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Resumo: Foi avaliado o perfil de liberagio do
anestésico ropivacaina (RVC) pelo sistema poloxamer
407 (PL) - fosfatos de calcio (FCs), este desenvolvido
para o carreamento e liberagdo controlada local da RVC
para reduzir a dor do pods-operatorio, associada com a
regeneracdo Ossea propiciada pelos FCs. FCs (HAp,
TCP e HAp-TCP) foram sintetizados via umida,
envelhecidos, filtrados, lavados, liofilizados e
calcinados (800°C/1-3h). A morfologia e as fases
cristalinas dos pos foram avaliadas por MEV e DRX,
respectivamente. A temperatura de transi¢do sol-gel foi
obtida pelo ensaio do tubo invertido. O perfil de
dissolugdo das formulagdes e a liberagdo de RVC foram
avaliados pelo método gravimétrico e ensaio de
liberagdo livre de membrana in vitro, respectivamente.
A adig@o dos FCs diminuiu a taxa de dissolu¢ao do PL e
a taxa de liberacdo da RVC. As formulagdes mostraram-
se adequadas utilizagdo como sistemas de liberagdo
controlada de farmacos.

Palavras-chave: Liberagdo controlada de farmaco,
Poloxamer, Fosfatos de calcio, Ropivacaina.

Abstract: It was evaluated the ropivacaine (RVC)
release profile by poloxamer 407 (PL) - calcium
phosphate (FCs) system. The system were developed for
the carrier and local release of RVC to reduce of
postoperative pain, associated with bone regeneration
provided by FCs. FCs (HAp, TCP and HAp-TCP) were
synthesized by wet route, aged, filtered, washed,
Iyophilized and calcined (800°C/1-3h). SEM and XRD
evaluated morphology and crystalline phases of
powders, respectively. Sol-gel transition temperature
was obtained by inverted test tube. Dissolution profile of
systems and RVC release were evaluated by gravimetric
method and in vitro free-membrane release assay,
respectively. The addition of FCs decreased the rate of
PL dissolution and the rate of RVC release.
Formulations showed suitable properties for use as
drug delivery system.
Keywords: Drug delivery,
phosphate, Ropivacaine.

Poloxamer, Calcium

Introducéo

A ropivacaina (RVC) € um anestésico local de baixa
toxicidade sistémica [1] [2], que favorece o bloqueio
sensorial, sendo um dos motivos da aplicacdo na
anestesia epidural e no alivio da dor pds-operatoria [3].
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Comparada a  bupivacaina, apresenta  menor
cardiotoxicidade e duragdo semelhante [1]. Visando
prolongar a durag¢do da agdo e liberagdo controlada da
RVC, neste trabalho foi proposto um sistema de
liberacdo composto por poloxamer 407 (PL) e fosfatos
de calcio (FCs) para aplicagdo em pods-operatorio de
fraturas. O PL é um copolimero ndo-i6nico anfifilico em
blocos PEO-b-PPO-b-PEO (poli(oxido de etileno—b—
oxido de propileno—b-6xido de etileno)) [4] [5].
Comporta-se como liquido viscoso a 25°C ¢ gel semi-
solido a 37°C, devido a formagdo de micelas [6]. O PL ¢é
biocompativel e aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA) para uso clinico como sistema
carreador de farmacos e para engenharia tecidual [7]
[8]. FCs sdo utilizados para regeneragdo e substituicido
de tecidos dsseos [9], devido a sua osteocondutividade,
biocompatibilidade [10], e similaridade quimica e
estrutura cristalina com as fases minerais do tecido
o6sseo [11] [12]. Os mais estudados sdo: fosfato
tricalcico  (Ca3(POs), -  TCP), hidroxiapatita
(Caio(PO4)s(OH),, HAp) e compostos bifasicos (BCPs),
estes compostos de HAp e TCP em diferentes razdes,
com a finalidade de otimizar as propriedades de
estabilidade quimica da HAp e da bioabsor¢do do TCP,
controlando-se a taxa de dissolucio.

Neste trabalho, os sistemas compostos por PL, FCs e
RVC foram caracterizados fisicamente e quanto ao
perfil de degradacdo das formulagdes e liberacdo da
RVC.

