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RESUMO

A articaina ndo encapsula em proporgao significativa em lipossomas
sem gradiente de pH transmembranar. O objetivo deste estudo foi preparar e
realizar a caracterizacao inicial de formulagéao de articaina associada a lipossomas
unilamelares (400nm) com gradiente de pH transmembranar, com sulfato de
amdénia como tampao interno sobre a viabilidade celular em culturas de
queratindcitos humanos (HaCaT) e sobre a liberagdo de uma interleucina pro-
inflamatéria (IL-6), comparando com formulagcbes de articaina livre. As células
foram expostas as formulacdes de articaina nas concentracées 0,1%, 0,2% e
0,3% na forma de solugcdo e em suspensao lipossomal (lipossomas unilamelares),
além dos controles (soro fisioldgico, suspenséo lipossomal e meio de cultura). A
avaliagdo da viabilidade celular (reducdo do MTT - espectrofotometria) foi
realizada ap6s 10 min e 4h e a quantificacdo da IL-6 (imunoensaio de ELISA) apds
4h da exposigédo as formulacdes. Os resultados foram submetidos aos testes de
Kruskal-Wallis com post-hoc de Dunn (viabilidade celular) e de Student-Newman-
Keuls (IL-6) com significancia de 5%. As vesiculas lipossomais mantiveram-se
integras apds a encapsulacao de articaina, apresentando 18,95% de eficiéncia de
encapsulacao. A polidispersdo dos lipossomas sem anestésico foi de 0,2 + 0,0,
enquanto a dos liposomas contendo articaina variou de 0,56 + 0,03 a 0,66 * 0,10.
O potencial Zeta variou de -10,5 £ 0,9 a -21,2 £ 0,9 mV. O tamanho das vesiculas
variou de 622 = 71,5 a 796 = 111,95 nm. A viabilidade celular foi diminuida apés
10 min de exposicdo as formulacdes lipossomais (com e sem articaina) em
relacdo aos demais tratamentos (p<0,05); as formulacdes lipossomais néo
diferiram entre si (p>0,05). Nao houve diferengas entre os demais tratamentos
(p>0,05), os quais nao alteraram a viabilidade nesse tempo de exposicao. Apos
exposigdo por 4h houve diminuicdo na viabilidade em todas as formulagbes
lipossomais e nas formulacdes de articaina livre 0,2% e 0,3% (p<0,05), a excecao
dos grupos controle e articaina 0,1% (p>0,05). A liberacdo de IL-6 néo foi afetada
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pelas formulagbes lipossomais (p>0,05); a articaina livre em todas as
concentracdes testadas aumentou a liberagcdo de IL-6, tanto em relagdo ao
controle, quanto as formulagbes lipossomais com a mesma concentracdo de
articaina (p<0,05). Conclui-se que a utilizagao de lipossomas com gradiente de pH
transmembranar aumentou a encapsulacao de articaina, entretanto, apresentou

toxicidade intrinseca no modelo avaliado.
Palavras-chave: articaina, lipossoma, viabilidade celular, Interleucina-6,

anestésicos locais, interleucinas, sistemas de liberacdo de

drogas.
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ABSTRACT

Articaine is not encapsulated in significant proportion in liposomes
without transmembrane pH gradient. The aim of this study was to perform the initial
characterization of a formulation of articaine in unilamelar liposome with
transmembranarpH gradient and to observe its effects on human keratinocytes
(HaCaT) regarding cellular viability and liberation of interleukin 6 (IL-6) in
comparison to plain articaine. HaCaT cells were exposed to plain articaine
solutions and liposomal suspensions (0.1%, 0.2% and 0.3% articaine
concentrations) and to the controls (saline, liposomal suspension and culture
medium). Cell viability (MTT reduction - spectrophotometry) was evaluated at 10
min and 4h after exposure to the treatments; IL-6 was determined after 4 h of cell
treatments. Cell viability results were submitted to Kruskal-Wallis test, followed by
Dunn post-hoc test; IL-6 results were analyzed by Kruskal-Wallis and Student-
Newman-Keuls tests. Significance was set at 5%. Liposome vesicles remained
intact after articaine loading and presented encapsulation efficiency of 18.95%.
Liposome without anesthetic presented polydispersity index of 0.2 = 0.0, while
liposomes with articaine showed values of 0.56 + 0.03 to 0.66 + 0.10. Zeta
potentials varied from -10.5 £0.9 to -21.2 £ 0.9 mV and vesicle sizes from 622 +
71.5 to 796 = 111.95 nm. Cell viability decreased after 10 min exposure to the
liposomal formulations (with and without articaine) in relation to the other
treatments (p<0.05); liposomal formulations did not differ from each other (p>0.05).
No differences were found among the other treatments (p>0.05), which did not
interfere in cell viability after this exposure time. After 4h exposure cell viability was
diminished by all liposomal formulations and by 0.2% and 0.3% plain articaine
(p<0.05), except for control groups and 0.1% plain articaine (p>0.05). IL-6 release
was not affected by liposomal formulations (p>0.05); all concentrations of plain
articaine increased IL-6 release in relation to the controls and to each
correspondent liposomal formulation (p<0.05). In conclusion, liposome with

transmembrane pH gradient increases articaine encapsulation in relation to that
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described in the literature, however it presented intrinsic in the model evaluated.

Key words:  articaine, liposome, cell viability, IL-6, local anesthetics, interleukins,
drug release systems.
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1 INTRODUCAO

O controle da dor trans e pos-operatéria € fundamental em varias areas
da medicina e da odontologia. Em fungdo de seus mecanismos de acéo, local e
sistémico, os anestésicos locais sdo farmacos chave para esse controle, motivo
pelo qual tem sido alvo constante de pesquisas para o desenvolvimento de novas
formulacdes (Strichartz, 2008).

Desenvolvida em 1969, a articaina € o unico anestésico do tipo amida
que contém um anel tiofeno e um grupo éster (Malamed, 2005), o que parece ser
a causa da melhor difusibilidade, rapido inicio de acado e elevadas taxas de
sucesso (Paxton & Thome, 2010; Malamed, 2005). Esses atributos geraram boa
reputacdo e grande aceitacao desse anestésico entre clinicos (Paxton & Thome,
2010).

A presenca do radical éster permite acdo das esterases plasmaticas e,
em decorréncia, menor meia-vida plasmatica, fato esse que contribui para a menor
toxicidade sistémica da articaina (Oertel et al., 1997; Malamed et al.,, 2001;
Snoeck, 2012). Entretanto, tem sido relatada ocorréncia de toxicidade local
associada ao uso desse anestésico, a parestesia, evento esse provavelmente
relacionado a alta concentracao em que a articaina € usada na clinica, 4% (Gaffen
& Haas, 2009; Garisto et al., 2010). Pesquisas em culturas também evidenciam
que a articaina exerce efeito citotoxico em diferentes linhagens celulares
(Werdehausen et al., 2009; Keck et al., 2010; Werdehausen et al., 2012).

Visando diminuir a toxicidade local e sistémica, varios estudos tém
buscado associar anestésicos locais a sistemas de liberacdo controlada
(Boogaerts et al., 1993a e 1993b; Grant & Bansinath, 2001; de Paula et al., 2010;
Cereda et al.,, 2012), destacando-se os lipossomas (Grant & Bansinath, 2001;
Cereda et al., 2006; Epstein-Barash et al., 2009; de Paula et al., 2010).

Lipossomas sdo moléculas anfipaticas, compostas por uma ou mais

bicamadas de fosfolipidios, ao redor de um centro aquoso, podendo, desta forma,



encapsular drogas hidrofilicas, anfifilicas e hidrofébicas. Os anestésicos locais,
sendo farmacos anfipaticos se distribuem tanto na porcéo hidrofébica quanto na
hidrofilica (Grant & Bansinath, 2001; Fritze et al., 2006; Epstein-Barash et al.,
2009; de Paula et al., 2010).

Estudos tém demonstrado a capacidade de diversos tipos de
lipossomas em aumentar a eficiéncia e diminuir a toxicidade de anestésicos locais
(de Araujo et al., 2003; Grant et al.,, 2004; Cereda et al., 2004; de Araujo et al.,
2004; Rose et al., 2005; Cereda et al., 2006; de Araujo et al., 2008; de Paula et al.,
2010; Davidson et al., 2010; Tofoli et al., 2011).

Entretanto, os préprios carreadores podem apresentar certo grau de
toxicidade intrinseca. Assim, Epstein-Barash et al. (2009) relataram presenca de
miotoxicidade quando da exposicdo a lipossomas com 6 mg/mL de lipideos e
neurotoxicidade com concentragao a partir de 9 mg/mL.

Os lipossomas podem variar quanto ao tamanho, numero de camadas,
organizagcado das vesiculas, composicao lipidica e carga de superficie, podendo
ainda ser neutros ou apresentar gradiente de pH em relagdo ao meio externo de
(Paula et al., 2010).

Especificamente para a articaina, foi observado que a mesma
apresenta baixa encapsulacdo em lipossomas neutros (de Souza, 2010) e, desta
forma, essa formulagdo nado proporciona aumento significativo de eficiéncia em
relagdo a articaina associada a vasoconstritor, especialmente em modelos de
maior desafio, como em tecidos submetidos a hipernocicepcao (Batista da Silva,
2012).

Por outro lado, o uso de lipossomas com gradiente de pH
transmembranar tem proporcionado excelentes resultados em termos de
encapsulacao (Mowat et al., 1996; Grant et al., 2004).

Com base nesses resultados, no presente trabalho foi avaliada uma
preparacdo de articaina encapsulada em lipossomas com gradiente de pH
transmembranar, por meio da caracterizacdo inicial da formulacéo e estudo de sua

toxicidade, em relacao a viabilidade celular e liberacéao da citocina pro-inflamatéria



IL-6, em cultura de queratinécitos humanos (HaCaT).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ANESTESICOS LOCAIS

Sendo a cirurgia um evento muito doloroso por natureza, sempre se
buscou agentes que inibissem a percepgao de dor, seja por meio da perda da
consciéncia ou pelo do bloqueio da conducéo nervosa a partir do local da cirurgia
(Weiniger et al., 2012).

Nesse sentido, os anestésicos locais se tornaram componentes-chave
para o controle da dor tanto no periodo transoperatério, quanto no pés-operatério,
sendo importante para o conforto, satisfacdo e mobilizacdo rapida do paciente,
contribuindo ainda para menor tempo de internacao e custos mais baixos na area
da saude. Assim, os anestésicos locais constituem atualmente o grupo de drogas
mais comumente usadas na pratica diaria da odontologia e em muitas areas da
medicina (Malamed, 2005; Golembiewski, 2013).

O bloqueio da conducao nervosa se da por meio da inibicao do influxo
de ions sodio no neurbnio, diminuindo assim a taxa de despolarizagdo da
membrana, culminando na auséncia de potencial de acdo. Os anestésicos locais
ligam-se ao segmento S6 dos dominios lll e IV, localizados na porcao voltada para
0 axoplasma, dos canais de sodio voltagem-dependentes (Yarov-Yarovoy et al.,
2001). Essa interagdo é feita por anestésicos na forma protonada, devendo os
mesmos primeiramente atravessar a membrana na forma neutra (Strichartz &
Ritchie, 1987, apud Pinto, 2002).

