaluronidase as an adjuvant to local anesthetic is established in
ophthalmology anesthesia to improve the effect of the drugs due to its spreading
effect caused by a temporary break of hyaluronan (hyaluronic acid), which is the
main component of connective tissue. In dentistry, the use of the enzyme as adjuvant
in inferior alveolar nerve blockade was not advantageous when injected
concomitantly with local anesthetic, resulting in pain and trismus. However, when the
enzyme was injected before the end of nervous block, the anesthetic effect was
extended and had no adverse effects. This protocol offered the advantage of
avoiding anesthetic supplementation and reduces the risk of local and systemic
toxicity, but there was still the disadvantage of receiving a new puncture to inject the
enzyme. It has been hypothesized to maintain the benefits of this protocol with the
use of hyaluronidase, to extend the duration of anesthetic action, injecting the
hyaluronidase concomitantly with the local anesthetic, but the enzyme should be in a
slow release system. Thus, hyaluronidase (75 TRU/mI) was incorporated into a
nanoparticle, hydroxypropyl - B - cyclodextrin, which would delay its bioavailability
and simulate the protocol of the injection before the end of anesthetic action. This
study aimed to determine the efficacy of inclusion complex hyaluronidase:
hydroxypropyl - B - cyclodextrin injected concomitantly with the local anesthetic to
extend the duration of action of functional nervous block, to offer a future alternative
of anesthetics to the clinical prolonged procedures or to relieve the pain, mainly in
patients with systemic compromising whose the use of adrenergic vasoconstrictor or
long-acting anesthetic are contraindicated. The cytotoxicity of the inclusion complex
hyaluronidase: hydroxypropyl- B -cyclodextrin was also evaluated. The nociceptive,
motor and proprioceptive functional blockade of the sciatic nerve in rats was
assessed by paw withdrawal reflex and clamping (pinprick), tibiotarsal extensor reflex
response and claudication, and jumping response, respectively. The cytotoxicity was
assessed through cell viability test by Trypan blue counts of fibroblasts and

hemolysis test, both in rat cells. Groups where the inclusion complex hyaluronidase :



hydroxypropyl - B - cyclodextrin was injected concomitantly to the local anesthetic
showed a significant increase of duration of anesthetic action compared to the
others. The plain inclusion complex showed no cytotoxicity, but when associated with
lidocaine, the cytotoxicity of this was maintained. None haemolytic effect was
observed for the concentration used to the groups hyaluronidase, inclusion complex
and lidocaine.

Keywords: Local anesthetic. Hyaluronoglucosaminidase. Adjuvants, Anesthesia,

Cyclodextrin.
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1 INTRODUCAO

A enzima hialuronidase (HIA) tem sido amplamente utilizada como adjuvante
do anestésico local (AL), sobretudo em oftalmologia, gracas ao seu efeito difusor que
€ responsavel por melhorar a eficacia do efeito anestésico (Dempsey et al., 1997).
Este efeito € devido a quebra temporaria do hialuronan ou acido hialurénico (Khorlin
et al., 1973; Watson, 1993; Dempsey et al., 1997; Farr et al., 1997; Hynes; Walton,
2000; Dunn et al., 2010), o principal polimero glicosaminoglicano de tecidos
conectivos. Age clivando de modo reversivel a ligagdo B-1,4 glicosidica entre o acido
glucurbnico e a N-acetilglucosamina, diminuindo a viscosidade da matriz
extracelular, facilitando a difusdo do anestésico local, e tem se mostrado segura,
nao exercendo influéncia negativa, inclusive, no processo de cicatrizacao (Wohirab
et al., 2012).

Em odontologia, a HIA (150 UTR/ml) ndo apresentou vantagem quando
injetada concomitantemente ao AL em bloqueio do nervo alveolar inferior (Ridenour
et al., 2001), pois supde-se que a injecdo da enzima no momento em que o AL
estava em alta concentracdo permitiu a difusdo do mesmo para os tecidos
adjacentes, ndo prolongou a duracao de acao, causando ainda dor e trismo.

Entretanto, em outro protocolo, quando a HIA (75 UTR/ml) foi injetada nao
concomitante, mas antes do término da anestesia local, aos 30 minutos do inicio do
bloqueio do nervo alveolar inferior, induziu aumento significativo da duracédo de
anestesia (Tempestini-Horliana et al., 2008), 0 mesmo ocorrendo na anestesia para
tratamento de pulpite em outro estudo (Satish et al.,, 2013). Neste momento,
provavelmente, o AL ja estava em menor concentracdo, prolongando a duracao
anestésica sem induzir os efeitos adversos (Tempestini-Horliana et al., 2008). Com
este protocolo, evita-se a necessidade de complementacdo anestésica, diminuindo o
risco de toxicidade sistémica pelo AL, o que é vantajoso para todos os pacientes e
principalmente para aqueles com condigao sistémica que contraindique a utilizagao
de vasoconstritor adrenérgico ou anestésico de acao prolongada. Contudo, havia
nesse protocolo o inconveniente para o paciente de ter que receber uma nova
puntura da agulha para se injetar a HIA antes do regresso do efeito anestésico.

Surgiu a possibilidade de se manter os beneficios do uso da HIA para

prolongar a duracdo anestésica, porém, sem ter que injeta-la antes do término da
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anestesia, injetando-a concomitantemente ao AL, em um sistema de liberacao tardia.
Deste modo, a HIA foi incorporada a uma nanoparticula, a 2-hidroxipropil-B3-
ciclodextrina (HP-B-CD), formando o complexo de inclusdo HIA:HP-B-CD, ja
caracterizado fisico-quimicamente por Murakami (2012). Esse sistema de liberacao
controlada retardaria a disponibilidade da HIA para que sua acdo enzimatica
ocorresse ao término da anestesia, possibilitando a difusdo do anestésico
tardiamente e, portanto, simulando o protocolo da injecdo da HIA aos 30 minutos.

A contribuicao deste trabalho para a literatura esta na verificacdo da eficacia
de um novo sistema carreador para liberar o agente difusor (HIA), que quando
associado ao AL, prolongaria a acao anestésica, além da analise da citotoxicidade

do complexo de inclusao (Cl) HIA:HP-B-CD isolado ou associado ao AL.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Para procedimentos clinicos mais prolongados, mesmo em odontologia, se
utiliza anestésicos locais de agdo intermediaria associado a um adjuvante
vasoconstritor, o que resulta com frequéncia na necessidade de complementacao
anestésica para cobrir o procedimento sem dor. Ja os anestésicos locais de longa
duracao estao indicados ndao somente pela maior duracao de ag¢do, mas também
quando se deseja analgesia pos-operatéria (Groban; Dolinski, 2001; Parirokh et al.,
2012; Sampaio et al., 2012). Contudo, para pacientes com comprometimento
sistémico que apresentam contraindicacao relativa ou principalmente absoluta de
utilizacdo de vasoconstritores adrenérgicos (Pérusse et al., 1992) ou a anestésicos
locais mais cardiotoxicos, como a bupivacaina ndo ha alternativa segura para
realizacdo de procedimentos clinicos demorados (Ogle; Mahjoubi, 2012). O risco de
toxicidade pode ser potencializado quando da ocorréncia de acidente de injecao
intravascular (Weinberg, 2002). Mesmo o0s anestésicos locais de longa duracao
considerados mais seguros como o enantibmero S da bupivacaina, levobupivaina, e
seu correspondente estrutural, a ropivacaina, ainda apresentam maior
cardiotoxicidade se comparados a lidocaina, comprovados em animais
(bupivacaina> levobupivacaina> ropivacaina> lidocaina em injecao intravascular)
(Groban; Dolinski, 2001).

Deste modo, a literatura busca a utilizagdo de adjuvantes nao adrenérgicos
para melhorar a eficacia e seguranca de anestésicos locais de agéo intermediaria,
como a lidocaina, associada, por exemplo, ao bicarbonato de sédio, a clonidina, aos
opidides (Carnaval et al., 2013; Borghi et al., 2013; Adams, 2011), a hialuronidase
(Adams, 2011), a sistemas de liberagéo lenta, e como neste estudo a combinacao
destes ultimos, sistema de liberacao lenta de hialuronidase.

A seguir uma revisdo contemplando a acado da enzima hialuronidase e de
sua utilizacdo como adjuvante de anestésico local, bem como, da 2-hidroxipropil-p-
ciclodextrina na obtencao de sistemas de liberacao controlada.
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2.1 Acido hialurénico e hialuronidase

As principais classes de macromoléculas que compdem a matriz extracelular
sdo as glicosaminoglicanas (GAG), proteoglicanas e as adesinas. As GAG
juntamente com as proteoglicanas formam uma matriz hidratada, um gel consistente
onde as proteinas estdo embebidas, e que possui o papel de regular o processo de
difusdo de substancias do meio extracelular para o intracelular (Cooper; Hausman,
2009).

Uma das principais GAG que compde a matriz extracelular, sobretudo no
tecido conjuntivo frouxo, € o acido hialurénico (ou hialuronan). O acido hialurénico
apresenta a capacidade de interagir com diferentes receptores incluindo proteinas
da superficie celular e proteoglicanos (Hynes; Walton, 2000; Salmen, 2003; Alberts
et al., 2004; Noble, 2011; Siiskonen, 2013), e desempenha papel fundamental na
formagao e consolidagdo da matriz extracelular (Tammi et al., 2002). Também atua
no comportamento celular, no que diz respeito a migracao e morfogénese, (Heldin,
2003) e no processo de cicatrizacdo ao estimular inflamacdo e em seguida,
participar de sua modulacao (Chen; Abatangelo, 1999). Hoje se sabe que o acido
hialurénico é liberado diretamente da superficie celular por um complexo enzimatico
embebido na membrana plasmatica, enquanto que outras GAG sao sintetizadas
dentro da célula e liberadas por exocitose (Alberts et al., 2004; Noble et al., 2011).

A degradagédo do acido hialurbnico € mediada principalmente pela enzima
hialuronidase (HIA), identificada inicialmente por Duran em 1929 que descreveu um
“fator de difusdo” de substancias quando da injecdo concomitante com certas
vacinas, tinturas e toxinas, subcutaneamente. O fator de difusdo descrito foi
posteriormente identificado como uma enzima, e a seguir, outros autores relataram
que a difusdo se devia a quebra do acido hialurénico (Watson, 1993; Farr et al.,
1997; Hynes; Walton, 2000; Salmen, 2003).

A HIA, também chamada de hialuronoglucosaminidase, quebra a barreira
intersticial presente entre as células ao clivar a ligagao glicosidica B- 1,4, entre o
acido glucurénico e a N-acetilglucosamina (Lee et al., 2010; Hynes, Walton, 2000;
Watson, 1993; Farr et al.,, 1997). Esta quebra promove uma diminuicdo da
viscosidade da matriz extracelular, sendo esta acao reversivel, pois a estrutura do
tecido é restabelecida (Adams, 2011). Sabe-se que aproximadamente um terco de
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todo o &cido hialurénico, presente nos diversos tecidos humanos, é renovado por
dia, sendo essa renovacao variavel para cada tipo da enzima e do tecido alvo
(Tammi et al., 2002).

A HIA é encontrada nos tecidos de todos os vertebrados (Hofinger et al.,
2007), desempenhando fungdes diversas, e também em bactérias patogénicas, tais
como Streptococcus e Pasteurella (Heldin, 2003; Lee et al., 2010), além de alguns
tipos de fungos e animais invertebrados (Salmen, 2003; Farr et al., 1997).

De acordo com o mecanismo hidrolitico, Meyer (1971) classificou cada

isoforma nas seguintes classes: HIA de mamiferos ou testiculares, que quebram o
na ligacdo B-1,4 glicosidica o hialuronan , a condroitina e o sulfato de condroitina
(Belém-Gongalves et al., 2006), tendo como produtos, sobretudo, tetra e
hexassacarideos; ha um segundo grupo denominado HIA de sanguessuga que
quebra exclusivamente a ligagdo pB-1,3, nado tendo acdo sobre outras
glicosaminoglicanas, e que também apresenta como produto tetra e
hexassacarideos; e, por fim, HIA microbiana que cataboliza a ligagdo B-1,4

glicosidica obtendo oligossacarideos insaturados, conforme ilustrado na figura 2.1.
(Muckenschnabel et al., 1998; Girish; Kemparaju, 2007).
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Figura 2.1 - Classificacdo das isoformas da hialuronidase segundo Meyer (1971). (Adaptado de
Muckenschnabel et al., 1998)

Em seres humanos existem ao menos 6 tipos identificados da enzima: HIA 1,
HIA 2, HIA 3, HIA 4, PH-20 e PI, sendo a expressao de cada isoforma regulada por
citocinas e fatores de crescimento. A HIA 1 é encontrada com predominancia em
orgaos como figado, coracao, rins e baco (Noble et al., 2011). A HIA 2 é encontrada
em todos os tecidos humanos, exceto em cérebros adultos; a HIA 3 esta presente
em condrocitos, testiculos, medula 6ssea e em alguns tipos de cancer mamario; HIA
4 é expressa na placenta e musculos esqueléticos (Csoka; Stern, 2013). Outros
tecidos nos quais é possivel identificar a presenca de HIA sao: olhos, pele, érgaos
do sistema reprodutor feminino (ovario e utero), secre¢des nasal e lacrimal, porcao
posterior da hipofise (Watson, 1993; Farr et al., 1997). Nos espermatozoides, a PH-
20 exerce um importante papel na fertilizacdo dos mamiferos, inclusive em humanos
(Heldin, 2003; Salmen, 2003; Farr et al., 1997). Suas isoformas apresentam em
torno de 40% de similaridade e acredita-se que haja semelhanca em sua acéo para
a degradacao do acido hialurénico (Heldin, 2003).
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Atualmente, os tipos de HIA disponiveis comercialmente sdo: testicular bovina
purificada, testicular ovina purificada e, a mais recente, HIA recombinante humana,
produzida a partir de DNA recombinante (Lee et al., 2010).

O tipo mais utilizado em anestesia oftalmolégica é a testicular bovina (Belém-
Gongalves et al.,, 2006), hialuronato-4-glicanohidrolase, a mesma que utilizamos

neste estudo (Figura 2.2).

H 9  Hialuronidase

HO T a H

Acido glucurénico 1 i HO — ™~ N-acetilglicosamina
H NH H OH
H _
0=C H y M A

CH Ligagdo p-1.4 glicosidica

N-acetilglicosamina Acido glucurénico

Figura 2.2 - Representagédo da quebra da ligacao B-1,4 glicosidica, entre o acido glucurénico e a N-
acetilglicosamina, pela hialuronidase. (Adaptado de Lee et al., 2010)

2.1.1 Hialuronidase em anestesia oftalmoldgica

A HIA causa a diminuicdo da viscosidade da matriz extracelular facilitando,
deste modo, a difusdo de substéncias injetadas, concomitantemente a ela, através
dos tecidos (Khorlin et al., 1973; Watson, 1993; Farr et al., 1997; Hynes; Walton,
2000; Girish; Kemparaju, 2007; Necas et al., 2008; Wohlrab et al., 2012).

Esta enzima tem sido utilizada em diversas areas para fins terapéuticos, tais
como: ortopedia, oncologia, ginecologia e cirurgia (Girish; Kemparaju, 2007), mas
ndo em associacdo a anestésicos locais. E em oftalmologia que a enzima tem seu
uso consagrado como adjuvante dos anestésicos locais ha mais de 4 décadas, por
melhorar a eficacia anestésica, tendo maior éxito nessa area médica pelo fato do
globo ocular apresentar uma delimitacdo anatdémica 6ssea, configurando um leito
fechado, restringindo o anestésico no local. Em outros nervos periféricos, o uso

concomitante da HIA ao AL ndo melhorou a eficacia do bloqueio por se tratar de



28

leitos mais abertos, facilitando a difusdo do AL também para tecidos adjacentes
(Sarvela; Nikki, 1992).