Materiais e métodos

FCs foram sintetizados via Umida a partir de
Ca(OH), e H3;POs [13]. As suspensdes foram
envelhecidas, filtradas e liofilizadas, obtendo-se
hidroxiapatita deficiente em calcio (CDHA). Os pos
foram calcinados a 800°C por 1h (TCP) e 3h (HAp e
HAp:TCP 50:50) e caracterizados por difragdo de raios-
X (DRX, Multiflex, Rigaku), identificando as fases
cristalinas pelo banco de dados PDF-ICDD (460905 -
CDHA, 090169 - B-TCP, e 090432 - HAp). A
morfologia dos pos foi avaliada por Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV, JSM-6010LA, JEOL).

Os sistemas carreadores foram obtidos pela
solubiliza¢do do PL em tampao HEPES 20 mM e NaCl
154 mM (pH 7,4), em banho de gelo e agitagdo
constante (concentragdo final de 20%). RVC foi
solubilizada em etanol absoluto, adicionada nos FCs e o
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etanol evaporado a ar. Os sistemas PL-FCs e PL-FCs-
RVC foram obtidos pela adi¢do dos FCs e dos FCs-RVC
aos hidrogéis (Tabela 1).

Tabela 1: Formulagdes compostas por PL, FCs e/ou
RVC.

Formulagoes Composicao

PL Poloxamer 407 (PL)

PR PL + Ropivacaina (RVC)
PH PL + Hidroxiapatita (HAp)
PT PL + Fosfato tricalcico (TCP)
PHT PL + HAp-TCP + RVC
PHR PL + HAp + RVC

PTR PL +TCP+RVC
PHTR PL + HAp-TCP + RVC

A temperatura de transi¢do sol-gel foi determinada
pelo método de inversdo de tubos [14], em triplicata,
com as formulagdes, incubando-os em banho (0°C, 20
min). A temperatura foi aumentada até 60°C; a cada 2°C
as amostras foram analisadas visualmente e
classificadas em: liquida (inversdo completa da amostra
no sentido da gravidade), liquido-viscosa ou soft-gel
(parte da amostra permanece no fundo do tubo) e semi-
solida ou hard-gel (a amostra permanece completamente
no fundo do tubo).

Para avaliar a influéncia da adi¢do dos FCs e RVC
na taxa de dissolu¢@o do PL ¢ liberagdo da RVC, os géis
ficaram em contato direto com o meio de libera¢do sem
a utilizagdo de membranas [15]. Foi adicionado ~1,0g
das formula¢des em microtubos pré-pesados. Apoés
pesagem dos microtubos com as formulagdes, as
composicdes foram mantidas em banho (37°C, 12h),
adicionado HEPES/NaCl (pH 7,4, 37°C). Apos cada
periodo experimental (1-12 h), o sobrenadante foi
retirado, os microtubos novamente pesados, o tampao
reposto. A porcentagem de dissolucdo foi quantificada
por gravimetria (Equacdo 1) (PAM - peso da amostra,
PER - peso do recipiente, To - tempo no inicio do
experimento, Tx - tempo de intervalo da analise). A
liberacdo da RVC foi avaliada a partir do sobrenadante
do ensaio de dissolugdo, sendo a RVC quantificada por
espectrofotometria UV-VIS (263 nm).

(PAM To — PER To) — (PAM Tx — PER Tx)
(PAM To — PER To)

D(%) = x100 (1)

Resultados

A partir da analise por DRX dos pos de FCs (Figura
1a) identificou-se a fase B-TCP para a amostra TCP ¢ a
fase HAp para a amostra HAp. Observou-se as duas
fases para a amostra HAp-TCP. As micrografias dos pos
(Figuras 1b-d) indicam que todas as composi¢des
apresentam-se na forma de aglomerados, constituidos de
particulas em escala nanométrica.

As temperaturas de transi¢do sol-gel das
formulagdes estdo apresentadas na Tabela 2. Todas as
formulagdes apresentaram processos de gelificagdo. PL
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com RVC apresentou fase gel na faixa de 32-56°C.
Avaliando apenas a adicdo de FCs, as formulagdes
apresentaram comportamento gel de 20°C a 60°C (PH e
PHT), ¢ de 22°C a 60°C (PT). Avaliando a adi¢do de
RVC e FCs em conjunto, PHR apresentou fase gel de
18-60°C, PTR de 20-60°C ¢ PHTR de 18-60°C. Por
outro lado, o PL sem FCs e/ou RVC mostrou
comportamento gel de 32°C a 54°C.