Além deste local, ha ainda um sitio no interior do canal de sédio, ao
qual anestésicos essencialmente hidrofébicos, como a benzocaina, podem ligar-
se. Nesse caso, o anestésico local atinge o canal de sddio por difusdo através da
bicamada lipidica (Ragsdale et al., 1994). Deve-se ainda destacar a importancia
da interagao entre os anestésicos locais e os lipideos da membrana, alterando a
fluidez dos mesmos, podendo modificar a conformacdo do canal de sédio (de
Paula & Shreier, 1996).

Os anestésicos locais sdo moléculas anfipaticas, apresentando na



porgéo lipofilica um anel aromatico derivado do acido benzoico, da anilina ou do
tiofeno; a porgéo hidrofilica é formada por um radical amino derivado do alcool
etilico ou do acido acético. De acordo com a natureza da cadeia intermedidria, que
une as porgoes lipofilica e hidrofilica, os anestésicos podem ser classificados em
dois grupos, as amidas [-NH-CO-] e os ésteres [-O-CO-]. Anestésicos sem a
porcdo hidrofilica, como é o caso da benzocaina, sdo usados apenas para
anestesia tdpica (Malamed, 2005).

O tipo de cadeia intermediaria da molécula de anestésico local é de
extrema importancia para a biotransformacao da droga, sendo os de tipo éster
hidrolizados no plasma, pela acao das esterases plasmaticas, em acido para-
aminobenzoico. As amidas, por outro lado, sdo metabolizadas essencialmente no
figado. A biotransformacao da droga € importante, pois influencia diretamente na
toxicidade da mesma (Malamed, 2005; Weiniger et al., 2012; Golembiewski,
2013).

A toxicidade sistémica é associada com o aumento dos niveis
sanguineos dos anestésicos locais e afeta os sistemas nervoso central e
cardiovascular, podendo levar a convulsées, coma, parada respiratéria e morte
(Malamed, 2005). Os altos niveis sanguineos de anestésicos locais podem ser
atingidos devido a injegao intravascular acidental ou administracao de altas doses
no tecido local (Malamed, 2005).

Além da toxicidade sistémica, também pode ocorrer dano no local de
inje¢do, tanto ao tecido nervoso do local, quanto de outros tecidos, como a
musculatura esquelética, por exemplo (Foster & Carlson, 1980).

A primeira referéncia do efeito anestésico de um composto foi do jesuita
Barnabé Cobo, em 1653, em que dizia ser possivel aliviar a dor de dente
mascando-se folhas de coca. Posteriormente, em 1860, Albert Niemann, no
Laboratério de Friedrich Wéhler, conseguiu isolar o principio ativo, que denominou
de cocaina. Em 11 de setembro de 1884, Carl Koller realizou a primeira cirurgia
com anestesia local, em um paciente com glaucoma. Porém, os efeitos

indesejaveis da cocaina (toxicidade e vicio) tornaram-se conhecidos e iniciou-se



uma busca por novas drogas anestésicas para substitui-la (Calatayud & Gonzélez,
2003).

Em 1905, foi desenvolvida a novocaina, posteriormente rebatizada de
procaina, um éster com fraco efeito anestésico e alto potencial alergénico. Em
1946 desenvolveu-se a primeira amida, a lidocaina, droga essa com efeito
anestésico mais potente e atividade alergénica escassa, 0 que levou a tornar-se
padrao ouro de comparagao para 0s novos anestésicos (Calatayud & Gonzalez,
2003).

A partir da lidocaina, novos anestésicos do tipo amida comecaram a ser
desenvolvidos. Em 1957 surgiram a mepivacaina e bupivacaina, em 1960 a
prilocaina, e em 1969 a articaina (Calatayud & Gonzalez, 2003; Malamed, 2005;
Paxton & Thome, 2010). Esta ultima, por suas caracteristicas singulares, tem sido
alvo de pesquisas, tanto em odontologia, quanto em medicina (Malamed et al.,
2001; Batista da Silva et al., 2010; Paxton & Thome, 2010; Leith et al., 2012;
Snoeck, 2012; Tortamano et al., 2013; Amjad-Iranagh et al., 2013; Forster et al.,
2013).

2.2 ARTICAINA

Nomeada originalmente como carticaina, a articaina (4—metil-3-[2-
(propilamino)-propionamido]-2-tiofeno-carboxilico, cloridrato do éster metilico), foi
sintetizada por Rusching e colaboradores na Alemanha e passou a ser
disponibilizada para uso odontolégico nesse pais a partir de 1976. Desde entado
tem se tornado um anestésico local extremamente popular nos paises em que é
comercializada (Canad4, em 1983, Reino Unido, em 1998, Brasil em 1998, EUA,
em 2000, e Austrdlia, em 2005) (Malamed, 2005).

A aceitacdo crescente da articaina como anestésico local em
odontologia deve-se a sua poténcia relativamente alta, 1,5 vezes maior que a
lidocaina, alta lipossolubilidade e taxa de ligacao proteica (95%), o que lhe permite
maior afinidade ao sitio de ligacdo nos canais de sédio (Malamed, 2005; Snoeck,
2012). A articaina apresenta coeficiente de particdo em octanol (uma das medidas



para avaliagdo da lipossolubilidade) de 257, enquanto que para a lidocaina esse
coeficiente é de 43 (Columb & Ramsaran, 2010).

Quando comparada com a lidocaina, dependendo da técnica
anestésica utilizada, a articaina mostra menor tempo de laténcia (Robertson et al.,
2007; Tortamano et al., 2013), duracao anestésica mais longa (Batista da Silva et
al., 2010; Tortamano et al., 2013) e maior taxa de sucesso (Robertson et al., 2007;
Ashraf et al., 2013).

Essas caracteristicas favoraveis sdo provavelmente decorrentes de sua
estrutura quimica peculiar em relagdo aos demais anestésicos locais,
apresentando um anel tiofeno e um radical éster, como pode ser visto na Figura 1.
A presenca do anel tiofeno possibilitaria maior solubilidade lipidica, facilitando
assim sua difusao através dos tecidos, em comparacao a lidocaina (Robertson et
al., 2007). Entretanto, o anel tiofeno é menos hidrofébico do que o anel benzeno e,
de acordo com Skjevik et al. (2011), a maior difusédo, principalmente através do
0sso, ocorreria pela formacdo de ligacdo intramolecular de hidrogénio,
especialmente entre a forma ionizada da articaina (Mojumdar et al., 2010) com os
fosfolipideos da membrana, “destruindo” as pontes de hidrogénio entre a agua e a

membrana.

Figura 1. Estrutura quimica da articaina.
Fonte: Paxton & Thome, 2010



A presenca do radical éster, ligado ao anel tiofeno, por sua vez, confere
menor meia-vida plasmatica a articaina em relagdo aos demais anestésicos do
grupo amida, variando de 20 minutos (Oertel et al., 1997) a 60 minutos (Vree et
al., 1997). Apoés injecao intra-oral de articaina na dose maxima recomendada para
uso odontolégico (500 mg), observou-se meia-vida em torno de 44 minutos (Hersh
et al., 2006). O menor tempo de meia-vida é consequéncia da acao das esterases
plasmaticas sobre o radical éster, convertendo a articaina em acido articainico.
Essa biotransformagdo também ocorre no figado. O acido articainico pode ser
eliminado nesta forma por via renal, ou ainda sofrer conjugacao com &cido
glicurénico e ser eliminado pelos rins (Malamed et al., 2001; Snoeck, 2012). Essa

biotransformacdo mais rapida contribui para a menor toxicidade sistémica.

2.3 TOXICIDADE DOS ANESTESICOS LOCAIS

Entretanto, apesar da menor possibilidade de toxicidade sistémica, tem
sido relatado como efeito toxico local, a ocorréncia de parestesia associada ao uso
da articaina. Provavelmente esse efeito seja decorrente da alta concentragdo na
qual esse anestésico € utilizado clinicamente, 4% (Gaffen & Haas, 2009; Garisto et
al., 2010). De fato, Hillerup et al. (2011) observaram alteragcdées neurotdxicas dose-
dependente apds a injecao de articaina nas concentracdes de 2% e 4% no interior
do nervo ciatico de ratos.

Paralelamente aos achados clinicos, pesquisas tém demonstrado que a
articaina, bem como os demais anestésicos locais, exerce efeitos citotdxicos em
diferentes culturas celulares, tais como neuroblastoma humano (SK-N-SH)
(Werdehausen et al., 2009), pré-adipécitos (Keck et al., 2010) e linfomas de
células T (Jurkat) (Werdehausen et al., 2012). Nessas pesquisas fica evidenciado
que o grau de toxicidade dos anestésicos locais pode variar de acordo com tipo
celular avaliado.

Werdehausen et al., em 2009, avaliaram a toxicidade de oito
anestésicos locais (tetracaina, procaina, bupivacaina, ropivacaina, prilocaina,

lidocaina, mepivacaina e articaina) em células de neuroblastoma humano da



linhagem SK-N-SH. Ap6s a incubacdo das células por 24 horas com varias
concentracbes de cada anestésico local, as mesmas foram avaliadas por
citometria de fluxo, com marcacao por Anexina V e 7-AAD, para observagédo de
ocorréncia de apoptose e necrose. Os autores concluiram que todos os
anestésicos avaliados apresentam neurotoxicidade em concentracdes observadas
clinicamente apds anestesia espinhal e intratecal. Concluiu-se também que a
neurotoxicidade € um fendbmeno mais ligado as propriedades fisico-quimicas das
drogas do que com a sua estrutura molecular, estando diretamente relacionada a
lipossolubilidade. A procaina e a articaina foram os anestésicos que apresentaram
menor neurotoxicidade.

Mais recentemente, esses autores (Werdehausen et al, 2012)
avaliaram, com a mesma metodologia do estudo anterior, a toxicidade desses
anestésicos locais sobre células T de linfoma humano (Jurkat). Observaram
correlacdo moderada e significativa entre a dose letal em 50% das células (ICsp), 0
coeficiente de particdo octanol/tampéo e as poténcias clinicas dos anestésicos
estudados. Embora a ordem de toxicidade tenha diferido do estudo anterior para
alguns dos anestésicos, a articaina foi o que apresentou a menor toxicidade em
ambos os estudos.

Por outro lado, Keck et al. (2010), ao avaliar a acdo de anestésicos
locais em pré-adipécitos, obtiveram resultados distintos dos relatados por
Werdehausen et al. (2009 e 2012). Nesse estudo culturas de pré-adipdcitos foram
expostas aos anestésicos bupivacaina, mepivacaina, ropivacaina, lidocaina e
articaina (esta ultima associada a epinefrina) por 30 minutos e entdo avaliadas
quanto a viabilidade (por imunofluorescéncia, pelo método de excluséo do iodeto
de propidio) e a capacidade de diferenciacdo (por expressao do marcador de
adiponectina). Com exceg¢do da bupivacaina, todos os anestésicos estudados
diminuiram a viabilidade dos adipécitos, sendo que a articaina e a lidocaina
apresentaram maior grau de toxicidade.

A possibilidade de a acéo tdxica dos anestésicos locais ocorrer por

estimulo inflamatério, levou a pesquisas nessa area, especialmente sobre os



mediadores inflamatérios, como as citocinas (Sinclair et al., 1993; Su et al., 2010;
Yardeni et al., 2009; Schmittner et al., 2010; Ferreira, 2014).

As citocinas sao moléculas produzidas por varios grupos celulares e
tém importancia crucial nos processos de imunidade e inflamagao, com papel ativo
na imunidade inata, na apresentacdo de antigenos, na diferenciacdo da medula
0ssea, no recrutamento celular e na ativacao e expressao de moléculas de adesao
(Borish & Steinke, 2003).