Ainda, acelera a taxa de absorcdo do anestésico local (Lee et al., 2010) e
pode promover alcalinizacdo do meio o que pode explicar a rapida instalacao da
anestesia (menor laténcia), quando injetada concomitantemente (Adams, 2011).

As vias de administracdo da HIA podem ser tépica, intradérmica ou
intramuscular, ndo sendo aconselhavel a aplicagao via intravenosa, pois a enzima é
rapidamente inativada no sangue (mecanismos ainda desconhecidos) (Lee et al.,
2010). A HIA é rapidamente eliminada do plasma, comprovado por Menzel e Farr
(1998) apds injecao intravascular de 5000 UI/Kg de peso, onde nao foi encontrada
nenhuma atividade da enzima apés 45 minutos e observada meia-vida de 2,1 + 0,2
min.

Apoés a agdo da hialuronidase, a alta viscosidade e a habilidade lubrificante do
acido hialurénico ficam temporariamente diminuidas, o que aumenta a difusdo das
substancias injetadas pelos planos teciduais. Varios estudos em oftalmologia
utiizam a enzima como adjuvante ao AL, testando diferentes concentragdes e
associando diferentes anestésicos e técnicas. Alguns estudos avaliaram a eficacia
da HIA nos bloqueios retrobulbares (Mindel, 1978; Nicoll et al,, 1986; Thomson,
1988; Kallio et al., 2000; Remy et al., 2008) e peribulbares (Sarvela; Nikki, 1992;
Dempsey et al., 1997; Hamada et al., 2005; Mantovani et. al, 2001; Pacella et al.,
2013), e em outros, a reducdo da laténcia do bloqueio nervoso (Sarvela; Nikki,
1992; Nicoll et al., 1986) e diminuicao de efeitos adversos pds-anestesia (Hamada et
al., 2005).

Uma avaliacdo de 27 casos de bloqueio retrobulbar utilizando 7,5 UTR/ml de
HIA associado a mepivacaina 2% foi realizada por Mindel (1978) que concluiu que
havia uma rapida instalacédo da anestesia quando da associacao. Nicoll et al. (1986)
utilizaram 15 UTR/ml de HIA associados a uma mistura de bupivacaina 0,5% e
lidocaina 2% em 100 pacientes, obtendo uma melhora significativa do bloqueio
motor em anestesia retrobulbar.

A mesma concentracdo de HIA para o bloqueio retrobulbar (7,5 UTR/mI) foi
usada por Thomson (1988) associada a lidocaina 2%, num estudo com 150
pacientes, tendo como resultado melhora na eficacia anestésica e na taxa de

sucesso para o bloqueio completo.
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Utilizando HIA 3.75 e 7.5 UTR/ml associada a uma mistura de bupivacaina
0,75% e lidocaina 2%, Kallio et al. (2000) realizaram bloqueio retrobulbar e
peribulbar, encontrando uma diminuicdo do tempo para inicio do bloqueio, além de
maior taxa de sucesso quando da associagcdo com a enzima. Concluem ainda, que
nao houve diferenca significativa entre os grupos com diferentes concentracdes da
HIA.

No estudo randomizado de Remy et al. (2008) participaram 80 pacientes
dispostos em 2 grupos de 40 individuos, onde em um deles foi utilizada mepivacaina
1% associada a HIA a 75 UTR/ml e no outro o0 mesmo anestésico associado a
placebo, encontraram maior ocorréncia de bloqueio retrobulbar completo e
diminuicao de efeitos colaterais quando da utilizacao da HIA.

A anestesia peribulbar também foi avaliada pelo estudo de Sarvela e Nikki
(1992), composto por 70 pacientes, no qual metade deles forai submetido a
anestesia com etidocaina 1,5% isolada e a outra metade a uma associagdo do
mesmo anestésico com HIA 7,5 UTR/mI. A partir da observacao dos resultados eles
concluiram que a utilizagdo de HIA diminui o volume de anestésico necessario para
um bloqueio eficaz, além de diminuir a necessidade de anestesia complementar.

Dempsey et al. (1997) avaliaram 200 pacientes com indicacdo de cirurgia
ocular, utilizando para o bloqueio anestésico peribulbar uma mistura de bupivacaina
0.5% e lidocaina 2% associadas a 2 diferentes concentracoes de HIA: 50 e 300
UTR/mI. Encontraram como resultado um aumento na duracdo do bloqueio
anestésico para ambas as concentracdes, no entanto, a associacdo com 300 UTR
de HIA resultou num tempo menor para o inicio do bloqueio.

Ainda para avaliar a utilizacdo de HIA como adjuvante no bloqueio peribulbar,
Mantovani et al. (2001) fizeram um estudo variando a concentragdo da enzima
associada a uma mistura de lidocaina 2% e ropivacaina 1% (1:1). Assim utilizaram
15 e 150 UTR/ml obtendo como resultado o aumento da duracdo anestésica e
menor tempo para inicio do bloqueio para ambos anestésicos. A laténcia do bloqueio
foi menor (p< 0,03) quando a HIA estava em maior concentragao.

Hamada et al. (2005) avaliaram a ocorréncia de complicacbes advindas da
manobra anestésica no bloqueio peribulbar, no caso, a diplopia ocorrida ap6s a
cirurgia de catarata. O estudo utilizou lidocaina 2% e bupivacaina 0.5% (1:1)
associado ou nao a HIA variando de 12.5 a 50 UTR/mL. Concluiram que a



30

associacdo do anestésico local a HIA diminuiu significantemente a ocorréncia de
diplopia.

Mais recentemente, Pacella et al. (2013) realizaram um estudo em 160
pacientes comparando 0s anestésicos locais levobupivacaina 0,5% e bupivacaina
racémica 0,5%, com e sem HIA (10 UTR/mI) associada para o bloqueio peribulbar.
Concluiram que a utilizagdo da enzima aumentou a duracdo de acdo anestésica

para ambos os grupos, bem como diminuiu o tempo para a instalacdo da anestesia.

2.1.2 Hialuronidase em anestesia odontolégica

Apesar dos beneficios observados em oftalmologia, somente em 1949 surgiu
a primeira discussao sobre a possibilidade do uso da HIA em odontologia e, somente
em 2001, surge um estudo com adequada metodologia cientifica na literatura
odontolégica sobre o assunto. Utilizando a enzima como adjuvante ao anestésico
local em bloqueio do nervo alveolar inferior, Ridenour et al. (2001) avaliaram a
efichdcia anestésica da lidocaina 2% com epinefrina (1:100.000) injetada
concomitantemente a HIA 150 UTR/ml, ministradas numa mesma solucdo para
bloqueio do nervo alveolar inferior em humanos, através de testes de estimulagao
elétrica (teste de vitalidade pulpar). Os pacientes teriam que ter todos os dentes
inferiores, auséncia de caries e/ou restauracoes extensas. Os autores concluem que
tal associacdo ndo aumentou a incidéncia do sucesso da anestesia local e aumentou
a ocorréncia de efeitos indesejaveis, como dor e trismo, contraindicando seu uso
para fins odontoldgicos.

No entanto, quando a enzima HIA foi injetada ndo concomitantemente, mas
tardiamente, antes do término da agdo anestésica, em bloqueio ciatico de ratos
(Borsatti et al.,, 2004) e em blogueio do nervo alveolar inferior em humanos
(Tempestini-Horliana et al., 2008) melhorou a eficacia anestésica sem induzir efeitos
adversos. Embora o mecanismo de acdo ainda nao esteja bem estabelecido
possivelmente a HIA quebra o hialuronan facilitando a difusdo das moléculas
residuais de AL ao nervo, prolongando, deste modo, a anestesia. A estratégia de
administrar HIA ndo concomitantemente ao AL, mas quando possivelmente ja nao

havia uma grande quantidade de moléculas de AL ao redor do feixe nervoso pode
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ter evitado a dispersdo excessiva do mesmo e o0s resultados indesejaveis
observados em outros estudos. Além disso, foi demonstrado que antes do término
do blogueio nervoso ha intraneuralmente cerca de 1,6% do volume total de
anestésico injetado, quantidade ainda capaz de promover um blogueio completo.
(Popitz et al., 1995), sendo o restante das moléculas dispersas para os tecidos
adjacentes. Assim, o protocolo que utilizou a HIA injetada antes do término da
anestesia ainda encontrou moléculas suficientes para serem direcionadas ao feixe
nervoso (Tempestini-Horliana et al., 2008; Borsatti et al., 2004).

Este protocolo de injetar 75 UTR/ml apds 30 minutos do inicio de acao
anestésica da lidocaina 2% com epinefrina 1:100.000 em bloqueio alveolar inferior
foi repetido por Satish et al. (2013) para o tratamento de 40 paciente diagnosticados
com pulpite irreversivel em molares. Obtiveram como resultado o aumento
significativo (p<0,001) da duracdo anestésica tanto em tecido pulpar como em
gengiva.

Apesar dos beneficios de aumento do tempo de duracdo anestésica e da
auséncia de efeitos adversos, o protocolo apresentava o inconveniente para o
paciente da necessidade de nova puntura da agulha para a inje¢do da HIA antes do
término da anestesia local. Deste modo, a fim de eliminar esse inconveniente
vislumbrou-se a possibilidade de incorporar a HIA em um sistema de liberacao lenta,
a fim de injetar a enzima complexada com nanoparticula e concomitantemente ao
anestésico local (conforme P. I.: 1.105.045-4 de 10/11/2011). Tendo em vista manter
os beneficios do protocolo de injecédo tardia da HIA sem a necessidade de nova
puntura, nosso grupo de pesquisa recentemente desenvolveu e caracterizou fisico-
quimicamente o complexo de inclusdo da HIA na nanoparticula 2-hidroxipropil-B-
ciclodextrina (HP-B-CD) (Murakami, 2012), formando a HIA: HP-B-CD, visando
alterar a biodisponibilidade da enzima mesmo se injetada concomitantemente ao
AL.

2.2 Sistemas de Liberacao Controlada de Farmacos

Os sistemas de liberacao controlada via nanoparticulas representam uma

nova alternativa para a industria farmacéutica proporcionando uma entrega mais
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eficiente do farmaco encapsulado, associado, complexado ou agregado (Bawa,
2008; Misal et al., 2013). Desta maneira o farmaco (hdspede) pode atingir areas de
dificil acesso, como por exemplo, a barreira hematoencefalica e jungdes epiteliais,
além de areas onde a solubilidade de farmacos hidrofobos esteja prejudicada.
Oferece, também, vantagem econbémica ja que o desenvolvimento de novos
farmacos geram altos custos e demandam um longo periodo, entre 10-15 anos, para
que cheguem ao mercado (Hughes, 2005; Bawa, 2008). Assim, a nanotecnologia
contribui para a reducao dos custos para descoberta, desenho e desenvolvimento de
farmacos, utilizando farmacos ja aprovados pela FDA (Bawa, 2008).

Temos duas modalidades de liberagdo controlada via nanoparticulas: 1)
nanoparticulas com efeito terapéutico; 2) nanoparticulas que servem de carreadores
para o principio ativo (farmaco ou héspede) (Langer, 1990; Misal et al., 2013).

Uma das maiores vantagens da utilizacdo de sistema de liberacdo controlada
€ a possibilidade de diminuicdo da quantidade de farmaco administrada, prevenindo
assim os efeitos téxicos da superdosagem, mantendo a formulacdo agregada e/ou
encapsulada sendo liberada na faixa que compreende a dose terapéutica (Langer,
1990; Misal et al., 2013), além de diminuir a necessidade de ministrar doses
repetidas, deste modo podendo obter maior adesdo dos pacientes ao tratamento
(Rajewski; Stella, 1996), conforme figura 2.3.
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Figura 2.3 - Esquema comparativo do perfil da concentragéo plasmatica de farmaco em fungédo do
tempo e nimero de doses, para a administracdo de formulagdes pela via convencional
versus sistema de liberacao controlada. (Modificado de Misal et al., 2013)

Atualmente, associado a anestésicos locais encontramos 0s seguintes
sistemas de liberacdo lenta: lipossomas, biopolimeros (micro/nanocapsulas e
micro/nanoesferas) (Hughes, 2005; Moraes et al., 2009), Xybrex (matriz contendo
lidocaina 16%) (Wang et al.,, 2011) e as ciclodextrinas (Cortes, 1999; Kim et al.,
2013) que sao as nanoparticulas utilizadas neste estudo, devido a possibilidade de
da administracdo pela via parenteral de um de seus subtipos (HP-B-CD) (Shipton,
2012).
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2.2.1 Ciclodextrinas

As ciclodextrinas (CD) tém sido amplamente utilizadas nas industrias
alimenticia, cosmética e, sobretudo, farmacéutica, gracas a sua habilidade em
formar complexos com outras substancias (Rasheed et al., 2008; Kurkov; Loftsson,
2013), além de oferecer seguranca, estabilidade, e aumento da biodisponibilidade de
farmacos, merecendo destaque pela capacidade de aumentar a solubilidade de
substancias hidrofébicas, e pela melhoria na eficiéncia de entrega de farmacos a
sistemas biolégicos (Gould; Scott, 2005). Formam estruturas tronco cénicas que
possuem superficie externa hidrofilica e uma cavidade interna lipofilica, na qual
moléculas podem ser incluidas (Taupitz et al., 2013; Kurkov; Loftsson, 2013) (Figura
2.4).

83A
53 A 65A o a—
—  — | |
I I | |
a-ciclodextrina P-ciclodextrina y-ciclodextrina

Figura 2.4 - Representacdo esquematica da estrutura tronco cénica das ciclodextrinas naturais: a, 3 e
y-ciclodextrina [Aradjo et al, (2003) adaptado de Biwer et al., 2002].

Sao formadas por oligossacarideos ciclicos constituidos de ligagdes do tipo a-
1, 4 de a-D- glicopiranose, e surgem a partir da ciclizagdo enzimatica do amido, ou
seja, da formacao de oligdmeros ciclicos desencadeada pela enzima ciclodextrina-
glicosil-transferase lipofilica (Brewster et al., 1990; Cereda, 1997; Szeijtli, 1998;
Munro et al., 2004; Davis; Brewster, 2004; Rasheed et al., 2008; Taupitz et al., 2013;
Kurkov; Loftsson, 2013). Dentre as CD naturais temos a a, B e y que contém
respectivamente 6, 7 e 8 unidades de a-D-glicopiranose ligadas fortemente entre si

por pontes de hidrogénio (Figura 2.5).
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Figura 2.5 - Estrutura molecular das ciclodextrinas naturais: a, B e y-ciclodextrina. (Olsson; Westman,
2013)

A ligacéo através de pontes de hidrogénio limita a solubilidade aquosa das
CD naturais, assim, para aumentar sua solubilidade, passam por um processo de
esterificacao e inclusao de grupos -OH resultando no aumento da hidrossolubilidade
(Davis; Brewster, 2004). As CD naturais, em particular a-ciclodextrina, tém
solubilidade aquosa limitada (16,4 mM ou 18,6 mg/mL) e a formagdo de complexos
com compostos lipofilicos geralmente resulta em precipitacdo dos complexos
sélidos, caso o limite de solubilidade seja atingido. Assim, numerosas modificacdes
na estrutura quimica, que constituem acréscimo de radicais aos ions hidroxila das
CD, tém sido realizadas originando derivados mais soluveis (Araudjo et al., 2003).
Para a B-ciclodextrina sdo encontrados 21 pontos de possiveis modificacoes
estruturais com vistas ao aumento da hidrossolubilidade, taxa de dissolucéao,
estabilidade e biodisponibilidade (Hirayama et al., 2002) do héspede associado e/ou
complexado. Uma dessas modificacées originou a 2-hidroxipropril-B-ciclodextrina
(HP-B-CD), objeto desse estudo, conforme tabela 2.1.
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Tabela 2.1 - Derivados da B-ciclodextrina de uso industrial (Rasheed et al., 2008)

Ciclodextrina R=H

B-ciclodextrina -H
2-Hidroxipropil-B-ciclodextrina -CH2CHOHCH3s

Sal sédico do éter sulfobutil-B-cyclodextrina  -(CH2)4aSOs3 - Na*
B-ciclodextrina aleatoriamente metilada -CHs

B-ciclodextrina ramificada Grupo glicosil ou maltosil

As CD e seus derivados podem ser utilizadas por via tépica e oral, mas
somente as do tipo a e derivados hidrofilicos da B, podem ser utilizadas pela via
parenteral. A vy-ciclodextrina forma agregados em solucdo aquosa, sendo
contraindicada para a via parenteral (Kurkov; Loftsson, 2013).