Figura 1: Difratograma (a); MEVs dos pos de FCs: (b)
HAp; (c) TCP; (d) HAp-TCP

Tabela 2: Temperatura de transi¢do sol-gel por tubo
invertido de PL com FCs e/ou RVC: L (liquido), S
(liquido-viscoso) e H (semi-so6lido)
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Os resultados de dissolugdo in vitro sdo apresentados
pela Figura 2. O PL sem aditivos apresentou degradacio
parcial no periodo avaliado (12h) de ~40%. A adicdo de
RVC reduziu a dissolugdo (~22%), comportamento que
ocorreu para todas as outras formulagdes. O perfil de
liberagdo da RVC ¢ apresentado nas Figuras 3a e 3b. O
modelo utilizado (Higuchi) representa a liberagdo do
farmaco a partir de matrizes semi-sélidas, na qual o
farmaco estd completamente dissolvido no veiculo. Os
resultados de liberacdo da RVC (Figura 3a) mostram
que nas primeiras horas ocorre grande liberagdo da RVC
em todas as formula¢des. Com exce¢do da amostra
PTR, todas as amostras apresentam queda na liberacdo
da RVC na 2%h de experimento. A amostra PR, a partir
de 4h de experimento, apresenta aumento na libera¢do
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da RVC. Por outro lado, PHR mostrou queda constante
na liberagdo até a 6*.h experimental. Todas as amostras
apresentam aumento na RVC liberada no final do
experimento, sendo que as amostras PR ¢ PTR foram as
que mais liberaram RVC. Em relagdo aos resultados
obtidos da liberagdo da RVC em porcentagem
acumulada (Figura 3b), observa-se que ha uma grande
diferenca entre a amostra PR e as amostras contendo
FCs e RVC. A amostra PR foi a que apresentou maior
liberacdo total da RVC apos 12h de experimento.

[re—

Figura 2: Dissolucdo média (%) em fungdo do tempo
das formulag¢des compostas de PL, RVC e/ou FCs.
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Figura 3: a) RVC liberada das formulagdes compostas
de PL, RVC e FCs em fun¢do do tempo. b) Perfil de
liberagdo da RVC em % acumulada em func¢éo do tempo
(em detalhe: Liberagdo da RVC em % acumulada em
fun¢do da raiz quadrada do tempo).

Discussao

Os sistemas de liberagdo prolongada de farmaco
apresentam varias vantagens quando comparadas com
os sistemas tradicionais: prolongamento da agdo do
farmaco, redugdo dos efeitos colaterais e da frequéncia
de administragdo, melhor ades@o do paciente e entrega
do farmaco mais eficaz [5]. Neste trabalho, foi avaliado
o perfil de liberacdo da RVC do PL, com o objetivo de
obter uma liberagdo controlada do RVC e prolongar o
tempo de permanéncia do farmaco no local da injecéo.
No caso de cirurgias envolvendo fraturas, a RVC pode
ser injetada incorporada em FCs e em PL, este
formando gel in situ. Os FCs apresentam composi¢ao
quimica e estrutura cristalina similares a dos ossos e
dentes, biocompatibilidade e osteocondugdo, tornando-
os adequados para aplicagdes na ortopedia e na
odontologia.

Conforme ja esperado, os tratamentos térmicos aos
quais TCP (800°C/1h) e HAp (800°C/3h) foram
submetidos mostraram-se suficientes para a completa
transformagdo de fase CDOHA—B-TCP e CDHA—HAp,
respectivamente, o que pode ser concluido pela presenga
apenas da fase B-TCP na amostra TCP ¢ da fase HAp na
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amostra HAp [13] [16] [17]. A amostra HAp-TCP
apresentou picos caracteristicos das fases cristalinas
HAp e B-TCP. BCP ¢ obtido quando CDHA ¢ calcinado
a temperaturas acima de 700°C quando preparado em
razdo Ca/P menor do que 1,67 [18]. As micrografias dos
po6s calcinados de FCs mostram que as particulas
apresentam-se em escala nanométrica, com tendéncia a
se aglomerarem, o que possivelmente deve-se a
interacdo eletrostatica entre as particulas.