Segundo a classificagdo de Borish & Steinke (2003), as citocinas
podem ser agrupadas segundo suas vias de ativacao: na imunidade alérgica (IL-3,
IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, IL-25 e interferon-y), na citotoxicidade (IL-2, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-7, IL-10, IL-11, IL-12, IL-15, TNF-a, TNF-B e interferons), na imunidade celular
(IL-2, IL-16, IL-17, IL-21 e interferon-y), na imunidade humoral (IL-7 e IL-11), na
apresentacao de antigeno (IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-15, IL-18, IL-23 e TNF) e na
atividade anti-inflamatéria (IL-1ra, TGF-B e IL-10). Dentre as citocinas proé-
inflamatorias, podem ser destacadas TNF-a, IL-1a e IL-6.

O TNF-a é uma proteina produzida por fagoécitos mononucleares,
neutrofilos, linfécitos ativados, células endoteliais, células NK e mastécitos. Age
estimulando a resposta imune antitumoral e inflamatdria, facilitando a saida de
neutréfilos para o local da injuria, bem como sua ativacdao, mediando a aderéncia,
quimiotaxia e degranulacao (Borish & Steinke, 2003).

A IL-1a é um citocina pleiotropica produzida em resposta a lesao
celular. Age sobre leucocitos polimorfonucleares estimulando a fagocitose,
quimiotaxia e degranulacao (Hollmann & Durieux, 2000). Também induz apoptose
celular e esta envolvida em respostas imunes, inflamatérias e na hematopoiese. E
produzida por uma variedade de células, dentre as quais se destacam os fagdcitos
mononucleares e os neutréfilos (Borish & Steinke, 2003).

A IL-6 é uma importante citocina pré-inflamatéria produzida por células
locais na inflamacgéo aguda e crbnica, e que atua na maturagéo de linfécitos B. De
acordo com Borish & Steinke (2003), € o indutor mais importante da producgéo de
proteinas da fase aguda pelos hepatécitos. Como a IL-1a, age como pirégeno
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induzindo a febre, e estd associada com doencas inflamatérias. Da mesma forma
que o TNF-a e a IL-1a, a IL-6 é produzida primariamente por fagécitos
mononucleares, mas pode ser sintetizada por varios tipos celulares como
neutrofilos, linfécitos, queratindcitos, fibroblastos e células endoteliais, entre
outras. (Borish & Steinke, 2003).

Tem sido demonstrado que alguns anestésicos locais apresentam
atividade anti-inflamatéria, com acao direta sobre a funcdo dos leucdcitos
polimorfonucleares e dos macrofagos, bem como inibindo a liberagdo de
mediadores inflamatérios (Hollmann & Durieux, 2000).

Sinclair et al. (1993) observaram que tanto a lidocaina, quanto a
bupivacaina reduzem a liberagédo de IL-1a em células sanguineas mononucleares
humanas previamente estimuladas por lipopolissacarideos. A reducao observada
foi dose-dependente e diferente para cada um dos anestésicos (lidocaina em
concentracao de 0,005% a 1% e bupivacaina de 0,00125% a 0,25%).

Mais recentemente, Su et al. (2010) relataram que a lidocaina inibe a
liberacao de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, IL-6 e IL-1B) em cultura de células
da microglia. Além disso, a lidocaina, mas néo a tetracaina, é capaz de atenuar a
injuria celular induzida em células endoteliais e da musculatura lisa vascular
previamente submetidas por 72 h a TNF-a, interferon y e IL-1B. Esta modulagéo
parece ser mediada por canais de potassio mitocondriais sensiveis a ATP (de
Klaver et al., 2003).

Também foi demonstrado que a lidocaina diminui a liberagcao de IL-6
em cultura de células tronco de tecido adiposo e € capaz de afetar a viabilidade
celular, mesmo apo6s exposig¢ao por 1 ou 2 h a concentragdes usadas clinicamente
(Girard et al., 2013). A administragcdo endovenosa de lidocaina a pacientes que
iriam se submeter a histerectomia transabdominal também demonstrou reducao
de producao de IL-6 ex-vivo (Yardeni et al., 2009).

Contrariamente a esses estudos, a administracdo de prilocaina em
doses acima de 600 mg (maxima recomendada por sessao) promove aumento da
liberacao de IL-6, decorrente da metemoglobinemia causada pelo seu metabdlito,
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a ortotoluidina (Schmittner et al., 2010).

Da mesma forma, foi relatado que a bupivacaina pode estimular o
processo inflamatério. Gordon et al. (2008) avaliaram dor, producdo de PGE: e
expressao do gene para COX, em individuos submetidos a exodontia de terceiro
molar inferior incluso, os quais receberam bupivacaina ou lidocaina (associadas a
placebo ou rofecoxibe). Demonstraram que a administracdo de bupivacaina
associada a placebo promoveu maior grau de dor, maior produgédo de PGE; e
maior expressao do gene para COX,, respectivamente nos periodos de 24, 4 e 48
horas apds a exodontia.

Nao ha, até o momento, estudos que avaliem a acao da articaina sobre

a liberacdo de interleucinas inflamatoérias.

2.4 SISTEMAS DE LIBERACAO DE FARMACOS - FORMULACOES
LIPOSSOMAIS

Recentemente, o foco do controle da dor pos-operatdria passou a se
concentrar em uma nova area de interesse, os sistemas de liberacdo de farmacos.
Com esses sistemas € possivel manipular algumas das propriedades
farmacéuticas e farmacoldgicas das drogas, e assim aproveitar as moléculas ja
existentes, considerando que a sintese de novos compostos viaveis € um
processo mais longo e dispendioso.

Uma vez que a toxicidade apresenta relacdo direta com a
concentragcao, o uso de sistemas de liberacdo poderia diminuir a concentracao da
droga no local injetado e, consequentemente, a toxicidade local e sistémica.
Especificamente para os anestésicos locais, a manutengdo de niveis constantes
mais baixos permitiria ainda o0 aumento do tempo de anestesia pela manutencao
da concentracao (Cereda et al., 2006; Epstein-Barash et al., 2009;).

Dentre os critérios essenciais desejaveis para os sistemas de liberagcao
de farmacos estdo a auséncia de toxicidade intrinseca e tamanho suficiente para
resistir a redistribuicao rapida que os farmacos podem sofrer, promovendo assim
liberagdo lenta e sustentada do mesmo. Tomando como base essas
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caracteristicas, o uso de suspensodes lipossomais tornou-se uma boa alternativa
para entregar farmacos, pois sado vesiculas lipidicas biocompativeis com a
membrana celular, com baixa toxicidade intrinseca e capazes de armazenar
drogas hidréfilas, anfifilicas e hidrofébicas (Grant & Bansinath, 2001; Epstein-
Barash et al., 2009; de Paula et al., 2010).

Descritos pela primeira vez na década de 1960, por Alec Bagham
(Grant, 2002), os lipossomas sao formados quando filmes secos de lipidios sao
ressuspendidos em um excesso aquoso. Lipideos compostos por uma porgédo
polar (comumente designada por “cabeg¢a”) ligada a duas porgdes apolares
(designadas por “caudas”), quando suspensos em meio aquoso, tendem a se
orientar espontaneamente em bicamadas estruturalmente muito similares as
membranas celulares, ficando as “caudas” de hidrocarbonetos orientadas uma
para outra, e a “cabecga” polar em contato com o meio aquoso interno e externo a
bicamada. A arquitetura do lipossoma é determinada pela interacdo entre os
lipidios e o meio aquoso, que ocorre durante a preparacdo, e dessa maneira
diversos tipos de lipossomas podem ser sintetizados, variando quanto ao numero
de bicamadas lipidicas, tamanho, carga de superficie, composicao lipidica,
organizacao das vesiculas e gradiente de pH transmembranar (Grant & Bansinath,
2001; Fritze et al., 2006).

Quanto ao numero de bicamadas lipidicas, os lipossomas podem
apresentar uma unica camada (unilamelares), varias camadas (multilamelares), ou
ainda apresentar vérias vesiculas lipidicas dentro de uma vesicula maior
(multivesiculares). O tamanho dos lipossomas pode variar de nanédmetros (20nm
para vesiculas unilamelares pequenas) a micrémetros (vesiculas unilamelares
gigantes, vesiculas multilamelares e lipossomas multivesiculares) (Grant, 2002; de
Paula et al., 2012).

Os lipossomas podem ser obtidos por varios processos, cComo
evaporacao de fase reversa, congelamento e descongelamento, desidratacéo-
reidratacdo, extrusao, fusdo ou sonicagao (Lichtenberg & Barenholz, 1988; Grant,
2002; Santos & Castanho, 2002).
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Avaliacbes estruturais das membranas lipidicas sdo de suma
importancia para entender as relagbes entre funcdo, estrutura e dindmicas das
vesiculas (Nakano, 2009). Dentre os testes mais usados, podem ser citados o
espalhamento da luz dindmica, por meio do qual se pode avaliar o indice de
polidisperséo, tamanho e Potencial Zeta (Ulrich, 2002).

A técnica parte do principio de que quando um raio de luz é direcionado
a uma suspensao coloidal ou disperséo, parte dessa luz pode ser absorvida, parte
é dispersa e a restante é transmitida através da amostra. Resultado de um campo
elétrico associado a luz incidente, a luz dispersa induz oscilagdes periddicas na
nuvem eletrébnica dos atomos do material analisado, que sao detectadas pelo
aparelho ao longo de um intervalo de tempo. A dindmica das oscilagées permite
calcular o raio hidrodinamico e a distribuigcdo das particulas (Shaw, 1991).

Potencial Zeta € um termo utilizado para designar o potencial
eletrocinético de sistemas coloidais, que reflete o potencial de cargas na superficie
das particulas, o qual sofre influéncias pelas mudancas na interface com o meio
dispersante, devido a dissociagdo de grupos funcionais na superficie da particula
ou a adsorcdo de espécies ibnicas presentes no meio aquoso da dispersao
(Ulrich, 2002; Zetasizer Manual, 2004).

Busca-se sempre elevar as forcas repulsivas entre as particulas para
obterem-se suspensdes estaveis, uma vez que as forcas de repulsdo mutuas
entre particulas adjacentes impedem a sua unido. O modelo utilizado para explicar
como atuam as forcas elétricas na superficie das particulas € o Modelo da
Camada Dupla. Por este modelo pressupde-se que se a particula for negativa, ao
redor dela coexistirdo contra-ions, ions de carga oposta, no caso, positiva.
Inicialmente, ocorre uma atracdo eletrostatica fazendo com que alguns ions
positivos formem uma rigida camada ao redor da particula, conhecida como
camada de Stern. Todavia, outros contra-ions sao atraidos para a camada de
Stern, gerando um equilibrio dindmico e dando origem a uma segunda camada
conhecida como difusa. Um ponto particular € o potencial na juncéo entre as duas
camadas (de Stern e difusa), conhecido como potencial Zeta. Trata-se de uma
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maneira efetiva de controlar o comportamento das particulas, pois indica a
interacdo entre o potencial de superficie e as forcas de repulsdo entre as
particulas (Zetasizer Manual, 2004). Os fosfolipidios presentes nos lipossomas
sédo capazes de influenciar o potencial Zeta, fornecendo um potencial negativo a
interface (Schaffazick et al., 2005).

Além das avaliacbes estruturais, é importante ainda, na avaliacao pré-
clinica da toxicidade das formulacdes lipossomais, o estudo da interferéncia das
mesmas em culturas de tipos celulares que entrardo em contato com a
formulagdo, como queratindcitos, condrdcitos e fibroblastos, além de neurdnios
(Ferreira, 2014).