A modificagdo estrutural da B-ciclodextrina se apresenta vantajosa, pois esta
apresenta caracteristicas favoraveis tais como: facil disponibilidade, tamanho de
cavidade apropriado, além do baixo custo (Kurkov; Loftsson, 2013). Um de seus
derivados, a 2-hidroxilpropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD) € uma alternativa para as CD
naturais e apresenta hidrossolubilidade melhorada, podendo ser utilizada por via
parenteral (Gould; Scott 2005) e apresentando menor toxicidade (Stella; He, 2008).
Assim temos que as CD naturais, por seu carater lipofilico, apresentam-se toxicas
pela alta taxa de absorcdo no trato gastrointestinal e nefrotoxicidade (Dauvis;
Brewster, 2004; Rasheed et al., 2008).

As CD quando em solucdo aquosa possuem a habilidade de formar
complexos de inclusédo (Cl = CD+ farmaco), interagindo com o farmaco ao qual estao
expostas por meio de forgcas ndo covalentes, levando a um rapido equilibrio entre as
moléculas livres e complexadas no meio (Rasheed et al., 2008; Kurkov;Loftsson,
2013). A formacédo do complexo de inclusdo (Cl) pode levar a uma alteragédo na
conformacdo espacial do farmaco (hdspede) conferindo, ao mesmo, diferentes
propriedades (Gould; Scott 2005). Além disso, as ligacdbes com o hdspede ocorrem
de formas distintas, podendo envolver toda a molécula ou apenas parte dela. Vale
ressaltar que as ligagdes sao realizadas do modo mais eficiente possivel, ou seja,
havendo afinidade e sitios livres, havera a possibilidade de interacdo entre a CD e o
héspede (Davis; Brewster, 2004). A figura 2.6 ilustra os possiveis tipos de interagao.
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A
cD Farmaco CD +Férmaco1:1
B
CD Farmaco CD +Féarmaco2:1
c
a Cc

Figura 2.6 - Representagéo esquematica da formagédo de complexos de inclusdo entre ciclodextrina e
o héspede. (Adaptado de Davis e Brewster, 2004)

Quanto a cinética de liberacao do hospede, em sua grande maioria, se deve
ao processo de diluicdo, no entanto, também ha a acao de forgas advindas de
ligacdes entre o hdspede e proteinas ou tecidos, além de ligagcdes competitivas no
sitio de acao (Kurkov; Loftsson, 2013). No entanto, nao ha relatos de competicao
dos farmacos coadministrados com o complexo de inclusao pelo sitio de ligagao na
ciclodextrina (Stella; He, 2008), até a presente data.

As CD apresentam resisténcia a degradagao por enzimas humanas e quando
injetadas intravascularmente sua eliminagdo ocorre principalmente pelos rins. No
entanto, amilases provenientes de fungos ou bactérias podem metaboliza-las, e
sendo assim, ocorre excrecdo via colon (Davis; Brewster, 2004). Quando
administrada por via oral, a biodisponibilidade encontrada para a HP-B-CD é menor
que 1% enquanto que 100% é eliminada por via renal entre 6-12 horas (Stella; He,
2008).

Finalmente, quanto a utilizacao das CD, além das vantagens ja elucidadas no

que diz respeito ao hoéspede, podemos citar: prevencao de perdas por volatilidade,
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prevencao de misturas de substancias incompativeis, protecdo da degradacao ou
desestabilizacédo, reducdo de sabores e odores desagradaveis, decomposi¢cao por
luz e/ou calor e reducdao da taxa de hemdlise (Loftsson; Masson, 2001; Kurkov;
Loftsson, 2013).

2.2.1.1 toxicidade da 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina

Conforme elucidado, as CD naturais, dentre as quais encontramos a -
ciclodextrina, apresentam baixa solubilidade o que pode ocasionar sua precipitacéo
nos tdbulos renais sendo, portanto, nefrotdéxicas (Brewster et al., 1990). O aumento
da solubilidade pode ser melhorado através de modificagdes estruturais, como
ocorreu com a 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD), e consequentemente,
diminuicdo da toxicidade (Gould; Scott, 2005). Além disso, as CD apresentam-se
vantajosas no que diz respeito a seguranca de sua utilizacao, pois € sabido que nao
sao capazes de penetrar membranas biolégicas (Kurkov; Loftsson, 2013). Dentre as
CD modificadas, as que apresentam maior nivel de seguranca quanto a
nefrotoxicidade sdo a HP-B-CD e a sulfobutileter-B-ciclodextrina (Stella; He, 2008).

Para avaliagdo da toxicidade aguda e subcronica da HP-B-CD apés infusao
intravenosa em ratos e macacos, Brewster et al. (1990) realizaram um estudo e,
mesmo com a dose de 10 g/kg, ndo observaram acumulo renal ou manifestacées de
toxicidade em nenhum dos grupos avaliados. Outros estudos avaliando a toxicidade
aguda e subcrbnica e que levavam em consideracdo diferentes vias de
administracao (intraperitoneal, intramuscular, intracraniana ou tépica) da HP-B-CD e
também nado observaram nefrotoxicidade (Pitha et al., 1994; Loftsson, Brewster,
1996; Gould; Scott, 2005). Embora haja relato de nefrotoxicidade apos
administracdo parenteral de HP-B-CD em ratos e coelhos devido a cristalizagao do
farmaco nos tubulos renais (documento NDA 50-763 da FDA), Albers e Miuller
(1995), destacam que ela é bem tolerada por essa via de administracao e o acumulo
de substancia pode ser atribuido a presenca de [B-ciclodextrina livre presente na
mistura injetada.

Na pesquisa de Bellringer et al. (1995) a B-ciclodextrina foi administrada por
via oral, misturada a dieta, por 52 dias, para ratos Sprague-Dawley e caes da racga
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Beagle. As doses diarias para o grupo dos ratos variaram de 0 (grupo controle) a
3614 mg/Kg (dose méaxima) e para o grupo dos caes a variacao foi de 0 (grupo
controle) a 1967 mg/Kg (dose maxima). Foram avaliados os seguintes parametros:
alteracoes de peso, apetite, exames oftalmoldgicos, exames hematoldgicos para
avaliacao de niveis séricos de vitaminas e exames de urina. No grupo dos ratos
foram observadas algumas alteragdes no figado e rins (quanto a morfologia celular)
nas doses maiores, enquanto no grupo dos caes ndao houve nenhuma alteracao
significativa. As alteracées encontradas nos ratos nao foram consideradas de grande
importancia toxicoldgica, lembrando que, conforme exposto anteriormente, a B-
ciclodextrina possui toxicidade elevada quanto comparada com a HP-B-CD, objeto
desse estudo.

O estudo de Irie e Uekama (1997) mostrou que a HP-B-CD é considerada nao
téxica quando administrado numa dose diéria inferior a 16 g/kg e ndo apresenta
potencial mutagénico e teratogénico. Demonstraram também que quanto ao carater
hemolitico a HP-B-CD é a mais segura em concordancia com os resultados
encontrados por Gould e Scott (2005).

Testes de citotoxicidade com farmacos, excipientes e ciclodextrinas utilizados
em anestesia oftalmolégica foram realizados por Saarinen-Savolainen (1998).
Utilizando células epiteliais imortalizadas da cérnea humana, demonstraram que a
HP-B-CD apresenta-se segura, causando mais morte celular apenas quando
comparada a y-ciclodextrina nas condicoes experimentais empregadas.

Mosher e Thompson (2002) realizaram infusdo intravenosa de HP-B-CD de
400 mg por 90 dias em ratos e encontram toxicidade moderada, ocasionando perda
de peso, alteracdo de parametros séricos, ativacdo do sistema fagocitario nos
pulmdes e figado, além de alteracées no pancreas.

A pesquisa de Varca et al. (2007) utilizou a enzima proteolitica papaina que é
normalmente utilizada no processo de cicatrizacdo de feridas. Numa tentativa de
aumentar a biodisponibilidade e estabilidade da enzima, procedem a caracterizagao
dos complexos de inclusao da papaina com B-ciclodextrina e HP-B-CD, e avaliam a
citotoxicidade quando da exposicdo de fibroblastos e queratinécitos. Concluiram
que, nas condi¢cdes experimentais apresentadas e nos tempos de 12 e 24h de
exposicdo das células, o complexo de inclusdo formado entre a enzima e as

ciclodextrinas avaliadas nao se apresentou citotéxico.
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Uma diminuicao do efeito hemolitico do anestésico em hemacias humanas foi
verificado pelo estudo de Araujo et al. (2008), quando os eritrocitos eram expostos
ao complexo de inclusdo formado entre a ropivacaina e a HP-B-CD. Concluiram
ainda, analisando o bloqueio anestésico do nervo ciatico de ratos (motor e sensitivo),
que a complexacdo resultou num aumento da duracdo do bloqueio nociceptivo
enquanto para o bloqueio motor ndo apresentou diferencga significativa comparando
com o grupo que utilizava a ropivacaina isolada.

Parametros de neurotoxicidade e de miotoxicidade foram avaliados por
Cereda et al. (2012) comparando a bupivacaina e a ropivacaina isoladas e
complexadas com HP-B-CD. Utilizando células de Schwann, obtidas a partir do
sacrificio de ratos neonatos, ndo encontraram diferencga significativa entre os grupos
com o anestésico local isolado e complexado no que tange a morte celular, 0 mesmo
ocorrendo nos testes que avaliavam os danos causados ao nervo ciatico apds
injecdo intraneural. Ja, a miotoxicidade foi avaliada através da quantificacdo dos
niveis séricos de proteina creatina-quinase e histopatolégico do musculo
gastrocnémio dos ratos. Observaram diminuicdo dos efeitos miotdxicos dos
anestésicos locais quando da complexagéo.

A complexacédo da HP-B-CD com o analgésico opidide sufentanil foi utilizada
por Volobuef et al. (2012), que avaliaram o efeito hemolitico (utilizando hemacias
humanas) e miotoxico (niveis séricos de creatina-quinase) do farmaco: este isolado,
complexado e da ciclodextrina. Encontraram como resultado, reducdo do efeito
hemolitico quanto da complexacao e a auséncia de inducao de hemolise no grupo
da HP-B-CD isolada, concluindo que ela é segura. Quanto a miotoxicidade, apds
injecdo dos farmacos pela via intramuscular (musculo gastrocnémio de rato),
procedia-se a andlise da quantidade de creatina-quinase no plasma sanguineo.
Seus resultados relataram niveis normais de creatina-quinase nos grupos onde
houve a utilizacdo do complexo de inclusdo e no qual era administrada a
ciclodextrina isolada.

A HP-B-CD tem sido utilizada para proteger o organismo da toxicidade de
outros farmacos, como exemplo, no estudo de Day et al. (2013), utilizaram a
pseudopterosina A (PsA), extraida de gorgonaceas marinhas (organismos
semelhantes a corais), que possui aplicacao terapéutica na reparacao de feridas por
sua acao antinflamatéria e analgésica. A PsA é altamente lipofilica, e portanto, a
associagdo com a HP-B-CD foi a alternativa encontrada para melhorar sua
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solubilidade. Realizando testes de citotoxicidade em células epiteliais do cordao
umbilical humano, verificaram que ha aumento da proliferagdo celular quando o
farmaco era associado a HP-B-CD em comparacdo ao farmaco isolado, ndo
avaliando da nanoparticula isolada. Assim, concluiram que a associacao é vantajosa
pela protecao aos efeitos tdxicos da PsA para uso tépico mantendo a capacidade de
acelerar a cicatrizacao de feridas.

Até o momento ndo foram encontrados estudos sobre os efeitos citotoxicos
do complexo de inclusao HIA:HP-B-CD.

2.2.1.2 ciclodextrinas em associacao a anestésicos locais

Inimeros estudos utilizam os diversos tipos de ciclodextrinas e suas
derivacdes associadas a anestésicos locais, descrevendo caracterizacao, testes de
estabilidade, laténcia e duracao de acao anestésica, além de testes de citotoxicidade
(Franco de Lima et al., 2012; Ranjbar et al., 2012; Soares da Silva et al., 2011;
Arantes et. al, 2009; Araujo et al., 2006; Fréville et al., 1996). A inclusdo de
anestésico local em ciclodextrinas foi descrita pela primeira vez pela patente
PCT/DK94/00307, de Borgbjerg (1994), Dinamarca. As pesquisas que utilizam a HP-
B-CD complexada ou associada a anestésicos locais estao relatadas a seguir.

Utilizando coelhos, Fréville et al. (1996) realizaram a injecdo epidural de
bupivacaina complexada com HP-B-CD, e a seguir em tempos predeterminados
realizavam a coleta do sangue dos animais para analise dos niveis sanguineos do
anestésico, buscando verificar se a ciclodextrina exercia alguma influéncia nesse
parametro. Além disso, realizavam a analise do bloqueio motor através da
observacado das caracteristicas de ambulagdo e movimentacao espontanea da pata
traseira. Observaram que a duragdo do bloqueio motor foi aumentada com a
bupivacaina complexada e, além disso, os niveis plasmaticos do anestésico local se
apresentaram significativamente diminuidos nesse grupo.

Para o bloqueio dos membros posteriores de ratos pela via subaracnoidea
Aradjo et al. (2006) realizam a complexacdao da HP-B-CD com a bupivacaina
racémica e com a mistura com excesso enantiomérico 50% comparando com o

anestésico isolado. Seus resultados demonstraram redugdo da laténcia para o
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bloqueio motor nos 2 grupos onde houve a utilizacdo do complexo. Quanto ao
bloqueio nociceptivo verificaram, através de escores (pela resposta de pingcamento
da pata), a intensidade e o tempo de duracao anestésica, sendo que para o grupo
com excesso enantiomérico de bupivacaina complexada foi encontrado aumento no
limiar de dor e da duracéo de antinocicepc¢ao de 5 horas.

Ranjbar et al. (2012) utilizaram a HP-B-CD complexada a lidocaina na razédo
molar de 1:1 para anestesia oftalmoldgica num colirio anestésico. Selecionaram 30
pacientes que possuiam indicacdo de intervencdes oftalmolégicas com anestesia
topica. Todos os pacientes eram submetidos a mesma técnica anestésica que
consistia do recebimento inicial de gotas de colirio de tetracaina, caso ndo houvesse
bloqueio anestésico completo, esperava-se o tempo para “wash out” e aplicava-se a
lidocaina complexada, e se esta falhasse, procedia-se ao método anestésico
convencional (injecdo subconjuntival). Para todos os pacientes houve auséncia do
bloqueio anestésico completo quando da anestesia com tetracaina, enquanto que o
bloqueio completo foi alcancado em aproximadamente 93% dos pacientes quando
do recebimento da lidocaina complexada (LDC: HP-B-CD 1:1).