A temperatura de gelagdo das formulagdes foi
avaliada pelo experimento de tubo invertido, o qual
permite determinar a temperatura de transi¢do sol-gel
visualmente. A termogelificacdo ¢ um fenomeno
reversivel, ou seja, quando a temperatura ¢ diminuida
para abaixo da temperatura de transicdo sol-gel, o
polimero volta para a fase sol, e acima dessa
temperatura torna-se semi-sélido (gel). O aumento da
temperatura acima da CMC (concentragdo micelar
critica) leva ao deslocamento do equilibrio dos
unimeros para a formag@o de micelas esféricas com
nucleos densos, o que reduz o numero de unimeros nao
associados em solucdo. A micelizagdo deve-se a
desidratagdo dos blocos de OP hidrofébicos, levando a
fase gel. A gelificacdo ¢ atribuida ao empacotamento
ordenado das micelas na forma hexagonal [4] [19] [20]
[21]. Os resultados sugerem que a adi¢do dos FCs
acelerou o processo de gelificacdo. Os FCs em solugdo
aquosa liberam fons Ca?" para a solugdo, estes podendo
interagir com as porgdes PPO, ocasionando
enovelamento destas e alterando a temperatura de
transi¢do sol-gel do PL [22]. Estes materiais mostram-se
adequados para a aplicagdo proposta neste trabalho,
podendo ser aplicados na forma liquida em temperatura
préoxima a ambiente, permitindo que seja injetado no
local de tratamento. Além disso, apresenta-se na forma
gel na temperatura corporea.

O modelo livre de membrana escolhido para a
obtencdo da taxa de dissolucdo do poloxamer envolve a
absor¢do de agua pelo polimero e, subsequentemente, a
dissolucdo do gel e difusdo do farmaco [20]. Os
resultados de dissolugdo mostram os FCs e¢ a RVC
diminuiram a taxa de dissolugdo apos 12h de
experimento. A RVC, por exemplo, reduziu para 1/2 a
taxa de dissolugdo do PL. Os FCs reduziram para ~1/3 a
taxa de dissolugdo, quando se compara com a do PL. A
adicdo de FCs em PL sd@o conhecidos por diminuirem a
taxa de dissolugdo dos polimeros aos quais sdo
incorporados [23]. Interacdes intermoleculares de
aditivos com PL podem levar a variagdes de pardmetros
termodinamicos, ocasionando a diminui¢do da
dissolugdo [24]. Por ser mais soluvel, esperava-se que as
formulagdes com TCP apresentassem maior taxa de
dissolugdo do que as amostras com HAp e HAp-TCP
(menos soluveis). Possivelmente TCP libera maior
quantidade de Ca?*, estes interagindo com os grupos PO
do PL e alterando a hidrofobicidade deste pela maior
interagdo intermolecular entre as cadeias de carbono do
PL, diminuindo a taxa de dissolu¢do das formulagdes.

Os resultados de liberagdo da RVC mostraram que
todas as amostras apresentaram o mesmo perfil de
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liberagdo, mas as taxas s3o diferentes. PTR e PR
mostraram as maiores liberagdes finais do farmaco, o
que esta de acordo com os dados de dissolugdo, uma vez
que estas formulacdes estdo entre as que apresentaram
as maiores taxas de dissolugdo. Apesar de a amostra
PHR ter apresentado a 2°. maior taxa de dissolugdo (a
maior foi PL), foi a que apresentou menor liberagdo
acumulada da RVC, o que pode ser atribuido ao fato da
RVC estar incorporado na HAp, podendo resultar numa
liberagdo mais lenta da RVC. PHTR apresentou
liberacdo intermediaria da RVC, ficando entre as
amostras PTR e PHR, o que possivelmente deve-se a
ceramica incorporada nesta amostra (HAp-TCP), a
principio, apresentar taxa de dissolu¢do intermediaria
entre as ceramicas estudadas.

A composi¢do quimica dos FCS influenciou nas
propriedades fisico-quimicas do PL, sobretudo em
relagdo as porcentagens de calcio na composi¢do
quimica, devido aos mecanismos de interacdo que este
atomo tem com a estrutura dos PL. No geral, a adigéo
dos FCs diminuiu a taxa de dissoluc¢do do PL e a taxa de
liberacdo da RVC. As formulagdes desenvolvidas para
este trabalho mostraram-se adequadas para serem
utilizadas como sistemas de libera¢do controlada de
farmacos.
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