Suspensbes lipossomais tém sido estudadas como alternativa para
melhorar a cinética de diversos farmacos, entre os quais 0s anestésicos locais, por
seu carater anfifilico. De fato, foram demonstrados aumento na duracdo da
anestesia e redugdo na toxicidade para a lidocaina, mepivacaina, prilocaina,
bupivacaina e ropivacaina, quando associados a lipossomas, em comparagao aos
respectivos sais na forma livre (Boogaerts et al., 1993a e 1993b; Grant et al.,
1997; Bucalo et al., 1998; de Araujo et al., 2003; Cereda et al., 2004; de Araujo et
al., 2004; Grant et al.,, 2004; Rose et al., 2005; Cereda et al., 2006; de Araujo et
al., 2008; Berto, 2010; de Paula et al., 2010; Davidson et al., 2010; Tofoli et al.,
2011). Além da forma injetavel, recentemente também tem aumentado o interesse
na encapsulacédo de anestésicos locais em lipossomas, para uso tdpico, tanto em
odontologia, quanto em medicina de forma geral (Mura et al., 2007 e 2008; Franz-
Montan et al., 2007, 2010a, 2010b e 2012; Maestrelli et al., 2009 e 2010;
Paphangkorakit et al., 2012; Brenner et al., 2013; Carboni et al., 2013).

O aumento da eficiéncia anestésica e a redugdo na toxicidade dos
anestésicos locais encapsulados em lipossomas tém sido observados apesar da
taxa de encapsulacédo nédo ser elevada quando do uso de lipossoma sem gradiente
de pH transmembranar. As taxas de encapsulagéo, considerando lipossomas com
concentracdo lipidica 4 mM variam de 12% para a prilocaina, 18% para a
mepivacaina e 19% para a lidocaina, a 24% e 24,8% respectivamente para a
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ropivacaina e bupivacaina (Cereda et al., 2004; de Araujo et al., 2008).

Varios farmacos anfipaticos, como anestésicos locais e antineoplasicos,
apresentam tendéncia de se acumular em organelas com gradiente de
concentracao ibnica, como as mitocondrias (Moriyama, 1996). Essa caracteristica
tem sido utilizada para desenvolvimento de lipossomas com gradiente de pH
transmembranar, com o interior acido em relagdo ao meio externo, a fim de
aumentar a capacidade de encapsulacao desses farmacos (Fritze et al., 2006).

Alguns antineoplasicos como a doxirrubicina e estaurosporina (Fritze et
al., 2006; Mukthavaram et al., 2013) e o anestésico local bupivacaina (Mowat et
al., 1996; Grant et al., 2004), encapsulados em lipossomas com gradiente de pH
transmembranar, ja foram caracterizados e avaliados com relagao a citotoxicidade.

Assim, para a doxorrubicina, o uso de lipossomas com gradiente de pH
transmembranar, com sulfato de aménio como meio interno, resultou em eficiéncia
de 95% de encapsulacao, levando os autores a conclusao de que os lipossomas
com gradiente de pH transmembranar oferecem novas perspectivas visando a
melhoria do tratamento tumoral (Fritze et al., 2006). Para a estaurosporina a
eficiéncia de encapsulagéo foi de 70% e testes em animais mostraram aumento da
eficiéncia e reducao da toxicidade da droga encapsulada em comparagdao com a
droga livre (Mukthavaram et al, 2013). Neste dltimo trabalho os autores
demonstraram que os melhores coeficientes de encapsulacdo foram obtidos com
uso de sulfato de aménia e fosfato de aménia (respectivamente 65% e 70%) como
tampao interno, em comparacao ao sulfato e fosfato de sodio.

Para a bupivacaina, Mowat et al. (1996) observaram aumento da
encapsulacdo de bupivacaina para até 64% a 82% com uso de lipossomas
unilamelares com gradiente de pH transmembranar, enquanto lipossomas neutros
(sem gradiente de pH) tiveram encapsulagao muito baixa. Nesse estudo o
gradiente de pH transmembranar foi obtido com o uso de tampao citrato com pH
4,0. No estudo “in vivo” esses lipossomas promoveram aumento na duragao da
anestesia da pele de cobaios em relacdo ao observado com uso de bupivacaina
livre e bupivacaina associada a lipossomas sem gradiente de pH transmembranar.
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A eficiéncia da encapsulacao de bupivacaina em lipossomas com
gradiente de pH também foi avaliada em humanos. Grant et al, em 2004,
caracterizaram e avaliaram a eficiéncia da encapsulacdo da bupivacaina em
lipossomas multivesiculares com gradiente de pH transmembranar, obtido com
uso de sulfato de amdnia, relatando encapsulacao superior a 90%. Os resultados
da injecao subcutanea no dorso de voluntarios mostraram que a bupivacaina livre
0,5% proporcionou tempo médio de anestesia de 1 h, enquanto que a bupivacaina
encapsulada nas concentra¢des de 0,5% a 2,0% levaram ao aumento do tempo
de anestesia, respectivamente para 19 e 48 horas.

Embora sistemas carreadores possam promover melhora sensivel na
cinética de farmacos, o préprio sistema carreador pode apresentar toxicidade
intrinseca. Alguns trabalhos tém relatado a presenga de infiltrado inflamatorio
local, apds a injecao de formulacdes lipossomais, em cortes histolégicos. De
Araujo et al. (2008) relataram a presencga de células inflamatérias apds a injecao
de lipossoma sem anestésico (em um espécime), lipossoma associado a
ropivacaina 0,5% e ropivacaina 0,5%.

Epstein-Barash et al. (2009) observaram miotoxicidade em células
C2C12 expostas a lipossomas (sem farmacos) com concentracao de lipideos a
partir da 6 mg/mL, atingindo 50% de morte celular na concentracao de 9 mg/mL,
apdés injecao de bupivacaina lipossomal. A partir dessa ultima concentracéo
também foi observada neurotoxicidade em células C12 (linhagem celular de
feocromocitoma).

Em estudos anteriores foi demonstrado que a articaina apresenta baixa
taxa de encapsulagdo em lipossomas neutros, beirando o erro experimental (de
Souza, 2010), resultando em pequeno ganho em termos de sucesso e duragao da
anestesia, especialmente em modelos com maior desafio, como o bloqueio do
nervo alveolar inferior e em tecidos submetidos a hipernocicepc¢ao (Batista da
Silva, 2012).

Assim como observado para a bupivacaina, é possivel que a
encapsulacao de articaina em lipossomas com gradiente de pH transmembranar
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possa resultar em aumento da encapsulagdo e, consequentemente, em
diminuicdo da toxicidade e maior sucesso de anestesia. A possibilidade de
aumento da eficiéncia de encapsulacdo e diminuicdo da toxicidade levou ao

desenvolvimento do presente estudo.

18



3 PROPOSICAO

Este trabalho teve como objetivo principal preparar e fazer a caracterizacao
inicial, bem como avaliar a toxicidade “in vitro” de uma formulacdo de articaina
encapsulada em lipossomas com gradiente de pH transmembranar.

Objetivos especificos:

e Preparar formulacdo de articaina encapsulada em lipossomas com
gradiente de pH transmembranar.

e Avaliar eficiéncia de encapsulagdo, tamanho, polidispersao e
potencial Zeta.

e Avaliar viabilidade celular e producdo de IL-6 em queratindcitos

humanos — HaCaT.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

Foram utilizadas solucdes de cloridrato de articaina, preparadas a partir
do sal de cloridrato de articaina (Sanofi Aventis Deutschland, cedido por DFL Ind.
Com. SA, Rio de Janeiro, Brasil), solugao de cloreto de sédio 0,9% (Equiplex Ind.
Farm., Brasil), formulagbes lipossomais unilamelares de articaina e formulacao
lipossomal sem adigdo de anestésico local. As formulagbes lipossomais foram
preparadas a partir de acetato de a-tocoferol, fosfatidilcolina de ovo e colesterol
(Sigma-Aldrich Co. LLC.), tampdes HEPES 20 mM com NaCl 0,9% (Q-biogene,
Inc.), acetato de sddio 50 mM (Labsinth Prod. Lab. LTDA, Brasil), acido acético
glacial (Sigma Chem. Co.) e sulfato de aménio (Ecibra, Cetus Ind. e Com. Prod.
Quimicos LTDA, Brasil). Para a cultura das células, avaliacdo de citocinas e
viabilidade celular foram utilizados Meio Eagle de Dulbecco modificado - DMEM
(GIBCO®, United Kingdom), soro fetal bovino (GIBCO® Life Technologies Corp.),
penicilina (Sigma-Aldrich Co. LLC.), estreptomicina (Sigma-Aldrich Co. LLC.),
placas de Petri para cultura de tecido de 61 cm? (TPP Techno Plastic Products
AG), EDTA (GIBCO® Life Technologies Corp.), tripsina (GIBCO® Life
Technologies Corp.), MTT (MTT Assays, Life Technologies Corp.), anticorpo de
captura para IL-6 (PeproTech Brasil FUNPEC-RP), Tween 20 em PBS (Sigma-
Aldrich Co. LLC.), BSA em PBS (Sigma-Aldrich Co. LLC.), solugdes-padrao
(PeproTech Brasil FUNPEC-RP), anticorpo de detecgao anti-IL6 (PeproTech Brasil
FUNPEC-RP), conjugado de avidina (Peprotech Inc.), solucdo de substrato ABTS
(Sigma-Aldrich  Co. LLC.) para ELISA (Sigma-Aldrich Co. LLC.) e
lipopolissacarideo de Escherichia coli (LPS de E. coli0111:B4, Sigma-Aldrich Lote
#122M4001V).

4.2 PREPARAGAO DAS SUSPENSOES LIPOSSOMAIS
As formulagbes lipossomais utilizadas consistiram de lipossomas com

gradiente de pH transmembranar (meio interno pH=5,5 e meio externo pH=7,4), 0
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que possibilitou a estabilizacao da articaina dentro dos lipossomas.

As suspensbes lipossomais foram preparadas no laboratério de
Biomembranas do Instituto de Biologia da UNICAMP, com orientacdo da Profa.
Dra. Eneida de Paula, de acordo com a descrigcdo a seguir.

Vesiculas unilamelares foram preparadas pelo método de hidratacao de
filme seco (Boogaerts et al., 1993 a,b; Pinto, 2002). O filme seco foi obtido a partir
de solucdes de fosfatilcolina de ovo, colesterol e a-tocoferol em cloroférmio (na
proporcado molar de 4:3:0,07). De cada solucao, uma de cada vez, foi retirada uma
aliquota, na propor¢cao mencionada, sendo colocada em um tubo e submetida a
evaporacao sob fluxo de N», a temperatura ambiente. Esse processo foi repetido
para cada uma das trés substancias (fosfatilcolina de ovo, colesterol e a-tocoferol
em cloroférmio), formando no tubo um filme seco, que foi mantido em vacuo por
2h. Apé6s a secagem, adicionou-se tampao acetato (50 mM de acetato de sddio
com 0,78 mM de acido acético glacial em 100 ml, pH 5,5) com sulfato de amoénia
50 mM, sendo a dispersdo agitada por 5 minutos em vértex. Em seguida, os
lipossomas foram mantidos em repouso por 2 h, para o intumescimento das
vesiculas, passando a suspensao a apresentar vesiculas multilamelares
concéntricas com cavidades aquosas.