De forma distinta dos trabalhos anteriores, a proposta de nosso estudo foi a
complexagédo da HIA na HP-3-CD, e ndo do anestésico local, com o objetivo de
prolongar a duracdo do efeito anestésico através da utilizagdo da enzima como

adjuvante, que seria liberada tardiamente da ciclodextrina, utilizando modelo animal.
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3 PROPOSICAO

Objetivo geral: Verificar se a enzima hialuronidase incorporada em sistema de
liberacdo controlada (2-hidroxipropil-B-ciclodextrina) injetada concomitantemente ao
anestésico local é capaz de prolongar a duracdo de acdo do bloqueio nervoso
funcional utilizando modelo experimental: bloqueio ciatico de rato. Verificar,
também, citotoxicidade (in vitro) do sistema de liberacdo controlada associado a
lidocaina.

Objetivos especificos: Analisar a duracao de bloqueio de condugado em nervo
ciatico através da analise do bloqueio sensitivo, motor e proprioceptivo, bem como a
citotoxicidade (in vitro) dos compostos utilizados, através dos testes de contagem

(exclusao) por Azul de Tripan e de hemdlise.
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4 MATERIAL E METODOS

A utilizacao de animais no experimento esta de acordo com os Principios
Eticos de Experimentacdo Animal e tem a aprovacdo da Comissao de Etica no Uso
de Animais (CEUA — FOUSP) sob o protocolo n° 026/2013 de novembro de 2013
(Anexo A). Nao foram utilizadas células de linhagem humana nos procedimentos de
citotoxicidade. Todos os experimentos foram realizados no Departamento de
Biologia Celular e do Desenvolvimento, no laboratério de Biologia do Movimento
Celular, do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP.

A preparagao dos compostos de inclusdo de HIA: HP-B-CD, em ambas as
razdes molares (1:1 e 2:1) foi realizada pelo laboratério do Instituto de Nanomateriais
do ICEx-UFMG conforme técnica descrita por Murakami (2012).

4.1 Material

Farmacos utilizados:
1) Lidocaina (Sigma Chem. Co — USA);
) Epinefrina 1:100.000 (Adren, Hipolabor & Sanval, Brasil);
3) Hialuronidase (Hyalozima®, Apsen Ind. Com. Brasil);
) 2-Hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B -CD) (Roquette Serv, Tech Lab. —
Lestrem, Cedex, France);
5) Complexo de inclusdao HIA: HP-B-CD na razdo molar de 1:1 (Massa
molar da: HIA= 578g/mol e da HP-B-CD= 1375 g/mol) e 2:1 (Massa molar
da: HIA= 1156 g/mol e da HP-B-CD= 1375 g/mol) (Murakami, 2012).

Equipamentos de protecédo individual e desinfeccdo:
1) Luvas de latex para procedimento;

Mascara e gorro descartavel;

Oculos de protecao;

)
)
4) Luvas de |a para manipulacao dos animais;
) Toalhas de papel absorvente;

)

Alcool etilico hidratado 70%:
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Experimentacdo animal — Bloqueio nervoso ciatico

Material para uso permanente:
1) Analgesimetro fotoelétrico (Analgesymeter ref. 37215 — Ugo Basile:
Biological Research, ltalia);
2) Base de madeira com forro de cortica para apoiar os animais;
3) Caixa acrilica com tampa;
Material para procedimento anestésico:
1) Seringas hipodérmicas 1 ml com agulha 13X38 — 27,5G;
2) Frascos de vidros com tampa de borracha 10 ml para acondicionamento
e mistura dos farmacos utilizados;
3) Pinca hemostética reta do tipo Kelly, para o teste de picada na pata
(“pinprick™);

Teste de citotoxicidade por azul de Tripan

1) Cultura de células fibroblasticas embrionarias de ratos Mus musculus
NIH3T3 (Catadlogo ATCC® CRL1658™);
a. Frasco (Garrafa) para Cultura de Tecidos - 150 cm? - 690mL;
b. Placas de 6 pocos (Costar 3516 — Corning Incorporated);
c. Filtro membrana PES 0,22 um (TRP Sprintzen/Syringe-filter 0,22 um);

N

Corante Azul de Tripan;

w

Camara de Neubauer;

a b

Centrifuga Eppendorf 55804;

)

)

) Microscopio 6ptico Olympus Tokyo;

)

) Solucdo base para cultura de células (meio de cultura): DMEM Low

(<2}

(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) suplementado com: 10% de Soro
Fetal Bovino (SFB), 1% L-Glutamina e 1% de NEAA (Non-essential
amino acids);

7) Solucdo PBS 1:100 = 90 mL de agua destilada + 10 ml de PBS(Na2HPO4
— 22.2 mmol/ L, KH2PO4 - 5.6 mM/L, NaCl 123.3 mM/L e Glucose 10.0
mM/L);

8) Tripsina;

9) Micropipetadores e ponteiras.
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Teste de hemdlise

1) 5 mL de sangue de 01 (um) rato Wistar;
2) Solucbes e reagente:
a. EDTA 15¢g/dL (Hemstab®);
b. Tampao HEPES (20 mM, pH 7,4) contendo: NaCl (154 mM) e DMSO
(5%);
c. PBS isoténico (NazHPO4 — 22.2 mmol/ L, KH2PO4 — 5.6 mM/L, NaCl
123.3 mM/L e Glucose 10.0 mM/L), pH 7.4 em temperatura ambiente.
) Tubo do tipo Falcon de 15 mL;
) Tubos Eppendorf de 1,5 ml para processamento das amostras;
) Centrifuga Eppendorf 55804;
) Centrifuga Eppendorf 5415 C;
7) Micropipetadores e ponteiras;
) Placa de 96 pocos do tipo ELISA;
) Espectrofotdmetro e software SOFTMax Pro.
0) Rotador Barnstead Lab-Line 2314 Multi-Purpose Rotator.
1) Guilhotina Bonther.

4.2Meétodos

A eficacia do complexo de inclusdo no aumento da duragdo de acao
anestésica foi mensurada por testes para avaliacdo de bloqueio funcional, apds
anestesia em nervo ciatico de ratos.

Para avaliacdo dos efeitos citotdxicos foram utilizados: os testes de
citotoxicidade por Azul de Tripan, buscando quantificar os niveis de morte celular e,
o teste de hemolise que € um bom parametro para avaliacdo da interacdo de
farmacos com membranas biolégicas. Todos os procedimentos estdo descritos a

sequir.
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4.2.1 Andlise da duracao do blogueio nervoso

Para comparacao da duracdo do bloqueio nervoso ciatico com os farmacos,
foram utilizados 11 grupos de ratos machos Wistar (Rattus novergicus) de
aproximadamente 12 semanas, pesando entre 200 e 300 kg.

Os ratos eram mantidos em gaiolas do tipo rack ventilado com suprimento
alimentar (ragéo) e agua ad libitum, e aclimatados no Biotério de Experimentagéo do
Departamento de Histologia e Embriologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas USP.
O estudo utilizou 117 ratos para esta fase experimental.

Para o bloqueio de nervo ciatico foi utilizada a técnica descrita por Truant
(1958) com 0,14 mL de cloridrato de lidocaina 2% com, ou sem, epinefrina
1:100.000. A dose de LDC associada a epinefrina foi de 7 mg/kg de peso corporal.
Conforme o esquema abaixo, 5 grupos receberam anestesia com lidocaina
associada a epinefrina, 3 grupos receberam anestesia com lidocaina sem
vasoconstritor e 3 grupos ndo receberam anestésico local (um grupo recebeu a
solucdo HIA , um segundo grupo HP-B-CD e, o terceiro grupo, recebeu o complexo
de inclusdo HIA: HP-B-CD 1:1. Assim, os animais foram distribuidos conforme os
seguintes grupos:

(1) LDC vc = anestésico local (lidocaina 2%) com vasoconstritor (n=9);

(2) LDC = anestésico local (lidocaina 2%) sem vasoconstritor (n=5);

(3) LDC vc + Hialuronidase (HIA) injetada concomitantemente (n=29);

(4) LDC vc + HIA injetada aos 30 min da anestesia (n=5);
(5) LDC ve+ HIA : HP-B-CD 1:1 injetadas concomitantemente (n=18);
(6) LDC vc+ HIA : HP-B-CD 2:1 injetadas concomitantemente (n=10);
(
(
(
(
(

8) LDC + HIA : HP-B-CD 1:1 injetadas concomitantemente (n=4);

9) HIA: HP-B-CD 1:1(n=5);;

) HIA (n=5);

) HP-B-CD (n=5).

A HIA 75 UTR (1 UTR = 0,1 mg) do grupo controle foi preparada a partir da

)
)
)
)
)
7) LDC : HP-B-CD 1:1 (n=12);
)
)
10
11
hialuronidase liofilizada (Hyalozima®, Apsen Ind. Com, Brasil), dissolvida em seu

veiculo (agua destilada estéril, cloreto de benzalconio, manitol e cloreto de sddio),

para se obter a concentracédo de 75 UTR/ml.
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Neste estudo, tanto a solucdo de HIA 75 UTR/ml quanto as solucdes
contendo o complexo de inclusdo HIA: HP-B-CD foram injetadas com volume de

0,18 ml (13,5 UTR) , pela mesma técnica e local da injecao do anestésico local.

4.2.1.1 avaliacdo do bloqueio nervoso

Como o nervo ciatico € um nervo misto, a avaliacdo do bloqueio nervoso foi
feita através de avaliacao neuroldgica de nocicepcao (reflexo de retirada da pata e
pingamento) (Thalhammer et al., 1995; Popitz-Berguez et al., 1995; Nakamura et al.,
2003), funcdo motora (reflexo extensor da articulacdo tibiotarsal e claudicagao)
(Popitz-Berguez et al., 1995; Paavola et al., 1995) e proprioceptiva (salto)
(Thalhammer et al., 1995; Popitz-Berguez et al., 1995; Nakamura et al., 2003),
iniciada logo apds a administragdo das solugdes. Cada teste foi realizado a cada 2
minutos até as funcdes serem bloqueadas e a cada 5 minutos até a recuperagao
destas. Para condicionamento, todos os ratos foram expostos as condicoes
experimentais duas vezes durante a semana anterior.

A. Resposta nociceptiva - Avaliada através do reflexo de retirada da pata
(RRP) do rato apds estimulo nociceptivo — pressérico utilizando-se aparelho medidor
de analgesia (Analgesymeter, Ugo Basile, ltalia), conforme método descrito por
Randall e Sellito (1957). Foi aplicada uma forca linear crescente (16 g/s) com uma
ponta cbnica romba de plastico na parte lateral dorsal da pata traseira, entre os
terceiros e quarto metatarsos, acionada por um pedal a comando do operador. O
aparelho possui uma régua de 25 cm, onde cada centimetro ultrapassado pelo
cursor corresponde a um acréscimo de 10 g sobre a pata, exercendo uma pressao
maxima de 250 g evitando possiveis lesdes (considerado cut — off, valor limite que
nao pode ser ultrapassado). Quando o rato retirava a pata (reflexo de retirada da
pata — RPP) ou expressava vocalizacdo, a presséo era imediatamente interrompida,
e o valor pressérico registrado. O valor basal considerado foi o registro obtido apds

estimulo pressérico realizado antes da anestesia local.
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Para complementar o teste de RRP, foi realizado o teste de pincamento da
pele do dedo mais distal da pata traseira com pinga hemostatica, e utilizada uma
escala de escore quanto ao grau de alteracdo da resposta: 1 = resposta normal; 2=
resposta parcial e 3=auséncia de resposta.

A laténcia de acdo anestésica foi avaliada a cada 1 minuto até a instalacao
do bloqueio nervoso. A duracdo de acdo anestésica foi considerada como o intervalo
sem dor (auséncia do RRP), avaliado com testes a cada 5 minutos até o retorno da
dor (exibir RRP) ao estimulo. O bloqueio sensitivo (nociceptivo) foi considerado
eficaz (bloqueio completo) quando o reflexo de retirada da pata estava ausente
sendo atingido o valor maximo de 250 g no analgesimetro e escore 3 para o teste
de pingamento, considerando o tempo de duragdo do bloqueio completo em
minutos. A pata contralateral foi utilizada como um controle.

B. Fungdo motora — O bloqueio motor foi avaliado utilizando a técnica descrita
por Poptiz-Berguez et al. (1995) e pela claudicagdo (Thalhammer et al., 1995). Os
animais eram levantados pela parte dorsal e suas patas traseiras suspensas até
desencostar da superficie de apoio. Normalmente, nestas circunstancias, o animal
tenta mover a articulacao tibiotarsal, estendendo a pata para alcancar o chao e
manter a postura (reflexo extensor postural). O bloqueio completo da fungao motora
foi definido como a total auséncia do reflexo extensor postural (extensdo da
articulacao tibiotarsal), considerando pontuagédo (escore) 3, através de uma escala
numérica (1) andar normal, (2) movimentagao parcial (3) auséncia de movimento da
pata anestesiada ( resultando em claudicagao).

A duracgao do blogueio motor (min) foi considerada como o periodo durante a
auséncia do reflexo de extensor da pata e pela presenca de claudicacao. O inicio do
bloqueio nervoso foi avaliado observando-se a atividade locomotora esponténea, a
normalidade ao andar e a dificuldade de guiar-se sozinho e claudicando, conforme
escala numérica citada acima.

C. Propriocepcdo — O bloqueio proprioceptivo foi avaliado por 2 testes
utilizados em neurologia veterinaria. Um dos testes é a resposta de salto onde o rato
era mantido em postura ereta, seguro pelas patas dianteiras pelo pesquisador,
mantendo o peso corporal sobre as patas traseiras tocando a superficie. O corpo do
animal era movido lateralmente na direcdo da pata anestesiada. A resposta normal
do animal sem anestesia é a de realizar um salto naquela direcao a fim de sustentar

0 peso sobre a pata, para evitar a queda. Com o bloqueio proprioceptivo completo, o
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animal perde este reflexo, arrastando a pata sobre a superficie. Além disso, pode-se
confirmar a existéncia do bloqueio através da observacdo do reflexo de
reposicionamento da pata, neste teste a pata do animal é posicionada com
superficie plantar dos dedos da pata flexionados com seu dorso colocado sobre a
mesa. Com a propriocepg¢éao intacta, o animal imediatamente reposiciona seus dedos
do pé. Se a funcao proprioceptiva estivesse prejudicada, esta correcao postural
ficaria ausente (Thalhammer et al., 1995).

Foi utilizada uma escala de escore quanto ao grau de alteracdo da resposta
basal normal (1= normal; 2= resposta parcial e 3=auséncia de resposta). A duracao
do bloqueio proprioceptivo compreendeu o periodo de auséncia dos reflexos citados,
ou seja, periodo de escore 3.

A duracdo do bloqueio completo motor e proprioceptivo foi considerado o
intervalo de tempo (min) com escore 3.

Todos os testes foram realizados desde 5 minutos antes da injecdo de

anestesia local e a cada 5 minutos, até a completa recuperacao funcional.

4.2.2 Anélise da viabilidade celular

4.2.2.1 cultivo celular e ensaio de citotoxicidade por Azul de Tripan

As células embrionarias de ratos Mus musculus (ATCC Catalog. N° CRL-
1658) foram cultivadas de acordo com protocolo sugerido pelo fornecedor. Apos
retirar as células do nitrogénio liquido, procedemos ao descongelamento em banho
a 37°C. Em seguida foi acrescido 1 ml de meio de cultura as células e realizada a
centrifugacdo da amostra a 1100 rpm (centrifuga Eppendorf 5804) durante 5
minutos, para a retirada do meio de congelamento DMSO (Dimetilsufoxido). Apos a
centrifugacéao, realizou-se a aspiracao e descarte do meio, e a suspensao do pellet
em 3 ml de meio de cultura [MC = DMEM Low com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB),
1% L-Glutamina e 1% de NEAA], que foram acrescidos a duas garrafas de 150 cm?
contendo mais 7 ml de MC em cada uma. Foram cultivadas 5x103 células por cm? de

acordo com recomendacao do fornecedor. As garrafas foram levadas a estufa de
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CO2 para cultura de células a uma temperatura de 37°C e a 8% de COgz, onde
permaneceram por 72 horas para crescimento. Apds o tempo para crescimento
celular, as garrafas foram retiradas da estufa, o MC aspirado e foi feita a adicdo de
PBS [1:100] para lavagem das células. Aspiracao do PBS e colocagdo de 1 ml de
tripsina em cada garrafa e incubacao em estufa (37°C, a 8% de COg) por 5 minutos
para que as células se soltassem. Em seguida procedeu-se a inativacao da tripsina
com 3 ml de MC, homogeneizacdo, recolhimento em tubo Falcon e nova
centrifugacdo da amostra (1100 rpm/5 minuto em centrigua Eppendorf 5804),
descartou-se 0 sobrenadante, ressuspendeu-se o pellet com 1 ml MC sendo

realizada a contagem em camara de Neubauer com uma amostra 20 pul de células.

As células obtidas foram cultivadas em placas de 6 pocos (Costar 3516 —
Corning Incorporated), sendo 4,28 x 10* células por pogco, com 3ml de MC, por mais
72 horas, quando foram expostas aos farmacos investigados pelos tempos de 1, 6 e
12 horas.

As solucdes contendo os farmacos foram preparadas e filtradas com filtro
membrana PES 0,22 um (TRP Sprintzen/Syringe-filter 0,22 um). Para todos os
grupos foram preparadas solugdes contendo o farmaco com concentragdes
elevadas, assim, a concentracao final desejada seria alcangcada por meio de diluicdo
destas em MC. Sendo assim obteve-se:

o Solugdo de lidocaina (LDC) 3%: contendo 30mg de lidocaina sem

vasoconstritor em cada 1 ml de MC.

o Solucédo do complexo de inclusao (HIA:HP-B-CD 1:1): contendo 25,3mg de
HIA:HP-B-CD 1:1 com 170 pl de solvente da HIA em cada ml. Deste modo a
HIA estaria a 75 UTR/ml.

o Solucéo de HIA :HP-B-CD 1:1 + LDC 2%: contendo 1,72 ml de solugéo do
complexo de inclusdo, 7,1 ml da solucéao de lidocaina 3% e 27,2 ml de meio

de cultura.

As células NIH3T3 foram expostas a concentracoes variadas dos farmacos
em estudo, sendo assim, para todos os grupos utilizamos uma concentragéo inicial
igual a injetada clinicamente, ou seja, lidocaina 2% e hialuronidase com 75 UTR/ ml,
e em seguida, foram feitas diluicbes. Para a lidocaina utilizamos 4 diluicbes da
concentracao de 2%, ou seja, foi diluida 10, 25, 50 e 100 vezes; para os demais
grupos realizamos 3 diluicées: 10, 50 e 100 vezes.
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Os testes foram feitos em triplicatas conforme esquematizado na figura 4.1, a
sequir:

Placa 1

D@ @| LDC 2% (700 L LDC 3% + 300 L MC)
| LDC 0.2%(70 pL LDC 3% + 930 L MC)

Flaca?2

| LDC 0,08% (30 L LDC 3% + 970 1L MC)
| LDC 0,04%(13 pl LDC 3% + 987 pL MC)

Placa3

(O] LDC0,02% (7 uL LDC 3% + 993 uL MC)
| CH (110 WL sol. CI+ 830 L MC) —HIA TSUTR

Ol CI11 (17 pL CI + 983 L MC) — 10X diluida
| CI11 (34 uL Cl + 9666 L MC) — 50X diluida

F \‘ CIT1 {17 pL sol, CI + 9983 pL MC) — 100X diluida
L J Cl 11+ LDC 2% (170 Ll sol. Cl + 700 pL LDC 3% + 120 L MC)

+ LDC 2% (17 pL sol. Cl + 70 uL LDC 3% + 130 L MC) — 10X diluida
+ LDC 2% (170 pL sol. Cl + 700 L LOC 3% + 913 1L MC) — 50X diluida

|
L.
Q0

F j Cl11+LDC2% (1,7 uL sol. Cl + 7 L LDC 2% + 9313 puL MC) — 100X diluida
L . J Caontrole = iMeio de Cultura

Figura 4.1 - Distribuicdo dos grupos em triplicada nas placas de 6 pogos. Relagcdo da quantidade de
solu¢des em cada pogo de células. LDC = lidocaina; Cl = complexo de inclusao HIA:HP-
B-CD 1:1.

O ensaio de citotoxicidade por azul de Tripan foi realizado de acordo com o
protocolo a seguir:

1. Troca do MC pelo meio contendo o farmaco;

2. Incubacéao das placas pelos periodos de 1, 6 e 12 horas em estufa. Apos a
incubacao, foi realizada a contagem das células em cadmara de Neubauer de

acordo com as seguintes etapas:
a. Recolhimento do sobrenadante (MC + farmacos);

b. Lavagem com 500 pL de PBS [1:100] e recolhimento em tubo Falcon;
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Adicao de 500 pL tripsina;

a o

Inativag&o da tripsina com 1 ml meio de cultura;
e. Recolhimento das células tripsinizadas (soltas) do tubo Falcon;

f.  Lavagem com 500 pyL PBS [1:100] e recolhimento no respectivo tubo

Falcon;
g. Centrifugacdo a 1100 rpm /5 min em centrifuga Eppendorf 5804;
Descarte do sobrenadante;
i. Ressuspenséao do pellet em 500 uL de MC;
j.  Mistura de 20 pL de suspensao de células em 20 pL Azul de Tripan;
k. Contagem em camara de Neubauer.

Simplificadamente, ha 2 formas possiveis de realizacdo da contagem de
células em camara de Neubauer: contagem do quadrado central (0 mais subdividido)
ou, a forma utilizada neste estudo que considera a contagem dos 4 quadrantes
externos (humerados de 1-4 na figura 4.2). Em cada quadrante elegem-se dois lados
do quadrado em formato de L (assinaladas em vermelho na figura 4.2), os quais
serdao descartados, ou seja, as células que tocarem esses lados nao deverao ser
contabilizadas. Contabilizam-se as células contidas no interior do quadrado e, que
tocam, interna ou externamente, os lados que serdo considerados. As células
viaveis (vivas) nao sao coradas ao contato com o Azul de Tripan, ao passo que as
células invidveis (mortas) apresentam coloragdo azulada ao serem visualizadas com
auxilio de microscopio 6ptico. A penetracao do corante intracelularmente indica que
houve alteracdo na permeabilidade das células que sofreram dano ap6s exposicao
aos farmacos utilizados, indicando que as mesmas estao inviaveis. A contabilizacao

das células é feita aplicando-se a férmula:

N® células vidveis (ou invidveis) x 2 x 10% cél/ml
N* de quadrantes

...onde o0 numero de quadrantes é 4, e a multiplicagdo por 2 serve para corrigir a
diluicdo da amostra no corante (http://www.protocolosbiomed.com.br/page_19.html

acessado em Dezembro de 2013).
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Figura 4.2 - llustracdo das células vistas ao microscépio Optico para contagem em céamara de
Neubauer utilizando o teste de exclusdo por Azul de Tripan. As células coradas em
azul representam células n&o viaveis (coradas pelo Azul de Tripan), as demais, sao
células viaveis. (Adaptado de: http://www.protocolosbiomed.com.br/page_19.html
acessado em Dezembro de 2013).

Neste estudo, a quantidade de células inviaveis (mortas) foi contabilizada,
através da somatoria das células vivas com as células mortas o que nos forneceu a

quantidade total de células na amostra e nos possibilitou o célculo do percentual de
células viaveis:

CV+Cln=TA

Y% CV=CVx 100
TA

...onde CV representa o total de células viaveis (vivas), CIn o total de células
inviaveis (mortas) e TA o total de  células na  amostra
(http://www.protocolosbiomed.com.br/page_19.html acessado em Dezembro de
2013). .
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4.2.2.2 teste de hemolise

O preparo da suspensao de eritrécitos foi realizado segundo o protocolo
INVITTOX n° 37, com algumas modificacbes. Para esse teste foi utilizado o sangue
de apenas 1 rato Wistar macho adulto, sacrificado por decaptagéo, coletado em tubo
Falcon com EDTA. Deste modo, procedeu-se a centrifugacdo de uma amostra de 2
ml de sangue de rato diluida em EDTA 15g/dl (Hemstab® — 1 gota para cada 5 ml de
sangue) durante 10 min a 500 xg (Malheiros et al., 2004), havendo o descarte do
plasma, das células brancas e impurezas através de aspiracdo. O concentrado de
hemacias, produto da centrifugacdo seguido da aspiragdo, foi ressuspenso em
tampao de PBS isotdnico (contendo: Na2HPO4 — 22.2 mmol/l, KH2PO4 — 5.6 mmol/I,
NaCl 123.3 mmol/l e Glucose 10.0 mmol/l) num pH de 7.4, e em temperatura
ambiente, passando por nova centrifugacdo obedecendo ao mesmo protocolo,
sendo o procedimento acima elucidado repetido por 3 vezes. O concentrado de
hemacias foi mantido em temperatura constante de 4°C quando nao estava sendo
manipulado. A ressuspensao levou em consideracdo a presencga de 8 x 10° células
(25 ul do concentrado de heméacias), sendo que as aliquotas contendo as
suspensoes foram incubadas com volumes crescentes dos farmacos estudados (10
ul a 80 pl), completados com PBS até que fosse atingido o volume final de 1 ml.
Todos os grupos foram feitos em triplicata.

Os grupos controle foram:

e (C1 = controle branco: eritrocitos em PBS (hemdlise mecénica)
composto de 25 pul da suspenséao de eritrécitos;

e (C2) = eritrocitos em agua destilada (chamado de controle de hemolise
total).

Para que a concentracao do farmaco, ou a turbidade relativa da HIA, fosse a
desejada no volume de 80 pl, nas aliquotas de 1 ml (contendo: suspensédo de
eritrécitos + farmaco + PBS) , foram preparadas solucées saturadas conforme
descrito a seguir:

e Grupo 1 (G1) — LDC 2% sem vasoconstritor: solucdo contendo 300 mg de
cloridrato de lidocaina em 1,2 ml de PBS, para que a amostra contendo LDC

no volume de 80 pL tivesse uma concentragao final de 2%;



56

e Grupo 2 (G2) — HIA (75 UTR/mlI): solugédo contendo 112,5 mg de HIA em 1,2

ml de solvente, para que a concentragdo em 80 pl fosse de 75 UTR ;

e Grupo 3 (G3) - HIA: HP-B-CD 1:1 (Cl 1:1): solugcédo contendo 380 mg de CI 1:1

em 1,2 ml de solvente, para que a concentracao de HIA em 80 pl fosse de 75

UTR;

e Grupo 4 (G4) — HP-B-CD: solugao contendo 267 mg de HP-3-CD em 1,2 ml
de solucao de PBS.

e (C1 - Controle branco: 25 pul da suspenséao de eritrécitos + 975 ul de solucao
de PBS.

e (C2 — H100% (hemdlise total): 25 ul da suspenséo de eritrocitos + 80 pl de
agua destilada + 895 pl de solucédo de PBS.

Para os grupos G1 a G4, o volume de 1,2 ml foi distribuido nos pogos da
miniplaca de 96 pogos para leitura em espectrofotdmetro nos volumes: 80 pl, 70 pl,
60 pl, 50 pl, 40 pl, 30 pl, 20 pl e 10 pl.

Antes da leitura, as composicdes de cada grupo (G1 a G4) foram dissolvidas
em tamp&o para alcangar o volume final de 1 ml. As amostras e controles (tamp&o e
agua destilada) foram colocados sob leve agitagdo em rotador (Barnstead Lab-Line
2314 Multi-Purpose Rotator — figura 4.3 A) e incubadas por 15 minutos a uma
temperatura de 37°C, antes de serem submetidas aos procedimentos de

centrifugagao (centrifuga Eppendorf 5415 — figura 4.3 B).

Figura 4.3 - (A) Rotador Barnstead Lab-Line 2314 Multi-Purpose com grupos sob agitacédo e (B)
centrifuga Eppendorf 5415. (Laboratério de Biologia do Movimento Celular — ICB/USP)
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Apébs o periodo de incubacgéo e centrifugacdo foram dispensados 200 uL de
cada amostra em microplaca para leitura em espectrofotémetro, conforme ilustrado
na figura 4.4. A avaliacdo espectrofotométrica utilizou o sobrenadante para
determinacdo da absorbéncia da hemoglobina com pico de absor¢cdo em 560 nm
(INVITTOX n©°37). A leitura do espectrofotbmetro leva em consideragdo a
quantidade de hemoglobina liberada apés lise celular, sendo a hemolise mecéanica
aquela devida a danos celulares comuns oriundos dos processos de manipulagcao
das células e centrifugacédo, e a hemdlise total devido a lise por pressdo osmética
induzida pela utilizacdo de agua destilada.

Figura 4.4 — Microplacas de 96 pogos preparadas para leitura em espectrofotdbmetro. (Laboratério de
Biologia do Movimento Celular — ICB/USP)

O efeito hemolitico foi monitorado mensurando a concentragdo de hemoglobina
no sobrenadante, conforme a equagao...

Hemadlise (%)= A(G1 ao G4) —ACT x 100
ACZ - AC1

... onde A representa a absorbancia, A (grupos 1 ao 4) é a absorbéancia obtida para
cada amostra individualmente, AC1 (controle 1) é o valor obtido para o controle da
hemdélise mecanica e AC2 ¢ o valor obtido para o controle de hemdlise total.
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5 RESULTADOS

5.1 Analise do bloqueio nervoso

5.1.1 Bloqueio sensitivo

Os valores para o tempo de laténcia do bloqueio motor, ou seja, o tempo
para inicio e instalacdo de bloqueio sensitivo completo esta apresentado na tabela
5.1, e o grafico 5.1 ilustra os resultados e apresenta a andlise estatistica (Kruskal-

Wallis com teste auxiliar de comparag¢des multiplas de Dunn, p<0,01).

Tabela 5.1 — Média + EP do tempo de demora para inicio e instalagdo do bloqueio sensitivo (min) nos

grupos estudados

Grupos Média + Erro padrao (min)
LDC vc (n=9) 16£2
LDC (n=5) 17 1
LDC vc + HIA injetada concomitantemente (n=29) 16 £ 1

LDC vc + HIA injetada aos 30 min da anestesia (n=5) |17 £ 1

LDC vc + Cl 1:1 injetadas concomitantemente (n=18) | 19 + 1

LDC + CI 1:1 injetadas concomitantemente (n=10) 6x1

LDC vc + Cl 2:1 injetadas concomitantemente (n=12) |17 £ 1

LDC : HP-B-CD 1:1 (n=4) 15+3

Cl 1:1 (n=5); N&o se aplica
Hialuronidase (n=5) N&o se aplica
HP-B-CD (n=5) N&o se aplica

LDC vc= lidocaina 2% com epinefrina 1:100.000; LDC= lidocaina sem vasoconstritor; HIA=
hialuronidase; Cl= complexo de inclusao HIA:HP-B-CD; HIA 30” = HIA aplicada aos 30 minutos do
inicio de agao anestésica; HIA conc = HIA aplicada concomitantemente.
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Gréfico 5.1 - Histograma indicando valores médios + EP do tempo de laténcia para o blogueio
sensitivo em nervo ciatico e andlise estatistica. Grupo ¢ p<0,01 quando comparado
aos grupos 3, b ¢ d e f. LDC vc= lidocaina 2% com epinefrina 1:100.000; LDC=
lidocaina sem vasoconstritor; HIA= hialuronidase; Cl= complexo de inclusdo HIA:HP-
-CD; HIA 30” = HIA aplicada aos 30 minutos do inicio de acdo anestésica; HIA conc
= HIA aplicada concomitantemente.