A seguir, passaram-se os lipossomas multilamelares por um extrusor
(Extrusor Lipex Biomembranes Inc., modelo EmulsiFlex-C5). Esse processo foi
realizado sob pressao de nitrogénio, a temperatura ambiente, sendo a amostra de
lipossomas injetada através de um disco de drenagem e duas membranas de
policarbonato (Poretics) com poros de 0,4 um, por 12 vezes. Os lipossomas foram
mantidos em repouso por 2 h, para o intumescimento das vesiculas. A
concentracao lipidica dos lipossomas foi de 4 mM. Logo apéds, realizou-se a
lavagem dos lipossomas com tampao HEPES 20 mM, pH 7,4 com NaCl 154 mM
na propor¢ao de 2:1 (6 ml de tampao e 3 ml de lipossoma) em Ultracentrifuga
(Beckman Coulter, modelo Optima L-90) a 46400 rpm (133466 x g) por 2 horas,
com temperatura de 4°C, rotor TI-90, repetindo-se o processo duas vezes. Esta
lavagem permitiu manter a diferenca de gradiente de pH entre o veiculo (tampéao
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HEPES) e a regido interna do lipossoma (tampéao acetato com sulfato de amdnia),
0 que auxiliou no aumento da porcentagem de encapsulacdo da articaina. Essa
preparacdo foi utilizada como controle. Apds a preparagdo das vesiculas,
incorporou-se o sal de cloridrato de articaina nas diversas concentragcbes
utilizadas (Adaptado de Mowat et al., 1996 e; Grant et al., 2004)

As formulacdes lipossomais foram preparadas em camara de fluxo
laminar (com materiais e solugdes autoclavados a 1 atm e 121°C, por 20 min) e
apds o preparo foram esterilizadas em autoclave (121°C, 1 atm durante 15
minutos) (Cereda et al., 2008). Todas as suspensodes lipossomais utilizadas eram

estéreis.

4.3 CARACTERIZACAO DA FORMULACAO

A Figura 2 mostra os testes realizados para a caracterizacao da suspensao
lipossomal de articaina.

A determinacdo da eficiéncia de encapsulacao foi realizada no Laboratorio
de Biomembranas e as avaliacbes de tamanho, integridade e morfologia das
vesiculas foram realizadas no Laboratorio de Microscopia Eletrénica, ambos
pertencentes ao Instituto de Biologia da UNICAMP. A avaliagdo da distribuicao de
tamanho das particilas e o potencial zeta foram avaliados na Faculdade de
Engenharia Quimica da UNICAMP. Todos os testes conduzidos com auxilio da
doutoranda Camila Morais Gongalves da Silva, sob orientagdo da Profa. Dra.
Eneida de Paula.

A excecao da determinacdo da eficiéncia de encapsulacio, todos os testes
de caracterizagdo foram realizados com formulagbes contendo articaina nas
concentragcdes de 2%, 3% e 4%, uma vez que para os valores minimo e maximo
de concentracdo ha estudos de eficiéncia com o anestésico ndo encapsulado
comprovando o sucesso de anestesia clinica (Potocnik et al. 2006; Hintze &
Paessler, 2006).
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Caracteriza¢ao da Suspensao Lipossomal

Eficiéncia de Encapsulagdo Tamanho, Integridade Tamanho e Potencial Zeta
e Morfologia

Espectrofotometria UV Microscopia Eletronica Espalhamento de Luz Dindmica

Figura2 - Fluxograma dos testes utilizados para a caracterizacdo da suspensao de

articaina em lipossomas com gradiente de pH transmembranar.

4.3.1 Determinacao da eficiéncia da encapsulacao
A determinacdo da eficiéncia de encapsulagdo foi realizada com
formulagé@o contendo 4 mM de lipideo e 2 mM de articaina.
As suspensodes lipossomais, com e sem articaina foram submetidas a
um processo de ultracentrifugacdo (Beckman Coulter, modelo Optima L-90),
(120.000 x g) por duas horas em temperatura de 4°C. A concentragdo de articaina
no sobrenadante foi analisada por espectrofotometria UV e subtraida da
concentracao inicial (total) de anestésico, permitindo assim a determinacado da
concentragdo encapsulada nos lipossomas (de Araujo, 2005).
Os valores de encapsulagéo de articaina (E%) foram obtidos de acordo

com as expressdes mostradas na Figura 3.

(NE%) = (A-L) E% = 100% - (NE%)
ATC

Figura 3 - Equagbes para determinagdo da porcentagem de encapsulagdao da
articaina. A: valor de absorbancia da amostra; L: valor de absorbancia

da suspenséo lipossomal; ATC: valor de absorbancia da articaina.
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4.3.2 Distribuicao de tamanho: espalhamento quase-elastico de
luz/polidispersao

A avaliagédo da distribuicdo de tamanho dos lipossomas foi realizada por
meio da técnica de espalhamento de luz dinamica, com uso do aparelho Zeta-
Sizer® (Malvern Instruments). Com essa técnica consegue-se obter, de forma
rapida e sem interferéncia no sistema avaliado, a estimativa do tamanho e
homogeneidade das particulas lipossomais, com uma analise representativa das
amostras, ja que o numero de particulas é relativamente grande.

Foram realizadas medidas continuas do raio hidrodindmico das
vesiculas na presengca e na auséncia do anestésico local, com o objetivo de
verificar o tamanho médio e a homogeneidade das suspensdes antes e apds a
encapsulacao. As medidas foram realizadas em duplicata a 25°C com um angulo
de deteccao de 90° e a concentracao das preparacoes utilizadas foi de 4 mM de
lipossomas (de Araujo, 2005).

4.3.3 Determinacao do potencial Zeta das vesiculas

O potencial Zeta foi determinado com o mesmo equipamento utilizado
para a avaliacdo do tamanho das particulas (Zeta-Sizer® - Malvern Instruments),
combinando o espalhamento dindmico de luz com microeletroforese, sendo a
variagdo na frequéncia da luz espalhada proporcional a mobilidade eletroforética
(Zetasizer Manual, 2004).

As medidas foram realizadas em duplicata, em aliquotas diluidas cerca
de 5 vezes (concentracao lipidica de 4 mM), na temperatura de 25°C, a um angulo
de 90°.

4.3.4 Avaliacao do tamanho, integridade e morfologia das vesiculas
A andlise de integridade, morfologia e tamanho das amostras de
lipossomas foi realizada por microscopia eletrénica de transmissdo, de acordo
com o seguinte procedimento: uma gota da formulacdo contendo os lipossomas,
na concentracao lipidica de 4 mM, foi adicionada a grade de cobre (200 mesh).
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Ap6s 10 segundos, o excesso da amostra foi retirado com papel filtro, e, em
seguida, uma gota de solucdo aquosa de acetato de uranila a 2% (m/v) foi
adicionada sobre a mesma, no intuito de melhorar o contraste das imagens. Apos
8 segundos, o excesso foi novamente retirado com papel filtro e, na sequéncia,
uma gota de agua MilliQ foi adicionada a grade, por 5 segundos, seguindo o
mesmo procedimento, com o intuito de eliminar o excesso de amostra e corante.
Em seguida, a grade permaneceu em repouso em temperatura ambiente, até
secagem. As leituras foram realizadas no mesmo dia, sob feixe de elétrons de 80
kV no microscopio eletrénico de transmissao (Cereda et al., 2013).

4.4 CULTURA CELULAR

Foram utilizados queratinocitos humanos imortalizados
espontaneamente da linhagem HaCaT mantidos em Meio Eagle de Dulbecco
modificado - DMEM (GIBCO®, United Kingdom) acrescido de 10% de soro fetal
bovino (GIBCO®), penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL). Cultivaram-
se as células em placas de Petri para cultura de tecido de 61 cm? (TPP®) em
atmosfera de 5% de CO,, a 37°C. A cultura foi duplicada duas vezes por semana;
apds remover-se 0 meio, as células foram lavadas com PBS 1x, pH 7,4, e tratadas
com tripsina (GIBCO®) acrescida de EDTA 0,5 mM (GIBCO®), por 7 minutos, para
a liberacao das células (Doyle & Griffiths, 1999).

4.5 CONDICOES EXPERIMENTAIS
A Figura 4 mostra o fluxograma da metodologia de avaliagdo da
toxicidade da formulagédo lipossomal em estudo em queratinécitos humanos da

linhagem HaCaT.
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Cultura Celular - Células HaCaT

l

* Sol. Articaina 0,1%

* Sol. Articaina 0,2%

* Sol. Articaina 0,3%

* Suspensao lipossomal unilamelar de articaina 0,1%
* Suspensao lipossomal unilamelar de articaina 0,2%
* Suspensao lipossomal unilamelar de articaina 0,3%
* Suspensao lipossomal unilamelar

e Soro fisiologico

* Meio de cultura

' ’

incubagao por 10 min incubacgao por 4h

;

Retirada do sobrenadante
e incubag¢dao em meio de
cultura por 4h

v

{ \
Avaliacao da Viabilidade Celular Producao de IL-6
Teste MTT Elisa

Figura 4 - Fluxograma da metodologia utilizada para avaliacdo da toxicidade da
suspensao de articaina em lipossomas com gradiente de pH transmembranar,

sobre células HaCaT.

As concentragdes de articaina para avaliacdo da viabilidade celular e
producdo de IL-6 foram estabelecidas a partir dos resultados preliminares do
nosso grupo de pesquisa, nos quais foram calculadas ICs de 0,34% e 0,12% apds
exposi¢ao de células HaCaT a articaina, respectivamente por 1 hora e 24 horas
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(dados néo publicados).
Assim, as células HaCaT foram expostas as formulacbes de articaina e
aos controles, constituindo os seguintes grupos:

¢ solucao de articaina de 0,1%,

¢ solucao de articaina 0,2%,

¢ solucao de articaina 0,3%,

e suspensao lipossomal unilamelar de articaina de 0,1%
(concentracéo lipidica de 0,66 mM),

e suspensao lipossomal unilamelar de articaina 0,2%
(concentracéo lipidica de 1,34 mM),

e suspensao lipossomal unilamelar de articaina 0,3%
(concentracgéao lipidica de 2 mM),

e suspensao lipossomal unilamelar (concentragéo lipidica de 2
mM),

e soro fisioldégico (associado ao meio de cultura nas mesmas
proporgdes utilizadas nas formulagées lipossomais),

e grupo sem tratamento (apenas células em meio de cultura).

As placas foram incubadas a 37°C com as formula¢des por 10 min e 4
horas. O tempo de 10 minutos foi baseado no estudo de Perez-Castro et al.,
(2009) que utilizaram esse tempo como “indicador primario de toxicidade” do
anestésico local. O tempo de 4 horas foi escolhido por corresponder a duracao da
anestesia em tecidos moles (Téfoli et al.,, 2003), e portanto ao tempo no qual as
células permaneceriam em contato com o anestésico local “in vivo”.

Apoés a incubagao de 10 min, retirou-se o sobrenadante e foi colocado,
novamente, 0 meio de cultura e os testes foram realizados apés 4 h (Figura 4).