Os resultados do blogueio sensitivo em minutos com o tamanho da amostra
para cada grupo e resultado estatistico estao apresentados na tabela 5.2 (Kruskal-
Wallis com teste auxiiar de comparag¢des multiplas de Dunn, p<0,01). Os graficos 5.2
e 5.3 apresentam os resultados da auséncia de RRP (250 g utilizando o
analgesimetro) e o grafico 5.4 apresenta os resultados dos valores médios em

escore para o teste de pingcamento (pinprick).
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Tabela 5.2 — Média aritmética + EP do bloqueio sensitivo (min), tamanho da amostra e andlise

estatistica nos grupos estudados

Grupos Média + Erro padrao (min)
LDC vc (n=9) 66,11 £ 5¢
LDC (n=5) 28,00 £ 5°
LDC vc + HIA injetada concomitantemente (n=29) 72,07 £ 4°
LDC vc + HIA injetada aos 30 min da anestesia (n=5) | 100,00 * 44
LDC vc + Cl 1:1 injetadas concomitantemente (n=18) | 164,17 + 162
LDC vc + Cl 2:1 injetadas concomitantemente (n=12) | 107,08 + 10¢
LDC : HP-B-CD 1:1 (n=4) 78,75 * 4°
LDC + CI 1:1 injetadas concomitantemente (n=10) 86,00 * 8°
Cl 1:1 (n=5); of
Hialuronidase (n=5) of

HP-B-CD (n=5) of

Andlise estatistica pelo teste Kruskal-Wallis com auxiiar de Dunn de comparag6es multiplas (p<0,01).
Grupo 2 p<0,01 dos demais; ® p<0,01 dos demais; entre ¢ e 9: p<0,01; f p<0,01 exceto entre si. LDC
vc= lidocaina 2% com epinefrina 1:100.000; LDC= lidocaina sem vasoconstritor; HIA= hialuronidase;
Cl= complexo de inclusdo HIA:HP-B-CD; HIA 30” = HIA aplicada aos 30 minutos do inicio de acao

anestésica; HIA conc = HIA aplicada concomitantemente.
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Gréfico 5.2 - Histograma indicando valores médios + EP da duragé@o do blogueio sensitivo em nervo

cidtico. LDC vc= lidocaina 2% com epinefrina 1:100.000; LDC= lidocaina sem
vasoconstritor; HIA= hialuronidase; Cl= complexo de inclusdo HIA:HP-3-CD; HIA 30" =
HIA aplicada aos 30 minutos do inicio de agdo anestésica; HIA conc = HIA aplicada
concomitantemente.
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Bloqueio Sensitivo - RRP
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Grafico 5.3 - Valores médios (gramas) da intensidade de pressao (peso) suportada para ocorrer 0
RRP, apés estimulo nociceptivo ao longo do tempo nos grupos, ou seja, durante
bloqueio sensitivo. RRP = reflexo de retirada da pata. RRP= reflexo de retirada da
pata; LDC vc= lidocaina 2% com epinefrina 1:100.000; LDC= lidocaina sem
vasoconstritor; HIA= hialuronidase; Cl= complexo de inclusdo HIA:HP-B-CD; HIA 30" =
HIA aplicada aos 30 minutos do inicio de a¢do anestésica; HIA conc = HIA aplicada
concomitantemente.
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Gréfico 5.4 - Valores médios (escore) obtido para andlise de bloqueio sensitivo apds o teste de
pincamento (bloqueio completo escore 3, parcial 2, auséncia 1) ao longo do tempo
nos grupos. LDC vc= lidocaina 2% com epinefrina 1:100.000; LDC= lidocaina sem
vasoconstritor; HIA= hialuronidase; Cl= complexo de inclusdao HIA:HP-B-CD; HIA 30”
= HIA aplicada aos 30 minutos do inicio de agéo anestésica; HIA conc = HIA aplicada
concomitantemente.
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Os valores para o tempo de laténcia do bloqueio motor, ou seja, o tempo

para inicio e instalacdo de bloqueio motor completo, estdo apresentados na tabela

5.3 e o gréfico 5.5 ilustra os resultados e apresenta a andlise estatistica (Kruskal-

Wallis com teste auxiliar de comparag¢des multiplas de Dunn, p<0,01).

Tabela 5.3 — Média + EP do tempo de demora para inicio e instalagdo do bloqueio motor (min) nos

grupos estudados

Grupos Média + Erro padrao (min)
LDC vc (n=9) 5%0
LDC (n=5) 9+1
LDC vc + HIA injetada concomitantemente (n=29) 50
LDC vc + HIA injetada aos 30 min da anestesia (n=5) |5+ 0
LDC vc + Cl 1:1 injetadas concomitantemente (n=18) |9 + 1
LDC + CI 1:1 injetadas concomitantemente (n=10) 50
LDC vc + Cl 2:1 injetadas concomitantemente (n=12) |9 +2
LDC : HP-B-CD 1:1 (n=4) 5+0

Cl 1:1 (n=5); N&o se aplica
Hialuronidase (n=5) N&o se aplica
HP-B-CD (n=5) N&o se aplica

LDC vc= lidocaina 2% com epinefrina 1:100.000; LDC= lidocaina sem vasoconstritor; HIA=
hialuronidase; Cl= complexo de inclusdo HIA:HP-B-CD; HIA 30” = HIA aplicada aos 30 minutos do
inicio de agao anestésica; HIA conc = HIA aplicada concomitantemente.
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Graéfico 5.5 - Histograma indicando valores médios + EP do tempo de laténcia para o bloqueio motor
em nervo ciatico e andlise estatistica. p<0,01 entre os grupos: 2 comparado com ®, ¢; b
comparado a ¢; 9 comparado a b, ¢ e ¢, LDC vc= lidocaina 2% com epinefrina
1:100.000; LDC= lidocaina sem vasoconstritor; HIA= hialuronidase; Cl= complexo de
inclusdo HIA:HP-B-CD; HIA 30" = HIA aplicada aos 30 minutos do inicio de acao
anestésica; HIA conc = HIA aplicada concomitantemente.

Os resultados com o tamanho da amostra para cada grupo e resultado
estatistico estdo apresentados na apresentados na tabela 5.4 (Kruskal-Wallis com
teste auxiliar de comparac6es multiplas de Dunn, p<0,01). Os gréficos 5.6 apresenta
os valores médios e erro padrao da média em minutos da duracao do blogueio motor
completo, ou seja, duracado da auséncia do reflexo extensor postural e presenca de
claudicacao periodo em que houve escore 3 e o grafico 5.7 apresenta os dados em
decorréncia dos valores médios dos escores para cada grupo estudado.
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Tabela 5.4 - Média aritmética £ EP do bloqueio motor (min), tamanho da amostra e analise estatistica

nos grupos estudados

Grupos Média + Erro padrao (min)
LDC vc (n=9) 63,33 +5
LDC (n=5) 30,33 £ 3¢
LDC vc + HIA injetada concomitantemente (n=29) | 75,03 £ 4
LDC vc + HIA injetada aos 30 min da anestesia | 78,33 £ 4
(n=5)

LDC vc + CI 1:1 injetadas concomitantemente | 148,89 + 142
(n=18)

LDC vc + CIl 2:1 injetadas concomitantemente | 102,5 £ 11
(n=12)

LDC : HP-B-CD 1:1 (n=4) 72,5+13
LDC + Cl 1:1 injetadas concomitantemente (n=10) | 138,00 + 9°
Cl 1:1 (n=5); 0c¢

HIA (n=5) 0°

HP-B-CD (n=5) 0c¢

Andlise estatistica pelo teste Kruskal-Wallis com auxiiar de Dunn de comparagdes multiplas (p<0,01).
Grupo 2 P<0,01 com demais; entre 2 e ® p>0,01; ¢ P<0,01 com demais. LDC vc= lidocaina 2% com
epinefrina 1:100.000; LDC vc= lidocaina 2% com epinefrina 1:100.000; LDC= lidocaina sem
vasoconstritor; HIA= hialuronidase; Cl= complexo de inclusao HIA:HP-3-CD; HIA 30" = HIA aplicada
aos 30 minutos do inicio de agdo anestésica; HIA conc = HIA aplicada concomitantemente.
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Gréfico 5.6 - Histograma indicando valores médios £+ EP da duracdo do blogueio motor em nervo
cidtico. LDC vc= lidocaina 2% com epinefrina 1:100.000; LDC= lidocaina sem
vasoconstritor; HIA= hialuronidase; Cl= complexo de inclusdo HIA:HP-B-CD; HIA 30” =
HIA aplicada aos 30 minutos do inicio de acao anestésica; HIA conc = HIA aplicada
concomitantemente.
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Gréfico 5.7 - Valores médios (escore) obtido para analise de bloqueio motor (bloqueio completo
escore 3, parcial 2, auséncia 1) pela auséncia do reflexo extensor postural ao longo
do tempo nos grupos. LDC vc= lidocaina 2% com epinefrina 1:100.000; LDC=
lidocaina sem vasoconstritor; HIA= hialuronidase; Cl= complexo de inclusdo HIA:HP-
-CD; HIA 30” = HIA aplicada aos 30 minutos do inicio de agcao anestésica; HIA conc =
HIA aplicada concomitantemente.
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Os valores para o tempo de laténcia, ou seja, o tempo para inicio e

instalacao de bloqueio proprioceptivo completo, estdo apresentados na tabela 5.5 e

no grafico 5.8.

Os valores para o tempo de laténcia do bloqueio proprioceptivo, ou seja, o

tempo para inicio e instalacdo de bloqueio proprioceptivo completo, estdo

apresentados na tabela 5.5 e o grafico 5.8 ilustra os resultados e apresenta a analise

estatistica (Kruskal-Wallis com teste auxiliar de compara¢des mudltiplas de Dunn,

p<0,01).
Tabela 5.5 - Média £ EP do tempo de demora para inicio e instalagdo do bloqueio
proprioceptivo (min) nos grupos estudados
Grupos Média + Erro padrao (min)
LDC vc (n=9) 18 +1
LDC (n=5) 9+1
LDC vc + HIA injetada concomitantemente (n=29) 5+1
LDC vc + HIA injetada aos 30 min da anestesia (n=5) 50
LDC vc + Cl 1:1 injetadas concomitantemente (n=18) 7 %1
LDC + CI 1:1 injetadas concomitantemente (n=10) 50
LDC vc + Cl 2:1 injetadas concomitantemente (n=12) 81
LDC : HP-B-CD 1:1 (n=4) 10+ 4

Cl 1:1 (n=5); N&o se aplica
Hialuronidase (n=5) N&o se aplica
HP-B-CD (n=5) Nao se aplica

LDC vc= lidocaina 2% com epinefrina 1:100.000; LDC= lidocaina sem vasoconstritor; HIA=
hialuronidase; Cl= complexo de inclusdo HIA:HP-B-CD; HIA 30” = HIA aplicada aos 30 minutos do
inicio de agao anestésica; HIA conc = HIA aplicada concomitantemente.
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Gréfico 5.8 - Histograma indicando valores médios + EP do tempo de laténcia para o bloqueio
proprioceptivo em nervo ciatico e analise estatistica. p<0,01entre os grupos 2
comparado b, ¢, 9 e ¢; e entre os grupos ° e . LDC vc= lidocaina 2% com epinefrina
1:100.000; LDC= lidocaina sem vasoconstritor; HIA= hialuronidase; Cl= complexo de
inclusdo HIA:HP-B-CD; HIA 30” = HIA aplicada aos 30 minutos do inicio de acgéo
anestésica; HIA conc = HIA aplicada concomitantemente.

Os resultados com o tamanho da amostra para cada grupo e resultado
estatistico estdo apresentados na apresentados na tabela 5.6 (Kruskal-Wallis com
teste auxiliar de comparagdes multiplas de Dunn, p<0,01). O graficos 5.9 apresenta
os valores médios e erro padrdao da média em minutos da duracdo do blogueio
proprioceptivo completo, ou seja, duracdo da auséncia da resposta de salto e da
resposta de reposicionamento da pata (periodo em que houve escore 3) e o grafico
5.10 apresenta os dados em decorréncia dos valores médios dos escores para cada
grupo estudado.
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Tabela 5.6 - Média aritmética = EP do bloqueio proprioceptivo (min), tamanho da amostra e analise

estatistica nos grupos estudados

Grupos Média + Erro padrao (min)
LDC vc (n=9) 64,44 + 4

LDC (n=5) 33,00 + 3¢
LDC vc + HIA injetada concomitantemente (n=29) 73,97 + 4f

LDC vc + HIA injetada aos 30 min da anestesia (n=5) | 88,33 + 15f
LDC vc + Cl 1:1 injetadas concomitantemente (n=18) | 189,44 + 162
LDC vc + Cl 2:1 injetadas concomitantemente (n=12) | 107,05 +10,45°¢
LDC : HP-B-CD 1:1 (n=4) 80,00 + 9

LDC + CI 1:1 injetadas concomitantemente (n=10) 116,00 + 5°

Cl 1:1 (n=5); 0¢

HIA (n=5) 0¢

HP-B-CD (n=5) 0¢

Grupo a p<0,01 dos demais; b p<0,01 dos demais, exceto de ¢ ; d p<0,01 dos demais; f p>0,01 entre
si; g p<0,01 exceto entre si. LDC vc= lidocaina 2% com epinefrina 1:100.000; LDC= lidocaina sem
vasoconstritor; HIA= hialuronidase; Cl= complexo de inclusao HIA:HP-3-CD; HIA 30” = HIA aplicada
aos 30 minutos do inicio de agdo anestésica; HIA conc = HIA aplicada concomitantemente..
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Gréfico 5.9 - Histograma indicando valores médios + EP da duracao do bloqueio proprioceptivo em
nervo ciatico. LDC vc= lidocaina 2% com epinefrina 1:100.000; LDC= lidocaina sem
vasoconstritor; HIA= hialuronidase; Cl= complexo de inclusdo HIA:HP-3-CD; HIA 30” =
HIA aplicada aos 30 minutos do inicio de agdo anestésica; HIA conc = HIA aplicada
concomitantemente.
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Grafico 5.10 - Valores médios (escore) obtidos pela analise de bloqueio proprioceptivo (blogueio
completo: escore 3, parcial: 2, auséncia de resposta: 1) pela auséncia de resposta
de salto da pata ao longo do tempo nos grupos. LDC vc= lidocaina 2% com epinefrina
1:100.000; LDC= lidocaina sem vasoconstritor; HIA= hialuronidase; Cl= complexo de
inclusdo HIA:HP-B-CD; HIA 30" = HIA aplicada aos 30 minutos do inicio de agéo
anestésica; HIA conc = HIA aplicada concomitantemente.
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5.2 Analise da Viabilidade Celular

Os resultados para os testes de citotoxicidade por Azul de Tripan e hemdlise,

estdo expostos a seguir:

5.2.1 Ensaio de citotoxicidade por Azul de Tripan

Foi realizada analise estatistica através do teste two-way ANOVA com auxiliar
Bonferroni post-test, com dois fatores de variagcdo (farmaco e tempo), conforme
apresentado no grafico 5.11. A lidocaina apresentou-se citotoxica em diluicdes
menores que 25 vezes, isolada ou associada ao complexo de inclusdo HIA: HP-B-
CD (p<0,001, ANOVA), sendo que a associagao nao alterou sua citotoxicidade.