A viabilidade celular foi avaliada por espectrofotometria a partir da
reducdo do MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-brometo de 2,5-difeniltetrazdlio)]
(descrita no item 4.5.1) e a quantificagdo da citocina pré-inflamatéria IL-6  foi
realizada por meio do imunoensaio de ELISA de captura (descrito no item 4.5.2).
Os experimentos foram conduzidos em triplicatas em trés tempos diferentes.
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4.5.1 Avaliacao da viabilidade celular

ApoOs a realizagdo da cultura celular, conforme descrito nos itens 4.4 e
4.5, as células foram tripsinizadas e plaqueadas com DMEM acrescido de 10% de
soro fetal bovino e antibiéticos em placas de 96 pocos na concentragdo de 2x10*
células por pogo, incubadas em atmosfera de 5% de CO, a 37°C, por um periodo
de 24 a 48 horas ou até atingir a semi-confluéncia. Foram adicionadas as
formulagbes teste e controle aos pogos, nas concentragdes descritas, sendo entéo
as placas incubadas por 10 min e 4 h em atmosfera de 5% de CO, a 37°C.

Ap6s o tempo de incubacdo das placas com as formulacées,
desprezou-se o conteudo dos pogos, sendo os mesmos submetidos a lavagem
com 100 pL de PBS 1X, sendo entdo adicionados a cada pogo 200 uL de MTT
dissolvido em DMEM (livre de soro fetal bovino), na concentracdo de 0,3 mg de
MTT para 1 mL de DMEM. As placas foram entdo incubadas por 3 horas em
atmosfera de 5% de CO, a 37°C. Em seguida, as placas foram novamente lavadas
com 100 uL de PBS 1X; os conteudos dos pogos foram ressuspendidos com 200
uL de etanol absoluto, envolvidos em papel aluminio e lidos em espectrofotbmetro
com comprimento de onda de 570 nm.

Este teste de viabilidade celular baseia-se na acado das desidrogenases
mitocondriais das células viaveis sobre o MTT, reduzindo-o a um derivado do
formazana que € insolavel em 4gua e apresenta coloragéo violeta. Assim, quanto

mais intensa a coloracdo, maior a proporgao de células viaveis (Tao et. al., 2013).

4.5.2 Liberacao de Interleucina 6 (IL-6)

Previamente a realizacdo do teste com as amostras, foi realizada curva
padrdo com o controle positivo, lipopolissacarideo de Escherichia coli, na
concentracao de 1ug/ml, em placas de 24 pocos, nos tempos de 0, 1, 2, 3, 4, 12,
24 e 48 horas, para confirmacgao da producao de IL-6 pelas células HaCaT.

Para avaliagdo da interleucina 6, as células HaCaT, cultivadas em
placas de Petri, foram tripsinizadas (como descrito nos itens 4.4 e 4.5) e
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plaqueadas com DMEM acrescido de 10% de soro fetal bovino e antibiéticos em
placas de 96 pocos na concentracdo de 2x10* células por poco, incubadas em
atmosfera de 5% de CO. a 37°C, por um periodo de 24 a 48 horas ou até atingir a
semi-confluéncia. Apos essa etapa, foram realizados os tratamentos e coletados
os sobrenadantes para avaliagao de IL-6.

Foram utilizadas placas de 96 poc¢os, sendo colocados em cada poco
100 puL de anticorpo de captura para IL-6, de acordo com as instrugdes do
fabricante (Peprotech Inc.). As placas foram mantidas em temperatura ambiente
overnigth. No dia seguinte, as mesmas foram lavadas com 0,05% Tween 20 em
PBS (Sigma) trés vezes com tampdo de lavagem apropriado e entdo foram
adicionados 300 uL de tampao de bloqueio 1% BSA em PBS (BSA Sigma), a cada
poco. Em seguida, as placas foram incubadas com este tampao por 1 hora a
temperatura ambiente para bloqueio de sitios de ligacdo inespecificos, sendo
entdo novamente lavadas. Apds esse procedimento, foram acrescentados 100 pL
das amostras ou das solucbes-padrao (Peprotech Inc.), as quais foram diluidas
em concentracdes decrescentes de acordo com a instrucao do fabricante.

Em seguida incubaram-se as placas a temperatura ambiente por 2
horas e, a seguir, as mesmas foram lavadas conforme descrito anteriormente.
Foram entdo adicionados a cada pogo 100 uL de anticorpo de deteccdo anti-IL6
(Peprotech Inc.).

Foi entdo realizada nova incubacdo das placas por 2 horas a
temperatura ambiente, seguido de lavagem. Apds esse procedimento,
adicionaram-se a cada po¢o 100 uL de uma solugéo de conjugado de avidina, com
subsequente incubacgao por 30 minutos.

Apés nova lavagem, foram adicionados 100 pL de solucao de substrato
(ABTS Sigma) para ELISA, sendo as placas mantidas em temperatura ambiente
para o desenvolvimento de cor. Apds esse procedimento, a reacao colorimétrica
foi lida em espectrofotbmetro no comprimento de onda de 405 nm com correcao
de 650 nm.
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4.6 ANALISE ESTATISTICA
Para a analise estatistica foram utilizados os softwares Bioestat 5.0
para Windows® (Instituto Mamiraua, Belém, PA) e GraphPad® 6.0. Os resultados
foram submetidos a analise de variancia e posteriormente aos testes de Kruskal-
Wallis e de Dunn (viabilidade celular) e de Kruskal-Wallis e de Student-Newman-
Keuls (liberagdo de IL-6). Foi considerado como significante o nivel de 5%.

30



5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZAGAO DAS FORMULAGOES LIPOSSOMAIS
5.1.1 Determinacao da eficiéncia de encapsulacao
Apds andlise por espectrofotometria, a eficiéncia de encapsulagédo da

articaina em lipossomas foi de 18,95% (+ 4,50%).

5.1.2 Distribuicao de tamanho: espalhamento quase-elastico de
luz/polidispersao; Potencial Zeta

O tamanho médio das vesiculas lipossomais livres de articaina foi de

719,7 nm (£ 35 nm) e os das vesiculas com articaina 2%, 3% e 4% foram,

respectivamente, 622 nm (x 71,5 nm), 707,05 nm (x 92,1nm) e 795,75 nm (&

111,95 nm), como mostra a Tabela 1.

Tabela 1 — Tamanho, polidispersdo (PDI) e Potencial Zeta das suspensodes lipossomais
livres e com articaina nas concentracoes de 2%, 3% e 4% (concentracao lipidica 4 mM,;
lipossomas com gradiente de pH transmembranar).

Livre 2% 3% 4%
Tamanho (nm) 719,7 + 35 622 + 71,5 707,05+92,1 795,75+ 111,95
PDI 020 0,593 +0,066 0,557 £0,035 0,6565+0,1015
Potencial Zeta (mV) -16,15+2,15 -18,15+0,35 -21,2+0,9 -10,53 £ 0,87

Nota: valores apresentados como média + desvio padrao.
Abreviacdes: nm: nanémetro; PDI: polidispersao; mV: milivolts.

Os valores de polidispersdao (PDI) mostram variagdo do tamanho das
vesiculas na solucdo coloidal, sendo que as carregadas com articaina se
mostraram mais heterogéneas (Tabela 1).

O indice de polidispersdao da suspensao lipossomal livre foi de 0,2,
indicando que, nesse grupo, os lipossomas tinham uma estreita faixa de variacao

de tamanho. Nos grupos lipossomais com articaina houve um aumento na
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polidispersdo, mostrando que a presenca da articaina criou lipossomas de
tamanhos diferentes dos presentes originalmente na suspensdo, com maior
heterogeneidade no didmetro das vesiculas lipossomais. Os valores médios de
polidispersdo das suspensdes lipossomais com articaina a 2%, 3% e 4% foram,
respectivamente, de 0,593 (+ 0,066), 0,557 (+ 0,035) e 0,6565 (+ 0,1015).

A suspensao lipossomal livre apresentou potencial Zeta médio
de -16,15 mV (£ 2,15), enquanto que as formula¢cdes encapsuladas com articaina
tiveram valores que variaram de -10,53 a -21,2 mV, o que pode ser observado na
Tabela 1.

5.1.3 Avaliacao do tamanho, integridade e morfologia das vesiculas

A avaliagcdo ao microscépio eletrénico mostrou vesiculas arredondadas
integras, com uma unica bicamada lipidica e sem variagdes estruturais aparentes.
tanto para as vesiculas sem anestésico local, quanto para aquelas contendo
articaina.

Na figura 5 (A) € possivel observar uma vesicula lipossomal sem articaina,
e em 5 (B) uma vesicula com articaina a 4%. Apds encapsulacéo da articaina, as
vesiculas permaneceram integras, mostrando um maior intumescimento (Figura 5
B).
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Figura 5 - Imagens das suspensdes lipossomais unilamelares

obtidas por Microscopia Eletrénica de Transmissao
(100.000X). (A) Lipossoma unilamelar sem anestésico.

(B) Lipossoma unilamelar com articaina 4%.

5.2 ENSAIOS “IN VITRO”

5.2.1 Viabilidade Celular

Os resultados da avaliagdo da viabilidade celular, por reducdo do
corante MTT, apds exposicdo de culturas de células (queratinécitos humanos
imortalizados — HaCaT) as formulacdes testadas sdo mostrados na Figura 6 e
descritos a seguir.

Nas células incubadas por 10 minutos, e avaliadas ap6s 4 horas, nao
houve diminuicédo (p>0,05) na viabilidade celular nos grupos controles (meio, NaCl
100 pL, NaCl 67 yL e NaCl 33 uL) e nem nos grupos tratados com articaina (0,1%,
0,2% e 0,3%). Porém, nos grupos tratados com formulagdes lipossomal livre e
com articaina encapsulada (concentragdes de 0,1%, 0,2% e 0,3%) observou-se
uma queda acentuada na viabilidade, ficando entre 50 e 60%, havendo diferenca
significativa quando comparados com o0s seus respectivos controles (p<0,01). Os
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grupos das formulacdes lipossomais nao diferiram entre si (p>0,05).

No tempo de 4 horas houve diminuicdo na viabilidade em todos os
tratamentos (p<0,01), a excegdo dos grupos controle e articaina 0,1% (p>0,05).
Nos grupos articaina 0,2% e 0,3%, observaram-se quedas acentuadas na
viabilidade (p<0,01), quando comparadas ao controle, sendo concentracao
dependente. No entanto, na comparacao entre 0os grupos com articaina livre, foi
observada diferenca apenas entre as concentragbes de articaina 0,1% e 0,3%
(p=0,004). Os grupos lipossomais, apesar de mostrarem toxicidade concentragao
dependente, ndo apresentaram diferencas significantes entre si (p>0,05);
entretanto, observou-se uma queda significativa na viabilidade quando comparado
com os controles (p<0,01).

Quando comparados os tratamentos articaina e articaina encapsulada
em lipossomas, observou-se diferengca no tempo de 10 minutos, no qual o
tratamento com formulacées lipossomais de articaina 0,1%, 0,2% e 0,3%, mostrou
maior toxicidade para as células HaCaT do que o tratamento com articaina néo
encapsulada nas respectivas concentragdes de 0,1% (p=0,02), 0,2% (p=0,0002) e
0,3% (p=0,002).

A toxicidade da articaina também mostrou ser um evento tempo
dependente. Foi observada diminuicao da viabilidade celular ap6s exposicao por 4
h em relagéo a exposigdo por 10 min para os grupos articaina livre 0,2% e 0,3%
(p=0,0015). Nos tratamentos com lipossomas encapsulados com articaina foi
observado aumento da toxicidade (diminuicdo da viabilidade) nas trés
concentracdes testadas (p<0,01). Como pode ser observado na Figura 6, no
tempo de 4 h houve queda mais acentuada na viabilidade nos grupos tratados
com articaina ndo encapsulada em relacdo ao controle com meio de cultura do
que naqueles submetidos as formulacbes de articaina encapsulada em
lipossomas.
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Figura 6 — Viabilidade (%) de células HaCaT expostas por 10 minutos e 4 horas a
formulacdes de articaina livre (ATC) e associada a lipossomas (ATC-Lipo). A viabilidade
celular foi determinada por ensaio colorimétrico do MTT. Os dados representam mediana
e valores maximos e minimos, e estdo expressos como porcentagem em relacdo ao

controle. (Comparacoes: em relacdo ao respectivo controle * p<0,01; entre formulacdes

com e sem lipossoma no mesmo tempo de exposicdo: sem articaina: # p<0,0001; com

articaina 0,1%: ¢ p=0,02; com articaina 0,2%: £ p=0,0002 e com articaina 0,3%: &
p=0,002; entre formulacbes de articaina 0,2% e 0,3% no tempo de 4 h: § p=0,004; entre

10 min e 4 h para a mesma formulaggo: ° p=0,0015; n=9; Kruskal-Wallis, Dunn).

35



5.2.2 Liberacao de Interleucina 6 (IL-6)

A Figura 7 mostra a liberacao de IL-6 por células HaCaT estimuladas
por lipopolissacarideo de Escherichia coli ao longo tempo. Observa-se, nos
tempos avaliados, que a produgéo de IL-6 € maxima em 4 horas, decrescendo ao
longo do tempo. No tempo de 48 horas a liberagdo de IL-6 ainda se apresentava
acima do limite de deteccao do método.
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200+

150-

IL-6 (pg/mL)

100-

50- |
LD_ .........................................................................................................
0]
14 12 24 48
tempo (em horas)

Figura 7. Liberacao de IL-6 por células HaCaT expostas a LPS de E. coli 1 pug/ml. (n=9).
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Na figura 8 sdo mostrados os resultados de liberacao de IL-6 pelas
células HaCaT ap6s 4 horas de exposicao as formulacées, bem como a faixa de
liberacao de IL-6 apds exposicao das células ao controle positivo (LPS de E. coli).
A articaina, em todas as concentragdes testadas, (ATC-0,1%, ATC-0,2% e ATC-
0,3%), aumentou a liberacdo de IL-6 em relagao ao controle (meio de cultura -
ATC-0) (p<0,0001). Para cada concentracdo testada, a articaina promoveu
aumento da liberagcdo de IL-6 em relagdo a formulacdo lipossomal respectiva
(0,1%: p=0,0051; 0,2%: p<0,0001 e 0,3%: p=0,0019). As formulagdes lipossomais
nao diferiram do controle (p>0,05).
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Figura 8. Liberacao de IL-6 por células HaCaT expostas por 4 horas aos tratamentos com
articaina (ATC), articaina encapsulada em lipossomas (ATC-Lipo) e controle com soro
fisiologico (NaCl). Linhas tracejadas indicam a faixa de liberacdo (minima e maxima) de
IL-6 apds exposicao das células ao LPS de E. coli (controle positivo). (n=9; Kruskal-Wallis
e Student-Newman-Keuls; Comparacoes: entre articaina e articaina encapsulada em
lipossomas: 0,1%, p=0,0051; 0,2%, p<0,0001 e 0,3%: p=0,0019; entre o controle e ATC-
0,1%, ATC-0,2% e ATC-0,3%: p<0,0001).
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6 DISCUSSAO

A encapsulacdo da articaina em lipossomas ainda € pouco estudada (de
Souza, 2010; Batista da Silva, 2012). Por seu elevado coeficiente de particdo em
octanol (257), em relagdo ao apresentado pela lidocaina (43) e a prilocaina (25)
(Columb & Ramsaran, 2010), seria razoavel supor que a mesma apresentasse
encapsulacao maior que esses sais. Entretanto, de Souza (2010) relatou ndo ser
possivel determinar o coeficiente de encapsulacdo da articaina em lipossomas
sem gradiente de pH transmembranar, no pH fisiol6gico, pois o valor obtido
situava-se préoximo do erro experimental do método utilizado. No mesmo trabalho
foi demonstrado que, mesmo com pequena taxa de encapsulagao, a associacao a
lipossomas diminuia a toxicidade em cultura de fibroblastos 3T3 e aumentava a
duracao do bloqueio sensorial em teste de tail-flick em ratos, em comparacéo a
articaina livre.

A partir desses resultados, no presente estudo propés-se trabalhar com
lipossomas com gradiente de pH transmembranar, visando o aumento da
encapsulacdo da articaina. Para isso, utilizou-se como tampao interno o tampéao
acetato com sulfato de amoénia, com correcao para pH 5,5. Externamente a
vesicula, manteve-se o tampao HEPES com pH 7,4. Obteve-se uma eficiéncia de
encapsulacado de 18,95%, o que constitui uma notavel melhora, quando
comparado a baixa encapsulacao, com impossibilidade de determinacao, ocorrida
com lipossomas sem gradiente de pH transmembranar (de Souza, 2010).

Utilizando lipossomas constituidos por fosfatidilcolina de ovo e colesterol
com concentracao lipidica 5 mM e tendo sulfato de ambnia como tampao interno
da vesicula, Fritze et al. (2006) conseguiram chegar a uma eficiéncia de
encapsulacdo de 95% para o antineoplasico doxorrubicina. Fritze et al.,
justificaram que a encapsulagdo da doxorrubicina deve-se a dois fatores
sinérgicos, a saber, a protonagdo do farmaco no interior do lipossoma e a
precipitacdo do mesmo no interior hidrofilico da vesicula, quando a solubilidade da
droga é ultrapassada.
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A mesma justificativa pode ser aplicada para a articaina, pois, como o pKa
da molécula é 7,8, em pH=10 tem-se 100% das moléculas na forma neutra; em
pH=5,0, ao contrario, 100% das moléculas estao protonadas e em pH=7,4 ambas
as espécies estao presentes, tanto as positivas como as neutras, na proporgao de
70% e 30%, respectivamente (de Souza, 2010). Dessa maneira, em pH 7,4, as
moléculas no estado neutro atravessam a membrana lipossomal, em direcao ao
interior acido da vesicula, onde, com pH=5,5, aproximadamente 100% do farmaco
estara ionizado. Dessa maneira, conforme relatado por Fritze et al. (2006), um
“pool de prétons” no interior do lipossoma é necessario como uma forca motriz do
carregamento da droga.

A utilizacdo de lipossoma com gradiente de pH transmembranar permitiu o
aumento da encapsulacao da bupivacaina para 43% a 75% com uso de citrato
(Mowat et al., 1996) e para 90% com uso de sulfato de ambénia como tampéao
interno (Grant et al., 2004), enquanto que a utilizacao de lipossoma sem gradiente
de pH transmembranar permitiu encapsulacao de apenas 25% (De Araujo, 2005).
Esses resultados mostram que a acidificagdo do meio interno do lipossoma
aumenta a eficiéncia da encapsulagéo.

Comparado ao aumento na encapsulagdo observado para a bupivacaina
quando da utilizacdo de lipossoma com gradiente de pH transmembranar, o
aumento obtido para a articaina no presente estudo foi discreto. Essas diferencas
encontradas podem ser explicadas com base na lipossolubilidade desses
anestésicos (de Paula & Schreier, 1995; 1996). A bupivacaina apresenta maior
coeficiente de particdo em octanol (346) em comparagdao a articaina (257)
(Columb & Ramsaran, 2010), apresentando assim maior capacidade de
penetragcdo nas membranas lipossomais, facilitando a encapsulacdo do farmaco.
Em acréscimo, pelo pKa dessas drogas, respectivamente 82 e 7,8 para
bupivacaina e articaina (Columb & Ramsaran, 2010), no pH mais acido do interior
dos lipossomas com gradiente de pH transmembranar a porcentagem de
moléculas ionizadas da bupivacaina é maior do que o da articaina, permitindo

assim maior taxa de encapsulagao da primeira.
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Com relacdo a caracterizacao inicial da formulacao, além da eficiéncia de
encapsulacdo foram ainda avaliados o tamanho das particulas, o indice de
polidisperséo e o potencial Zeta. Quanto ao tamanho das vesiculas, os resultados
mostraram que, apesar da membrana de extrusao ser de 400 nm, houve um
aumento no tamanho das vesiculas, sendo que para o lipossoma livre o tamanho
foi de 719,7 nm (x 35 nm), e os encapsulados com articaina a 2%, 3% e 4%,
foram respectivamente, 622 nm (+ 71,5 nm), 707,05 nm (£ 92,1 nm) e 795,75 nm
(x 111,95 nm). Entretanto, o aumento do tamanho ocorreu em todas as
formulacoes.

Outros autores também obtiveram diferenca entre o tamanho do poro da
extrusora e o tamanho das vesiculas. Fritze et al. (2006) extrudaram a formulacao
em filtros com poro de 80 nm, e obtiveram aumento do tamanho dos lipossomas
para 128 nm. Mowat et al. (1996), ao contrario, observaram tamanho menor nas
vesiculas (365 + 183 nm) em relacao ao tamanho do poro da extrusora (600 nm),
em lipossomas unilamelares a base de 1,2-dioleoyl-sn-glicero-3-fosfocolina
(DOPC).

O indice de polidispersao, por sua vez, caracteriza a homogeneidade ou
heterogeneidade da formulagcdo e pode apresentar valores na faixa de 0 a 1.
Quanto mais proximo do valor zero, mais homogénea é a dispersdo, pois
apresenta menor variagdo no tamanho das vesiculas lipossomais (Barth & Flippen,
1995).

A formulacado lipossomal sem articaina mostrou-se bem homogénea, pois
apresentou um indice de polidispersdo de 0,2. Ja os lipossomas encapsulados
com articaina 2%, 3% e 4%, mostraram-se mais heterogéneos que os lipossomas
sem anestésico.

Esse resultado mostra que havia uma maior diversidade de tamanho de
particulas na suspensdo, podendo inclusive levar a suspeicdo de fusdo de
vesiculas, devido a uma instabilidade na membrana lipossomal promovida pela
articaina. Esse tipo de efeito foi demonstrado por Cullis & Verkleij (1979) para a
dibucaina.
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A dibucaina € um anestésico do grupo amida que tende a assumir posicao
mais superficial na membrana e age competindo com os ions célcio pela ligacao
aos fosfolipideos que compdem a membrana. ions calcio, por sua dupla valéncia
positiva conseguem ligar-se a grupos fosfato de dois fosfolipideos e, assim,
podem diminuir a estabilidade da membrana. A dibucaina tende a promover
desestabilizacdo da membrana pelo mesmo mecanismo (Cullis & Verkleij, 1979).

Assim como a dibucaina e a lidocaina, a articaina também se posiciona
mais superficialmente na membrana, enquanto anestésicos como a bupivacaina e
a etidocaina o fazem em regides mais profundas da bicamada lipidica (Fernandes
Fraceto et al., 2005; Mojundar et al., 2010; Skjevik et al, 2011). Nessa posicao
mais superficial a articaina poderia apresentar uma acao semelhante a da
dibucaina, o que poderia justificar o aumento de polidispersdo observado quando
da encapsulacdo desse anestésico. Entretanto, essa possibilidade € pouco
provavel pelos valores de potencial Zeta obtidos.

O potencial Zeta define o potencial de carga na superficie das particulas,
que pode ser positivo ou negativo. Quanto mais proximo de zero, indica menor
quantidade de carga na superficie e, portanto, menor repulsdo entre as particulas
da suspensao. Da mesma forma, quanto maior o valor, em médulo, maior € a
tendéncia a repulsdo entre as particulas (Kontogiannopoulos et al, 2014).
Considerando-se os valores de potencial Zeta obtidos, observa-se que as
vesiculas mantinham um potencial de repulsao, resultando assim em maior
estabilidade dos lipossomas.