O complexo de inclusao isolado, ndo se apresentou citotdxico quando
comparado ao grupo controle, em nenhuma das diluicbes estudadas (p>0,05,
ANOVA).
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Gréfico 5.11 - Histograma indicando valores médios = EP do percentual de células mortas através da
andlise da viabilidade celular de contagem por Azul de Tripan nos tempos de 1, 6, e 12
h para os grupos estudados e andlise estatistica. Houve diferenga significativa entre os
seguintes grupos: b- acdefl ijklm (5.0,001); b - 9" somente em 1 h (p<0,001); ¢ -
adefghiimn (p<0,001); k'em 6 e 12 h (p<0,001); -2somente em 6 a 12 h (p<0,001);
em 1 h (p<0,01); &9 (p<0.05) em 1 h; &m™nem 1 h (p<0,05); 9-&-hii em 6 h (p<0,05);
kacdefghiimn (n<0,001); e Lacdefaniimn (n<0,001) (Two-way, ANOVA — Bonferroni) .
LDC-= lidocaina; Cl = complexo de inclusao Hialuronidase: HP-3-CD. Valores de HIA
em UTR/ml.

5.2.2 Teste de hemolise

No grafico 5.12, estdo expostos os valores percentuais da hemolise ocorrida
em cada grupo de farmaco e nos diferentes volumes analisados (80 pl, 70 pul, 60 pl,
50 pl, 40 pul, 30 pl, 20 pl e 10 ul ), além do resultado estatistico.

Através do teste estatitistico paramétrico ANOVA two way e auxiliar de
Bonferroni post-test, foi encontrada diferenca significante (p<0,001) de hemodlise
entre o grupo controle hemolise total (C2) e todos os demais grupos, 0s quais nao
apresentaram diferenca significativa entre si (p>0,05).
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Percentual do efeito hemolitico
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Gréfico 5.12 - Gréfico de linhas indicando o percentual de hemdlise em eritrdcitos de ratos, para cada
volume dos farmacos, apds exposicdo a lidocaina, hialuronidase (HIA), HP-B-CD
(Hidroxipropil-B-ciclodextrina), Cl 1:1 (complexo de inclusdo HIA: HP-B-CD 1:1), Cl 2:1
(complexo de incluséo HIA: HP-B-CD 2:1) comparado aos controles C1 (hemdlise
mecénica - PBS) e C2 (hemdlise total - agua destilada). (*p<0,001 entre: C2 x
farmacos e C1 x C2).
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Os resultados da média aritmética de absorbancia das triplicatas para cada

volume de cada farmaco e controles estdo evidenciados na tabela 5.7.

Tabela 5.7 — Média das absorbancias de amostras contendo os farmacos nos diferentes volumes
analisados: lidocaina 2%, hialuronidase, 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-3-CD) e
complexo de inclusdo HP-B-CD: Hialuronidase 1:1 (Cl 1:1)

Volume (ul) | LDC (nm) HIA (nm) Cl1:1 (nm) | HP-B-CD (nm)
80 0,002 0,000 0,000 0,000
70 0,002 0,000 0,000 0,000
60 0,000 0,000 0,000 0,000
50 0,000 0,000 0,000 0,000
40 0,0032 0,000 0,000 0,000
30 0,003 0,000 0,0012 0,000
20 0,000 0,000 0,000 0,000
10 0,000 0,0002 0,0022 0,000

a Os valores negativos de absorbancia foram considerados como 0,000 (em concordancia com o
estudo de Levinson, 1981). Grupos controle: C1=0,000 nm; C2= 1,328 nm. LDC = lidocaina; HIA=
hialuronidase; Cl= complexo de inclusdo HIA: HP-B-CD; HP-B-CD= 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina.
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6 DISCUSSAO

A eficacia da hialuronidase (HIA) em prolongar a acdo anestésica quando
injetada concomitantemente aos anestésicos locais tem sido abordada em diversos
estudos anteriores (Mindel, 1978; Nicoll et al,, 1986; Thomson, 1988; Sarvela; Nikki,
1992; Dempsey et al., 1997; Kallio et al., 2000; Mantovani et. al, 2001; Hamada et
al., 2005; Remy et al., 2008; Pacella et al., 2013) e diminuicdo de efeitos adversos
pos-anestesia (Hamada et al., 2005), sendo utilizada quase que exclusivamente com
sucesso para anestesia oftalmologica. Os estudos mais recentes em oftalmologia
testam anestésicos diversos, alcalinizados ou nao, mas todos utilizam a HIA como
padrdao de comparacao com novos farmacos ou técnicas (Islam et al, 2012; Gordazi
et al, 2011; Pacella et al.,, 2010; Jaichandran et al., 2010). Contudo, estudos da
utilizacdo da enzima a 150 UTR/ml para fins odontol6gicos com metodologia
apropriada datam somente de 2001, quando Ridenour et al., nao obtendo
resultados satisfatérios devido a ocorréncia de reacdes adversas, contraindicam seu
uso. Posteriormente, o estudo de Borsatti et al. (2004) levantou a hipétese de que
se a HIA fosse injetada tardiamente poderia prolongar a duracdo de acéo
anestésica, e evitar efeitos adversos. Tempestini-Horliana et al. (2008) confirmaram
que a hialuronidase 75 UTR/ ml injetada aos 30 minutos da anestesia, e, portanto,
antes do término do bloqueio nervoso, prolongou o efeito anestésico sem induzir
efeitos indesejaveis, tendo como Unico inconveniente a necessidade de uma nova
puntura para a inje¢cdo da enzima em questdo. Mais recentemente, Satish et al.
(2013) repetiram o protocolo do uso da HIA injetada tardiamente e relataram
sucesso, também, quanto ao aumento do tempo de duragdo da anestesia pulpar,
mesmo em casos de pulpite, ou seja, quando o paciente apresenta sintomatologia
dolorosa.

Atualmente ha um apelo por pesquisas que buscam estender a duragao do
bloqueio nervoso de anestésicos locais de acao intermediaria com diminuicao dos
efeitos toxicos, o que pode ser alcancado com a utilizagdo de adjuvantes como, por
exemplo, sistemas de liberacdo controlada (Araudjo et al., 2006; Cereda et al, 2012).
A maioria dos estudos realiza a complexagcdo do anestésico local em nanoparticula,
diferentemente de nossa pesquisa que incorporou uma enzima ( Fréville et al., 1996;
Araujo et al., 2006; Ranjbar et al., 2012). Deste modo, testamos a utilizacao da HIA

complexada com a HP-B-CD que é uma nanoparticula com uso ja consagrado em
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composicdes farmacoldgicas, principalmente, por sua capacidade de incorporar o
farmaco e aumentar sua biodisponibilidade e modular e/ou vetorizar sua liberagéo,
conforme descrito pela revisdo de Saltdo e Veiga (2001). Além da vantagem de ser
utilizada pela via parenteral pele sua maior hidrofilia.

O modelo experimental de bloqueio de nervo ciatico de rato tem sido muito
utilizado para avaliacdo da eficacia de anestésicos locais, principalmente por ser um
nervo misto, adequado para avaliacdo das funcdes nociceptiva, motora e
proprioceptiva (Thalhammer et al., 1995). Quanto a metodologia para avaliagdo do
bloqueio da funcdo sensitiva, optamos pela utilizacdo dos testes com o
analgesimetro (que avalia reflexo de retirada da pata) (Araujo et al., 2006) e de
pincamento da pata (Thalhammer et al. 1995; Popitz-Bergez et al., 1995), que
apresentam caracteristicas subjetivas de avaliacao, principalmente o pincamento
(escala de escores). Até o momento, estes testes ndo tinham sido utilizados em
associacdo, necessitando de analise de correlacdo estatistica entre os dados.
Observamos semelhanca nos resultados dos testes que sao complementares
usados para confirmacao do bloqueio nociceptivo (graficos 5.3 e 5.4).

Os resultados do bloqueio nociceptivo pela lidocaina (tabela 5. 2; graficos
5.2, 5.3 e 5.4) em nervo ciatico obtidos neste estudo sugerem ter ocorrido liberacao
tardia da HIA quando em complexacao com HP-B-CD para a razdo molar 1:1, sendo
o tempo médio de duracdo de agado anestésica de aproximadamente 164 minutos,
para a razdo molar de 2:1 107 minutos, e de 100 minutos para a HIA aplicada 30
minutos apos o inicio do bloqueio anestésico, ambas com LDC com vasoconstritor.
Isso demonstra para a solucdo contendo LDC com vasoconstritor e o Cl 1:1, um
bloqueio sensitivo 2,5 vezes maior que a lidocaina com epinefrina (1:100.000) (66
min), e de aproximadamente 5,9 vezes maior que a lidocaina sem vasoconstritor
(28min). Ja o bloqueio sensitivo da LDC vc + Cl na razdo 1:1 (164 min) também foi
significativamente maior (1,5 vezes), que na razao 2:1 (107 min), cerca de uma hora
a mais de duragao. A HIA concomitante a LDC vc (72 min) também foi avaliada nao
diferindo significativamente da LDC vc (66 min), provavelmente pela dispersao das
moléculas para os tecidos vizinhos logo no inicio da anestesia, ndo foi possivel
avaliar a presenca de efeitos adversos em modelo animal através desse método.

Ainda, obtivemos um tempo médio 86 minutos na duracdo anestésica
utilizando LDC sem vasoconstritor complexada a HP- 3 -CD, na razdo molar 1:1
(LDC:HP- B —CD). No trabalho de De Paula et al. (2004), utilizando lipossoma com
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outro anestésico local de acao intermediaria, a mepivacaina, também em bloqueio
ciatico, a mepivacaina mostrou um aumento de duracdo de acao de até 1,7 vezes
para todas as concentragdes testadas (0.5, 1 e 2%) quando utilizada neste sistema
de liberagdo, comparada a mepivacaina isolada. Também em nosso estudo, o0 uso
de nanoparticula HP-B-CD mostrou vantagem quando a lidocaina estava
incorporada (um dos grupos controle), apresentando uma duragdo de acao 2,5
vezes maior (p<0,01) quando comparada com a lidocaina isolada (grafico 5.2).

Estudos anteriores utilizando 1 ml lidocaina a 1% obtiveram bloqueio
nociceptivo completo (bloqueio sensitivo) por somente 22,5 minutos, segundo
Thalhammer et al. (1995) e de 37 minutos Popitz-Bergez et al. (1995). Este ultimo
estudo ainda avaliou a concentragao intraneural de lidocaina durante todo bloqueio
nervoso ciatico, sendo observado declinio de dois tercos do conteido de AL injetado
(1,4 ml de LDC 1%, 1,4 mg), e antes do término do bloqueio completo havia ainda
1,6% (22,4 ug) dessa concentracdo. Esse dado fortalece a hip6tese de que a
injecdo de HIA proxima ao término do bloqueio completo ainda encontraria
moléculas suficientes para serem redirecionadas ao feixe nervoso, havendo a
necessidade de confirmacao com testes de avaliacdo da relacéo intraneural de LDC
apds a administracdo da HIA nesse momento.

Ja que o bloqueio completo ndo depende apenas da concentracdo
intraneural do anestésico, mas também da sua difusdo longitudinal (Lesson;
Strichartz, 2013), ha a possibilidade de a HIA ter promovido também um
espalhamento do AL ao longo do nervo. Esses autores ressaltam que o bloqueio
nervoso periférico por AL ndo é tao eficiente devido ao indice de distribuicdo natural
dos farmacos e pela impossibilidade de alteracdo da organizacdo anatémica, no
entanto, nossos resultados sugerem que a HIA promova alteracdo da organizacéo
do tecido conectivo ao redor do nervo possibilitando a maior distribuigdo do AL,
alterando a farmacocinética.

Gerner et al. (2010) consideram que o fator mais relevante para o bloqueio
funcional completo € a concentracao de LDC junto ao nervo. Em seus experimentos,
utilizaram uma matriz impregnada com a LDC em concentracdes diversas e, com
diferentes protocolos de liberagédo, para manter a taxa de liberacdo de AL constante
de 5% ou a 16%, caracterizando, portanto, um sistema de liberagdo controlada. A

matriz era colocada junto ao nervo através de um processo cirdrgico, concluem que
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quando a taxa de liberacdo mantinha concentragcdes maiores (16%) o bloqueio
tornava-se mais efetivo e perdurava por maior periodo de tempo.

Para o blogueio motor, nossos resultados com a solucao contendo LDC vc +
Cl 1:1 (149 min) foram significativamente maiores (2,4 vezes) que os valores para
LDC vc (63 min), em relagdo a LDC (30 min), 4,9 vezes maior, e de 1,9 vezes maior
que para HIA aplicada apés 30 minutos do inicio de agdo anestésica. Obtivemos um
tempo médio de bloqueio completo de 149 minutos (LDC vc + Cl 1:1), sem estudos
anteriores para comparacao. Nossos resultados para a LDC (30 min) foram similares
aos obtidos por Thalhammer et al. (1995) de 30 minutos e, Popitz-Bergez et al.
(1995) de 40 minutos, ambos avaliando a resposta ao reflexo extensor tibiotarsal.

Também no bloqueio proprioceptivo, a duracao com a utilizacado da LDC vc +
Cl 1:1 (tempo médio de 189 min) foi 5,7 vezes maior que a LDC (33 min), 3 vezes
maior que LDC vc (64 min) e 2,1 vezes maior do que quando da utilizacao da HIA
apés 30 minutos do inicio de acao anestésica (88 min). Em outro estudo com
lidocaina 1% o tempo médio de bloqueio foi de 20 minutos (Thalhammer et al.,
1995). Nenhum estudo utilizando o complexo de inclusdao HIA:HP-B-CD foi
encontrado para comparagao.

Embora ndo seja caracteristica de AL de acdo intermediaria, como a
lidocaina, promover bloqueios motor e proprioceptivo, comum entre 0os anestésicos
de longa duracao (bupivacaina) (Beilin; Halpern, 2010; Covino; Vassalo, 1976), a
associacao entre a lidocaina e o complexo de inclusdao HIA: HP-B-CD possibilitou
melhora na eficacia desses parametros. Isso nao significa que o complexo de
inclusdo altere as caracteristicas fisico-quimicas do AL, mas provavelmente sua
farmacocinética por alterar sua distribuicao intraneural e ao longo do feixe. O estudo
de Sudoh et al., 2004, avaliou pelos mesmos métodos o bloqueio funcional utilizando
bupivacaina 0,5% e obteve uma duracdo média de bloqueio de 90 minutos (para os
bloqueios sensitivo, motor, e proprioceptivo). Comparando nossos resultados com os
valores de tempo de bloqueio da bupivacaina 0,5% sem vasoconstritor (90 min),
obtivemos para a LDC vc + Cl 1:1 um tempo médio de 164 minutos de bloqueio
sensitivo, 149 minutos de bloqueio motor e 189 minutos de bloqueio proprioceptivo,
sugerindo que a nova associagcdo pode vir a ser uma alternativa futura aos
anestésicos de longa duracao.

Ja a lidocaina sem vasoconstritor associada ao complexo de inclusdo (LDC
+ CI 1:1) apresentou duragdo de bloqueio sensitivo 86 minutos, motor de 138
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minutos e proprioceptivo de 116 minutos, poderia vir a ser uma futura alternativa a
lidocaina com vasoconstritor que neste estudo teve duragcao de 66, 63 e 64 minutos,
respectivamente (tabelas 5,2, 5.4 e 5.6).

Destaca-se o fato de que o volume e concentracdo dos anestésicos locais
utilizados isolados ou associados ao complexo de inclusao foram os mesmos, 0 que
deixa evidéncias de que 0 aumento no tempo de duracao anestésica esta associado
a HIA, acentuada com a utilizacdo do complexo de inclusdo. As recomendacdes
sobre dose maxima de utilizacdo dos anestésicos locais encontradas na literatura
sdao bastante divergentes (Roserberg et al., 2004), assim, nossos resultados
levantam a possibilidade da diminuicdo da dose de anestésico local por sessao,
quando da utilizacdo dos AL associados aos sistema de liberacédo lenta da HIA, o
que visa conferir diminuicdo dos riscos para o paciente sem prejuizo da eficacia,
necessitando de confirmacéao futura em humanos.