Embora seja relatado que valores de potencial Zeta inferiores a 30 devem
ser considerados como tendéncia maior a instabilidade, ou seja, de aglutinacao
das particulas rigidas, como as poliméricas (Mohanraj & Chen, 2006), ndo ha
comprovacao de que este seja o valor limite para outras suspensdes (Mishra et al.,
2009). De fato, varios estudos de caracterizacdo de suspensdes lipossomais
consideram o sistema como estavel, mesmo com valores de potencial Zeta
inferiores a 30 (de Souza, 2010; Cereda et al., 2013; Kontogiannopoulos et a/.,
2014).
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A incorporagdo de articaina as vesiculas lipossomais nao resultou em
alteracao no formato, integridade e nimero de bicamadas lipidicas, como pbéde ser
observado na microscopia eletrénica de transmissao, confirmando os resultados
de tamanho das vesiculas obtidos pela técnica de espalhamento de luz dinamica.

Com relacao a avaliacao da toxicidade da formulacdo desenvolvida optou-
se pela utilizacao de células epiteliais humanas imortalizadas (HaCaT), uma vez
que se constitui em um modelo bem definido e amplamente aceito para
observacao de resposta celular frente a diversos agentes (Boukamp et al., 1988;
Ravid et al., 2002), além do fato de, juntamente com os fibroblastos, constituirem
um tipo celular exposto a anestésicos locais quando os mesmos sao utilizados
para infiliracdo e em aplicacao tépica (Ferreira, 2014; Sdnchez, 2014). Da mesma
forma, o ensaio de reducédo do MTT para avaliagdo da viabilidade celular tem sido
empregado em diferentes tipos celulares para avaliacdo da acao de farmacos e
outros agressores (Maurice et al., 2010; da Silva, 2011; Park et al., 2013; Tao et
al., 2013).

Como pode ser visto na figura 6, a exposi¢ao por 10 minutos a articaina nas
concentracdes de 0,1%, 0,2% e 0,3% nao promoveu alteracdo significativa na
viabilidade celular. Entretanto, o tempo parece ser um fator importante, uma vez
que a exposicao por 4 horas promoveu aumento da toxicidade, especialmente
para as maiores concentragdes (0,2% e 0,3%). O aumento da toxicidade em
decorréncia do tempo de exposicdo a articaina também foi observado por
Sanchez (2014) que estudou a viabilidade de células HaCaT por até 6 horas de
exposicao.

No tempo de 10 minutos, tanto para a formulacéo lipossomal, quanto para a
articaina ndo encapsulada, o aumento da concentracdo de articaina nao afetou a
viabilidade, tanto em comparacdo ao controle (meio de cultura), quanto a
exposicao ao soro fisiolégico, nas diversas proporcées de associacdo ao meio de
cultura.

O aumento no tempo de exposicdo para 4 horas resultou em diminuigao
drastica na viabilidade das solugbes de articaina livre nas concentragées maiores.
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A concentracao de 0,1% nao promoveu alteracao significativa da viabilidade em
relagdo ao controle. Esses resultados corroboram os encontrados por Sanchez
(2014) em estudo realizado com o mesmo tipo celular exposto a articaina na
mesma concentragdo, pelo mesmo tempo. Também estdo de acordo com o
observado por Werdehausen et al., (2012), os quais mostraram reducao de 50%
na viabilidade celular em células de linfoma-T (Jurkat) com articaina em
concentragdo de aproximadamente 0,17%.

A formulacgao lipossomal, por sua vez, apresentou toxicidade muito maior
com viabilidade variando entre 56% e 60%, enquanto a articaina livre nas diversas
concentracdes promoveu viabilidade acima de 80% apdés 10 minutos de
exposicdo. O aumento no tempo de exposicdo resultou em diminuicdo na
viabilidade das formulagdes lipossomais a partir da concentragédo de 0,2% de
articaina.

Embora a maioria dos estudos publicados mostrem auséncia de toxicidade
de lipossomas sem a adicdo de drogas, alguns sistemas podem nao ser
adequados, como o observado no presente estudo. A toxicidade poderia ocorrer
pela concentracdo de lipideos da membrana, pela composicdo da membrana
lipossomal, e, ainda, pelo sistema utilizado para promover o gradiente de pH.

Epstein-Barash et al. (2009) observaram que lipossomas com concentragao
lipidica variando de 0,3 a 0,6 mg/mL n&o interferiam na viabilidade celular. Acima
dessa faixa, entretanto, havia reducdo de 50% da viabilidade celular com a
concentracéao lipidica de 9 mg/mL. No presente estudo a concentracao de lipideos
foi de 1,2 mg/mL (2 mM ou 0,12%) e portanto inferior a concentracao relatada
como toxica por esses autores.

Especificamente com relacdo a células HaCaT, Bonnekoh et al. (1991)
relataram aumento da fluidez da membrana celular apds exposicao por 1h a
lipossomas com concentragéo lipidica de 0,1% a 1% e diminui¢cdo da sintese de
proteinas e de DNA apd6s exposicdo por 24 h a lipossomas com concentracdo
lipidica de, respectivamente 0,08% e 0,06%. A reducédo da sintese de DNA e de
proteinas promoveu reducao da proliferacao dessas células, embora a viabilidade
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celular ndo tenha sido alterada. Deve-se ressaltar que neste estudo os lipossomas
continham fosfatidilcolina de soja; Bertschi (1982), citado por Bonnekoh et al.
(1991), relataram alteragcbes tdxicas em ceélulas epidérmicas de cobaios apds
exposicao por 72 h a lipossomas com concentracgdo lipidica de 0,1% preparados
com lecitina de ovo. Assim, ndo apenas a concentragdo de lipideos, mas também
a sua composicao pode influenciar de forma incisiva a viabilidade celular.

A composicdo dos lipossomas utilizados no presente trabalho (fosfatilcolina
de ovo, colesterol e a-tocoferol) foi utilizada em diversos estudos em combinacgéo
com diferentes sais anestésicos, sem evidéncia de toxicidade (Cereda et al., 2008;
de Araujo et al.,, 2008; Tofoli et al., 2010). Nesses estudos, entretanto, néo foi
utilizado o sistema de gradiente de pH. Assim, é possivel que o tampao interno
composto de sulfato de ambnia possa ter causado diminuicdo da viabilidade nas
células HaCaT.

Grant et al. (2004) utilizaram o mesmo tipo de tampao interno para
encapsular bupivacaina em lipossomas multivesiculares e aparentemente néo
observaram toxicidade. Nesse estudo, realizado em humanos, foi injetado na
regidao lombar 0,5 mL de preparagbes lipossomais com gradiente de pH
transmembranar contendo bupivacaina nas concentragées 0,5%, 1% e 2%.
Embora os voluntarios ndo tenham relatado efeitos adversos durante o estudo, em
alguns individuos foi observado aumento de volume apdés injecdo, o qual
permaneceu por varios dias, sendo perceptivel visualmente no primeiro dia e por
palpacdo nas avaliagdes subsequentes. Essa condi¢cdo regrediu ao longo do
tempo, e 28 dias apds a injecdo ndao havia aumento de volume ou sensibilidade
alterada na regido. Nesse estudo, Grant e colaboradores utilizaram lipossoma
multivesicular, composto por fosfatidilcolina de soja, colesterol e tert-butanol. O
sistema utilizado aumentou a duracdo da anestesia e permitiu uso de maior
concentracdo de bupivacaina. Entretanto, o aumento de volume no local da
injecdo poderia ser decorrente da maior permanéncia dos lipossomas no local
injetado, ou ainda de uma reacao tecidual aos mesmos, uma vez que o efeito

anestésico maximo foi inferior a 66 horas.
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Outro fator importante € a existéncia de diferenca de resposta a agentes
agressores entre tipos celulares distintos. Ferreira (2014) observou diminuigao da
viabilidade de células HaCaT em relagdo ao controle, ap6s exposi¢cao por 6 horas
a ropivacaina na concentracao de 100 uM e por 24 horas nas concentracoes de 1,
10 e 100 uM. Fibroblastos gengivais humanos, entretanto, ndo foram afetados
pela ropivacaina nessas concentragdes e tempos.

Assim, embora Grant et al. (2004) ndo tenham observado toxicidade com
uso de lipossomas com tampéao interno de sulfato de aménia, é possivel que as
células HaCaT apresentem sensibilidade maior ao mesmo.

Considerando a liberacéo de IL-6, foi observado que a articaina aumenta a
liberacdo dessa citocina.

Aumento da liberagcéo de -6 também foi demonstrado por Schmittner et al.
(2010), em consequéncia a metemoglobinemia causada pela administracdo de
dose maxima ou acima da maxima total recomendada de prilocaina (600 mg) em
pacientes.

Para a lidocaina, ao contrario, ha relatos de diminuicao da liberacao de IL-6
por células expostas a esse anestésico local (Yardeni et al., 2009; Su et al., 2010;
Girard et al.,, 2013). Entretanto, Ferreira (2014) ndo observou alteracdo na
liberacdo de IL-6 apds exposicdo de células HaCaT por 6 h a lidocaina nas
concentracdes de 1, 10 e 100 uyM. A exposi¢cdo a ropivacaina nas mesmas
concentracbes resultou em aumento da liberacdo de IL-6 em todas as
concentragdes e a bupivacaina causou diminuicdo dessa liberacdo apenas com a
exposicdo a maior concentracdo. Dessa forma, a acédo sobre a producédo de IL-6
parece depender do tipo celular, do anestésico e de sua concentragéo.

As formulagbes lipossomais ndo induziram aumento da liberagcdo de IL-6
pelas células HaCaT no presente estudo. Assim, provavelmente a diminuicdo da
viabilidade celular pelos lipossomas com gradiente de pH nao esteja relacionada
com a estimulagdo da liberacdo dessa citocina. E possivel ainda que a auséncia
de alteracéo na producéao de IL-6 com uso dessas formulacdes seja decorrente do
nuamero de células viaveis disponiveis, uma vez que a viabilidade das formulac¢des
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lipossomais ficou entre 56% e 60%, enquanto que para as formulacées de
articaina livre a viabilidade estava em 80%. Desta forma, com menor numero de
células viaveis, haveria também menor producdo de IL-6 apds exposi¢cdo das
células HaCaT as formulag6es lipossomais.

Os resultados obtidos no presente estudo mostram que a articaina
apresenta comportamento diferente dos demais anestésicos quanto a eficiéncia de
encapsulagcdo, pois embora apresente lipossolubilidade muito maior que a
lidocaina, esta ndo se traduz em maior capacidade de encapsulacéo, conforme ja
discutido nesse trabalho. Mesmo a encapsulacao em lipossomas com gradiente
de pH transmembranar resultou em aumento discreto na encapsulagdo. Desta
forma, ha necessidade de outros estudos para melhor entendimento da interagéo
da articaina com membranas de bicamadas lipidicas para, assim, obter uma
formulacdo lipossomal compativel com as necessidades de encapsulacao,
toxicidade e eficiéncia anestésica.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que a utilizacéo de lipossomas
com gradiente de pH transmembranar, com tampao interno de sulfato de aménia,
aumentou a encapsulagdo de articaina, entretanto, apresentou toxicidade

intrinseca no modelo avaliado
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