Ainda, apesar da afirmacdo de Adams (2001) de que a presenca de HIA
promove alcalinizacdo do meio, o que diminui o periodo de laténcia e facilita o
bloqueio anestésico, nao observamos diferenga significativa para esse parametro
entre os grupos com HIA e os com lidocaina isolada ou associada ao Cl, sugerindo
que o aumento do tempo de duracdo de acdo anestésica nao se deve a alcanizacao
do meio, pois ndo foi suficiente para alterar nem mesmo a laténcia que € mais
sensivel a variagdo de pH do meio. No entanto, estudos sobre a influéncia do pH
com a HIA complexada se fazem necessarios, ja que pesquisas que exploraram
esse parametro encontraram menor periodo de tempo para o inicio de acéo
anestésica (Dempsey et al., 1997, Mantovani et al., 2001; Pacella et al., 2013) com o
uso do AL + HIA isolada em anestesia oftalmologica.

Ha a necessidade de novos estudos que contemplem a comparacao da
duracao de agao anestésica entre anestésicos associados ao complexo de incluséo,
variando volume e concentracdo do anestésico e da HIA complexada, e anestésicos
de acao intermediaria ou longa.

Estudos sobre o perfil de liberacdo da HIA do Cl e sua relacdo com a
duracao do bloqueio nervoso sdo necessarios, entretanto, nossos resultados obtidos
até o momento com os parametros ja avaliados, deixam indicios de que a
biodisponibilidade da enzima ocorre mais lentamente quando nanoagregada,
possivelmente tendo sua acado de difusdo antes da regressdo da anestesia,

permitindo a entrada do anestésico remanescente ao redor do feixe nervoso para a
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instalacao do bloqueio. Inicialmente esperava-se que a inclusao da HIA e injecao
concomitante desse Cl ao AL teriamos resultados semelhantes aos do grupo de HIA
injetada aos 30 minutos do inicio de acao anestésica, coincidindo com os resultados
apresentados por Tempestini-Horliana et al. (2008) para o ultimo grupo. Contudo,
nossos resultados foram ainda mais promissores apresentando aumento significativo
no tempo de duracédo de acao anestésica para os grupos que utilizaram o Cl (1:1 e
2:1) em comparagao ao da HIA injetada aos 30 minutos. Ainda ndo se sabe se o
complexo de inclusdo ja estava liberando a HIA desde o inicio de sua injecao
concomitante ao AL, e, se esse fato influenciou os resultados.

As solucbes de complexo de inclusdao HIA: HP-B-CD, HIA e HP-B-CD,
isoladas nao induziram déficit funcional em nervo ciatico de rato nas concentracoes
utilizadas neste estudo (tabelas 5.1 a 5.6). Nenhum efeito adverso ou alteragdo de
comportamento foi observada nos animais apés a reversao completa do bloqueio
nervoso ciatico, com resposta similar a pata contralateral.

Com o objetivo de verificar o efeito citotdéxico do complexo de inclusdo da HIA
nanoagregada a HP-B-CD administrado em associacdo ao anestésico local LDC,
sobre as células fibroblasticas e eritrocitos, foram feitos testes in vitro de viabilidade
celular e de hemodlise, respectivamente, comparando diversos grupos com 0S
farmacos isolados e variando a razdo molar do complexo.

Esperava-se um resultado favoravel com a utilizacao de diluicbes, com base
em indicios ja conhecidos na literatura de que a citotoxicidade dos anestésicos locais
sdo tempo e dose dependentes (Perez-Castro et al., 2009; Yang et al., 2011) e
acentuado pelo uso de nanotecnologia que possibilita a utilizacdo de quantidades
menores de anestésicos (Okamoto et al., 1999). Ademais, as CD apresentam, ainda,
a vantagem de alterar a duragao e intensidade do efeito dos farmacos devido a
baixa absorcao sistémica dos complexos (Araujo et al., 2003) e por possibilitar que o
farmaco permaneca por mais tempo restrito ao sitio de injecao (De Paula et al.,
2010).

Sendo a meia-vida da LDC de aproximadamente 3 horas (Moore et al, 2008),
e a HIA totalmente eliminada em 4 horas (Menzel; Faar, 1998), o tempo de
exposicao das células aos farmacos no teste de contagem (exclusao) por Azul de
Tripan foi de 1, 6 e 12 horas, pois esse tempo talvez fosse seria suficiente para que
aos farmacos testados fossem distribuidos ou eliminados pelo processo metabdlico.

Deste modo, numa tentativa de simular o processo difusor ou metabdlico, também,
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foram testados os farmacos nas mesmas concentragdes injetadas clinicamente em
humanos, lidocaina 2% e HIA 75 UTR/ml (Satish et a., 2013; Tempestini-Horliana et
al., 2008).

Nossos resultados em fibroblastos embrionarios de ratos confirmam que a
citotoxicidade da lidocaina 2% é tempo e concentracdo dependente, coincidindo com
os do estudo de Yang et al. (2011), utilizando células de Schwan, e com os
resultados de Perez-Castro et al. (2009), em células de neuroblastoma.

A concentracao citotdxica encontrada para a lidocaina foi acima de 0,08%
(25 vezes diluida da concentracdo utilizada clinicamente - 0,8 mg/0,04 ml), em
células fibroblasticas de rato, nestas condigbes experimentais (grafico 5.11). A
concentracao citotéxica encontrada para esse estudo foi a partir de 0,04%, no
entanto, ha a necessidade de avaliar outras concentracdes da lidocaina no intervalo
0,04-0,08%.

Devido ao fato do complexo de inclusdo néo ter interferido na citotoxicidade
da lidocaina, sustenta-se a hipétese de que nao houve troca de posicao entre a 0
anestésico e a HIA dentro da nanoparticula, ou seja, ndo houve competigcdo pelo
sitio de ligacdo na ciclodextrina. Segundo Stella e He (2008) ndo ha relatos de
competicao dos farmacos coadministrados com o complexo de incluséao pelo sitio de
ligacdo na ciclodextrina.

De acordo com nossos resultados, foi constatado que para os grupos LDC +
HIA:HP-B-CD 1:1 e LDC: HP-B-CD, a presenca da HP-B-CD nao interferiu na
citotoxicidade da LDC (grafico 5.11), ou seja, quando complexada ou associada a
HIA: HP-B-CD, concentragdes maiores de LDC, apresentaram a mesma toxicidade
de quando estavam isoladas, mais acentuada em 6 e 12 horas.

Quanto a HP-B-CD isolada, se mostrou segura em todas as concentracoes
utilizadas (0,18-18 mgq) (grafico 5.11), o que condiz com o estudo de Nimbalkar et al.
(2001) que avaliaram a citotoxicidade de diferentes concentragées da HP-B-CD (0.1,
0.5 e 1% ou seja, 1 mg, 5 mg e 10 mg) através da contagem por Azul de Tripan em
células pulmonares, e conclui que nao houve reducao significativa no niumero de
células mesmo apds 72 horas, comparando-se ao controle (meio de cultura).

A avaliagdo da integridade da membrana do eritrocito (teste de hemdlise)
apresenta-se como um modelo de estudo satisfatério para analise da relagao e/ou
interacdo de farmacos com membranas biologicas (Malheiros et al., 2004), servindo,
assim, como parametro para a deteccao de lise devido a danos diversos na
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membrana celular (Watts; Hand, 2007), sendo, portanto, um método amplamente
utilizado para avaliar a toxicidade de nanoparticulas e de complexos de incluséo
(Dobrovolskaia et al., 2008). De acordo com Malheiros et al. (2004), adicionalmente,
também analisa o dano as proteinas celulares liberadas (desnaturacao), observados
com acuidade de acordo com as mudangas na absorbancia da oxihemoglobina,
quantificadas por espectrofotometria. Segundo, Helenius e Simons (1975) o
processo de lise se divide nas seguintes fases: (1) adsor¢cao dos farmacos na
membrana; (2) penetragdo na bicamada lipidica; (3) alteracdo da permeabilidade de
membrana (4) modificagées no equilibrio osmotico; (5) extravasamento do conteudo
intracelular.

Em relacdo a hemdlise induzida pelos farmacos analisados, LDC, HIA, HP-B-
CD, CI 1:1, Cl 2:1 e o controle C1 (hemodlise mecanica - PBS) diferiram
significativamente (p<0,001) do controle C2 (hemdlise total - agua destilada), para os
diferentes volumes, indicando que houve preservacdo da membrana eritrocitaria.
Excetuando-se o grupo C2 (hemdlise total), os demais grupos nao diferiram entre si
nos diferentes volumes. Em nossos resultados, a HP-B-CD isolada nao induziu
hemolise em eritécitos de rato, 0 mesmo observado por Volobuef et al. (2012) em
eritrécitos humanos.

Enfatizamos que, ao contrario dos resultados obtidos com o teste de
viabilidade celular por Azul de Tripan, quanto ao efeito hemolitico, a LDC apresentou
menor toxicidade nas concentracdes utilizadas, onde nossa maior concentracao foi
0,0055 mM/80 ul, correspondendo a concentragcdo de 2% de lidocaina que é
utilizada clinicamente. Essa concentragdo € muito menor que a descrita por
Malheiros et al. (2004) onde a Cso (concentracéo que induz 50% de hemdlise) para a
lidocaina foi >140 mM.

Segundo Seeman (1966), baixas concentracbes de anestésicos locais
apresentam efeito protetor aos eritrdcitos, enquanto altas concentragdes induzem
hemolise dependente da osmolaridade. Ainda, Malheiros et al. (2004) demonstraram
que a concentracao protetora (Cprot) da LDC é até 16,1 mM, muito maior que a
utilizada em nosso estudo, indicando que a concentracdo que utilizamos esta dentro
desta faixa protetora.

O potencial de induzir hemolise varia entre os anestésicos locais, onde, de
acordo com Covino e Vassalo (1976), a procaina é atribuida poténcia com indice 1,
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2 para a mepivacaina, 3 da prilocaina , 4 para a lidocaina e 16 para a bupivacaina
para pH de 7,4 a 22°C.

Tanto a HIA isolada quanto aquela nanoagregada no Cl 1:1 ndo apresentou
efeito hemolitico significante nas concentracées estudadas, sendo a maior
concentracao utilizada de 7,5 mg/80 ul ou 0,013 mM/80 ul, correspondente a 75 UTR
utilizada no bloqueio funcional desta pesquisa. Neste estudo, ndo foi possivel
confirmar o observado por Loftsson e Masson (2001) e por Kurkov e Loftsson
(2013) de que a presenca de ciclodextrina reduziria a taxa de hemdélise do farmaco
incorporado, porque no grupo HIA isolada também ndo houve efeito hemolitico
(Gréfico 5.12). Entretanto, esse fato foi confirmado no experimento de Araujo et al.
(2008) com outro anestésico local, a ropivacaina. Quando a ropivacaina estava
isolada, apresentou efeito hemolitico, mas quando incorporada no complexo de
inclusao formado entre a ropivacaina e a HP-B-CD, houve significativa reducao na
taxa de hemdlise.

Para as solugdes que continham HIA foi utilizado o veiculo da mesma
(solugao disponivel comercialmente — Apsen) que contém o cloreto de benzalcdnio e
a agua destilada. O cloreto de benzalconio por si sé, que é um tensoativo catiénico,
€ capaz de induzir hemdlise conforme afirmado por Abreu (2008), bem como a agua
destilada no grupo controle (C2) de hemdlise total que induz lise hiposmética.
Porém, em nenhum dos grupos que apresentavam HIA, e, portanto, utilizaram o
veiculo (cloreto de benzalcénio e agua destilada), foi observado aumento
significativo da taxa hemolitica, porque provavelmente ambos os componentes
encontravam-se em baixissima propor¢cao na formulacdo e/ou houve alteracédo da
osmolaridade pela HIA, necessitando de investigacao posterior.

Quanto ao teste de hemdlise, o Unico grupo que nao foi realizado neste
trabalho, foi o grupo lidocaina associada ao complexo de inclusdo HIA: HP-B-CD, no
entanto, a partir da observagdo dos resultados, para os farmacos isolados (gréafico
5.12), sugere-se que esta mistura nao seria capaz de induzir efeito hemolitico.

Uma das limitacdes dos testes de citotoxicidade, contagem por Azul de
Tripan e hemolise, foi a ndo utilizacao de concentracées maiores para obtencéo da
Clso (concentragéao que induz 50% de morte celular) bem como da Cso (concentracao
que levasse a 50% de hemdlise) de cada grupo, assim como a utilizacdo do

complexo de inclusdo em outras razdes molares.
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Concluindo, quando a nanoparticula carreadora atrasa a disponibilidade da
enzima, mantém os mesmos beneficios do protocolo de injetar a hialuronidase antes
do final da anestesia para prolongar a duragdo anestésica, porém, sem O
inconveniente de ter que dar nova puntura no paciente. Além disso, esse novo
protocolo, evitaria a necessidade de complementacédo anestésica, diminuindo o risco
de toxicidade sistémica pelo anestésico local com a vantagem de poder ser utilizado
para todos os pacientes e, principalmente, para aqueles com restricdo de dose
maxima por consulta, contraindicacao absoluta ao uso de vasoconstritor adrenérgico
ou mesmo anestésicos locais de longa duracdo, uma vez que os resultados da
utilizacdo de anestésicos locais sem vasoconstritor em associacdo ao complexo de
inclusao HIA:HP-B-CD se mostraram promissores.

Ressaltamos a necessidade de estudos com métodos de citotoxicidade mais
sensiveis e menos subjetivos para quantificar e qualificar os tipos de morte celular
induzidas pelas substancias aqui testadas e, imunoensaios de citocinas
inflamatérias, visando resultados mais efetivos quanto a seguranca da utilizacao do

complexo antes de ensaios clinicos em humanos.
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7 CONCLUSOES

Nestas condigdes experimentais:

O complexo de inclusdo HIA:HP-B-CD nas razbées molares 1:1 e 2:1 foi
capaz de prolongar a duracdo do bloqueio nervoso ciatico da lidocaina com
vasoconstritor, possivelmente devido ao sistema de liberacdo lenta alterar a
disponibilidade da hialuronidase.

A duragéo do bloqueio funcional da lidocaina com vasoconstritor associada
ao complexo de inclusdo HIA:HP-B-CD 1:1 foi maior do que quando associada ao
complexo a 2:1.

O complexo de inclusdo HIA:HP-B-CD associado a lidocaina sem
vasoconstritor apresenta vantagem com relacéo a lidocaina com vasoconstritor (LDC
vc) e principalmente em relacdo a lidocaina isolada (LDC).

Os grupos que utilizaram lidocaina com vasoconstritor associada ao
complexo de inclusao HIA:HP-B-CD, 1:1 e 2:1, apresentaram aumento de duracao
de agédo quando comparadas com o grupo que utilizou hialuronidase injetada aos 30
minutos do inicio da anestesia.

O grupo que utilizou hialuronidase injetada aos 30 minutos do inicio da
anestesia da lidocaina ainda se apresenta vantajoso quando comparado a utilizacao
de lidocaina sem vasoconstritor associada ao complexo de inclusdo HIA:HP-B-CD,
apenas para o bloqueio sensitivo.

Quanto a citotoxicidade em células fibroblasticas de rato, nestas condicdes
experimentais:

A concentragdo citotdxica encontrada para a lidocaina foi acima de 0,08%
(25 vezes diluida da concentrag&o utilizada clinicamente - 0,8 mg).

O complexo de inclusdao HIA: HP-B-CD nao se apresentou citotéxico, mas
quando associado a lidocaina, manteve a citotoxicidade desta.

Nenhum efeito hemolitico sobre eritrécitos de rato foi observado nas
concentragdes utilizadas para a hialuronidase, HP-B-CD (2-hidroxipropil-B3-

ciclodextrina), complexos de inclusao HIA: HP-B-CD 1:1 e 2:1, e lidocaina.
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